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INTRODUCCION



INIRODUCCION

El descubrimiento de los flufdos supercriticos data de 1879 cuando Hlllly y
Hogarth reportaron s capacidad de cierios gases s altas presiones para solubilizar
materiales s0lidos de bajs presion de vapor, por encima de su punto critico.

Actualmente, e] término de fluido mpercritico (FSC) se refiere a las condiciones
que ldophlﬂlﬂllci.l después do pasar por su punto critico, Es decir, el punto
correspondients 8 Is tempershurs y presion mas altas pars que coexista el equilibrio
liquido-vapor de la sustancia

Las propiedades de los FSC son intermedias entre las de un liquido y un vapor. La
difimividad, por citar un ejemplo, s nmcho mayor u la de los liquidos y cercana a los
valores reportados por os vapores; esto implica uns gran capacidad de penetracién al
soluto, mayor s la de los liquidos. Sin embargo, ¢! mayor stractivo que presenta: low FSC
s Quizd I relacion que existe entre s poder como disolvente y su densidad, pues basta
con varisr minimamente (s semmda (al modificar T y/o P) para obtener cambios drésticos
o0 |a solubilidad de lu sustancia en el fluido. De aqui derivé la iden de sustituir s los
disolventes orginicos tradicionales por FSC ya que, al ofiecer un rango muy smplio de
solubilidades, podrian intervenir en procesos extractivos de alta selectividad.

Los fluidos supercriticos han sido utilizados recientemente a nivel industrial,
principalmente en procesos de extraccién como lo es |s extraccion de la cxfeina del café y
I de combustibles liquidos dol carbén. Actualmente, la tecnologis supercritics ha
cobrado mayor importancis en el mejorwmiento del medio wmbiente como resultado de la
crecionte preocupacion ecolégica s nivel mundial. Un ejemplo de esto e ls remediacion
de suelos por remocidn de contaminantes orginicos proveniontes de materiales sélidos.
Por este motivo, el uso de los FSC es prometedor debido s las cada vez mas estrictas
normas ambientales que limitan a los disolventes tradicionales (de hecho, s EPA ha



decretado una reduccién del S0% en 17 quimicos, de los cuales S son utilizados como
disolventes en procesos extractivos). '

El campo de estudio FSC ha crecido enormemente en los Gitimos afios y repercute
o0 varios sectores como 1o son el farmacéutico (obtencién de productos de alta purezs),
quimico (fraccionamiento de polimeros, purificacién de mondmeroe), alimentario
(extraccién de aceites naturales con bidxido de carbono superoritico, CO:SC) y en el
biotecnolégico.

Dentro de la biotecnologin, el interés por este tipo de fluidos eurgié como
resultado de Ia experimentacida con snzimas, también Hamadas biocatalizadores, cuya
sctividad es evidente en medios ongfinicos. Esto Gitimo es relativamente muevo ya que se
peasaba que 1as enzimas solo eran activas en medios acuosos, sutorno en el cual se
encuentran en Ia naturaleza. Giracias a este descubrimiento, se comenzaron a realizar
reacciones enziméticas en diversos FSC, debido a 1a similitud de éstos con los disolventes
orgfnicos. .

Dentro de los problemas que se han suscitado al experimentar con biocatalizadores
en FSC, se encuenira Ia determinacion del contenido optimo de humedad en el
microambiente enzimdtico asl como ¢l agua requerida (indispensable) en el disolvente o
medio de reaccidn para que la actividad de la enzime sea méxima. Hasta la fecha, 0o se ha
podido precisar con clarided el porcentaje ideal de humedad requerido, pues se encuenire
en fimcida del sistems reaccionante que se estudic asf como de la enzima cuys actividad es
evaluada

El objetivo primordial de este trabajo consistié en elaborar una recopilecién
exhaustiva de todo lo relacionado s la cronologia, evolucion, importancia y splicaciones
de la tecnologis supercritica con el fin de tener una vision mas clars, ripids ¢ inmediata de
lo que e8 ¢l fenémeno SC en sf, de los obstaculos que se han presentado y de lns
conclusiones a Ina que se ha llegado. Esto permitirg a jos interesados ep Ia materin, dor un
seguimiento & las investigaciones.



CAPTTULO 1

EL FENOMENO SUPERCRITICO



11 Generalidades
El tbemino "fluido supercritico” (FSC) se conoce desde hace mis de cien afios y o8
splicsble a gases condensables; sin embargn, la splicacién de éstos es relativamente
reciente (Gitima décads).

Una sustsacia slcanza condicionss supercriticas cusndo se encueatra sometida s
presiones y tompersturas superiores a las criticas. El comportamienio ds wna sustancis
pura puede representarse grificaneie sa un dingrame de fages P-T:

Figural.1

La temperatura orition de uns sustancie, Tc, se define como s méxiom temperstrs » Ia
cusl un gas puede comvestires en liquido al sumentarse {a presita del sistoma. Asimiamo,
{a presida critice, Pc, oo la ménima presion a la que un liquido pusde comvertirse en gas al
smentarse (2 tompershra. En orms palabras, ol pusto critico (Te,Pc), se refiere a la
tscpernirs y presién mas altns a las que puede existir usa sustancis ea equilibrio liquido-
vapor.



Como se puede obeervar en la viguiente tabls, cads sustancia posce difersates condiciooes
criticas. Esto se debe a la polaridad y sl tipo de enlace enire las moléculas que lns

compones.

| Sustsscis | Te(°C) | Pc @)_1 Sustmcis Te(*C) | Pc (wtp) |
COp 3.1 728 beaceno 9.0 48.3
otmo 323 48.2 tolueno 318.6 40.6
otilemo 9.3 49.7 p-xileso 343.1 u.7
| _psopsmo 96.7 419 clorotrifluorometanc | 289 38.7
_propilenc 91.9 45.6 triclorofluorometanc |  198.1 43.5
cicloboxano | 280.3 40.2 anonis 132.5 1113
isopropamol | 2352 47.0 e 3742 217.6

Tebla 1
Condicionss Criticas para Varios Disolventes SC (Mc.Hugh, Knikonis, 1986).

Al estudiar los diferentes compuestos sometidos a condiciones supercriticas, los
cisntificos se hap percatado de que en un FSC existe uns estrecha relacion eatre ol poder
solvatante de dicho fluido y In demsidad que éete presents en Ia regiém cvitica do la
ﬁncitl!up-tiul-ithdnlldnlnconﬁmmm&utivolluFSCym
representarve al graficar la presion reducida, Py , (donde Py= P/P¢) ve. ls demsidad
reducida de un componente puro, pg , (en donde pg = p/p, ) 8 diferentes isotormas de Ty
(Ty=T/Tc). Ver Figara 1.2.



Como se puede observer en ls siguiente tabla, cada sustancis posce diferentes condiciones
criticas. Esto se debe a la polaridad y al tipo de enlace entre las moléculas que las

componen.

Sustacis | Te(°C) | Pe (wtm) | Sustancia Te(°C) | Pc (wm)
€O, 311 72.8 beaceno 209.0 48.3
otamo 323 482 tolusno 3186 40.6

otilemo 93 49.7 p-xileno 343.1 34.7

| propmso 9.7 419 clorotrifivorometano |  28.9 38.7
propileno 91.9 45.6 triclorofluorometanc |  198.1 43.5
cicloboxamo | 280.3 40.2 amonia 1325 | 13

isopropasol 238.2 47.0 gn 3742 217.6
Tebla 1

Condiciones Criticas para Varios Disolventes SC (Mc. Hugh, Knikonis, 1986).

Al estudiar los diferentes compuestos sometidos & condiciones supercriticas, los
ciomtificos se ham percatado de que en un FSC exinte una estrecha relacion eut-e ol poder
solvatante de dicho fluido y ls densidad que éete presents en ls regitm critica do ls
milﬂnplﬁwltihdnh@oluconﬁmmww.cﬁvolloll’SCypuodo
represeatwwe al graficar I presion reducida, P, , (doode Py= P/Pg) ve. Is demsided
reducida de un componente puro, py; , (en donde py =p/p, ) a diferentes isotermas de Ty
(Ty= T/Tc). Ver Figura 1.2.



Figural.2
Isotermas presion-densidad para CO, (Ponce y Trevifio,1989).

De esta grifics se puede inferir que si mn vapor de CO, (s wna T donde T<Tc y, por lo
tanto Ty<1) es comprimido isotérmicamente a partir del punto A, llegard un momento en
el que sparezcs ls primers gota de liquido (B). Posteriormente, al ir sumentando la
cantidad de liquido (B-C) en is mezcls, se llegs al punto C en donde desaparece 1s dltima
bisbujs de vapor. A pastir de este momento se tendrd CO, liquido y Ia curva C-D
represeniand 1a compresidn del CO, liquido.

Si se buscan densidades similases s 1as del liquido cerca del punto critico, &
temperashwras poco mayores 8 Tc y en la region cercans a8 Pc, se¢ necesita variar
minimamente s presion para obtener grandes cambios en la densidad.



Pars temperaturas donde T>>Tc se necesitan variaciones isportantes en la presiée
para obtenor densidades similares a las del CO, lquido.

Como ge ssbe que a mayores densidades mejors de manera importante el poder
disolvente, los experimentos con CO, SC se realizan en la region supercritica sombreads
cercana al punto critico de dicho compuesto.

Por lo anterior se puede decir que ¢! gran stractivo que presentan los FSCes la
gran sensibilidad que tienen para varinr su densidad ( y por consiguiente el poder
disolvente) al modificar minimemente varisbles como T y P. Esta pesticularidad les
confiere & los FSC la posibilidad de sustituir & los disolventes ongdnicos cuyo uso estd
siendo cada vez mas limitado por consideraciones ecolégicas y toxicoldgices.

La variacion en la capacidad disolvente de un FSC puede spreciarse on In Figurn
1.3 en donde se eaquematiza Ia solubilidad del naftaleno en etileno SC (Tc=9.3°C,
Pc=49.8 #im).

Ala T de 12°C (Tp=1.01) y a presiones menores 8 50 sim, la solubilided del
aafialeno #4lido en etileno SC es casi mula (esto ¢s equiparsbie a la baja solubilidad de un
sélido en un gas). Sin embargo, al umentar la P de 50 & 90 stm se aprecia un sumento
sotsble en Ia solubilidad . Al seguir incrementwndo la P a partir do 90 stm, Ia solubilided
muments lentamente con la P hasta alcanzar un limite corcanc a In solubilizaciéa del 1.5%
mol. Si se compars la forma de la isoterma @ 12°C de la Figurs 1.3 con is do la Figura
14 (@Ty = 1), se observa que ambes siguen la misma tendencia Esto gltimo explica
claramente la relacién que existe entre la capacidad disolvente de un FSC y el
comportamiento de 1a densidad del digolvente en la region critica

Por oro Indo, al considerar Ia isoterma @ 35°C de 1a Figure 1.3, se oberva que
mmnque I variacion de s solubilidad en 18 region cercana a las SO aim no es tan evidente
como en el caso anterior, se liega & un valor de solubilidad limite cercano al 5% mo!,
valor que se obtiene 8 presiones mayores & 100 stm donde el etilono exhibe densidades
parecidas o las del liquido.



Pars tomperaturas donde T>>Tc se necesitan variaciones importantes en ls presiéa
para obtener densidades similares o las del CO, liquido.

Como se ssbe que 2 mayores densidades mejora de maners importante o} poder
dizolvente, Jos experimentos con CO, SC ge realizan en Ia regién supercritica sombreada
cercans &! pumto critico de dicho compuesto.

Por lo anterior se puede decir que el gran atractivo que presentsn los FSC es In
gran sensibilidad que tienen pars variwr su densidad ( y por consiguiente el poder
disolvents) sl modificar minimeamente varisbles como T y P. Esta particularidad les
confiere 8 los FSC la posibilided de sustituir & los disolventes onginicos cuyo uso estd
siendo cada vez mas limitado por consideraciones ecolégicas y toxicolégicas.

La vasiacién en la capacidad disolvente de un FSC puede spreciarss en la Figars
1.3 en donde se esquemstiza la solubilidad del nsflaleno en etileno SC (Tc=9.3°C,
Pc=49.8 aim).

A laT de 12°C (Ty=1.01) y a presiones menores a 50 stm, 1a solubilided del
nadtaleno sblido on etileno SC es casi nula (esto es equiparsble a la baja solubilidad de un
#6lido en un gas). Sin embango, al sumentar la P de SO a 90 alm se aprecia tn sumento
sotable eu la solubilidad . Al seguir incrementando Ia P a partir de 90 stm, la solubilided
muncnts lentamente con Ia P hasta slcanzar un limite corcano a la solubilizaciéa dol 1.5%
mol. Si se compars {a forma de la isoteraa @ 12°C de {a Figurs 1.3 coa Ia de ia Figara
14 (@Ty = 1), se observa que ambas sigien In misma tendencia Esto GHimo explica
claramente la relacidn que existe entre la capacidad disolvente de wo FSC y el
comportamiento de la densidad del disolvente en Ia region critica.

Por otro indo, al considerar lu isoterma @ 35°C de Ia Figura 1.3, se oberva que
anque la variscion de 1a solubilided en la regidn cercana a las SO atm 0o es tan evidente
como en el caso anterior, se llegs & un valor de solubilidad limite cercano al 5% mol,
valor que se obtiene & presiones mayores 8 100 atm donde el etilono exhibe densidades
parecidas a las del liquido.



La diferencia ea solubilidades entre isotermas a presiones superiores 8 150 atm se
debe ol aumento en la presién de wublimacién del nafialeno como resultado del
calentamiento de éste de 12 a 35°C dado que, como puede obeervarse en la Figura 1.4, In
diferencia en densidades entre 1a isoterma de 12°C (T = 1.01) y lade 35°C (T, = 1.09) no

o muy grande.
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Solubilidad del naftaleno sélido en etilenoSC (McHugh, Ksukonis, 1986)
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Variacion de s pp de un componente puro cerca del punto critico
(McHugh, Krukonis, 1986)



Otro método pars sjustar el poder disolvente de un FSC (para solubilizes
compuestos mas polares, por ejemplo), consiste en afiadir cosolventes o mstancias que
modifican la polaridad de Ia mezcla supercritica tales como etanol, metano! y acetons
(Pags et al.,1992). Aunque ¢l CO, , por ejemplo, tengs un poder solvatante bastante bueno
gaciss a st configuracion molecuit( base de Lewis cuyo dipolo inducido dcido/dase le
permite solvater uns gran cantidad de sustancias), no es suficiente como pars disolver
compuestos de alto peso molecular o analitos polares cuyn disolucion requiere de wn
importante aiimero de interacciones por parte del disolvente. Al afindir cosolveates, esto
Gltimo es posible. Sin embargo, el uso de estos modificadores es limitado ya que
generalmente no ge cuenta con diagramas de fase P-T que permitan conocer con exactitud
Ia variacita en los puntos criticos de Is mezcla segtin Ia cantidad de cosolvente afisdida
Ademds, por 1o general, los cosclventes dejan residuos dado que usualmente son liquidos
& tomaperaturs y presion ambiente. Por el contrario, los FSC se evaporan a condiciones
ambientales y, por lo tanto, no dejan residuos.

1.2 Preniedades dolos FSC

Ademis del afractivo indusirial que presentan los fluidos supercriticos como
disolventes (pueden mustituir & los disolventes orginicos), éstos poseon caracteristicas
fisicoquimicas peculiares que les confieren siin més probabilidades de ser cmplendos en
un sinnmero de procesos quimicos,

Al snalizar los valores de densidad, coeficiente de difiwion, viscosidad y tension
superficial de los FSC se encuentrs que éstos son generalmente intermedios entre los de un
}iquido y un vapor. Lo anterior puede observarse en s Tabls 2.

10



Propledad Gas FSC Liquide
Densided (0.6-2.0)x103 0.2-0.9 0.6-1.6
/o)
Cosficiente de 0.1-04 (0.2-0.7)x103 (0.2-2.0)x10%
Diflasida (cas?/s)
Viscosidad (1-3)x104 (1-9)x104 (0.2-3.0)x10%
]ﬂm l!
Tenwion Supesfical 0 0 finito
(dinae)
Tabls 2
(Ponce y Trevifio,1969).

La denwided, mwy parecida s Ia de los lquidos, o» ya de por »f (sin variwrls)
representativa de un poder disolvente relstivamonte alto.

La difusivided, mucho mayor a Ia de los lquidos (ver Figura 1.3) confiere 8 los FSC una

o capacidad de peastracién al wolulo asf como uns reduccitén de limitaciones por
transferencis do mase, sobre todo interna.

11



La tensin superficial, casi nula, permits una mayor peneracion (sobre todo en
poros pequeios, inaccesibles a los liquidos) debido a um buee "mojado” de solutos
eélidos. La viscosidad de un FSC es menor a la de los liquidos, lo que trae como resultado
ua mejor mezclado que se traduce ea niveles altos de trensferencia de mass extorna (Figura
1.6). Como se pusds cbesrver, tanto la difiwividad como la viscosidad sumentsn
rédpidamente segta se adentra en la regitn critica. Es importante noter que Ia viscosidad se
mantione abejo de los valores para liquidos an & presiones cercanes & las 1000 sim.
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El becho de que la transferencia de masa sea mas ripids en un FSC que en un
liquido se debe a las altas difisividades reportadas por los primeros. Sin embargo, ls
mayor difisividad no siempre se traduce en ung veniajs (Randolph,1990) pues muchas
reacciones estdn limitades por cuestiones de equilibrio més que por efecton difasionales.
En estos casos, s velocidad de trangferencis de masa puede incrementarse con Is syuda
de la conveccién natural (inducida por fluctusciones en Is densidad supercritics). Esta se
encuentra en funcion del namero de Grashof, Gr, y la transferencia de mass total est
relacionada con ¢l nimero de Sherwood, Sh, (Sh= f{Re,SC,Gr)). Sh es un ntmero
adimensional ilizado pars correlacionar el coeficients de tranaferencia de mase, Ke. En
el caso de los FSC, Gr tiene un valor muy sito cerca del punto critico (del orden de
3x107) debido a la baja viscosidad cinemdtica y & la dependencia de Ia solubilided en ls
concentracion presentes en esta regitn. Lim et al. (citado por Randoiph,1990) han podido
reportar, entonces, un valor maximo en el coeficiente de transferencia de masa cercs del
punto critico al correlacionario con un valor méximo del Gr, llegando a la siguiente
expresitn;

Sh 0356 4 g0
=1.692
SenlT® (——,f)

Re =nimero de Reynolds
Re=pdgvp'l  p=densided

dp, = digmetro de pasticuls
Sc=pp° D'l v =velocided superficial

1 = viscosidad
Sh=KcdyD"!  Sc=ntmero do Schmidt

D = difisividad molecular

14



Debido al favorable conjunto de propiedades con que cuenta un FSC y después de
someterios a numerosas investigaciones, se ha llegado a afirmar que éstos  pueden
reemplazar -en varios casos- a los disolventes orgdnicos, con la ventaja de que la mayoria
de los FSC prometen una fiicil scparacion (al varier solemente la T y la P) y una alta
recuperacion de los productos (sin residuos de disolvente) en cualquier proceso extractivo
y que incluso pueden intervenir en reacciones quimicas gemersndo a veces mayores
rendimientos.

Si biea lo anterior es plausible, el uso de FSC no se ha consolidado debido al alto
costo del equipo industrial que se requiere para lograr presiones altas y & una cierta falta
de conocimientos findamentales acerca de estos fluidos. Sin embargo, existen en la
actualidad diversos procesos tales como la extraccion de oleoresinas, pigmentos,
productos nsturales, esencias, carbdn, etc., que ya emplean FSC. Inclusive, después de que
la biotecnologia ha smpliado su campo de accién al comprober que las enzimss - o
biocatalizadores - pueden actuar en medios orghnicos, (cuestion poco crefble hace algunos
aios pues se asumis que solo lo hacien en medios acuosos, eatorno en ol cual se
encusniran en la naturalezs), ha mugido el interés por sustituir los disolventes ongnicos
por FSC que en algunos casos (como el CO3) han probado ser inocuos (i.e. no téxicos), de
menor imupacto ambients! y adecuados al trabsjar con material biolégico termolébil como
resultado de las bajas tempersturas criticas pars estos gases (menores a 35°C).
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CAPITULO 2

DESARROLLO HISTORICO DE Los FSC



En 1879, Haney y Hogarth reportaron, por primera vez, y no sin causer
controversias, In habilidad de los FSC para disotver materiales sélidos de baja presion de
vapor (McHugh, Krukonis, 1986). Usando tubos de vidrio de poco ditmetro, cbesrveron
Qe & temperstwras superiores 8 la Tc del etanol (234°C), diversas sales (p.¢j. CoCl2, KBr
y KI) se disolvian en etann! (si se sumentaba fa presitn del sistema) o precipitaban ea
forma de "nieve” si se dismimuia la presién.

Los experimentos de Hannsy y Hogarth, sin embargo, no fileron los primeros; en
1822 ¢! Baron Cagniard de Ia Towr descubrio el punto critico de una sustancia. De hecho,
por muchos afios se refirié al punto critico como ¢l punto de Cagniard de 1a Towr. Para
realizar experimestos a sitss presiones, este investigador wtilizd un pedazo de tbo en el
oual introdyjo una pelotita de pedernal. Sellé el tubo y empezd a calestario. Conforme
mmentsba la tsmpersturs Cagaiard de la Tour movin ligeraments ¢l tubo pars escucher
cambios ea el sonido de la pelotita. Estas variaciones en el sonido lo llevaroa s descubrir
mds tarde el punto critico. Posteriormente efectud experimentos en tbos de vidrio pars
observar visualmente el fenomeno critico.

El CO, SC cobrd suge en la segunda mitad del siglo XIX. E! Doctor Thomas
Andrews, Vicepresideate del Queen's College en Belfust, Irimnds, llevé a csbo
experimentos con este compuesto buscando estudier su comportamiento termodindmico.
Los valores de Tc y Pc reportados por Andrews son bastante similares & los conocidos
actuaimente.
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En 1879, Amagat describié un método para comprimir gases & una presion de hasta
400 atm usando columnas de Hg que llegaban hasta el tiro de una mina. Doce afios més
tarde, Cailletst logré generer altas presiones con columnas de Hg de 1a alturs de 1a Torre
Eiffel. Aunque se recurié mucho a este tipo de experimentos pars lograr altas presiones,
0o faltaron los problemas como el tan frecuente rompimiento de los tubos de acero.

Aunque Hannay y Hogarth demostraron la relacion de la presién con la solubilidad
utilizndo sales inorginicas, experimentos posteriores en distintos FSC (CO,, éxido
nitroso ¢ hidrocasburos ligeros) concluyeron que solutos orgdmicos liquidos y eélidos
(compuestos  nlifiiticos, sromdticos, triglicéridos, etc.) presentan el misno
comportamiento.

En 1896 Villard publicé un reporte ea donde describe la habilidad del metano, del
otilono, del CO, y del 4xido nitroso pars disolver sustancins sblidas o liquides como CS,,
ded‘u.&idﬁmﬁ«yu;(hﬁ-nnwdibulﬂuprM
¢l entonces extrafio fondimeno que consiste en ¢} sbatimiento del punto de fiwion normal de
un sélido puro debido a su interacccidn con un gas & altes presiones.

Estudios de solubilidad dol naflalne en diverses sslventes

La solubilidad de! sistems naftalenc - etileno fie el primero en estudiarse; de éote
derivaron Ias determinaciones de solubilidad en sistemas talea como el de naftaleno en
CO, (Bachner), y ¢f de nafisleno en etano SC y en CO, SC (Prins , 1915). Este 6itimo
eacontrd las curvas delimitantes entre los tres estados fisicos que presentan los sistemas y
los puntos criticos de ins mezclas nafialenc - etano y naftalenc - CO, .
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El ritmo de investigacién disminuyé notablemente hasta que & finales do 1a década
de los cusrentas, ¢} Profesor Scheffor y colaboradores de 1a Universidad de Delft inicisron
un estudio de a solubilided y comportamiento de fases del sistema nafinleno- otileno SC.

A principios de Is década de los sesentss, Teckhanskays, Jomtev y Mushkina
(citados por McHugh, Krukonis, 1986) logreron medir la solubilidad de! naftaleno en
etileno SC y CO, SC. Pasteriormente, diversos investigadores determinaron Ia solubilidad
del naftalenc en trifluorometanc, xendn, etc.

A raiz de los miiltiples estudios sobre 1a solubilidad del naftaleno en loe diversos
disolveates SC se ba generado un inmenso aémero de datos sobre ¢! comportamiento de
fages de log diferentes sistemas.

Un investigador que conribuyd mucho al desarrollo de los FSC fise AW, Prancis
Quien presentd en 1954 un estudio cusntitativo de les propiedades disolvestes del CO,
liquido. Interesado inicialmente por el comportamiento de sistemas ternarios con CO,
liquido, recolectd los detos necesarios para construir 464 diagrames de fase y pudo
determinar también la solubilidad de 261 compuestos orgtnicos (alifiticos, aromdticos,
beterociclicos, etc.) Gracies & su coleccién de datos es posible generar varias reglas de
solubilidad de compuestos en CO, . Aunque sus experimentos wilizmn CO, liquido, los
datos de Francis son splicables, generalmente, al CO, SC.

En las Gltimas décadas se han estudindo diversos sistemas con disolveates SC. Tal
es ¢l caso de los sitemas silice - H,O SC, fonantreno - écido benzoico, etc.

Debido & lo expuesto e este capitulo y en ol amterior, se puede coacluir que ol
fendmeno de la solubilidad se conoce desde hace més de un siglo. Sin embargo, la
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splicacion de éstos no ecutd totalmente comsolideds (mumque en la actualided existem
procesce que ya involucran FSC, tema del siguisnte capitulo).

Las limitantes & Ia implementacién de procesos utilizando FSC se debe
priacipalmente a doe fictores:

8) En las primoras tres cuartas partes del siglo XX In energia era barata,
mw.l.ﬂlum'ﬁl“pﬂ’llmihdeﬁm
encrgiticanmeate eficiecntes. No fize sino basta la década de los setemtes
que se eeupezd & tomar conciencis del uso Sptimo de la energia.

b)mdu-mllobuumqnmlndbwimw
diroctamnente do ls infbrmecida termodindmice (diagrames de fase)
existonte. Estn itima 8 veces no se encusntra disponible ya que,
geeoraimeate, ol estudio del comportamisnto termodindmico de los
sistemas 0o se enfoca 8 sltas presiones.
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CAPITULO 3



El desggrollo de los FSC a nivel industrial ha tenido grandes avances a partir de
1980. Uno de los primercs usos de los FSC, pasticulanmests del CO, , fise en cromatografia
donde se splicaba la tecnologia existente para separer mezcins no volétiles. Sin embargo,
reciontemente, la extraccitn con FSC se ba generalizado a tal grado que se ban creado una
serie de procesos exiractivos de considersble magmitud.

De hecho, actusimente la EPA y Ia FDA desarvollsn métodos de preparacion de
mezclas liquides con base en FSC que reducirisn on gran medids el comsumo de
disolventes asi como ¢l tiempo de andlisis y la contaminacion por disalventes.

Awmque las propiedades disolventes de los FSC se splicaron originalments s
procesos extractivos, es de suma importascia mencionsr que debido al interés por estas
sustancins s¢ han disefindo procesos en los cuales o] FSC interviene em reacciones
quimicas ademfs de actusr como disolvente. De hecho, actualmente existen varios
sjomplos de reacciones en FSC (deshidratacion de alcoholes con o sin catalizador;
oxidaciones, pirélisis, etc.) cuys fisctibilided depende principsimente de los efectos de!
disolvente (presitn mecinics, limitaciones difisionales, efoctos olectrostiticos, eic.)

A medindos de In década de los ochentes, mnte el creciente interés por la
tecaologia SC, los cientificos fijaron s stencién sn uns meva posibilidad: ol levar &

cabo reacciones biocataliticas ve FSC.
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Como puede verse, el estudio de los FSC y su probable aplicacién en un gran
abmero de procesos industriales se ha ido amplisndo con el paso de los afios y hoy en dis
sigue desarrolléndose. En sf, la tecnologia de los FSC es (an prometedora que se ha
convertido en un campo interdisciplinario atractivo a ingenieros quimicos, quimicos
mnaliticos, tecndlogos de alimentos, agrénomos, biotecnélogos, farmacéuticos y cientificos
dedicados al contrc | ambiental. Ademds, ¢l desplazamiento de disolventes orgnicos por
FSC se ha incremetado debido 8 Ias restricciones ambiontales que ba decretado 1s EPA
para los proximos afios como por ¢jemplo, 50% de reduccion en 17 quimicos, de los
cuales S son de utilizacion en procesos extractivos para 1995 y el 100% de reduccién en
Is produccién de clorofluorocarbono ¢ hidroclorofluorocarbono pars 1996 (Vis,
Teylor,1993).

A continuacion se mencionardn los procesos que involucran FSC en las diferentes
industrias.

311 Poliﬁwih del etileno a altas presiones (McHugh, Krukonis, 1986).

Este proceso es uno de los mis antignos que se conocen; fue desmrrollado a finales
de los 30's y su caracteristica principal es que el disolvente actiia como reactate, ademds
de cumplir con su papel de disolvente.

E! etileno se comprime 2 una P de 40,000 psia y se alimenta & un reactor tubular
junto con un iniciador de polimerizacion (oxigeno o peréxido). E! polimero formado
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pormanece disuelto en el etileno SC & una T de operacion de 250°C. Posteriormente,la
sohucién de polietilemo - etilenc se expande 2 una P de alrededor de 5,000 paia. Al reducir
la P ol poder solvatante del etileno cs cada vez méa débil por lo que el polictileno
precipita para ger recolectado en un separador. El etileno sobrante es recirculado pam
posteriorments sor recomprimido y vuelto a utilizer.

3.1.2 Praccionamiento de polimeros (McHugh, Krukoais, 1986).

Exision més de dos milloves de pateates refarentes s este tipo de proceso que tiene
w origen en los afios cusreatas. El primero on desssroliarse fie ol del polietilemo. Sia
embargo, hoy en dis existen smuchos procesos de sete aafuraieza tales como polipropileno,
polibutenc, aylon 6, etc. '

El fraccionamionto de un polimero em un medio SC se lleva & cabo en un sistema
de reduccion de presién secuencial.

3.1.3 Pwrificacite de monémeros (McHugh, Krukonis, 1986).

La wtilizacién de mondmeros exige un alts purezs que no sismpre o8 alcanzada e
uns destilacion yu que estos compuestos son musy seasibles & la temperstirs. El uso de CO,
SC o9 tms alternativa pars ia obtencion de estos mondmeros con 1a ventaja de que s Tc o8
de 31°C, T s la cual 00 sufiva deterioro. Dichos monémseros sirven para fabricer leates de
camtacto blandos, polimercs destales, etc.



3.1.4 Extraccién de combustibles liquidos del carbon (McHugh, Krukoais, 1986).

Cuando ¢l carbén o8 sometido & tempersturas superiores 8 400°C, Ia deatilacién de
combustibles liquidos no es 6ptima ya que éstos son generalmente no voldtiles s esta T. Si
sc mumenta la tempernlurs en la destilacidn, estas sustancias polimerizan formando
moléculas més pesades y solo uns pequedia parte del carbdn destila como alquitrin.

Una alternativa a 1a destilacién del carbon es 1a extraccién con FSC (gemersimmente
toluenc) que offece una mayor recuperacion de los liquidos y evita también las reacciones
de descomponicion indeseables. El uso de 108 FSC on proceson extractivos del carbén flee
fniciado sn ¢l NCB (National Coal Border ) on Gran Bretafia. Sin embargo, achmimente s
extraccién del carbén por FSC sigue siendo investigada y perfeccionads pues ain no se
comocen com exuctitid las caracterfsticas quimicas y/o fisices del disolvente o la
composicién de la mezcla disolvente ideal como para obtener un mayor rendimiento y
calidad méxima

A medida que la industris quimics se desarolia se generan cada vez mds procesos
que iavoluoran FSC. Tal es ¢l caso de la extraccion de parsfinms, oleoresines, el
dessfhitado del petréleo,etc.
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3.2 lndwirie Almentaris

A la fecha existe uns gran acumuliacion de datos experimentales relativos a la
solubilided y/o extractabilidad de diversos productos natursies (esteroides, alcaloides,
aceites ssenciales, Buganciss, cafeion, etc.) con CO; SC, etano SC y N,O SC. De éntos, ¢l
CO, ba sido ¢l més utilizado ys que s Tc (31.1°C) es ideal para extraer o solubilizar
wustanciss termolébiles. Adomis, este disolvente offece varim ventajus sobre los otros:
bajs toxicidad, baja comonividad, baje flamebilidad, precio razonsble, alta pureza ¢
impecto smbieatal moderado.

La extraccion de cfeinn del ol y la exiraccida del lipulo con CO, SC son los
procesos de esta sshwalera mds importanies de la industria slimestaria . Ambos se
emplean a escala comercial (Alemania procesa 60 millones 1b/afio de caf¥) y han teaido
¢xito e tichor de mercado especificos como of ds las especialidedes alimenticies.

3.2.1 Bairacciéa de ls cafeion del caf® (McHugh, Knukoais, 1986).

Los estudios relativos a este proceso se iniciaron en Alemania ea la década de los
setontns. Posteriormente, E.E.U.U. desarroll6 otras modalidades, dendo como resultado us
9ren mhmero de pateates que a la feche sigue incrementémdose (extracciém de estimmiantes
del &4, cocon y cef¥)

Ea ol proceso general, los grenos del caft se bumidificen (pues se ha observado

qe ¢l CO2 SC no solubiliza » la cefeing del caf® seco) y se expone al CO, (T=45°C,
P=300 stis) que se sucuentrs eo exceso debido & que In cafeing no es muy soluble en é1.
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Dicho disolvente circula a través de un lecho empacado durante S hores. Posteriormente,
ol agua es separada en su totalidad de la cafeina cusndo la P es reducida a 60 akm ylaTa
22°C. El contenido inicial de cafeina en o] café (generalmente 1.25% peso) es reducido &
un valor de 0.06% transcurrido el procezo. Parn perfeccionar el proceso se han realizado
diversos estudios de sojubilidad en el sistema CO,-agua-cafeina-caf¥,

3.2.2 Extraccién de lapulo (McHugh, Krukonis, 1986).

Similer al proceso de extraccién de cefeins, éste se encuentra en operacitn en
Moochamanster, Alemania en donde se procesan 2 ton de lGpulo/dia Parece ser que
actuaimente este proceso también se lleva a cabo en Australia

3.2.3 Extraccién de Aceites Naturales con CO; SC (McHugh, Krukonis, 1986).

La extraccion de aceites naturales con FSC fue planteads por vez primers en
EEUU. y Japbn quienes desuvollaron procesos tales como 1a extraccion de aceites a
putir de soys, germen de trigo, algodén, mostaza, frutas, especins, etc. Estos fieron
resultado de las determinaciones de solubilidad de los triglicéridos en CO; a 7¢°C y 800
sm. Con el paso de los afios, sin embargo, se ha diversificado el estudio de estos
procesos debido a la creciente demanda por alimentos de bajo contenido calérico. Estos
incluyen Ia extraccién de aceites de papss fritas, de cacahustes, de pescado, efc., con la
ventaja de que al término de la extraccién, el producto mentiene el ssbor y textura
originales. Otro tipo de proceso relutivamente reciente que utiliza FSC es la extraccitn de
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agenies aromdticos del limén, principalmente del limoneno. En I mayoris de los casos, ls
tecnologia con base en los FSC ha probado ser competitiva ¢ incluso superior s la
tradicional. Por Gltimo, cabe mencionar que la extraccion SC de aceites indeseables en
harinas de maiz (que afectan el ssbor y la calidad nutricionsl de 12 misms) es otro proceso
por medio del cual se garantiza un mayor periodo de almacenamiento sin deterioro.

3.3 Indusirie Fermecdulice (Larson, King, 1986).

Debido a la preccupacion creciente de Ia industris farmacéutica por Is obtencién
de productos de alta calidad y de extrema purezs ( sin residwos de disolventes), se ban
buscado alternativas 8 los procesos de extraccién y/o destilacién tradicionales. Desde ¢l
punto de vista ambiental y considerando también el factor seguridad (msi como sus
caractoristicas particulares), ze ha ilegado a Is conclusién de que el CO; SC es el
disolvente adecuado para la extraccién de productos natursles y sintéticos de interés para
In industria farmacéutica.

El CO, SC #e utiliza, entonces, para extraer esteroides, alcaloides, agentes activos
de plenias para tratamiento del céncer, etc.

3.4 Meioramiente 4ol Ambionte
(Brady et al., 1987, Dooley et al., 1987, Akgerman et al., 1992).

En 1986 s¢ descubrié una nueva eplicacion de los FSC: la remocitn de
contaminantes orgénicos provenientes de materiales s6lidos con el fin de remedior los
suelos. Desde entonces se emplea el metanol SC pars extraer residuos de pesticidas ¢
hidrocarburos policiclicos arométicos; el CO, SC para extraer bifenilos policlorinados;
mezclas de metanol/N,O pars remover también hidrocarburos policiclicos sroméicos de
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" sedimentos en rios, etc. Estudios posteriores revelan que el uso de FSC es coanveniente
pera la exiraccion do DDT (al 100% cuando se afiade 5% de metanol como cosolvente),
bexaclorobenceno,diesel, PCB's, etc.

El principio de estas extracciones se bssa e separar componentes contaminantes
wliducww-mluzsylawmypmimim 1000 y 6000
psi. A diferencia de los procesos tradicionales (extraccion con disolventes a T's > 600°C
qQue ocasiona tierras cansadas), la extraccién con PSC garantiza una utilizaciéa posterior
de 1os suelos inclusive para fines agricolas.
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BIOCATALISIS EN Fsc



BIOCATALISIS EN FSC

A mediados de los ochentas ge descubrié una nueva linea de investigacion en el
campo biotecnolégico: la utilizacién de las enzimas -o biocatalizadores- en medios casi
anhidros con el fin de llevar a cabo reacciones enzimdticas en este tipo de ambiente. Los
primeros experimentos relacionados con este aspecto, fueron realizados en disolventes
orgfnicos. Posteriormente, se integraron los FSC y las conversiones directas en fase gas,
amplisndo asi el rango de aplicacion de las bioconversiones en sistemas de baja humedad.

4.1 GENERALIDADES - LAS ENZIMAS

Lag enzimas, como cualquier catalizador, sumentan la velocidad de Ias reacciones
{modificando solamente las reacciones espontdneas) y sin afectar el equilibrio de la
reaccion.

El total de converviones biologicas que realizan los seres vivos se debe a la
presencia de enzimas o biocatalizadores en sus células. Dichos catalizadores son proteinas
globulares complejas (PM de 12,000 a 1'000,000 g/gmol) constituidas por uns 0 mis
cadenss polipeptidicas unidas. Fstag cadenss se repliegan sobre si mismas de tal manera
que conforman una estructura tridimensional al mismo tiempo que generan un sUrco o 88O
dentro del cual encaja(n) la(s) molécula(s) reaccionante(s) o sustratos. Dicha porcidn de
'll enzima recibe el nombre de sitio activo. Cada sitio activo tiene como fimcién principal
la de reconocer v confinar al sustrato asi como la de orientarlo en uns determinada
direccion. De eato Gltimo deriva I extrema egpecificidad enzimdtica ya que la relacién
enzima-sustrato sugiere la snalogia de ung cerradura con su lave. En is Figwa 4.1 se

esquematiza ia conformacion de una enzima.
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Figara 4.1 Modelo de una Enzima
(Curtis, Helena)

La existencia de enzimas en las células de los seres vivos hace posible realizar el
ineamerable conjunto de reacciones quimicas que la célula requiere para llevar a cabo
todas las finciones asociadas a la vida. Como se sabe, para que se pueda llevar a cabo una
reaccion quimica, es necesario contar con un @porte inicial de energia que amente la
energfa cinética de las moléculas promoviendo que éstas choquen con mayor fiierza Esta
energia inicial o energia de activacion permite vencer la fierza de repulsion entre las
moléculas y ocasiona el rompimiento de enlaces entre las mismas. Como consecuencia, se
facilita la formacion de mevas estructuras, dando lugar a |a reaccion. En la mayoria de log
procesos quimicos, la energfa de activacion se aporta como calor; sin embargo, en las
células esto no sucede ya que la energia térmica las afectaria irremediablemente debido al
desacoplamiento de 1a(s) cadena(s) que conforman a la enzima.
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Como alternativa, las células eluden este problema recurriendo a las enzimas que,
como cualquier otro catalizador, se encargan de deprimir la energis de activacion al
establecer una asociacion temporal con los reactivos. Esta asociacion aproxima a las
moléculas reaccionantes y también debilita los enlaces quimicos iniciales. La energia de
sctivacién més baja ea presencia del cetalizador se encusnira ubicada dealro de s gama
emorgitics que posse la msyor proporcion de las molécules reaccionantes; en
consecuencia, la reaccién se desamrolla con mayor rapidez que si faltase el catalizador
(Figara 4.2) ya que el AG global es el mismo al que se llegaris si la reaccién no fhese
catalizada Ademds, como ¢l catalizador mismo no ee alters de manera permanente en el
proceso, se puede utilizar reiteradamente.

Por citar un ejemplo de 1a rapidez de las onzimes, la reaccitn:

CO, +H,0 » CO,H,
se llova a cabo de manera esponténea en tos océanos. Sin embargo, ea el cuerpo humano y
otros seres vivos la misma reaccion es catalizads por la enzima enhidrasa carbénics,
factor por el cual |lﬂﬂi:.l 107 veces mis ripida que ls no catalizade.

Figws 4.2
dissccide ds ls maccids — . .
Energia de activacién en reacciones catalizades

y no cafalizades (Curtis, 1990)
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El numero de interacciones enzima-sustrato en un segundo es muy alto (entre 103 y
109) . De esto se infiere que Ias moléculas del sustrato no ge encuentran estrechamente
unidas a las de la enzima ya que, de ser asi, las reacciones no serian tan rdpidas pues las
mismas moléculas del sustrato bloguearian el sitio activo.

La meyoria de los sistemas enzima-eustrato siguen el modelo cinético de
Michaelis-Menten el cual propone la siguiente reaccion reversible:

donde existe ¢l equilibrio entre ol wstrato (S) y la enzima (E). ES es el complejo enzima-
sustrato que & su vez reacciona para dar un producto (P) y liberando el sitio activo, en
forma egencialmente irveversible, de acuerdo a la siguiente reaccion:

ES—-L,E+pP

En eate modelo se asume que el paso limitante es la reaccién y no Ia difiién de lns
moléculas de sustrato y producto en el sitio activo. La velocidad de reaccién se define
como:

v =(ES)k3

Conforme auments Is concentracion de sustrato, sumenta la de ES. Por lo tanto, la
velocidad se incrementa y 1a reaccion asume una cinética de primer orden. Sin embargo, si
existe un exceso de S, los sitios activos se saturmn y la velocidad de reaccién ya no
amnents. En este cano, el modelo de Michaelis-Menten toma Is siguiente forma:
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, - FESKS) _Vmaxts)
FE2HS)  KmH(S)

En In sctualidad se conocen més de 2,000 enzimas, cada una de les cuales es
responsable de la catélisis de una reaccion quimica determinada (Curtis, 1990).

Con o} puso del tismpo, ol interés por las enzimas ha crecido considerablemente
sobre todo como consecuencia de Ia preocupacion ecolégica del hombre por buscer
wetancins y materia prims natwral para Ia eluboracién de diversos productos. La
wilizacion de Ins enzimas cobra hoy en dia cada vez mayor importancia tanto en e} sector
alimentario como en el quimico, farmacéutico y ambiental.

4.2 Diecatalisls e» medios erpimices

En le naturaleza, las enzimas se encuentrun en medios acuosos; es por ello que les
primorss aplicaciones industrinles y ain {us actuales de las enzimes fueron realizadas con
¢xito en este tipo de ambiente. Sin embargo, a medisdos de los ochentas, Zaks y Klibanov
(1984) seguidos por otros investigadores (Luisi, 1985; Waks, 1986, Mustioek, 1986,etc.)
iniciaron estudios relativos = la factibilidad de realizar reacciones enzimdticas en medios
orginicos. Pars logrario, emprendieron sus estudios midisndo Ia activided enzimétics de
diverses enzimas en diferentes disolventes orgsnicos.

De los resultados obtenidos do los primeros experimentos, Zaks y Klibanov
concluyeron que les enzimas pueden actuer en medios orgénicos con Is condicién de que
oxista en el medio cuando mence un pequefio porcentaje de agua Ests Gltima no debe
eliminarse en su totalidad ya que tiene una doble fimcion:

u) o8 ¢sencial parn mantener activa la configuracion proteica de
i enzima que le permite servir como catalizador manteniendo
jas interacciones no covalentes en la superficie de In enzima.
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b) es necesaria pars la mayorfe de los procesos de inactivacién
enzimdtics; sobre todo pars la inactivacion térmica.
Kazaadjin ot al. (1986) afiadieron el hecho de que un medio enzimdtico acuoso puede ser
sustituido por uno casi anhidro ya que el agua requerida pars la actividad enzimética se
oncuenirs fusrtemente unida s ls enzime y permamece wmide min cusndo el agua del
disolvents sen mustituida por un disolveate organico.

Vishanbreado s posibilidad de efectusr reacciones enzimdticas en disolveates
orgnicos, muchos cientificos (dentro de los cuales se incluyen : los mismos Zaks y
Klibmov; Wheeler y Croteau; Ayala et alotc.) se han dado o la tarea de buscar
penonalizaciones de miitiples experimentos wtilizando enzimes con diferentes propiedades.
Las enzimas ban sido empleadas bajo dos esquemas: ’

8) Se disuslven en pequeias cantidades de agua que son enuulsificadas en

disolventes no acuosos; ls microemulsion se estabilizs por surfactantes que forman

"micelas invertidas” (Luisi,1985; Martinek ot al, 1986) 6 '

b) La protefna en forma sdlida se suspende directamente en ¢l disolvente orginico

(Klibanov,1986)

En sl primer caso, s enzima se confina deatro do | microcdpsule que & su vez estd
sislade del disolvente orgimico por uns monocapa de surfactante. Por lo tanto, lus
propiedades cataliticas de las cnzimes en las micelas invertidas se aproximan s las que
offecen los meodios acu0sos. Por el otro lado, le enzima pulverizade, al ser directamente
expussta al disolvente orgnico, exhibe caructeristicas diferentes & les expresadas en
presencis de agm ¢ inclusive puede llegar & sumentar su termoestabilidad (Zaks y
Klibanov,1986; Wheeler y Crotesn, 1986; Aysia et al, 1986) asf como también puede varisr
la especificidad de la enzima por el sustrato (Zaks y Klibanov,1984,1986). A partir de
entonces, se empezaron @ efectuar reacciones enzimdticas en medios orginicos
concluyendo, ademds, que mmchas ramsformaciones hasta entonces imposibles en medios
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acuosos son realizables en medios casi sahidros. Tal es es el cmso de la acilacidn
regioselectiva de glicoles (Cesti et al,1985) y aziicares (Therisod y Klibanov,1986,1987)
en presencia de la enzima lipasa; interesterificacion de grasas (Yokozeki et al,1982),
transesterificaciones y esterificaciones (Kirchner et al,1985),etc.

En los Gltimos afios se ha seguido estudiando este fondmeno comprobando que la
presitn afecta Ia actividad enzimitica en medios orginicos y que también facilits el
despojo del sgua de la enzima ocasionando un decremento en su actividad (Kim et
a,1993; Gorman, Dordick, 1992). Para resolver este problema hace falta controlar, de
manera conjunta, la P y lahidratacion de Ia enzima. Por otro lado, a diferencia de lo que se
pensaba snteriormente (pues se hebia observado menor actividad en medios orgtnicos,
comparada con la exhibida en disolventes scuosos), se ha descubierto que Ia actividad
enzimatica en disolventes orgdnicos puede sumentar considerablemente con la adicion de
lioprotectorea como sorbitol, sucrosa, msnnitol,etc. (Dsbulis et al.,1993). La actividad
enzimdtica estd en fincidn del contenido de agua en la enzima, de Ia morfologia superficial
de la enzima y de las propiedades del disolvente, sustrato y producto (Russell, et
al.,1994). El agua que forma parte del microambiente de ia enzima es la responsable de
mantener las interacciones superficiales no covalentes de s enzima que le permiten actuar
como catalizador. La dependencia de la actividad enzimdtica con ef contenido de agua
presente en el sistema pasa por un punio 6ptimo. A niveles bajos de agua (enzima casi
seca), la enzima se deshidrata ocasionando una variacion en la estructurs de la proteina.
Al incrementar Ia cantidad de agua, aumenta con ells la actividad; sin embargo, a
contenidos altos de agua, las particulas forman agregados o se inactivan con facilidad.
Esto resulta en una reduccion del drea superficial disponible para el sustrato hidrofdbico,

Los disolventes afectan tanto directa (actuando como competidores inhibidores o
modificando In estruchwn proteica) como indirectmmente a las enzimas, segin lee
propiedades fisicss que presents dicho disolvente (constante dieléctrica, solubilidad,
coeficiente de particion, etc.). Sin embargo, la correlacion de Ins distintas propicdades de
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un disolvente convencional con la actividad enzimdticn es dificil ya que existen cambios
inevitables en las propiedades de un disolveate a otro (Russell et al.,1994 y Kamat et
al.,1992). Por ello fue que se vislumbeé 1a posibilidad de realizar reacciones enzimdticas
en FSC doade e posible varier, de manera predictive y controlads, las propiedades del
disolvente al modificer la temperatura y la presion del sistema.

4.3 Blocadiisls en Medios Supercritices

Debido al descubrimiento de los FSC como alternativa al uso de disolventes
orginicos (sobre todo por consideraciones ecolégicas, ademds de s atractivas
propiedades como disolvente), Randolph et al. (1985), Hammond et al. (1985) y
Naknerura (1986) fieron los primeros en publicar estudios que indicaban la fiactibilidad de
llevar a cabo reacciones enzimdticas en este tipo de fluidos. Aunque cada FSC posee una
polaridad distinta y por lo tanto se pensaria que los fluidos tendrian que ser seleccionsdos
seghin la reaccion de que se trate, después de realizar varios experimentos con enzimas en
diferentes FSC se llegd a la conclusién de que el CO3SC es uno de los més spropindos
praciss 8 sus propiedades (Tc=32°C, Pc=72 sim) adecuadas pars tratar material biolégico
termoldbil adeoits de solubilizar algunas sustsncias poiares. Cabe mencionsr que mmque
la meyoria de los experimentos se han lievado a cabo en este fluido, se ban becho estudios
en fluoroformo (Russell et al.,1994), etanoSC, hexafluoruro de mulfiro SC, propmnoSC,
etilenoSC, etc., pues existen evidencias de que ¢l CO; interactia quimicamente con las
proteinas, formando carbamatos con radicales amino libres en la superficie de la proteina
(Kamat et a).,1992). Sin embargo, como el CO2SC es ¢l que mas se ha empleado, &
continuacion se presents una lista de los beneficios potenciales de éste como disolvente en
reacciones catalizadas enziméticamente.
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A) Comparado ¢on medios acyosoy, ep COSC:

Los compuestos insolubles en agua pueden procesarse eo una sola fase.

La actividad acuosa y el equilibrio termodinémico de algunas reacciones puede
ajustarse a) variss el % de agua en CO;. Sin embargo, el calcular el % éptimo de
agua en el sistema es quizis el problema mds importante al que 8¢ han enffentado los
cientificos al realizar reacciones enzimdtican en FSC.

Las enzimas 0o se disuelven en CO2SC por lo que no existen pérdides de exzima y Ia
iamovilizacion de éstas mo es necesaria Tal es el caso de utilizar lechos fijos
(Asltoen et al,1991).

B)Comparado con disolventes onginicos:

El CO2SC no es téxico, no es flamsble y no es caro.
No deja residuos téxicos en el producto.

C)Caomperado con cyalgiier medio:

La alta difisividad, baja viscosided y baja tensién superficial del CO2SC permite
que se aceleren las reacciones limitadas por la trensferencia de masa.

La miscibilidad eficiente de los gases debe ocasionar, por ejemplo, meyor repidez y
selectividad en hidrogenaciones y oxidaciones.

Debido & que el poder solvatunte del CO2SC depende de la presion y de In
temperaturs, la mezcla de reaccién puede precipitar simplemente ol despresurizar el
sistema. Esta separacion puede ser gas-liquida o gas-sélida y tiene la veatsjn de
evitar la separacion posterior en soluciones liquidas diluidss.

Si durante el proceso de separacion CO2-mezcla reaccionante llegars a condensar ¢l
CO3 (debido a ls disminucién de P y T), seria necesario evaporar dicho compuesto.
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Sin embargo, el valor del calor de vaporizacion del CO; es mucho més pequefio que
el comparado con el requerido para evaporar agus o disolventes organicos.

o El fraccionsmiento y Ia purificacién de productos puede hacerse en el mismo
disolvente, utilizando un tren de scparadores arreglados de tal maners que se vaymn
reduciendo 1a P y T sucesivamente 0 que, en su defecto, se smapleca comtactores &
contracorrients.

o  Los productos purificados pueden cristalizarse directamente & pastis del CO; al
dejor que el fluido se descomprima después de pasar por una vilvuls de expensitn.
Las pasticulas obtenidas de ests mansea pueden ser pequefiisimas o incluso a veces
se puede gjustar su tamafio al manipular ja presién. Todo el proceso se opers a
tempersturas relstivamente bajas (35-60°C) protegiendo a los compuestos
termoinestables.

Por todo lo anterior, puede inferirse que un proceso que involucre la accitn de
biocatalizadores en CO7SC combina la especificidad de Ia catdlisis enzimética con las
propiedades del disolvente.

Los trabejos mas recisates elaborados por Russell y colsboradores (Ruseell et al.,
1994) indican que 1a sola dependeacis de las propiedades fisicas del fluido supercritico
en la presitn, preseats varias oportunidades pars el control de la actividad enzimdtica,
especificidad y estabilidad en reactores biocataliticos. Una splicaciéa de lo anterior es Ia
sintesis de polimeros de dispersion y peso molecular controlados, los cusles son
elementos esenciales para la construccion de biosensores.

Debdido a que es diflcil correlacionar las propiedades fisicas del disolvente con el
comportsmiento de la emzima en disolventes convencionsles (por las diferenciss
isevitables en la estructra quimica de un disolvente a ofro ya que la enzima puede eer
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ihibida por un disolvente determinado mientras que por otro no), se ha estudiado a los
FSC liegando 2 la conclwsién de que éstos ofrecen la posibilidad de cambiar las
propiedades fisicas del sistema sin ocasionsr cambios drésticos en varias de sus
propiedades, inclusive en su estructura Asi, es factible varine dichas propiedades de
manera predictiva, continua y confrolable, al manipuler 1a presion ( o la temperatura ) del
sistema.

E) primer paso para la generacion de correlaciones predictivas es el identificar
aquellas propicdades fisicas del disolvente que sfectan de manera importante a la
actividad enzimética, de¢ esta forma, se puede utilizer un fluido supercritico que exhiba
grandes varisciones en esta propiedad en un rango razonable de presién. Clark y sus
colsboradores, por ejemplo, reportaron que cuando 1a constante dieléctrica del disolvente
mumenta de 1 & 10, ocurre un cambio en s flexibilidad protéica. La constante dieléctrica
del fluoroformo puede manipularse entre 1 y 8 en un rango de presiones de 500 a S000 pei.
Russell ha llegado también s la conclusion de que Ia actividad de una lipasa en una
reaccién de transesterificacion entre metil metacrilato y 2-metil hexanol en fluoroformo
puede ser controlada por la presidn.

También sc ha sugerido que la constante dicléctrica puede ser utilizada para
predecir la especificidad de una reaccion biocatalitica pues se ha demostrado que en
slpmas reacciones ( Transesterificacion entre ¢l n-acetil fenilalanin éster y metanol con
Subtilisina carisberg o proteass de Aspergillus ) los cumbios en esta constante inducidos
por la presién cooducen 8 predecir las alteraciones en la enantioselectividad de ambas
enzimas. De aqui se desprende que es podible utilizar 1a presion no solo para regular la
estabilidad y la actividad enzimMics, sino también para controlar su especificidad.
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4.3.1 ESTABILIDAD ENZIMATICA EN FSC

Después de realizar numerosas investigaciones encabezadas por instituciones de
varias partes del mundo (Tabla 48), se ha reportado una serie de enzimas que muestran ser
estables en CO3SC (ver Tabla 4b). Los casos reportados incluyen pruebes de estabilidad
en COy hiimedo o seco al miamo tiempo que casos en los que se afiadieron cosolventes
(generalmente alcoholes) o varios sustratos. Los datos de estabilidad presentados son sin
limitados en el sentido de que no han sido evaluados en fincién de Ia presiéa a la cual se
encuentra ¢l CO3SC.

Se ha visto que a altas presiones, Ia estabilidad de algnes enzimas dismimye
debido 8 que la molécula sufie una dematuralizacion. Sin embargo, In presita de FSC no
es tan alta como para inactivar la enzima De hecho, ¢s menor a la que puede causar
desnaturalizacion enzimética en agua (Nakamuxa, 1990). Un efecto indirecto causado por
la presion podria ser Ia absorcion de COj & los complejos de enzima hidratados; esto
ocasiona una variacion en el pH o ¢l incremento repentino en el volumen de gas después
de uns expansién (lo que se puede traducir en una distancia mecdnica de la fhigil
estructra tridimensional). En este sentido, Kasche et al.,1988 sefialan que Ila
desactivacion enzimdtica es debida @ cambios estructurales en In molécula proteica
ocasionados por un decremento en la presion o el desprendimiento répido del CO;
diguelio en el agua de la enzima.

Los resultados reportados a 1a fecha indican que la estabilidad enzimdtica en COy
estd relacionada estrechamente con la cantided de agua presente en el medio.
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INSTITUCION ARO DE
INVESTIGACION
Massachusetts lastinie of Technology 1585 a ls fechs
Universided de California, Berkeley 1985-1989
TNO-CIVO Food Technology Insttube, Holanda 19851089
Universided de Tolsio,Jepén 1906-1943
Universidad de Nogoyn Japén 1987
Technische Universitst Hemburg-Hurburg 1988
Istihgto & Chimics degh Ormoni, C.N.R, Mildn, Italia 1999
institt National des Sciences Appliquées de 1990-1992
Toulouss (TNSA) Francia
Eesls Nativnale Superieure des indusiries Chirniques de 1990-1992
‘ Nancy (ENSIC), Prencis
Universided de Pitsbuyrgh 1991 o ! fochs
‘ Universidad Nacional Auténoms de Mizico (UNAM) 1993 o la foche
Teblad4a

(tomada de Aaltonen of al, 1991, actualizads a 1992)
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Exsime Ongmaismo que Temperatura Presiéa
laproduce <9 _ Gu) |
Termolisina Bacteria 3540 300
Colesterol oxidase Gloeocysticum 3s 100
chrysocress
Lipwsa Rhizopus errhizius 40 150
Lipass Mucor miehei 35-60 130-150
Lipass Rhizopus delernar as 137
Rhisopus jeponicus 35.50 150-390
Alcaligenes sp.
_ Mucor miehei
Amilass Becillus 3 200
Glucoamilase Hongo
Alcohol oxidesa Pichis pastoris 40 100
Giucoss cxidess __Hongo
Glucoss isomerass Bactaris
Fosfatasa alcaling Bacterie ki) 100
Polifeno! oxidass __Hongo 6 360
Tripsines Pancress bovino N 100
Subti idass A Bacillus subtilis 43 150
Catalase Hongo
Mirosinase Semills de mostazs 40 100-350
| Alcohol deshidrogensse Bacteria

Tabla 4b. Enzimas estables en CO2SC

(tomads de Asltonen et al, 1991)
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A contisuacién se muestran Ia3 diferentes reacciones eazimdticas realizades hasts

1992 (Tabla 4¢).
[, [ P Boortor | Conliciosss | Phustrate} [T
Hidribeis ds paincs- | Fosfwase - Buch €0, 35C 76aM Séal
fani fosfits alelina 100 st
Ondecids dep-arsasl | Pobfemal Primdovidio | Baichy CON0, <saM <aM
y p<iarchnsl endesa [ B T ] o WCIM0 e
CHFyO»
T, 0w
Trenseseslicacidn Lipan Celita y resina Buch €0, %cC @ Shad 057 bk
o trialeing ( con & intescanbio 300 0175
| Gaide coedaco @) iduico (Wlymp
Ak ehiliss 4 scotaso Lipesa Resina de Centinue CO T 320mM 043aM
e wtio con alcahot inlerconkia 100 b '
soggfco L]
Nidrthoio b ghucosi- | Misosinsos | Rals dorane Batch €O, 2C 32aM 11a10%aM
salmes-ilbostiocs- 20wy
>
Oudacéndecoloste- | Colestwol | Pedasdevidio | Dichycon- | CO,5C | laMEach) | SOmM®
__ladcohonme whdpe (-] ) Wan | lubiom) | r_&.h_..
Traseseniicscidn d | Sebabisinn de - Bach 0O, 45C @ %M -
Necnlhodmida () | Cotsbag 190 b YITY
con camel @ aaCOy
Audilisis de Wicrpui- Lipes Podes do vidnio WY co,m%c - -
1o cen fgide slnco Oy 100 e
Owidacién & samal Alcohal DEAE colaiess | Buchy €0, @c M
widen vidsio de pavoei- | comtimee 10
dad conizolade
Botesificacidn do bai- Lipass Reina deimber- | Contino CO,&C | @0-ouM 10Mg
dacoice ¢ co caming iaiko DIMPs | 8 1%eM
vl @)
Tramsestesificacidn dc |  Teamelitina - - €0y 35°C - ™%
Goiwada do daide 28~ Man
pltics con Ll
sine motil oot
Tebladc

Reacciones snzimétices llevades s cabo hasta 1992,
(Anltonen ef al., 1991, actualizade)
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4.3.2 Conciusiones o ins que 5o ha legade

8) Generales:

El CO,SC ha sido ¢l FSC mis utilizado por sus caracteristicas anque se cree que
por las diferencias en polaridad deberia existir un disolvente supercritico ideal para
cada reaccién enzimética (Nakanwra,1990).

La concentracion relativa de reactivos, agua y sustralo puede tener efectos
significativos en la velocidad de reaccion. Esto se debe a que, por ejemplo, el
contenido de agua influye en la flexibilidad de Ia enzima y la solubilidad del sustrafo
y del producto. Asimismo, puede afectar Ja transferencia de masa y la velocidad de
difisién (Nakamurs, 1990).

Uno de los factores que puede ocasionar la pérdida de actividad enzimética es la
despresurizacion del sistema (p.e¢j. tripsing, a-quimotripsinas y penicilino amidasa;
Kasche et al., 1988). Esto ge deriva del posible desdoblamiento parcial de Ia
molécula conforme se realizan expansiones micesivas. Las propiedades del
disolvente (constunte dieléctrica, solubilidad, efc.) también afectan la actividad
enzimética (Russell et al., 1994 y Kamat et al., 1992).

El incremento en [a presion o en el tiempo de contacto con el CO; puede ocasionar
un decremento en la actividad enzimética debido al desprendimiento de CO; del agua
de la propia enzima (Nskamura, 1990). Sin embasgo, se ha visto que la mayoria de
las enzimas retienen su actividad al someterse a presiones de hasta 35 MPa.

El cambio ea ¢l pH también es un fisctor que altera la actividad enzim#tica y puede
ocurrir a través de Ing reacciones de hidratacion del CO;.

En slgunos casos la actividad enzimética puede mejorarse después de someter & la
proteina & condiciones mupercriticas ya que al suspender la enzima en medios
acuosos (después del tratamiento con CO7SC), se sprecia un incremento de hasta 2.5
veces la actividad original pars 24 horas de exposicién (Valentinotti, 1992).
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La demnatwralizacion térmica de las enzimas en COSC es similw a la
demnaturalizacion que presentan en disolventes orgénicos (hexano) (Masty et
al.,1990).

La utilizacién de cosolventes puede afectar la velocidad de reaccién debido & que
éstos interactian con moléculss de msstrato, formando diferentes agregados
(Randolph et al.,1988).

El uso de la enzims lipasa promete mayores aplicaciones a nivel comercial ya que es
de utilided en muchas biosintesis y modificaciones (Nakamurs, 1990).

Todos los datos reportados s I fecha indicen un incremento (del orden de 2 & 4
veces) en la velocidad de reaccién cuando se sustituye un medio orgnico u acuoso
por CO2SC (Pasta et al., Chi ct al,, van Eijs et al., citados por Aaltosen et al.,1991).

Aungue se ba observado una tendencia hacia la msyor rapidez de reaccion ea CO2SC
que en otro tipo de disolventes, las comparaciones realizades no hen permitido
evaluar ¢| efecto que tieme ¢] disolvente en la rapidez global de Ia reaccién. Pars
encontrario, seria necesario utilizar un mismo reactor sometido a los mismos efectos
de mezclado y condiciones de flujo para cada disolvente.

D) Efecie de ia Humedad:

La presencia de agua en las enzimas es indispenssble para que la proteina pueda
fingir como catalizador. La cantidad requerids, sin embargo, es minima pues basta
con una monocapa de agus que recubra a la molécula para que esta se active sin
wuffir una desnaturalizacion (Klibmov,1986). Ademds, se pecesita afindir agus al
fluido en contacto con |a enzima para evitar |a deshidratacién de éuta.

Cada sistema CO2SC-enzima-sustrato requiere de un distinto contenido de agua. Sin
embargo, 0o existe una regla para calculer la cantidad de agua 6plima en cade caso.
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Es necesario estudiar s fondc el comportamiento termodingmico de sistemas tales
como el CO2-H30 pars poder predecir, eonpocomipnde error, el contenido de
agus a ciertas condiciones. En el siguiente capitulo este factor se tratard con mayor
detalle.

El COSC puede disolver poco mis del 0.3% de agus mieniras que hidrocarburos
hidrofSbicos (hexano) solamente disuelven un 0.01% de agua (Aaltooen of al.,1991).
Mientras mds hidofilico ses un disolvente, mayores posibilidades tendrd de
deshidrater a ls cnzima resultando on uns actividad catalitics disminuida.

El contenido éptimo de agua requerido, por ¢jemplo, en las lipasas, parece depender
del tipo de mstrato y soporte que se maneje. La cantidad ideal de agea pars los
diferentes sistomes de reaccion varia en un rungo del 4 al 110% (Marty ot al.,1990;
Chi et al.,1988). Las diferencias pueden deberse en cierto grado a las diferentes
isotermas de absorcion de agua de 10s soportes enziméticos.

Parece ser que ¢l CO)SC debe contener eatre 0.1%peso y 0.3%peso ( % de
saturaciéa del agus en CO)) para que ls actividad enzimdtics ses la ideal. Fl exceso
de agua en 1 carima probeblemente impide el acceso del susirato al sitio activo de Is
onzima y por eade, no fivorece el oquilibrio termodiaémico (Aaltonen et al.,1991).
Ea ¢l caso de que se produzcs agms oa la reaccién ésta debe ver oliminada de la
mezcls reaccionsate (p.cj. esterificacionss, amiduciones, etc.).

Si les solubilidades de mustratos y productos de resccién en CO2SC son bajas (<1%)
y ¢l CO; esth sstwudo con agua, existird demasinds agua en la mezcla de reaccita
después de lu separacion del CO;. Esta debe climinarse (Aslionen et al.,1991).

Si dlgmas sustancias de la mezcls reaccionante sos solubles en ague, estis tendrin
que ser soparadas de 1s solucién acuces por métodos tradicionsles. Esto resultaris en
un mal sprovechamiento de les propicdedes de los FSC (Aaltonen etal., 1991).
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¢) Trangferencia de masa:

¢  Lamayor difusividad en FSC frente a la de los liquidos no siempre se traduce en un
beneficio; solamente es ventajosa cuando la rapidez de Ia reaccién estd limitada por
1a transferencia de masa en los liquidos.

¢ Existen dos tipos de transferencia de masa:

9)Difusion externa:

Existe una transferencia de masa externa entre el seno de la mezcla de
reaccion y laguperficie de la unién enzima/soporte. La resistencia a la trangferencia
de masa a lo largo de esta pelicula externa depende de las condiciones de flujo. La
difugion externa se ha estudiado al realizar mediciones de la velocidad de reaccitn
como fiuncién de la velocidad del fluido al pasar por columnas enzimsticas
empacadas. Randolph y colasboradores (Randolph et al., 1988) concluyeron, por
ejemplo, que en la produccién de colestenona a partir de colesterol la difusién del
colesterol a la enzima no podia ser el factor limitante de la velocidad de reaccién (al
variar el flujo de 0.5 a8 3 cm/s) aunque la produccién de colestenona sumentaba
linealmente al incrementar Ia velocidad de flujo. Por otro lado, Eijs y colaboradores
(citado por Aaltonen et al.,1991) en experimentos de alcohélisis por lipasas,
concluyeron que la velocidad de reaccién en la obtencion de acetato isoamilico estt
limitada por la transferencia de masa extena En este trabajo se variaron las
velocidades de flujo de 0.3 a 1.3 cmv/s y también se obtuvo una mayor velocidad de
reaccion al incrementsr la velocidad del fluido.

Aunque se ha visto que 12 difiisién externa influye en la velocidad de reaccién, no se
han encontrado velocidades de flujo ideales.
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b) Difusion interma:

La difisién imterns ocwire demtro de los poros del soporte emzimdtico y es
indepeadiente de las condicionss do fiyjo. Eate factor o9 limitante cuando Is activided
sagimdtica os sy alts, Is comceatracién del susirato ee baja y las particulas del soporte
808 grandes. La tmnsforencia de mass imterns oz gensralmenie la que controla Is velocidad
de reaccién. Ea estos cesos la mayor difiwividad ea CO2SC debe resulter vesinjosa. Sin
embargo, este fondmeno 80 ha sido estudiado a fondo.
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CAPITULO S

COMPORTAMIENTO TERMODINAMICO
DEL SISTEMA CO2-H;0



C

0
CO28C-H20
S.1 lmpertancia dol Agan mn la Zasima

Como se menciond ea el capftulo anterior, ol HyO es imprescindible pars que se
puedan llevar a csbo reacciones snzimdticas en disolventes orginicos (y por lo tanto en
FSC). No eolo es We pars que le enzima cumpla con su fincién catalitics, sino que
os un fisctor cuyo contenido en Ia mwzcla de reaccidn afecta directamente tanto s la
velocidad de reaccitn como al equilibrio (Svenseon et al.,1994).

El sgua parece juger w papel dual en Ia catdlisis enzimética Por un lado es
importante pars mantener la estabilidad de la enzima (configwecién cefaliticamente
active) y por el obo, ficilita su inactivacion. Es indudeble que el agua debe ester
preseate; sin embargo, la cantidad de ague necessria pars cada sistema enzimético no ha
sido fci! de determinar. Los 6itimos estudion relativos a este problema sugieren que estas
proteines se hidratan por completo en soluciones acuosss de las capas de agua mis
cercanas; #in embargo, generalmente se cree que se trata de una sola capa que recubre a la
enzima y que fimciona como eslabda eatre la superficie enzimdtica y el medio de resccita.
Se ha intentado medir el espesor de esta monocaps, pero abn existe incertidumbre al
respecto. Empero, lo que sl se puede aseverar es que I enzimas requieren de
pequefifsimas canfidades de agua para logrer una conformaciéa adecuads . Suponiendo
Que se tralara de una sola capa, seria improbable que las moléculas proteicas fuersn
afectadas por Ia fase acuosa por encima de Ia caps de hidratacién de no ser que se supongs
una alteracién considerable al micrommbiente enzimético por el medio de reaccién. Es por
osto 6ltimo que la catdlisis en medios cesi schidros, dentro de los que destacan los
disolventes orginicos, los fluidos supercriticos y las reacciones en fase gaseosa es cada
vez mas wceptada como alternstiva a los disolventes acuosos en el campo de la
biocatlisis (Dordick et al.,1989).
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8.2 Contenido de agua en la Engima

Se ha visto que en medios orgénicos la actividad de la mayoria de lss enzimas
aumenia con ¢l incremento en la cantidad de agus pues a concentraciones pequefias de agus
(enzima casi seca), la enzima mantiene una rigidez estructural no activa. Sin embargo,
después de pasar el punto de actividad dptima (12 gHyO/g enzims), ls activided
enzimética vueive a disminuir notsblemente debido a Ia pérdida de Ia estructura nativa
por movimientos moleculares promovidos por el agus Por consiguiente, el drea
superficial de 1s enzima a la cual tione acceso el sustrato, se ve reducida (Russell et al,,
19%4).

Por ofro lado, en el caso de los FSC, se ha observado que la activided enzimdlica
es Optima cuando la proteina contiene agua en un rango intermedio entre 40 y 110 gH20/g
enzima (Marty et al., 1990).

Lo enterior puede observarse en {a Figura 5.1 en donde se compara la velocidad
inicial relativa de un disolvente orgmico (hexamo) con CO;SC a diferentes
concentraciones de sgua on la reaccion de esterificacién con lipasss. El diferente
comportamiento de los dos disolventes con respecto a la contidad de agua puede deberse o
diferencias significativas en {a solubilidad del H20 en ambos medios. En el caso del
hexano, el coeficiente de particion de HyO entre el disolvente y el soporte hidrofilico
sélido tiende hacia una mayor acumulscion de moléculas de agua en la superficie de la
proteina. Es decir, ia enzima e encuentra en conlacto con mas molécules de agus en el
hexano y, por lo tanto, el valor 6ptimo relativo a la cantidad de agua en ¢l medio aparece
antes que ¢l del CO,SC.
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Figura 5.1. Efecto del contenido de agua en la velocidad relative
en CO25C y en ctanio 2 40°C y 13MPa (Marty et al., 1990)

$.3 Contenide de agua en ¢ CO28C

Aunque no ha sido posible controlar con precisién la cantidad ideal de agua en el
FSC, parece ser que el CO2SC debiera contener entre ¢l 0.1 y el 0.3%(saturacién) en peso
para obtener actividades enziméticas 6ptimas (Aaltonen et al.,1991). Originalmente se
pens6 en realizar disgramas P-x o T-x con los cuales se pudiera controlar ] nivel de
humedad en el CO3SC. Sin embargo, esto no ha sido nada ficil ya que la mayoria de los
modelos termodinfmicos (generalmente basados en ecuaciones de estado) del sistema
CO03-H,0 propuestos a la fecha no contemplan el empleo de presiones altas (del orden de
100 atm y m4s) a temperaturas bajas (30-50°C). Esto se debe principalmente a que dicho
rango es muy cercano al punte critico del CO3, punto en el cual las ecuaciones casi mmca
convergen (Crovetto et al.,1991).

La aplicacion de FSC en bioprocesos o en procesos extractivos requiere de mucha
informacién sobre el comportamiento de fases de las sustancias involucradas. El conocer
la solubilidad de las sustancias en FSC, por ejemplo, es muy iti) para obtener nociones
sobre la extractabilidad de éstas (i se trata de un proceso de extraccién) a diferentes
condiciones de Py T al igual que para obtener mayores rendimientos y puntos de maxima
actividad enzimética (en biocatdlisis) también en funciénde laP y laT.



Debido al crecients interés por la tecnologin aupercrilics se han desasrollado
varios experimentos eafocados & evaluar Ia solubilided de diversas sustancias en FSC,
espscialmente o0 CO3SC, el disolvente mas empleado hasta la fecha.

La solubilidad en un FSC se define como Ia concentracién o fraccién mol de una
eastancis sometids a condiciones SC (s presionss y tempershxes determinadas) cusado
éeta ¢ encusars ea oquilibrio con la sustencia purs (Bartle of al,,1991). Sin embargo,
como la mayoria de los procesos reales involucran mezclas y o] cantcter del soluto difiere
por compisto al de wa sustancis pure, la eolubilided mos da indicios eobrs la
extractabilided de diche sustancia, ademds de provesr informacidn sobre ¢! disefio de les
condicionss de operacién pars cbtener un extracto de wma composicién determinada. Ea el
caso de la biocatlisis, sl cemocer s solubilidad del agua ea ¢l CO3SC, por ejenplo,
podria indicarnos el % de saturacion de agua de Ia enzima a difervates condiciones de P y
T pars predecir la cantidad requerids de agua ea ¢l disolveate. Todo esto cos sl fin de
obteer uns actividad enzimdtics optima y uns buena estabilidad (t,,>).

Chrastil, o0 1982, (Chrastil,}.,1962) evalué la solubilidad de diferentes eélidos y
liquidos en FSC bastndose on la deasidad (d) de! FSC coa s ecuscion:

c=d' np(;- +b)

que se obtisne ol asmmmir que las moléculas del sohuto se asocian con las moléculas del
FSC pars formar wm complejo que se eocucnira e equilibrio con el fluido. De aqui, se
pusde calculer la concentracitn al equilibrio por medio de la loy de accitn de masss.

En ua caso ideal en dende umna molécula de soluto A ¢ asocia con  moléculas de
m FSC B pawrs formar uns molécula de complejo AB; en equilibrio con el sistema,
Sarmos que:

A+kB ™ ABL m
-—
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K={ABL)/([A)(B]}) ()

InK + 10[A] + # In[B] = In[ABK] 3
donde [A] es 1a conceritraci6n molar del soluto en fase vapor, [B] es la concentracion
molar del FSCy [AB/] es la concentracién molar del soluto en el FSC. K es la constante
de equilibrio que puede expresarse como:

K = AHsolv/RT + qg

donde AHsolv es el calor de mezclado y qg es una constante. La [A] puede obtenerse por
1 ecuacion de Clasius-Clapeyron en doude:

InfA] = AHvap/RT + qy

doude AHvap es ¢l calor de vaporizacion del soluto y gy una constanie. Generalmente,

[A)<{AB.]

Introduciendo estas expresiones 8 la ecuacion (3), se tiene:

AH/RT + q + kin[B] = In[AB] “)

donde AH es el calor total de reaccion (AH =AHsolv + AHvap)y q=qy + q;.
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Es comvenieaie exprosar las conceatraciones y Is densidad del FSC en g/l y, por lo tanto:
[ABE] =C/ (Mp, + iMB); [B]=dMp

donde C o8 la concentracién del sohuto en un FSC (/1): d es Is denvidad del FSC (g/1) y
M, y Mp son log pesos moleculares de A y B, respectivamente.
De lo malerior se despreade que:

AH/RT + q + Hind - HiaMp = iaC - I(M 4, +(MB) )

Finalmente se llega a 12 expresion original:
C=d'up(%+b)

doade 2 =AH/R, R= constasie tniversal de los gases, b = la(M,, + ¥Mp) y ¥ = nimero de
selvatacita (# de moléculas de disolvente asociades con wme molécula de soluto pars
formar m complejo).

Les datos obtenidos por la ecuacita de Chrustil pars ¢l sistema CO2-H20 faeron
graficados por Bartie et al. (1991) después de ser gjustados con e ecuscitn que se
ubticns ds la signicute maners:

E=xp/py (s)

donde E oe define como la relacién de la piesién parcial de vapor del soluto puro 2 Is
misms temperahs s, py , X 08 s fruccién mo! del soluwio a comdiciones de saturacién y p s
ia presiéa.
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1.a correlacion original consistia en la relncion del In de la concentracion con la densidad,
P
In{xp) =8l +blp ®)

donde a! yb! son constantes & temperatura constante. Sin embargo, se encontr6 que esta
ecuacién, propuesta por Tsckhanskaya (citado por Bastle et al.) no lograba obtener buenos
resultsdos en slgumos casos. Por ello, posteriormente se desarroll6 uns ecuacion similar:

InE)=s+bp  (c)

donde 1 y b también son constantes 8 uns temperatura constanie. Al sustituir (8) en (c) se
obtione, por Gltimo:

in(p/pref)=A+Bp  (d)

donde A =a+ In (pV/ppes) ¥ B =b son constantes y pref €8 uns presién de referencia de 1
bar.

Las curvas obtenidas con (d) por Bartle et al. con base en los datos de Chrastil
siguen la misma tendencia de los de Wiebe et al (citado por Bartle et al.,1991) quienes
obtuvieron datos experimentales en el afio de 1941 y comprobaron que la solubilidad es
altunente dependiente de la P y la T de trabsjo. Las constantcs de p del COj puro en
gmol/dm3 se obtuvieros con una ecuscion de estado. El COj se considers como puro
debido 8 que 183 solubilidades de 1as diferentes sustancias, frente a &1, resultaron ser muy
bajes. Los resultados de Bastle et al. compurados con los de Wiebe et al. se muestran en la
Figura 5.2.
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Aunque se han utilizado varias ecuaciones de estado (ver Tabla 5a) para modelar
el equilibrio liquido-vapor del sistema CO3-H30, no ha sido tarea facil representar el
comportamiento de éste ya que @ temperaturas entre los 30 y 50 °C y presiones de 100 atm
0 mas, no se cuenta con muchos datos; de hecho no se ha podido definir con certeza las
fases que coexigten a estas condiciones. Ademds, por lo mismo, no es ficil determinar los
parametros requeridos para las diferentes ecuaciones de estado debido a la naturaleza tan
particular del punto critico.

van der Waals
AT _a
V-b V2
Camshan-Starling-van der Waals

_or$0-¢+8-8) a
R T

Redlich-Kwong

RT a

SRR T

Carnahan-Starling-Redlich-Kwong

pogrbUzir&-8)  a
boo(1-¢) TRV (Y +b)

Peng Robinson

P= RT a(T)
TV-b V(V+b)+b(V-b)

Tabla Sa
(tomada de Randolph,1990)
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CAPITULO 6

COMENTARIOS, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



C 0S8, CONCLUSJONES O

Generales:

Tras haber realizado este trubajo, puedo concluir de manera general, lo siguiente:

Es cada vez mas importante que un estudiante de una carrera profesional tengs una vision
mas amplia frente a otras dreas de estudio relativas & su carrera, mas que enfocarse
exclusivamente en aspectos inherentes & i misma Asimismo, considero que hsy que
fomentsr en el slumno la curiosidad por buscar informacién en otros sectores. En la
Universidad, por su naturaleza y construccion, es posible asistir  otras instituciones para
obtener informacion de especialistas; esta permite enriquecer g calidad universal. Por
ello, pienso que se debe dar mayor importancia a ios trabajos monograficos que impulsan
¢l desarrollo multi e interdisciplinario en carreras cientificas como lo es la Ingenieria

Quimica.

Termodindmicas:

s El papel dei agua en Ia biocatdlisis en medios supercriticos es crucial. La humedsd
optima depende de ias caracteristicas de la enzima y de la reaccion de que se trate. Es
por eilo que para determinar el grado de hidratacion 6ptimo, es recomendsble Ia
experimentacion exhaustiva para cada enzima a diferentes concentraciones de agua en

cada sistema reaccionante.
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Lag propiedades fisicas de los FSC tales como la constente dieléctrica, densidad,
polaridad, etc., son manipulables al modificar variables como presion y temperstura.
Esto confiere una gran versatilidad a dichos fluidos, ya que el nimero de reacciones
posibles en estos medios puede verse incrementado noteblemente, creando ssi viss
alternas para la sintesis de productos de interés industrial.

La tecnologia supercritica puede ser una alternativa para s separacion de productos de
alto valor agregado donde factores como 1a termoentabilidad y ls pureza requerida son
obstéculos para la extraccion liquido-liquido y la destilacién convencional. Los FSC,
en particular el CO2, permiten efectuar reacciones a temperaturas de alrededor de
32°C (lo cual evita la deenaturalizacion térmica) y no dejan residuos pues basta con

despresurizar el gistema.

Se tienen que estudiar mas a fondo las congideraciones en tomo @ la transferencia de
masa en fluidos supercriticos. Por lo tanto, se deben realizar experimentos a pequefia
escala equivalentes al equipo de proceso utilizado en la realidad para entender el

mecanismo de egte fenémeno.

Aunque la capacidad disolvente de la mayoria de los flufdos supercriticos es mucho
mayor a las de los gasecs, ésts es de menor magnitud a la alcanzada por varios
disolventes liquidos. Esto se iraduce en una limitacién en cusnto al nimero posible de

reacciones realizables en FSC.



Engimdticas:

e El sgua inherente a la estructura enzimdtica es imprescindible pars mantener su
configuracion activa AGn queda mucho "camino por andar" para conocer con
precision la cantidad de agua necesaria en ¢l microambiente enzimético, asf como la
relacion de ésta con el disolvente,

e Laactividad enzimética puede verse afectada tanto por las caracteristicas flsicas del
disolvente como por desprequrizaciones y cambios en la concentracion de las
diferentes especies participantes en la reaccion. Por lo tanto, se debe estudiar cada

reaccion por separado para encontrar las condiciones dptimas del biocatalizador.

o Las lipasas han sido las mas utilizadas en el campo de investigacion de la biocatdlisis
en medios no acuosos ya que catalizan la mayoria de las bioreacciones de interés

industrial.

Econdmicas:

E! auge que cobraron los FSC a finales de la década de los setentas como
consecuencia de publicaciones en las que se enunciaban sus innumersbles ventajas no fué
mwy duradero ya que varias compafifas invirtieron grandes cantidades de dinero en
proyectos de investigacion que - 8 final de cuentas - no tuvieron éxito. A partir de entonces
comenz6 una nueva época en la cual se hicieron estudios econémicos mas reales cuyo
resultado fue el esperado: no eran viables frente a los métodos de separacion

convencionales (extraccion liquido-liquido o destilacion). Sin embargo, cabe mencionar
[}
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que resultaron costesbles los procesos en donde se manejan productos bioldgicos de alto
valor agregado y que son dificiles de separar. Tal es el cuao del procego de extraccidn de
la cafeina del caf® v la extraccidn del aceite de lapulo que se realizan en gren escsla Son
estas aplicaciones la base para estudiar con mayor detenimiento las caracteristicas de los
fluidos supercriticon y asf, ampliar su campo de aplicacitn.

Como conclusion, se puede decir que actualmente resulta misy cars s tecnologia
SC ya que los equipos utilizados para logrer aitas presiones representan costos de capital
elevados. Empero, las cada vez mas eatrictas leyes ambientales impuestas a los
disolventes orgnicos serdn un factor de peso que justifique en un fituro el uso de estos
fluidos, probablemente sin importar m alto costo, sobre todo como consecuencia de la
eliminacion de disolventes tales como low clorados. Ademés, es probable que grandes
voltmenes de produccién - en base al sbatimiendo de los costos - hagan posible su
aplicacion en un mayor nimero de procesos.

Por Gltimo, después de haber realizado eate trabajo puedo concluir que el objetivo
principal se cumpli¢ debido & que #e preienta de manera conciss una breve semblanza, de
filcil y répido acceso, para el lector interessdo. Esto se traduce en una veniaja ya que si,
por ejemplo, una persona quisiers ahondar en algin tema especifico, se puede referir a los
articulos aqui analizados.
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