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1. RESUMEN

En este estudio el principal objetivo es poner a punto de un método de producciéon

de feromona de cria de Apis mellifera a partir de aceites vegetales comerciales.

Para ello, se transesterifican los aceites mediante distintos métodos (asistencia de
microondas, ultrasonidos y clasico), lo que permite una comparacién entre los
procedimientos sintéticos. Los resultados muestran que esta reaccion se ve favorecida
por la asistencia de los ultrasonidos y la radiacion de microondas en comparacion con el

método clasico.

En cuanto a la mezcla feromonal, la proporcién entre componentes es calculada
mediante programacion lineal para ajustarse a la 6ptima. A dia de la entrega de este
documento, no disponemos aun de los datos de campo definitivos, pero los resultados
preliminares muestran diferencias significativas de las cantidades de polen y miel en
colmenas cebadas con esta mezcla sintética y no hay diferencias significativas con las

colmenas cebadas con el producto comercial Superboost®.

ABSTRACT

The main purpose of this work is to find a method to produce Apis Mellifera brood

pheromone by using comercial vegetable oils.

In order to achieve this goal, vegetable oils are transesterified through different
procedures (microwave or ultrasonic assisted and classical method). Thus, a comparison
between methods can be made. The results show that both microwave radiation and

ultrasonic assistance make a more effective reaction than classical method.

Regarding pheromonal mix, component proportions are calculated by linear
programming in order to make an optimum mix. Definitive results are not available by the
time that this project is submitted. However, preliminar results point out significative
differences in pollen and honey quantities in sinthetic mix treated hives. Furthermore,

there are no significant differences with the available comercial product Superboost®.



2. LEYENDA

Esteres alcohdlicos
EM: estearato de metilo
EE: estearato de etilo
PM: palmitato de metilo
PE: palmitato de etilo
OIM: oleato de metilo
OIE: oleato de etilo
LoM: linoleato de metilo
LoE: linoleato de etilo
LnM: linolenato de metilo
LnE: linolenato de etilo
FAME: Esteres metilicos de acidos grasos
FAEE: Esteres etilicos de &cidos grasos

Cantidades de ésteres en aceites 0 mezcla comercial (programacion lineal)
EMO: estearato de metilo proporcional en aceite de oliva
EMS: estearato de metilo proporcional en aceite de soja
EML.: estearato de metilo proporcional en aceite de linaza

EMCom: estearato de metilo proporcional en la mezcla comercial

PMO: palmitato de metilo proporcional en aceite de oliva
PMS: palmitato de metilo proporcional en aceite de soja
PML.: palmitato de metilo proporcional en aceite de linaza

PMCom: palmitato de metilo proporcional en la mezcla comercial

OIMO: oleato de metilo proporcional en aceite de oliva
OIMS: oleato de metilo proporcional en aceite de soja
OIML: oleato de metilo proporcional en aceite de linaza

OIMCom: oleato de metilo proporcional en la mezcla comercial

LoMO: linoleato de metilo proporcional en aceite de oliva
LoMS: linoleato de metilo proporcional en aceite de soja
LoML: linoleato de metilo proporcional en aceite de linaza

LoMCom: linoleato de metilo proporcional en la mezcla comercial



LnMO: linolenato de metilo proporcional en aceite de oliva
LnMS: linolenato de metilo proporcional en aceite de soja
LnML.: linolenato de metilo proporcional en aceite de linaza

LnMCom: linolenato de metilo proporcional en la mezcla comercial

Proporciones de aceites en la mezcla metilica (programacion lineal)
X: proporcion de Oliva MeOH afadido al total de la mezcla metilica
Y: proporcion de Soja MeOH afadido al total de la mezcla metilica
Z: proporcion de Linaza MeOH afiadido al total de la mezcla metilica

Aceites transesterificados
Oliva MeOH: aceite de oliva transesterificado con metanol
Soja MeOH: aceite de soja transesterificado con metanol
Linaza MeOH: aceite de linaza transesterificado con metanol

Oliva EtOH: aceite de oliva transesterificado con etanol
Soja EtOH: aceite de soja transesterificado con etanol

Linaza EtOH: aceite de linaza transesterificado con etanol



3. INTRODUCCION

3.1 La polinizaciéon como relacién simbidtica entre plantas y animales
Las interacciones (Stein, K. et al. 2017) entre plantas con flores y sus
polinizadores animales proporcionan a ambos un beneficio mutuo, siendo ademas esta

relacién un componente fundamental en la biodiversidad del ecosistema.

La polinizacion, especialmente la realizada por insectos, es un elemento clave en
el funcionamiento de un ecosistema. Esto es debido a que, ademas de garantizar la
reproduccion sexual de las plantas, los rendimientos de las cosechas son estabilizados,
se mantiene la variabilidad genética de los cultivos y se contrarresta la autopolinizacion,

lo que significa una mayor resistencia del sistema.

3.1.1 Funcion de las abejas en los ecosistemas

Los polinizadores (Bradbear, N. 2009) tienen un papel fundamental en las
relaciones del ecosistema, asi como en su conservacion, variabilidad genética en la flora,
y en la especializacién y evolucién de las especies. Dentro de los polinizadores, las
abejas son una de las especies mas imprescindibles. Un gran nimero de especies
desapareceria si las abejas se extinguieran, esto ocurre en ecosistemas tan diversos
como la sabana, los bosques tropicales o los manglares. Esto es debido a que la
produccién de semillas, bayas y frutos es muy dependiente de la polinizaciéon de los
insectos, siendo la abeja el mas importante de todos ellos. En areas de cultivo, las abejas

son necesarias para la polinizacion de los cultivos.

Ademas, la polinizacion (Stein, K. et al. 2017) realizada por abejas aumenta de
forma destacable el rendimiento y calidad de las cosechas, ademas, la exclusién de
polinizadores propicia la autopolinizacion, que deriva en un descenso de la produccién y

su calidad.

En resumen, (Bradbear, N. 2009) el papel fundamental de las abejas en el
ecosistema es su trabajo como polinizadoras. Otras especies animales también estan
conectadas con las abejas, bien sea porque se alimentan de la miel o las crias, de polen
o de cera, bien porque son parasitos de las abejas o simplemente porque viven en la

colmena o sus alrededores.



3.1.2 Reduccioén de la poblacion de abejas

Durante las Ultimas décadas ha habido una pérdida destacable de polinizadores
en los ecosistemas, incluyendo la abeja melifera. De hecho, en Estados Unidos
(Presidential Memorandum 2014) este descenso de la poblacién se ha tomado como una
seria amenaza para la apicultura y la polinizacién, por lo que se han tomado medidas
federales como un plan para la informacion de la poblacién o el aumento del habitat
disponible.

Por su parte, la Comisién Europea (European Comission [en linea]) también ha
tomado medidas al respecto para los paises miembros, las cuales van desde la
elaboracion de informes hasta la realizacion de proyectos de investigacion como el
SWARMONITOR, un proyecto para monitorizar el estado de una colmena, o el
SMARTBEES, que busca identificar los aspectos cruciales en la resistencia de la
colmena frente a virus y a Varroa, un género de acaros del que se hablara

posteriormente.

Las pérdidas de individuos parecen ser un cumulo de factores, entre los que se
encuentran una nutricién pobre, la reduccién de su habitat, parasitos y patégenos, la falta

de diversidad genética y la exposicion a pesticidas.

Pero es quiza, la aplicaciobn masiva de insecticidas neonicotinoides, el mayor
riesgo global contra las poblaciones de abejas. Los efectos de dosis subletales (Wu Y.Y.
et al. 2017) sobre A. mellifera han generado la prohibiciéon por parte de los Estados
miembros de la UE del uso de tres pesticidas neonicotinoides (clotianidina, imidacloprid y

tiametoxam) en espacios abiertos.

3.2 Métodos de sintesis de ésteres alquilicos de acidos grasos de
cadena larga

3.2.1 Meétodo clasico

En la reaccién de transesterificacion de un aceite o grasa animal, los triglicéridos
reaccionan con un alcohol, generalmente metanol o etanol, produciendo ésteres
(biodiésel) y glicerina, tal como se muestra en la figura. Para que la reaccion transcurra a
una velocidad adecuada, es necesaria la presencia de un catalizador en el medio, que
puede ser acido o basico. Algunos de los catalizadores mas usados son el acido sulftrico

o el hidréxido de potasio.
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Figura 1. Esquema de la reaccion de transesterificacion de un triglicérido

El mecanismo propuesto (Figura 2) para la reaccidén catalizada basicamente, que
sera el usado, empieza por el atague nucledfilo del grupo metoxi a un carbono carbonilico

y posterior eliminacion.
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Figura 2. Esquema del mecanismo de la reaccion de transesterificacion

La reaccién de transesterificacion clasica necesita agitacion continua debido a que
hay dos fases inmiscibles (alcohol+catalizador y aceite), también necesita una
temperatura de unos 60-70°C. La transesterificacion clasica de los triglicéridos a ésteres
metilicos grasos (FAME) es lenta, por lotes y ademas no es total, ya que no todos los
acidos grados se convierten en ésteres de alquilo. Por si fuera poco, la reaccion debe
hacerse a reflujo durante al menos 60 minutos. Todos estos factores hacen que la
reaccion clasica no sea sostenible medioambientalmente debido a la gran cantidad de
recursos consumidos. Es por esto que se deben buscar otras alternativas para hacer la

reaccion mas eficiente como puede ser el uso de microondas o ultrasonidos.

3.2.2 Asistida por microondas

Las moléculas polares (Sajjadi, B. et al. 2014) dentro del espectro de microondas
tratan de alinearse con las lineas de campo magnético, que son constantemente
cambiadas. De esta forma, la molecular polar tiene que rotar rapidamente, lo que resulta

en una liberacion de energia en forma de calor debido a la friccion entre las moléculas.

10



La reaccién de transesterificacion asistida por microondas implica la aparicién de
“puntos calientes”, lugares donde la temperatura alcanza valores muy superiores a los de
la masa reaccionante. De esta forma, el calentamiento por microondas es mucho mas

eficiente si se compara con los métodos clasicos.

El calentamiento, ademas, actla en la escala molecular. Esto deriva en un notable
decrecimiento del tiempo necesario de reaccion. Si con los métodos clasicos las
reacciones de transesterificaciéon duran mas de una hora; con la ayuda de microondas, el

tiempo se reduce a un maximo de diez o quince minutos.

Por si fuera poco, las reacciones asistidas con microondas tienen un mejor
rendimiento si las comparamos con la reaccion clasica. Tampoco es necesario el uso de

reflujo ni de calentamiento externo.
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Figura 3. Esquema del fundamento de las microondas

3.2.3 Asistida por ultrasonidos

Los ultrasonidos (Buchori, L. et al. 2016) son aquellos sonidos cuya frecuencia es
superior a la que un humano puede oir, el rango de frecuencias concreto va de los 20kHz
a los 100MHz. Ademas, los ultrasonidos son una fuente de mejora de los parametros de
algunas reacciones, tales como la velocidad de reaccion, el rendimiento, la conversion o

el tiempo de reaccion. A veces, modifican incluso el propio mecanismo de la reaccion.
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Para la transesterificacion de triglicéridos con un alcohol asistida por ultrasonidos
se usa una frecuencia baja dentro del rango anteriormente mencionado. Los ultrasonidos
proporcionan la energia mecanica para el mezclado, asi como la energia de activacion

necesaria para el inicio de la reaccion.

La reaccion entre las dos fases inmiscibles (triglicérido y alcohol+catalizador) se
producira Unicamente en la interfase entre los liquidos. La velocidad de transferencia de
masa puede ser aumentada por los ultrasonidos. En este proceso, la energia
proporcionada por la sonda creara cavidades en los liquidos inmiscibles, que formaran
microburbujas. Este proceso de cavitacion deriva en una profunda emulsificacion de
ambas fases. Ademas, la cavitacion puede contribuir al incremento local de temperatura,
lo que se traduce en una mejor reaccion. Es por esto que no se requiere el uso de

agitacion ni de aporte de calor externo.

3.3 Feromona de cria a partir de aceites comerciales

3.3.1 Efectividad de la feromona comercial sobre las colonias
El comportamiento y la fisiologia (Moeri, O. et al. 2011) de la abeja Apis Mellifera
esta determinado por un gran niamero de feromonas. Una de las mas importantes es la

feromona de cria, ya que es en gran medida responsable del futuro de la colonia.

Se ha determinado que esta feromona es una mezcla de diez ésteres de acidos

grasos que son producidos en las glandulas salivales de las larvas.

Entre sus efectos en la colmena, se sabe que la feromona de cria esta
relacionada con el momento la primera salida de las abejas obreras al exterior. Ademas,
se ha observado un incremento del nimero de individuos que recolectan polen, asi como
de la frecuencia y cantidad de recoleccion por viaje, entre otros efectos. Es por esto que
las colmenas son mas vigorosas cuando la feromona de cria esta presente, lo que tiene

un marcado sentido evolutivo.

A pesar del gran nimero de beneficios potenciales del tratamiento con feromona
de cria, el desarrollo de un producto comercial ha sido dificultado por varios motivos,
como por ejemplo que cuatro de los diez componentes son inestables. Esto se ha suplido

mediante la adicién de butilhidroquinona terciaria (TBHQ) a la mezcla.

12



3.3.2 Tratamiento de las colmenas con Superboost®

Las colmenas se tratan con la feromona en varias ocasiones. En primer lugar se
busca un mayor crecimiento de la colmena tras el invierno. Tras los experimentos
realizados (Moeri, O. et al. 2011), se concluye que la colmena tratada tiene un mayor
namero de individuos, mayor area de cria en el panal, mayor consumo de polen y un
mayor numero de colmenas hijas. Ademas, la produccién de polen de las plantas

alrededor de la colmena aumenta.

Por otra parte, hay también tratamientos que se centran en la produccién de miel,
a veces se combinados en varias tomas (Lait, C et al. 2012). En cualquier caso, la
produccién de miel aumenta considerablemente cuando la colmena es tratada con la

feromona de cria, tal y como puede verse en la figura 4.
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Figura 4. Miel recogida en colmenas tratadas y sin tratar

3.3.3 Composicion de la feromona comercial
SuperBoost® es (Moeri, O. et al. 2011) un producto comercial registrado cuyos
componentes principales son una mezcla de diez sustancias no volatiles que se

encuentran en la feromona de cria de abejas. Estos componentes se listan en la tabla 1.
SuperBoost® necesita ademas otros productos en menor proporcion, como la butil

hidroquinona terciaria (TBHQ). Este componente es un antioxidante que se afiade para

evitar la oxidacion de algunas sustancias presentes en la feromona.

13



3.34

Componente Porcentaje (%)

Palmitato de metilo (PM) 2,11
Palmitato de etilo (PE) 4,19
Estearato de metilo (EM) 17,30
Estearato de etilo (EE) 8,04
Oleato de metilo (OIM) 21,66
Oleato de etilo (OIE) 7,50
Linoleato de metilo (LoM) 8,09
Linoleato de etilo (LOE) 3,82
Linolenato de metilo (LnM) 16,53
Linolenato de etilo (LnE) 10,77
Butilhidroquinona terciaria 0,05

Tabla 1. Composiciéon del producto SuperBoost®

Inconvenientes de la feromona

El principal problema de la feromona es que algunos de sus componentes pueden

atraer a especies que atacan a las abejas o a sus crias. Aqui se nombran algunos

ejemplos:

Acaros del género Varroa. Algunos componentes (Le Conte et al. 1989) de la
feromona, en concreto, los palmitatos y el linoleato de metilo atraen a los &caros
del género Varroa. Este acaro se adhiere a las abejas y se alimenta de la
hemolinfa de estas. Esto provoca un acortamiento de su vida, anomalias en el

comportamiento y un aumento de la posibilidad de contraer otras infecciones.

Vespa Velutina. Se han identificado (Ortiz, A. et al. 2018) algunos semioquimicos
de la avispa asiatica Vespa Velutina como el oleato de etilo y el estearato de etilo,

los cuales tienen una respuesta positiva en electroantenografia.

La Vespa Velutina (Leza, M. et al. 2017) es una especie de avispa invasora
introducida en Europa en 2004. Actualmente esta presente en Francia, Italia,
Espafia, Portugal, Alemania, Bélgica, Reino Unido y Suiza. Este insecto se
alimenta de abejas meliferas (Apis Mellifera), pero también de otros polinizadores
e insectos, lo que repercute enormemente en los ecosistemas. Ademas, algunas
actividades econdmicas como la produccion de miel también se pueden ver
gravemente afectadas. En la figura 5 se puede ver una comparacion de la Vespa

Velutina con las especies autéctonas.
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LA INVASORA Las especies autoctonas

Avispa asiatica Avispa Abeja Avispon
(Vespa velutina) (Vespula vulgaris)  (Apis mellifera)  (Vespa crabro),

El térax es

negro y el abdomen,
de color marrén,
salvo un segmento

que es 3,5cm
amarillo
anaranjado
v o J
Abdomen v
@EPGraficos amarillo e

Figura 5. Comparacion de la Vespa Velutina con las especies autéctonas

Aunque estas especies pueden causar problemas a la colmena, se ha decidido
probar la eficacia de esta feromona de todos modos. En primer lugar, porque los acaros
Varroa son un problema comun de los apicultores por lo que seria interesante comprobar

si es mejor tratar o no las colmenas.

En segundo lugar, la Vespa Velutina adn no esta extendida por toda Espafia, por
lo que hay zonas libres de ella donde poder probar la feromona sin preocupacién. Cierto
es que la invasion se puede extender en el futuro, pero se ha decidido no tener en cuenta

este hecho, ya que se pueden tomar medidas futuras para su control.

3.3.5 Produccion de la feromona a partir de aceites transesterificados
Debido a la composicién que presenta la feromona comercial, cuyos efectos ya
han sido demostrados (Moeri, O. et al. 2011), se ha decidido producir esta a partir de

aceites comerciales transesterificados.

Los aceites vegetales estan principalmente por ésteres de glicerol de &acidos
grasos de cadena larga. La transesterificacion de estos aceites dara lugar a los ésteres
de esos acidos grasos. Por ejemplo, si un aceite contiene acido oleico, dara lugar a

oleato de etilo o de metilo, dependiendo del alcohol usado en la reaccion.

Una ventaja del uso de aceites vegetales es que estos presentan antioxidantes.
Estas sustancias no deben tener problema en aguantar las reacciones de
transesterificacion, luego la feromona que se haga a partir de aceites tendra una pequefa

proporcion de antioxidantes.
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No existe un aceite con el perfil de acidos grasos tal que pueda dar lugar a la

mezcla comercial de feromona, pero si existen muchos tipos de aceites, cada uno de

ellos rico en uno o varios acidos grasos, cuyos ésteres alcohdlicos estan incluidos en la

feromona de cria. La idea es obtener la feromona comercial a partir de las mezclas de

varios aceites una vez transesterificados con metanol o etanol.

Debido al alto precio (Sigma-Aldrich [en linea]) de algunos &cidos insaturados,

sobre todo linoleico y linolénico y al bajo precio de los saturados, se decidid buscar

aceites ricos en acidos insaturados, mezclarlos en las proporciones adecuadas y perfilar

la mezcla final si fuera necesario afadiendo ésteres saturados al final.

Acidos Cantidad Precio (€)
Palmitico 1 Kg (95 %) 44
Esteérico 1 Kg (95 %) 44

Oleico 1 L (90%) 44
Linoleico 1 Kg (95%) 400

Linolénico 10 mL (70%) 106

Tabla 2. Precios de los acidos grasos

Por lo tanto, los aceites escogidos para intentar hacer la feromona seran:

Aceite de oliva. Es un aceite muy facil de conseguir en la provincia de Jaén
debido a la numerosa produccion de este en la zona. Se destina principalmente
para el consumo humano. Es muy rico en acido oleico, aspecto interesante ya que
el oleato de metilo es el componente en mayor proporcion de la mezcla final. Su
precio oscila dependiendo de la calidad de este, pero suele estar entornoa 4 o 5
euros el litro.

Aceite de soja. Es un aceite accesible en las grandes superficies, asi como en
compra online. Es rico en &cido linoleico y se destina también a consumo humano,
siendo este menos extendido que el aceite de oliva. Su precio esta en torno a 2,5
euros por litro.

Aceite de linaza. Es un aceite que no se suele destinar al consumo humano sino
a la proteccion de madera que esta en el exterior. Es muy rico en &cido alfa-
linolénico, sobre todo después de haber sido tratado (Chen, T.C. y Ju, Y.H. 2001).
Puede encontrarse a un precio asequible por internet o en tiendas de pinturas o

bricolaje. Su precio es de unos 12 euros por litro.
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4. OBJETIVOS

e Obtener un producto de similar efecto al de la feromona comercial Superboost a
un precio asequible

o Eleccion de aceites comerciales asequibles como fuente de ésteres de acidos
grasos.

e Puesta a punto de un método de transesterificacion asistida por microondas de
aceites comerciales (oliva, sojay linaza).

e Viabilidad del uso de ultrasonidos como método de transesterificacion de aceites.

e Uso de programacion lineal para la optimizacion de mezclas complejas.

A continuacion, en la figura 6, se resumen las partes en las que se estructura el

trabajo para lograr estos objetivos.

Principales polinizadores

Reduccién paulatina de
poblacién

Feromona
comercial
SuperBoost®

Eficacia comprobada

Composicién conocida

Transesterificacion de

Imitacion de aceites comerciales

la feromona

e Mezcla en proporciones

adecuadas

Comparacién de la
feromona comercial y la
producida en laboratorio

Prueba final
en campo

Figura 6. Esquema del proceso general
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales Empleados

Los materiales empleados fueron los acidos palmitico y estearico, asi como los
aceites comerciales de oliva, soja y linaza. También se utilizaron metanol y etanol
absoluto (Panreac). Por ultimo, como catalizadores se usaron el &cido sulfurico y el
hidréxido de potasio.

5.2 Reactor de microondas

El equipo microondas es un CEM Corporation
gque usa el software Synergy. Es un equipo monopolo
que funciona a 2450MHz. Se usan reactores de vidrio
de 10 mL de volumen. El programa usado para acidos
grasos fue de 4 minutos, 120°C, 120 psi, agitacion
media y potencia de 200W. Para aceites, el mismo
programa con duracion de 10 minutos.

Figura 8. Microondas del /I'aborafbrio
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5.3 Equipo de ultrasonidos

Se utiliz6 un equipo de ultrasonidos
BANDELIN con generador GM3200, 200W de
potencia maxima, 20kHz de frecuencia, rango de
potencia entre 25-150W y 2,7Kg de peso. Para
realizar transesterificaciones se usa el 40% de la

potencia y un minuto de tiempo.

Figura 9. Ultrasonidos del laboratorio

5.4 Transesterificacion de aceites por el método clasico

Se disuelven 0,4 g de KOH en 15 mL de metanol o etanol. Una vez disueltos, se
calientan 9 mL de aceite en un matraz de fondo redondo con agitacion hasta unos 35°C.

Se mezclan el aceite y el metanol con KOH y se afiaden 0,5 mL de diclorometano.

Se calienta la mezcla hasta unos 60-70°C y se deja durante dos horas a reflujo con
un Dean-Stark. Transcurrido ese tiempo habra dos fases, que se separan con un embudo

de decantacion. La fase superior sera la que contiene los ésteres alquilicos.

Finalmente, se caracteriza el liquido obtenido con el cromatégrafo de gases (1 pL
en 1 mL de hexano).

5.5 Transesterificacién de aceites asistida por microondas

Se prepara (Ortiz, A. J. y Lopez, A.M. 2018) una disolucion de 100 mL 0,05M de
KOH en metanol y 100 mL 0,05M de KOH en etanol.
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Se introducen 5 mL de la disolucién alcohdlica deseada en el reactor del

microondas junto con 1g de aceite y un agitador magnético.

Se inicia la activacién por microondas (10 minutos, 120°C, 120 psi, agitacion
media y potencia de 200W). Tras acabar la reaccidn se vierte el contenido en un vial y se
deja reposar un tiempo. La cantidad de glicerina creada es muy inferior en comparacion

con la cantidad de biodiésel.

Finalmente, se caracteriza el liquido obtenido con el cromatdgrafo de gases (1 L
en 1 mL de hexano).

5.6 Transesterificacion de aceites asistida por ultrasonidos

A 20 g de aceite (Ortiz, A. J. y Lopez, A.M. 2018) se le afiaden 11 ml de disolucién
0,5%w/w de KOH en metanol (1:9 relacibn molar). Se somete la mezcla a ultrasonidos
(us) al 40% de potencia y 1 minuto. Tras la reaccién, se extrae con hexano la mezcla, (1 x
15 ml). Se elimina la fase acuosa (glicerina) y a la fase organica se le quita el hexano con

el rotavapor.

Finalmente, se caracteriza el liquido obtenido con el cromatégrafo de gases (1 uL
en 1 mL de hexano).

5.7 Esterificacion asistida por microondas de acidos grasos saturados
Se vierten (Ortiz, A. J. y Lopez, A.M. 2018) en el reactor del microondas 5mmol de
acido graso saturado, 3 mL de metanol o etanol, 0,25 mL de acido sulfarico y un agitador

magnético.

Se inicia el procedimiento del microondas (4 minutos, 120°C, 120 psi, agitacion
media y potencia de 200W). Una vez acabada la reaccion se decanta el contenido,
afadiendo hexano para facilitar la separacion. El hexano es posteriormente retirado con

el rotavapor.

Finalmente, se caracteriza el sélido obtenido con el cromatégrafo de gases (1 mg

en 1 mL de hexano).
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5.8 Programacion lineal

Se sabe la composicion de la feromona comercial. Para formar esa feromona a
partir de aceites transesterificados, primero se calcula la cantidad de cada acido que

posee cada aceite (se transesterifica y se calcula experimentalmente).

Después, se calcula qué cantidad de cada aceite se necesita para conseguir la
mezcla deseada mediante dos programaciones lineales, una para los ésteres metilicos y
otra para los etilicos. Inicialmente, se intentaron usar todas las sustancias como criterio
para la programacion lineal, pero esto deriva en que existen 5 condiciones distintas que

cumplir, por lo que el programa no pudo encontrar ninguna solucion.

Finalmente, para las condiciones de contorno se usan las cantidades de acidos
insaturados (oleico, linoleico y linolénico), ya que estos son los mas caros. Los ésteres

saturados (palmitato y estearato), se afiaden posteriormente en la proporcion adecuada.

Feromona

Mezcla Laboratorio .
Comercial

Oliva MeOH Soja MeOH Linaza MeOH Parte Metilica

PMCom
EMCom
(0]1%/[fe]y)]
LoMCom
LnMCom

Figura 10. Esquema de la programacion lineal metilica

Las condiciones de contorno escogidas para la programacion lineal metilica son
las siguientes:
OIMO - X + OIMS - Y + OIML - Z = OIMCom (1)
LoMO - X + LoMS -Y + LoML - Z = LoMCom (2)
LnMO - X + LnMS - Y + LnML - Z = LnMCom (3)

Ademas, al ser X, Y y Z proporciones, estas deben sumar 1.
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Hay que recordar que:
e X es la proporcién de Oliva MeOH afiadido al total de la mezcla metilica
e Y esla proporcién de Soja MeOH afiadido al total de la mezcla metilica

e Zes laproporcion de Linaza MeOH afadido al total de la mezcla metilica

Del mismo modo se realiza para la programacion etilica, cambiando esta vez solo

los valores solucién de la mezcla comercial.

5.9 Deteccion GC-FID

Se utilizé un cromatégrafo de gases (GC) Agilent 7820A con una columna SP-
2380 (Supelco) de dimensiones 30mx0,25mmx0,2um con detector de llama (FID). La
temperatura del inyector fue 110°C, la del detector 300°C. El software usado fue

EZChrom Elite y el programa de temperaturas el que se indica en la figura 11.

5°C/min 1°C/min 25°C/min
110°C 2min 157°C 10min 170°C Omin 245°C 1 min

Figura 11. Esquema del programa de temperaturas usado

5.10 Cromatografia de gases-masas (GC-MS)
La determinacion de los productos obtenidos se hizo mediante cromatografia de

gases acoplada con espectrometria de masas (GC-MS).

El equipo utilizado fue un Focus GC-DSQ Il GC-MS Thermo Scientific. El equipo
consta de un cromatoégrafo Focus Il (Thermo Scientific) acoplado a un espectrémetro de
masas DSQ Il de cuadrupolo simple (Thermo Scientific). EI cromatografo esta equipado
con un inyector split-splitless y una columna capilar DB-5 (30 m x 0.25mm, 0.25 pm film).
El programa de temperaturas utilizado fue el mismo usado en el analisis mediante GC.
La temperatura del inyector a 280 °C y la linea de transferencia a 280°C. Las condiciones
del espectrometro de masas fueron: Impacto electrénico con una energia de ionizacion
de 70 eV, temperatura de 200°C, un barrido de scan de 0.6 s (tiempo de ciclo 0.2s) y con
un rango de masas de 40 a 450 amu. La identificacion se hizo mediante su coinciencia
con las bases de datos NIST y Wiley 275L.

5.11 Formulaciéon de emisores

Se disponen de viales de LDPE cuyas dimensiones son 32x6x8, longitud x i.d x
e.d (mm) en los que se incluyen 200 mg de mezcla final y termosellados con un film

barrera de aluminio.
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5.12 Pruebas en campo

Las pruebas en campo se realizan de forma externa a este trabajo. Los viales
fueron enviados a su destinatario y fue este quien se ocup06 de la distribucion y la toma de
resultados de campo.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Comparacion cualitativa de los distintos métodos de

transesterificacion

En primer lugar, hay que aclarar que los tres métodos probados son viables para
el objetivo final, la produccion de feromona. No obstante, se ha observado que el método
clasico es muy poco eficiente si lo comparamos con los demas, ultrasonidos vy

microondas.

Usar microondas o ultrasonidos como asistencia a las reacciones de esterificacion
y transesterificacion tiene numerosas ventajas. Por ejemplo, el tiempo de reaccion
disminuye notablemente y no es necesario estabilizar la temperatura del sistema.
Ademas, el gasto energético y de recursos del método clasico es mucho mayor debido a
la necesidad de usar refrigerante y mantener la temperatura de reaccion durante varias

horas.

La eleccién entre el uso de microondas o de ultrasonidos ya es mas dificil. Si bien
las reacciones con ultrasonidos duran algo menos de tiempo, la separacion entre las
fases es mas lenta. Por su parte, el microondas permite un mejor control de las variables

del proceso y la separacién de fases es mucho mas rapida.

Es por esto que se concluye que el uso de microondas es el mejor método para la
reaccion de transesterificacion de aceites vegetales, seguido muy de cerca por los

ultrasonidos. El método clasico debe ser evitado siempre que sea posible.
6.2 Produccion de feromona

Se calcula experimentalmente la proporcién de acidos que contiene cada aceite.
Esto se ha hecho calculando mediante GC y GC-MS. Estos datos se usaran en las

programaciones lineales. A continuacion se presentan los resultados de los distintos

cromatogramas realizados (tablas 3-6).
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Ester Tiempo de Retencion (min) Abundancia relativa (% Area)
PM 23,18 12,16

EM 32,60 3,19

OIM 34,82 76,44

LoM 36,58 6,18

LnM 38,28 2,03

Tabla 3. Resultados cromatograma Oliva MeOH

Ester Tiempo de Retencion (min)  Abundancia relativa (% Area)
PM 23,23 2,87

EM 32,65 0,54

OIM 34,74 29,08

LoM 36,70 67,51

LnM 38,34 0,00

Tabla 4. Resultados cromatograma Soja MeOH

Ester Tiempo de Retencion (min)  Abundancia relativa (% Area)
PM 23,25 6,08

EM 32,65 4,49

OIM 34,71 19,53

LoM 36,64 15,63

LnM 38,43 54,27

Tabla 5. Resultados cromatograma Linaza MeOH

Ester Tiempo de Retencion (min)  Abundancia relativa (% Area)
PE 24,87 12,46

EE 34,77 3,17

OIE 35,89 75,29

LoE 37,20 4,94

LnE 38,80 1,21

Tabla 6. Resultados cromatograma Oliva EtOH

Cabe destacar que en los cromatogramas aparecen proporciones pequefas de
compuestos no identificados, por lo que los porcentajes pueden variar ligeramente entre
cada muestra.
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% Acido  Aceite Oliva Aceite Soja Aceite Linaza

Palmitico 12,16 2,87 6,08
Estearico 3,19 0,54 4,49

Oleico 76,44 29,08 19,53
Linoleico 6,18 67,51 15,63
Linolénico 2,03 0,00 54,27

Tabla 7. Contenido porcentual experimental en acidos de cada aceite

Hay que saber que en la programacion lineal se usaron los datos de la tabla 7. En
el caso del &cido linolénico del aceite de soja (LnMS), el valor de 0% indicado en la tabla
7 es un error puesto que el aceite de soja si contiene &cido linolénico. El error fue
descubierto demasiado tarde, cuando los viales con la mezcla final habian sido enviados.
Posteriormente, y a modo de prueba, se determiné que el porcentaje es de
aproximadamente un 7% y que este factor no afectaba demasiado a la programacion

lineal. A efectos préacticos se considera que este error no ha ocurrido.

Con los cromatogramas realizados se puede construir una tabla con los tiempos

de retencién de cada éster para el programa del cromatdgrafo usado.

Ester Tiempo de Retencion (min) ‘
Palmitato de metilo 23,11
Palmitato de etilo 24,76
Estearato de metilo 32,65
Oleato de metilo 34,58
Estearato de etilo 34,66
Oleato de etilo 35,69
Linoleato de metilo 36,56
Linoleato de etilo 37,17
Linolenato de metilo 38,32
Linolenato de etilo 38,78

Tabla 8. Tiempos de retencion experimentales de los ésteres

Para el céalculo de la cantidad de cada componente que debe llevar la mezcla
habrad que realizar dos programaciones lineales, una para los ésteres metilicos y otra

para los ésteres etilicos.
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Es por esto que las composiciones de cada aceite y del producto comercial se
expresan en proporcion respecto de cada tipo de éster, es decir, cuando se dice que el
producto comercial tiene una proporcién de 0,0321 en palmitato de metilo (PMCom), se
quiere decir que de todos los ésteres metilicos de la mezcla comercial (siendo el total la

unidad), 0,0321 seran palmitato de metilo.

Siguiendo el mismo procedimiento, se obtienen las siguientes tablas 9 y 10.

Componente Metilico Frogucto
Palmitato de metilo (PM) 0,1216 0,0287 0,0608 0,0321
Estearato de metilo (EM) 0,0319 0,0054 0,0449 0,2635

Oleato de metilo (OIM) 0,7644 0,2908 0,1953 0,3299
Linoleato de metilo (LoM) 0,0618 0,6751 0,1563 0,1228

Linolenato de metilo (LnM) 0,0203 0,0000 0,5427 0,2518
Tabla 9. Composiciones proporcionales de aceites y producto comercial en ésteres
metilicos
Componente Etilico Producfo

Palmitato de etilo (PE) 0,1216 0,0287 0,0608 0,1221

Estearato de etilo (EE) 0,0319 0,0054 0,0449 0,2343

Oleato de etilo (OIE) 0,7644 0,2908 0,1953 0,2185
Linoleato de etilo (LOE) 0,0618 0,6751 0,1563 0,1113
Linolenato de etilo (LnE) 0,0203 0,0000 0,5427 0,3138

Tabla 10. Composiciones proporcionales de aceites y producto comercial en ésteres

etilicos

Mediante la herramienta Solver de Microsoft Excel se realizan sendas
programaciones lineales. Las condiciones de contorno escogidas son las que delimiten
los ésteres de acidos insaturados. De modo que, para los ésteres metilicos, las
condiciones de contorno son las indicadas méas abajo (ecuaciones 4-9):

OIMO -X + OIMS -Y + OIML -Z = OMCom  (4)

LoMO - X + LoMS - Y + LoML - Z = LoMCom (5)
LnMO - X + InMS - Y + LnML - Z = LnMCom (6)

27



0,7644-X +0,2908-Y + 0,1953-Z = 0,2185 (7)
0,0618-X +0,6751-Y +0,1563-Z = 0,1113 (8)
0,0203-X + 0,0000-Y +0,5427-Z = 0,3138 (9)

No hay que olvidar que X+Y+Z=1 porque se trabaja con proporciones.

Asi se obtienen las proporciones indicadas en la tabla 11, las cuales indican la

cantidad de cada aceite transesterificado en la mezcla correspondiente (etilica o metilica).

Mezcla X Y Z
Metilica | 0,4535 0,0745 0,4720
Etilica 0,2456 | 0,0365  0,7179

Tabla 11. Soluciones de las programaciones lineales

Sin embargo, las cantidades tedricas obtenidas con estas mezclas serian muy
distintas a las que tiene la feromona comercial (Tabla 12).

. Proporcion en su mezcla Proporcién _ .
Ester saturado - - - Diferencia
(metilica o etilica) objetivo
Palmitato de metilo (PM) 0,0720 0,0321 0,0399
Estearato de metilo (EM) 0,0336 0,2636 -0,2300
Palmitato de etilo (PE) 0,0516 0,1221 -0,0705
Estearato de etilo (EE) 0,0302 0,2343 -0,2041

Tabla 12. Comparacién de valores tedricos y objetivos de los ésteres saturados con las

soluciones de las programaciones lineales

Es por esto que deben afiadirse algunos ésteres de forma externa, excepto en el
caso del PM que si existe un valor cercano. El porcentaje en peso a afadir sera la
diferencia entre la proporcion objetivo y la tedrica. Se ha decidido redondear al alza
debido a que los ésteres saturados son mucho mas baratos. Es por esto que se afiade

finalmente un 24% de EM a la mezcla metilicay un 8 % de PM y 21 % de EE a la mezcla
etilica.

A partir de los célculos realizados con programacion lineal, se determina la
composicién cuantitativa de la mezcla y para ello, se preparan 4000 mg de muestra,
cantidad necesaria para disponer de un volumen suficiente para la formulaciéon de los
emisores que se pondran en las colmenas.
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COMPONENTE CANTIDAD (mg)

Mezcla Final 4000,0
Esteres Metilicos (65,70%) 2626,9
Esteres Etilicos (34,30%) 1373,1

Tabla 13. Cantidad total de ésteres etilicos y metilicos en el producto SuperBoost®

Los porcentajes de cada tipo de éster se obtienen de la composicion de la
feromona comercial, la cual estad formada por un 65,70% de ésteres metilicos y un
34,30% de ésteres etilicos. Se ha obviado la presencia de otros componentes ya que

estan en menor proporcion.

A continuacion, se calcula la cantidad de cada componente a partir de la

programacion lineal y la adicion posterior de ésteres.

ESTERES METILICOS CANTIDAD (mg)

Oliva MeOH 905,5

Soja MeOH 148,7

Linaza MeOH 942,3

Estearato de metilo (24% de los metilicos) 630,4
Total ésteres metilicos 2626,9

Tabla 14. Cantidad de cada componente metilico en la mezcla final

ESTERES ETILICOS Cantidad (mg)

Oliva EtOH 239.,4

Soja EtOH 35,6

Linaza EtOH 699,9

Estearato de etilo (21% de los etilicos) 288,4
Palmitato de etilo (8% de los etilicos) 151,7
Total ésteres etilicos 1373,1

Tabla 15. Cantidad de cada componente etilico en la mezcla final

Finalmente, se prepara la feromona en el laboratorio mezclando los componentes
de las tablas anteriores. Se hacen dos mezclas distintas una para el polen y otra para la
miel.
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6.2.1 Caracterizacion de las feromonas de laboratorio
La primera mezcla final, realizada en marzo de 2018, tiene la composicién

indicada en la tabla 16.

Tiempo de Retencion (min) Abundancia relativa (% Area)

Palmitato de metilo 23,11 4,06
Palmitato de etilo 24,76 6,51
Estearato de metilo 32,65 26,33
Oleato de metilo +
Estearato de etilo 3460 2103
Oleato de etilo 35,69 5,7
Linoleato de metilo 36,56 6,39
Linoleato de etilo 37,17 1,41
Linolenato de metilo 38,32 16,08
Linolenato de etilo 38,78 4,5

Tabla 16. Abundancia relativa de cada éster en la 12 mezcla final

Si comparamos estos resultados con la proporcion tedrica, vemos que hay
diferencias en algunos de los componentes, esto puede deberse a las pequefias
variaciones de composicion entre aceites, ademas de la presencia de otros componentes
minoritarios de estos, como los antioxidantes. No hay que olvidar también que la
programacion se hizo con algun valor errbneo de partida, como ya se indic
anteriormente. Como la mezcla finalmente iba a ser probada en campo, se decidié

continuar con esta composicion y ver los resultados.

%Area GC Proporcién Teérica Diferencia ‘
0,0414 Palmitato de metilo 0,0322 0,0092
0,0664 Palmitato de etilo 0,0603 0,0061
0,2686 Estearato de metilo 0,1209 -
0,2758 Oleato de metilo + 0,2738 0,0020

Estearato de etilo
0,0582 Oleato de etilo 0,1115
0,0652 Linoleato de metilo 0,0605 0,0047
0,0144 Linoleato de etilo 0,0568
0,1641 Linolenato de metilo 0,1240
0,0459 Linolenato de etilo 0,1601

Tabla 17. Comparacién de valores teéricos y experimentales de la 12 mezcla final
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Hay que tener en cuenta ademas que algunos picos del cromatograma no se
separaron completamente, en concreto los del oleato de metilo y el estearato de etilo, los
cuales tienen un tiempo de retencion muy parecido. Tras la incapacidad de separarlos, se

decidié mostrar la union de ambos componentes.

Del mismo modo se prepara una segunda mezcla, en junio de 2018.

Tiempo de Retencion (min)  Abundancia relativa (% Area)

Palmitato de metilo 23,11 12,29
Palmitato de etilo 24,76 1,10
Estearato de metilo 32,65 18,64
Oleato de metilo +
Estearato de etilo 3460 3040
Oleato de etilo 35,69 4,50
Linoleato de metilo 36,56 7,20
Linoleato de etilo 37,17 1,80
Linolenato de metilo 38,32 19,33
Linolenato de etilo 38,78 4,69

Tabla 18. Abundancia relativa de cada éster en la 22 mezcla final

En la segunda mezcla, la composicion es parecida a la primera, aunque con
ligeras desviaciones. Esto se debe seguramente a la preparacion de las muestras, la cual

se hizo de manera separada. No obstante, las diferencias no son muy grandes.

%Area GC Ester Proporcién Teérica Diferencia
0,1229 Palmitato de metilo 0,0322
0,0110 Palmitato de etilo 0,0603
0,1864 Estearato de metilo 0,1209
0.3046 Oleato de metilo + 0.2738

Estearato de etilo
0,0450 Oleato de etilo 0,1115
0,0720 Linoleato de metilo 0,0605
0,0180 Linoleato de etilo 0,0568
0,1933 Linolenato de metilo 0,1240
0,0469 Linolenato de etilo 0,1601

Tabla 19. Comparacion de valores tedricos y experimentales de la 22 mezcla final
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6.3 Pruebas en campo de la feromona de laboratorio
Como ya se ha dicho anteriormente, se prepararon dos feromonas de
composicion parecida. Se enviaron 15 viales con 200mg de muestra cada uno. Las

pruebas en campo fueron realizadas de forma externa a este trabajo.
Pese a no disponer de los resultados definitivos (a dia de la presentacion del

trabajo no se disponen de ellos), una primera aproximacion muestra un incremento en la

produccion de miel, por lo que la mezcla de laboratorio parece ser efectiva.
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7. CONCLUSIONES

o Las transesterificaciones asistidas por microondas o ultrasonidos son mas
eficientes que las que usan método clasico, por lo que no se recomienda el uso de

este.

e Es posible sintetizar un atrayente analogo a la feromona comercial de Apis
Mellifera a partir de aceites comerciales, aportando cantidades adicionales de
ésteres de &cidos saturados. A falta de confirmacion definitiva, los efectos de la

mezcla son parecidos a los del producto comercial SuperBoost®.

e Con el titulo “Sintesis asistida por microondas o ultrasonidos de la feromona de
cria de A. mellifera” parte de este trabajo se ha incluido en una comunicacion al IX

Congreso Nacional de Apicultura que se celebrara en octubre 2018 en Tenerife.
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LINEAS FUTURAS

Averiguar qué componentes provocan un mayor efecto en la colmena para hacer

un producto mas rico en estos.

¢ Intentar minimizar los componentes de la mezcla que atraen a los posibles
peligros de la colmena (Vespa Velutina, 4caros Varroa). Desarrollar medidas en
contra de estas amenazas.

¢ Realizar un andlisis profundo de costes.

¢ Analizar la escalabilidad del proceso para una producciéon mayor.

e Anadlisis de la produccién de un polimero biodegradable (PLA) a partir de la

glicerina sobrante y uso de este como emisor de campo de la feromona.
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