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RESUMEN

El miristato de miristilo es uno de los ésteres cerosos mas
utilizados en las formulaciones cosméticas como emolien-
te. La legislacién europea permite catalogar como produc-
tos naturales a todos aquellos obtenidos directamente de
la naturaleza o los sintetizados mediante procedimientos
biocataliticos. En este contexto, el presente trabajo recoge
los estudios realizados para optimizar la sintesis biocata-
litica de miristato de miristilo con lipasa de Candida an-
tarctica inmovilizada (Novozym® 435). Operando a 70°C, a
vacio y con circulacion de N, seco, se ha podido obtener,
en tan sélo 2 horas, un éster que presenta las mismas ca-
racteristicas (nUmero &cido, valor de hidroxilo, indice de
yodo e indice de saponificacion), que los productos que
se encuentran actualmente en el mercado, con la notable
ventaja de que este miristato de miristilo permite el etique-
tado de los productos cosméticos que lo contienen como
“100% natural”.

Palabras clave: Lipasa B de Candida antarctica; miristato
de miristilo; sintesis biocatalitica; sintesis enzimatica.

SUMMARY

Myristyl myristate is one of the more used waxy esters
in cosmetic formulations due to its emollient properties.
European legislation allows classifying as natural prod-
ucts to those extracted from nature sources by physical
procedures or those obtained using biocatalytic methods.
In this context, this work summarizes the optimization of
the biocatalytic synthesis of myristyl myristate using im-
mobilized Candida antarctica lipase (Novozym® 435) as

catalyst. This study demonstrates that operating at 70°C,
working at low pressure (below atmospheric) and circulat-
ing dry N,, it is possible to obtain, in only 2 hours, an ester
having the same properties (acid number and hydroxyl, io-
dine and saponification values) that products currently on
the market. In addition, cosmetic products containing this
biocatalytic myristyl myristate can be labeled as “100%
natural”, which is a notable commercial advantage.

Keywords: Candida antarctica lipase B; myristyl myristate;
biocatalytic synthesis; enzymatic synthesis.

RESUM

El miristat de miristilo és un dels ésters cerosos més uti-
litzats en les formulacions cosmeétiques com emol-lient.
La legislacié europea permet catalogar com a productes
naturals a tots aquells obtinguts directament de la na-
tura o els sintetitzats mitjangant procediments biocata-
litics. En aquest context, el present treball recull els es-
tudis realitzats per optimitzar la sintesi biocatalitica del
miristat de miristilo amb lipasa de Candida antarctica
immobilitzada (Novozym® 435). Operant a 70°C, al buit
i amb circulaci6 de N, sec, s’ha pogut obtenir, en tan
sols 2 hores, un éster que presenta les mateixes carac-
teristiques (nombre acid, valor de hidroxil, index de iode
i index de saponificacid), que els productes que es tro-
ben actualment al mercat, amb la notable avantatge que
aquest miristat de miristilo permet I’etiquetatge dels pro-
ductes cosmetics que el contenen com “100% natural”.

Paraules clau: Lipasa B de Candida antarctica; miristat de
miristilo; sintesi biocatalitica; sintesi enzimatica.
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INTRODUCCION

Hoy en dia existen en el mercado multitud de productos
para el cuidado de la piel que satisfacen una gran variedad
de funciones, bien actuando directamente sobre la piel o
siendo vehiculos para la dosificaciéon de algun principio
activo.

La forma mas comun en la que se presentan los produc-
tos para el cuidado de la piel es en emulsion, siendo las
denominadas O/W (aceite en agua) las que se usan con
mas frecuencia, ya que proporcionan una sensacién me-
nos grasienta. Su contenido en aceite varia entre el 10 y el
35% y el agua ayuda a la hidratacion del estrato cérneo de
la piel (1). Los emulsionantes (7%) y los emolientes (18%)
son componentes esenciales para mantener las emulsio-
nes. Los emolientes, ademas, tiene la propiedad de aliviar
zonas inflamadas, suavizando y protegiendo la piel o las
mucosas (2, 3).

Entre los emolientes destacan por su amplia aplicabilidad
los ésteres, normalmente obtenidos a partir de &cidos gra-
sos y alcoholes de cadena larga que exhiben propieda-
des diferentes dependiendo de la longitud de la cadena
y la estructura (4). Actualmente, se dispone de cerca de
50 ésteres emolientes diferentes, dependiendo la eleccién
de uno u otro de las preferencias del consumidor y de su
aplicacion concreta (5, 6). Con un volumen de produccién
de varios cientos de metros cubicos por afo, el miristato
de miristilo es el mas importante entre ellos (5).

El miristato de miristilo (C,H,,O,), que se encuentra en la
naturaleza en proporciones muy pequenas (7), se obtiene,
principalmente, mediante una reaccién de esterificacion
catalizada por oxalato de estafio (ll) y realizada a 240°C
(8, 9). Otros trabajos, en cambio, refieren que sélo son
necesarias temperaturas de 160°C (2, 10). En estas con-
diciones son muy probables las reacciones secundarias,
que dan lugar a la formacién de subproductos que con-
fieren a los productos finales propiedades organolépticas
indeseables y que provocan el rechazo por parte de los
consumidores.

Una alternativa para minimizar estos problemas es la ob-
tencién de estos ésteres de acidos grasos mediante sinte-
sis enzimatica, utilizando una lipasa (11, 12). La reaccion
de esterificacion se favorece en un medio con una minima
cantidad de agua, solo la necesaria para mantener la es-
tructura terciaria de la enzima.

En la bibliografia disponible se han encontrado algunos
trabajos en los que se describe la sintesis enzimatica de
miristato de miristilo, aunque éstos se han centrado Uni-
camente en el estudio de de evaluacion del ciclo de vida
(ECV). Los resultados obtenidos han puesto de manifiesto
que estos procesos son muy ventajosos puesto que las
lipasas son capaces de operar en condiciones suaves (al-
gunas incluso a temperaturas inferiores a 60°C) y presen-
tan una elevada selectividad, de forma que se evitan otras
reacciones indeseables, siendo innecesarias las costosas
etapas de separacion y purificacién que tanto encarecen
estos productos (2, 13, 14). Ademas, los ésteres emolien-
tes obtenidos mediante catalisis enzimatica, permitirian el
etiquetado “producto 100% natural” a los productos cos-
méticos que los contengan (15).

Por otro lado, es importante resefiar que, en un trabajo
anterior, se ha descrito el modelo cinético de esta reaccién
de sintesis, aunque no se aportan datos suficientes sobre
las caracteristicas del producto final obtenido ni se com-

para con los compuestos disponibles en el mercado que
han sido obtenidos por via quimica (16).

A la vista de todo lo anteriormente expuesto, en el presen-
te trabajo se va a estudiar la sintesis enzimatica de miris-
tato de miristilo utilizando como biocatalizador la lipasa B
de Candida antarctica Novozym® 435, en un sistema libre
de disolventes, lo que la enmarca dentro del campo de la
“quimica verde”. Para conseguir el objetivo anteriormente
descrito, en primer lugar se van a determinar las condicio-
nes 6ptimas de la reaccién enzimatica, tanto en reactores
abiertos a la atmdsfera como en reactores de atmdsfera
controlada y a vacio. A continuacion, se va a proceder a
la caracterizacion del producto obtenido para, finalmente,
comparar sus especificaciones con las de otros productos
disponibles en el mercado.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Lipasa B (CalB) de Candida antarctica, Novozym® 435,
donada por Novozymes. Acido miristico, 98%, suminis-
trado por Fluka y alcohol miristico, 97%, de Aldrich. Los
restantes reactivos fueron de calidad analitica, suministra-
dos por diferentes casas comerciales y se utilizaron sin
purificacion previa.

Métodos

Sintesis enzimatica de miristato de miristilo en un reactor
abierto

Se utilizé un reactor tanque discontinuo de vidrio encami-
sado, de 250 mL, suministrado por Afora. El reactor esta-
ba abierto a la atmosfera y provisto de un agitador vertical
(RZR 1 de Heidolph, con una turbina de cuatro palas pla-
nas rectas). Todos los experimentos se realizaron con 20
g de sustratos (acido y alcohol miristicos, relacidon molar
1:1). Ambos reactivos son solidos a temperatura ambiente
por lo que, en primer lugar, se conect6 el bafo termos-
tatico a la temperatura adecuada y se esperd hasta su
completa fusiéon. En ese momento se conecté el agitador
vertical y, cuando la mezcla fue homogénea, se afiadio la
cantidad de enzima correspondiente a cada experimento.
Se realizaron experimentos variando la cantidad de enzi-
ma, la temperatura y la velocidad de agitacion:

e Cantidades de enzima variables entre 0.08 y 1 g de No-
vozym® 435.

e Temperaturas de reaccion entre 50 y 70°C.

¢ \elocidades de agitacion comprendidas entre 125 y 350
rpm.

La toma de muestras se realizd de forma periddica, para la
cual se desconectd la agitacion y se esperd unos segun-
dos hasta que la enzima inmovilizada se hubiera deposi-
tado en el fondo del reactor. El seguimiento de la reaccion
se realiz6 mediante la determinacién del nimero acido,
que cuantifica grupos acidos no esterificados y se expre-
sa como los miligramos de hidréxido potasico necesarios
para neutralizar 1 g de muestra (17).

Sintesis enzimatica de miristato de miristilo en un reactor a
vacio con circulacion de N,

Se utilizé un reactor tanque discontinuo modelo 5101 de
Parr, con recipiente de vidrio encamisado de 100 ml de
capacidad y un agitador vertical de cuatro palas planas
inclinadas. Esta conectado a una bomba de vacio de
membrana KNF N816.3.KN18 y el N, es suministrado por
un generador de nitrogeno modelo 3848 — NitroFlow Lab
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de Parker y se hace fluir por una columna de gel de silice
antes de ser introducido en el reactor.

El procedimiento operativo en este equipo es similar al
descrito para el reactor abierto a la atmésfera, con la Unica
diferencia de que, una vez adicionada la enzima inmovili-
zada, se conecta la entrada de nitrégeno seco (50 I/h) y la
bomba de vacio, regulandose la presién en el interior del
reactor a 160 mm Hg. Todos los experimentos se realiza-
ron a 70°C, 350 rpm y 0.5 g de Novozym® 435.

Para el estudio de la reutilizacion del derivado inmoviliza-
do, al finalizar cada reaccién se separé éste por filtracion,
se lavé con acetona y se utilizd en una nueva reaccion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de las condiciones 6ptimas de reaccion
En primer lugar se determiné la cantidad 6ptima de bio-
catalizador Novozym® 435 necesaria para la sintesis de
miristato de miristilo. Para ello, se realizaron siete experi-
mentos variando la cantidad de Novozym® 435 en un ran-
go de valores comprendido entre 0.08 y 1 g. Los resulta-
dos obtenidos se muestran en la Figura 1, en la que se ha
representado la variacién del nimero acido del medio de
reaccion frente al tiempo.
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Figura 1.- Influencia de la cantidad de biocatalizador

en la reaccion de sintesis de miristato de miristilo. Re-

actor tanque discontinuo abierto a la atmdsfera, 20 g
de sustratos (relacion molar 1:1), 60°C y 350 rom.

Como era de esperar, al aumentar la cantidad de biocata-
lizador presente se produce un incremento de la velocidad
de reaccion, si bien éste no se produce de forma propor-
cional ya que, al variar la cantidad de enzima de 0.08 g
a 0.1 g, la velocidad de reaccion aumenta considerable-
mente, mientras que este incremento es insignificante al
aumentar de 0.5 g a 1 g. A la vista de estos resultados no
se considerd necesario realizar experimentos con mayor
cantidad de enzima, ya que la velocidad de la reaccion no
aumentaria. Tras 24 horas de reaccion, el niUmero acido
final alcanzado es muy similar en todos los casos, com-
prendido entre 2 y 4 mg KOH/g.

Con los resultados obtenidos se puede decir que, para
elegir la concentracion de Novozym® 435 éptima, se de-
bera realizar un estudio econdmico en el que se tenga en
cuenta tanto los costes de derivado inmovilizado emplea-
do, como los costes de operacién que dependeran del
tiempo de reaccion. En el caso de considerar solamente
el aspecto relacionado con el tiempo de reaccion, se con-
sideraria 6ptima una cantidad de derivado enzimatico del
0.5 g (para 20 g de sustratos), ya que a partir de ésta la
velocidad de reaccién no aumenta.

Para determinar la temperatura éptima de la reaccion de
sintesis del miristato de miristilo, se ha variado ésta en-
tre 50°C y 70°C. La eleccion del rango de temperaturas
a estudiar se ha determinado en base a informacion dis-
ponible en de la bibliografia. La lipasa CalB presenta una
temperatura de desnaturalizaciéon entre 50°C y 60°C, sin
embargo puede llegar a mantener su actividad a tempera-
turas mas elevadas en el caso de estar inmovilizada y en
un medio de reaccién anhidro, como es el caso que nos
atafie (18, 19). Respecto a los sustratos de la reaccion, el
acido miristico tiene un punto de fusién de 52-54°C vy el
alcohol miristico de 37-39°C. Por otro lado, el miristato
de miristilo tiene un punto de fusién de 36-40°C. Por todo
ello se ha establecido, como limite minimo de temperatura
de trabajo 50°C, para evitar la solidificacién del medio de
reaccion. Aunque esta temperatura es ligeramente inferior
al punto de fusién del acido miristico, se ha comprobado
que éste se disuelve en el alcohol miristico fundido. Los
resultados obtenidos en los tres experimentos realizados
se presentan en la Figura 2, que muestra la evolucion del
numero acido de cada una de las reacciones con el tiempo.
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Figura 2.- Influencia de la temperatura en la reaccion
de sintesis de miristato de miristilo. Reactor tanque dis-
continuo abierto a la atmdsfera, 20 g de sustratos (rel-
acién molar 1:1), 0. 1 g de Novozym® 435 y 350 rom.

Como era de esperar, un aumento de la temperatura del
medio de reaccién provoca un incremento de la velocidad
de esterificacion. En el rango de temperaturas estudiado,
al aumentar la temperatura 10°C, ya sea de 50°C a 60°C
o de 60°C a 70°C se produce una disminucion del niumero
acido en una proporcion similar. Asi, comparando los re-
sultados obtenidos tras 1 h de reaccién, el nUmero acido
es un 29% mas bajo cuando se aumenta la temperatura
de 50°C a 60°C y un 33% menor si se eleva hasta 70°C.
Ademas de la velocidad de reaccién, el valor de numero
acido final alcanzado, tras 24 horas, también se ha visto
influenciado por la temperatura del proceso, consiguiendo
un numero &cido de 2.82 mg KOH/g a 70°C, frente a los
5.22 mg KOH/g alcanzados a 50°C.

Otra variable que adquiere una gran importancia en la ve-
locidad de las reacciones heterogéneas es la velocidad de
agitacion, que debe ser tal que los fenémenos de trans-
porte no sean los limitantes de la velocidad de la reac-
cion. Sin embargo, al tratarse de una reaccion enzimati-
ca, elevadas velocidades de agitaciéon pueden suponer la
rotura del soporte de la enzima inmovilizada y con ello,
una pérdida importante de su actividad catalitica. Se han
llevado a cabo tres experimentos utilizando en todos ellos
un agitador vertical provisto de una turbina de cuatro palas
planas, que proporciona un flujo radial, a tres velocidades
de agitacion diferentes. La Figura 3 recoge los resultados
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obtenidos en términos de evolucion del nimero acido de
las reacciones con el tiempo y en ella se puede observar
que el aumento de la velocidad de agitacion provoca un
incremento de la velocidad de reaccion, lo que pone de
manifiesto el control difusional del proceso.
A la vista de estos resultados preliminares, se ha podido
determinar que las mejores condiciones para realizar la
sintesis del miristato de miristilo son 0.5 g de Novozym®
435 (para 20 g de sustratos, lo que supone un 2.5% del
peso de los sustratos), 70°C y 350 rpom de velocidad de
agitacion.
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Figura 3.- Influencia de la velocidad de agitacion en la
reaccion de sintesis de miristato de miristilo. Reactor
tanque discontinuo abierto a la atmdsfera, 20 g de sustra-
tos (relacion molar 1:1), 0. 1 g de Novozym® 435 y 60°C.

Obtencién del miristato de miristilo en un reactor de
altas prestaciones. Reutilizacién del biocatalizador

El contenido en agua de la mezcla reaccionante es un
factor determinante sobre el equilibrio de la reaccion de
sintesis de miristato de miristilo. Hasta el momento, se
han utilizado reactores abiertos a la atmédsfera y, en todos
los experimentos realizados, se ha podido observar que el
valor de numero acido final alcanzado viene condicionado
por la humedad ambiental. Con el fin de minimizar esta
influencia y, ademas, desplazar el equilibrio de la reaccion
en el sentido de la sintesis, se ha procedido a realizar la
reaccion de obtencion del miristato de miristilo en un reac-
tor cerrado, de atmdsfera controlada, operando a vacio y
con burbujeo continuo de N, seco. Operando en las con-
diciones 6ptimas anteriormente expuestas, se ha podido
obtener un éster con numero acido inferior a 2 mg KOH/g
en tan sélo 2 h de operacion.

Una de las principales ventajas del uso de enzimas inmo-
vilizadas es la posibilidad de utilizacion del biocatalizador
en sucesivos ciclos de reaccion, lo cual supone un con-
siderable ahorro econémico en el desarrollo del proceso.
Por esta razén, se ha estudiado la posibilidad de reutilizar
el derivado inmovilizado Novozym® 435 en varias reaccio-
nes consecutivas de sintesis de miristato de miristilo. Los
resultados obtenidos ponen de manifiesto que esta lipasa
comercial es capaz de mantener su actividad catalitica en,
al menos, tres ciclos de reaccion y que se podria, proba-
blemente, continuar reutilizando el derivado inmovilizado
en mas reacciones. Esta afirmacién se fundamenta, no
sélo en la similitud de los valores de nimero &cido alcan-
zados tras 24 horas de reaccion (2.58 mg KOH/g, 1.73 mg
KOH/g y 1.26 mg KOH/g, respectivamente), sino también
en una referencia bibliografica (20) en la que se afirma que
se puede utilizar Novozym® 435 hasta en 9 reacciones
consecutivas de sintesis de laurato de poliglicerol-3, sin
pérdida evidente de actividad enzimatica.

Caracterizacion del miristato de miristilo enzimatico
El miristato de miristilo, al igual que el resto de componen-
tes de las formulaciones cosméticas, no tiene que cumplir
especificaciones estrictas en cuanto a sus caracteristi-
cas y pureza. Algunos fabricantes y proveedores de este
producto facilitan a sus clientes la correspondiente hoja
de especificaciones donde se recogen las propiedades
fisicas y quimicas que se utilizan habitualmente para ca-
racterizar este tipo de productos: nimero &cido (17), valor
de hidroxilo (21), indice de yodo (22) e indice de saponi-
ficacion (23). En este trabajo se han recopilado algunas
de ellas para tomarlas como punto de referencia y poder
establecer la aplicabilidad practica del producto obtenido.
Como puede observarse en la Tabla 1, el miristato de mi-
ristilo obtenido por via enzimatica presenta caracteristicas
muy parecidas a los ésteres comerciales, lo que avala su
adecuacioén para ser utilizado como aditivo en la industria
cosmética.

Tabla 1.- Caracteristicas del miristato de miristilo de diferen-
tes suministradores y del obtenido por sintesis enzimatica.

Waxy
CE- JEE- | EXCE- Solid
TIOL® |CHEM | PARL | Myristyl Enzi-
MM MM MY-M | Myristate matico
BASF |FLAKE| KAO Yasho
(24) (25) (26) |Industries
27)
Numero acido
(mg KOH/qg) <5 <3 <1 <3 1.23
(17)
Valor de hidroxilo
(mg KOH/g) <7 - <6 - 6.27
(1)
indice de yodo
(912/100 g) <1 - <1 <2 0.04
(22)
Indice de sa-
ponificacion 125- | 1256- | 115- B 124
(mg KOH/qg) 135 135 135
(23)
CONCLUSIONES

El estudio de la sintesis biocatalitica de miristato de mi-
ristilo con la lipasa comercial Novozym® 435 ha permitido
establecer que para obtener un éster con caracteristicas
similares a los disponibles en el mercado de cosméticos,
es necesario operar a vacio (160 mm Hg) y circulacion de
N, seco (50 I/h). De esta forma se desplaza el equilibrio
de la reaccion enzimatica en el sentido de la sintesis y es
posible obtener un producto con nimero acido préoximo a
1 mg KOH/g. Utilizando una concentracion de Novozym®
435 del 2.5% (referido al peso de sustratos) y operando a
70°C y 350 rpm de velocidad de agitacion, el tiempo de
reaccion es solo de 2 horas.

Ademas, se ha demostrado que el derivado enzimatico
utilizado en este trabajo se puede reutilizar en al menos
tres reacciones consecutivas, lo cual supondria un notable
abaratamiento del proceso industrial.

Finalmente, es importante resaltar que el miristato de mi-
ristilo enzimatico es un producto que puede ser cataloga-
do como “natural” ya que cumple las recomendaciones de
la Directiva Europea (15).
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