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RESUMEN

El desarrollo de procesos biotecnoldgicos con la aplicacién
de sistemas de células inmovilizadas, como es el caso de esta invesg
tigacidn, referida a la producciédn de acido acético a partir de al-
cohol etilico industrial en un lecho de piedra pémez con cé&lulas in
movilizadas de Acetobacter sp., constituyen alternativas que ameri-
tan ser investigadas para el desarrollo tecnolégico de El1 Salvador.

| Este proyecto se enfocd a la realizaciébn de pruebas de escala
miento del proceso de produccién de &cido acético que fué iniciado
en esta escuela por Diaz y Diaz en 1991; para lo cual se construyd
un écetador con capacidad total de 23 litros; usando como material
dé soporte piedra pémez de 2.54 a 3.81 cm de diémetro, previamente
tratada con Acido clorhidrico para eliminar susténcias inhibidoras
de la bacteria acética tales como cobre, hierro y zinc.

Se trabajd con dos cepas productoras de &cido acético: Aceto-
bacter sp. con acostumbramientos hasta la concentracién de 12% v/v
de etanol, y Acetobacter pasteurianum con acostumbramientos a la
concentracidén méaxima de 9% v/v de etanol. La cepa de Acetobacter
sp. fue aislada del medio ambiente a partir de vinagre de piha y la
de Acetobacter pasteurianum fue adquirida de cepas comerciales dis-
ponibles en el mercado.

Para definir la capacidad de aireacién del equipo construido
se calculd el coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno

(klac*) por el método de oxidacién del sulfito de sodio, resultando

que el equipo permite un klac* maximo promedio de 0.3851 milimoles
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de oxigeno/litro-minuto, correspondiente a un flujo de aire de 9.46
L/min.

Se efectuaron dos pruebas preliminares al proceso de acetifi-
cacidén en el reactor construido, con el objetiveo de determinar: es-
pecie de cepa bacteriana a utilizar y el medio y concentracién de
etanol en el que mejor se desarrolla la bacteria; resultando que la
bacteria que mejor se adaptd al medio de trabajo fue la de Acetobag
ter sp., a una concentracién de alcohol etilico del 7% v/v la cual
didé una produccidn méxima de &cido acético de 5% p/v en 30 dias de
proceso. “

Utilizando los resultados de las pruebas preliminares, se pro
cedid a evaluar la produccién de acidez en funcién del tiempo en el
acetador, efectuéndose tres pruebas: en la primera prueba se utili-
z6 un flujo de aire de 5.39 L/min, volumen total de medio de 10 li-
tros y concentracién inicial de etanol de 7% v/v; se partid con una
acidez de 1.89% p/v alcanzandose después de 4 dias de proceso una
acidez de 3.35% p/v y un rendimiento final de 21.49 g de &cido acé-
tico por 100 ml de etanol alimentado.

En la seqgunda prueba se usé un flujo de aire de 4.02 L/min,
volumen total de medio de 10 litros y concentracidn inicial de eta-
nol de 7% v/v. Se partié con 0.85% p/v de acidez, alcanzdndose al
cabo de 7 dias de proceso una acidez de 3.12% p/v y un rendimiento
final de 30.66 g de acido acético por 100 ml de etanol alimentado.

La tercera prueba de monitorec se realizé con flujo de aire
de 4.02 L/min, volumen total de medio de 10 litros y concentracién

inicial de etanol de 5% v/v completéandose el 7% al quinto dia de
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proceso. Se partié con una acidez de 1.11% p/v, alcanzéndose el
4.15% p/v después de 10 dias de proceso. El rendimiento final fué
de 43.40 g de &Acido acético por 100 ml de etanol alimentado.

Los resultados aci expuestos, guedan como base para efectuar
pruebas de optimizacién del proceso en la que se incluya €l estudio
del efecto del nivel de flujo de aire, difmetro y tratamiento de la
piedra pémez, condiciones de adicién de etanol al proceso, tiempo
de proceso y medio de trabajo m&s adecuado para la bacteria acéti-

ca.
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INTRODUCCION

Muchas industrias en El Salvador utilizan &cido acético como
materia prima en sus procesos, todo ése dcido acético es importado
debido a que no se produce internamente, con la consecuente fuga de
divisas. Como una alternativa de solucidn a este problema, se plan-~
tea el uso de una tecnologia propia como lo es la preduccidn de &ci
do acético a partir de alcohol etilico industrial utilizande célu-
las de Acetobacter sp inmovilizadas sobre piedra pémez. Para este
estudio se partid de la investigacién de factibilidad del proceso
presentado por Diaz y Diaz gue enfoca la produccidén de &cido acéti-
co en un sistema con células inmovilizadas de Acetobacter sp en un
lecho de piedra pbémez y tusa, sin llegar a la optimizacidédn del mis-
mo.

El objetivo principal de este trabajo lo constituye la reali-
zacién de pruebas de escalamiento del proceso de produccidn de aci-
do acéticd a partir de alcohol etilico industrial utilizando un sis
tema de bacterias acéticas inmovilizadas sobre piedra pémez.

Como objetivos especificos se plantean, el disefio y construc-
cién de un acetador apropiado al proceso y la identificacién del e-
fecto y rangos de variacién significativos de las siguientes varia-
bles: Composicidén de sustrato, concentracién de etanol, flujo de a-
ire y tiempo de proceso.

La produccién de Acido acético a partir de alcohol etilico in
dustrial en un sistema de bacterias acéticas inmovilizadas sobre pie
-dra pémez, es un proceso que plantea una alternativa biotecnoldgi-

ca que puede ser factible de llevarse a cabo en El Salvador, par-
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tiendo de que la materia prima y recursos naturales requeridos, co-
mo lo son el alcohol etilico y la piedra pémez, se encuentran a disg
ponibilidad en el mercado y territorio nacional.

La piedra pémez es un recurso natural muy abundante en El Sal
vador, que puede ser utilizado como material de relleno para inmovi
lizar células, lo que genera una alternativa de aprovechamiento pa-
ra este recurso.

Las etapas que comprende el desarrollco de esta investigacién
son las siguientes: revisidén bibliogréafica, disefio y construccién
de un equipo de acetificacidn, aislamiento y/o adquisicién de cepas
que realicen la transformacién oxidativa de etanol a dcido acético,
el acostumbramientc de las cepas a diferentes concentraciones de e-
tanol en el medio y al material de soporte, la realizacidn de prue-
bas de identificacidn del efecto y los rangos de variacidn de diver
sas variables sobre el proceso, realizacién de pruebas de acetifica
cién en el equipo construido y evaluacidn del rendimiento del proce
so. -

El seguimiento de las pruebas a nivel de laboratorio y en el

equipo construido se llevé a cabo por el control de variacidn de la

acidez (como &cido acético) en funcién del tiempo.



1.0 ACIDO ACETICO

El Acido acético (Acido etanoico) CH,COOH, es un liquido inco-
loro de olor picante; el A&cido puro se denomina &cido acético gla-
cial, por el aspecto de los cristales parecido al hielo, es muy i-
rritante si no se quita r&pidamente por lavado (Kirk et. al.,
1966) .

- El contenido de 4cido acético determina la fuerza del vinggre
expresado como grano de fuerza'. El grano de fuerza es igual a diez
veces el contenido de &cido acético; 60 granos de Qinagre por ejem-
ploies una solucidn gue contiene 6% de acido acético, y una solu-
cién de 120 granos de vinagre tiene 12% de Acido acético. El vina
gre se puede concentrar destilando hasta obtener la fuerza deseada
(Kirk et. al., 1966).

Gran parte de la produccidédn del vinagre comercial se basa en
la oxidacién bacteriolégica y se realiza bajo condiciones controla-
das, usando cepas de bacterias especificas de los géneros Acetobac-
ter y Gluconobacter. Estos organismos producen cido acético por la
oxidacién del alcohol obtenido de la fermentacién de gran cantidad
de sustratos (Kirk et. al.,1966).

Los métodos de produccién de Acido acético més aplicados son:
Oxidacidn bacteriolégica de alcohol etilico, Destilacién de la made
ra y Oxidacidn catalitica de alcohol etilico (Kirk et. al.,1966).

Entre los métodos de oxidacidn de alcohol etilico se encuen-

Icrano de fuerza: vinagre que contiene 0.1 g de &cido acético
en 100 ml a 20 °C.
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tra el proceso del generador Frings. En un generador Frings gran-

de, para un lote de 2,500 gal (9,463 L) de mezcla, conteniendo 10.5

% de etanol, 1% de Acido acético y 3.175 g de acetopep?, inoculado

con cepa mixta de Acetobacter, se necesitan de tres a cinco dias pa

ra alcanzar una concentracioén de 10.5% de dcido acético. En éste mé

todo el crecimiento bacteriano se logra en un lapsoc de 14 a 21 di-

as; la produccidén de &cido acético por medio de la oxidacidn bacte-

riolégica de etanol es conveniente hasta la capacidad 10 ton/dia

(Kirk et. al.,1966).

1.1 USOS ¥ DEMANDA DE ACIDO ACETICO

) El &cido acético detiene la fermentacién aerdbica y anae
rébica en los alimentos y es muy usual como preservante en en-
curtidos, pescado y carnes. Otras aplicaciones de importancia
industrial son: coagulante del 1atex de caucho, detenedor en fo
tografia, &cido para la fabricacién de sustancias quimicas orga
nicas, tratamiento de textiles, fuente del grupo acetilo para
numerosos derivados orgénicos, etc. (Kirk et. al.,1966). Depen-
diendo del uso al que se destine, el &cido acético debe cumplir
ciertos regquisitos de calidady¢ los cuales se presentan en ella-
péndice A. ‘ ) ‘

El amplio uso del dcido acético por diversas industrias,

hace importante el desarrollo e implementacién de tecnologias

apropiadas para su produccién. En E1 Salvador, esto constituye

Mezcla nutritiva comercial para cepas de Acetobacter.
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un hecho de gran importancia, ya que todo el dcido acéticeo con-
sumido es un producto gue demanda costos de importacidén que se
han incrementado en los dos Gltimos afios, tal como puede obser-—
varse en la tabla 1.1, en la gue se presentan volGmenes y cos—
tos de importacidn para el &cido acético, durante el periodo

1989-1993.

TABLA 1.1
COSTOS Y VOLUMENES DE IMPORTACION DE SOLUCIONES ACUOSAS DE
ACIDO ACETICO PARA VINAGRES Y SUCEDANEOS COMESTIBLES,

DURANTE EL PERIODO 1989-1993

aflo VOLUMEN DE CONSUMO (Xg) COSTO CIF (¢) |
1989 67,370 191,565.00
1990 39,915 100,730.00
1991 44,865 131,100.00
1992 59,059 259,192,96
1993 69,567 665,791.86

(Ref. Direccidn General de Estadisticas y Censos)

1.2 DISPONIBILIDAD DE ALCOHOL ETILICO EN EL SALVADOCR

Dos de los métodos de produccién de &cido acético se basan en
la oxidacién bacteriolégica & catalitica del alcohol etilico.

La perspectiva de producir &cido acético a partir de alcohol
etilico industrial para implementar una tecnologia de produccidn ba

sada en la oxidacién bacterioldgica es la de usar una materia prima
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diséonible de bajo costo y que permita a la vez la diversificacidn
del usco de la cafia de azlcar.

La produccién de alcohol etilico industrial en El Salvador,
estd totalmente suplida por dos plantas: Destileria Salvadorefia,
con una capacidad instalada de 21 millones de litros de etanol por
afio; y por la planta destiladora de Ahuachapédn que trabaja solamen-
te durante el pericdo de zafra, con una produccién anual aproximada
de 750 mil litres de etanol.

La tabla 1.2 presenta datos de produccién y exportacién de al
cohol etilico industrial de la Destileria Salvadorefia durante el pe,
riodo 1992-1994}. E1l uso de capacidad instalada de la planta osci-
la entre el 53 y 86% siendo el nivel de exportacién del 10 al 45%

lo gque permite ver una prioridad por cubrir la demanda nacional.

TABLA 1.2
PRODUCCION Y EXPORTACION DE ALCOHOL ETILICO DE LA

DESTILERIA SALVADORENA DURANTE EL PERIODO 1992-1994

ANO PRODUCCION (L/aNO) % EXPORTACION
1992 11,000,000 10
1993 17,000,000 40
1994 18,000,000 45

(Ref. Ramirez Tremlnlio, 1994)

3 La produccién para el afio 1994 es una proyeccidn estimada por
la Destileria Salvadorefia.



2.0 BACTERIAS DEL GENERO ACETOBACTER

La propiedad caracteristica de las bacterias acéticas es su
capacidad de oxidar el etanol a 4cido acético. Este género de micro
organismos producen oxidacidn en un medio &cido (pH de 4.5 o menor)
(Defigueiredo y Splittstoesser, 1976).

.‘ La bacteria acética incluye dos géneros: Gluconcbacter y Ace-
tobacter, ambos géneros pertenecientes a la familia Pseudomonada-
ceae® (Breed et. al. 1974).

Los dos géneros con sus especies pueden sintetizar varios po-
lisacdridos de glucosa y otras azlcares. Cepas de Acetobacter aceti
subespecie xilinum y subespecie de A. pasteuriamun forman una capa
extracelular de celulosa, y cepas de Gluconobacter oxidans producen
dextranas cuando crecen en medio conteniendo sacarosa y rafinosa
(Defigueiredo y Splittstoesser, 19276).

Otra propiedad compartida por las Gluconobacterias y Acetobagc
terias es su habilidad para oxidar parcialmente una variedad de com
puestos a productos que poseen el mismo carbdén estructural; por e-
jemplo, glucosa a dcido glucénico, &cido glucénico a &cido 5-aceto-
glucénico, manitol a fructuosa, glicerol a dihidroxicetona, y propa
nol a acido propidnico. Si‘bien la célula recibe energia de esta o-
xidacién, el compuesto no sirve como una fueﬁte de energia de car-
bono para sintesis del material celular (Defigueiredo y Splittstoe-

sser, 1976).

1gegiin Buchanan y Gibbons, las gluconobacterias son miembros
de la familia Pseudomonodaceae, mientras que las acetobacterias no
estan asignadas a ninguna familia.
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Las caracteristicas de diferenciacidn entre los géneros Aceto
bacter y Gluconobacter se presentan en la tabla 2.1 (Breed et. al.,
1974) .

Las gluconcbacterias son células elipsoidales, de 0.6 — 0.8
a 1.5 - 2.0 um, gue se encuentran solas, en pares o en cadenas.
Cuando presentan movilidad lo hacen por flagelos polares en namero
de tres u ocho; raramente presentan un solo flagelo. No forman en-
dosporas, son gramnegativas, raramente se encuentran grampositivas
en colonias viejas. Poseen metabolismo respiratorio, siendo el oxi-
geno el aceptor terminal de electrones. Oxidan el etanol a dcido a-
cético, no oxidan el Acido acético ni el lactato a CO,, su tempera-
tura de crecimiento 6ptima es de 25 - 30°C y toleran un rango de
7°C a 41°C, aungue algunas no crecen a temperaturas sobre los 37°C.
Presentan un pH éptimo de 5.5 - 6.0; el crecimiento de bacterias y
la produccién de dcido acético se da a pH de 4 - 4.5, el crecimien-
to en medio alcalino es pobre. Crecen en flores, frutas agrias, ve-
getales, cerveza, cerveza de sorgo de Africa del Sur, sidra, vino,
vinagre de vino, etc. (Breed et. al.,1974).

Las acetobacterias son células elipsoidales que forman baston
citos, rectos o ligeramente curves, de 0.6 ~ 0.8 a 1 - 3 um, se en-
cuentran solos, en pares o en cadenas. Presentan formas esféricas,
elongadas, expandidas, agrupadas en circulos, curvadas, ramificadas
o filamentosas. Si tienen movimiento lo efectfian por medio de flage
los peritricos, no forman endosporas. Las células jdvenes son Gram-
negativas, en colonias viejas se presentan algunas Gramvariables.

En la tabla 2.2 se describen caracteristicas de diferenciacién de
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especies y subespecies del género Acetobacter y en la tabla 2.3 se
muestran algunas pruebas de identificacidédn de las bacterias acéti-
cas. Poseen mecanismo respiratorio, nunca fermentativo, siendo el
oxigeno el aceptor terminal de electrones (Breed, et. al. 1974;

Jorgensen, 1959).

TABLA 2.1
CARACTERISTICAS DE DIFERENCIACION DE LOS GENEROS

Gluconobacter Y Acetobacter

Gluconobacter Acetobacter

Flagelos Polar Peritrico

Crecimiento a pH 4.5 + +

Oxidacidén de:
Etanol a &cido acético a pH 4.5 + (M)*" + (F)
Acido acético a CO, -
Lactato a CO, -
Glucosa a gluconato +

Ciclo de Krebs -

Produccidn de 5-Cetogluconato

o PR Fo TN I O e T o

Cetogénesis

Quinonas:

Q10 4+

Q9 =
Hidrolisis de:

Lactosa y Almidones -

Gelatina - (D) -

Pigmentos verduzcos y/o

fluorescentes - -

DNA (%mol G + C) 55-64 60-64
M, moderado; F, fuerte; D, débil

+

(Ref. Breed, et. al. 1974)
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TABLA 2.2
CARACTERISTICAS DE DIFERENCIACION DE ESPECIES Y

SUBESPECIES DEL GENERO ACETOBACTER

1. A. aceti 2. A. pasteurianum 3. A.
la 1b 1c 1d 2a 2b 2¢ 24 2e peroxidans
Catalasa (+) (5 (B () () (+) (H) (9 - -
Cetogénesis en:
glicerol © +* +2 +* +* b b Lk b -
eritritol
Formacién de:
5-Cetogluconato (+y () (+) (+) - - - - - -
2-Cetogluconato (+) (+) (+)} (+) d - - - -
Gluconato + + + + (+) + + - - -
Crecimiento en
etanol® + - (-) + {(~y + + - - +
Produeccidn de:
celulosa - - + - - - + - - -
T ~pirona - - - + - - - - - -
pigmento café - - - + - - - - - -
DNA (%mol G + C) 59-65 60-61 62~ 55-62 62 61-64
i63 64 55-56

Ta: subsp. acefi; 1b: subsp. orfeancnsis; 1¢7 subsp. tilinum; 1d: subsp. liquefaciens

2a: subsp, pasteurianum; 2b: subsp. lovaniensis; 2c: subsp. estiunensis; 2d: subsp. ascendens; 2¢; subsp. paradaxus.

*Moderadamente fuerte.

chgaLiva o muy cambiante; { Usualmente positive o negalivo.

°En medio Hoyer-Frateur; Etanol, 3% v/v; sulfato de amonio, 0.1%; fosfato difcido de potasio, 0.09%; sulfato de magnesio heptahidratado, 0.05%; cloruro
férrico, 0.0005%.

(Ref. Breed, et. al, 1974)
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CUADRO RESUMEN DE PRUEBAS DE IDENTIFICACION DE BACTERIAS ACETICAS

(RerT. Jorgensen, 19pi)

Reptacién
Formacién de la Coloracion Formas
Especie Bacteriana de pelicula por el Enturbiamiento celnlares
pelicula por las yodo del liguido hipertréficas
paredas
de vidrio
. A. oxidans AUy tenue +H - +H Ht
X. industriua gruesa - - + +
. & aceti bastante gruesa - - - +
X. pasteurianum casi siempre buena - t - puy fuertes
K. kuetzinganum bastante delgada + ¥ + raras
A. acstosun en forema de leva-
dura de la flor escasa - - +
A. rancens secd, rugosa 3 - EUY e5Cas0 +
Termobact. aceti muy ténue + - HH H
. X. rilinoidis desde gruesa basta
coridcea - + - -
A. orleanensis potente - - - f
X. xilinum resistente, gruess,
coriécea - - - -
A, ascendens tenue, uniforme Ht - +Ht nuy fuertes
. A. acetigenun delgada, continua - + + raras
k. schuetzenbachii | floja, escasa - - + -
A. curvun floja, escasa - - + -
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TABLA 2.3

CUADRO RESUMEN DE FRUEBAS DE IDENTIFICACION DE BACTERIAS ACETICAS

{continuacién)

Concentracidn

Temperatura alcohblica Cantidad

("t pdxiga en la nizima de

Especie Bacteriana Hovilidad cuzl todavia | 4ecido acético
ge produce formado
Optima | H4xima | desarrolloy (%)

crecimiento
(em § de vol]

1. 1. oxidaps + 18-21 30-33 7 casi 2
A. industriug + 23 35 6-7 2.7

2. A. aceti - i {2 11 6.6
A, pasteurianua - H i2 3.5 6.2
A. kuetzinganux - i i2 9.5 b.6
K. acetosux - 28 36 i1 §.6
A. rancens - - - - -
fermobact, aceti t - - § b

3. A. xilinoidis - 28 15 - -

X. orleanessis - W 315-36 - -
k. xilinom - 26-313 i 6-7 1.5
A. ascendens - i i 12 ]

{. 1. acetigenua + 13 - 1 casi {
1. schuetzenbachii - 23-21 | 3-3s - 11.5
A, curvur - 30 casi 38 - -

([Rer. Jorgensen, 1951
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3.0 SISTEMAS DE INMOVILIZACION DE CELULAS

Puesto que los procesos tanto quimicos como microbiolégicos
giran en torno al reactor, uno de los factores més importantes para
determinar la economia general del proceso es el disefio del mismo,
contrariamente a lo gue sucede con el equipo para procesos de trans
ferencia de masa y calor, no existe ninglin método directo para disg
fiar equipos en los que se pueda desarrollar una reaccién quimica o
bien un proceso microbioclégico. Esto se debe a gque el disefio de un
reactor estd regido primordialmente por el sistema especifico del
gque se trate (Bailey & Ollis, 1986).

Muchos compuestos quimicos Gtiles, especialmente aquellos pro
ducidos por procesos microbiolégicos de oxidacidn y/o fermentacidn,
téles como alcoholes, Acidos orgdnicos, aminodcidos, antibidticos,
esteroides y enzimas, son usualmente formados por reacciones multi-
etapas catalizadas con muchas clases de enzimas producidas por célu
las vivas. Esta biocatdlisis puede realizarse através de sistemas
de inmovilizacidn de células, que consisten en el "atrapamiento" de
las células vivas o en estado creciente, en estructuras de confina-
miento o unidn que las retienen en una regién particular del reac-
tor; dicha inmovilizacién tiene gue ser llevada a cabo dentro de
condiciones moderadas para mantener la actividad celular (Chibatta,
1974) .

Entre los beneficios gue presentan estos sistemas pueden men-

cionarse: El logro de densidades celulares mis grandes, que en sis-

temas de células suspendidas y la disminucién del lavado de cé&lulas
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y del movimiento genético fuera del reactor, lo que permite en algu
nos casos, la separacidén continua del producto y la remocidn de pro

ductos inhibidores de la reaccién (Bailey & Ollis, 1986).
3.1 METODOS DE INMOVILIZACION DE CELULAS

Los métodos de inmovilizacién de células pueden clasifi-
carse en tres tipos (Chibatta, 1974): a) Método de entrampamien
to; b) Métedo de enlazamiento cruzado y c) Método de soporte—~en
lazante.

En el método de entrampamiento, las células son entrampa-
das directamente en las matrices de un polimero; el cual puede
ser sintético (policramida, cloruro de polivinilo, poliuretano)
o natural (alginato de calcio, K—carragenina, agar, collgeno y
gelatina). En el mé&todo de enlazamiento cruzado, las células de
microorganismos son inmovilizadas por enlazamiento cruzado uti-
lizando reactivos bifuncionales como el glutaraldehido o el to-
luentiocianato (Chibatta, 1974).

El método de soporte enlazante se basa en el enlace direg
to de las células del microorganismo al soporte, ya sea por ad-
hesién fisica o por enlace idnico y/o covalente (Chibatta,
1974) .

Dadas las caracteristicas y demandas de las bacterias pro
ductoras de &cido acético, el método de inmovilizacidn mis ade-
cuado es el método de soporte enlazante ya que éste presenta sg

pre los otros las siguientes ventajas (Chibatta, 1974):
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La inmovilizacién puede ser fé&cilmente llevada a cabo bajo
condiciones suaves.
La limitacién a la transferencia de masa es mas pedquefia que
para el método de entrampamiento.
Es posible la reutilizacién del soporte.
Un gran ndmero de células pueden ser inmovilizadas, usando un

soporte con una gran superficie de contacto.

2 MEDIOS DE SOPORTE PARA LA INMOVILIZACION DE CELULAS

En general puede usarse como material de soporte cual-
ier material gque ofrezca las siguientes caracteristicas

ailey & 0Q0llis, 1986):

Proporcionar una superficie interfacial grande entre el gas
y el liquido.

Ser quimicamente inerte con respecto al medio de cultivo que
se estd procesando.

No presentar sustancias inhibidoras del crecimiento y metabo
lismo .de las células.

Ser estructuralmente fuerte para permitir el fécil manejo e
instalacién.

Tener bajo costo.

Entre los materiales de soporte se mencionan (Chibatta,

74):
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- Polisacéridos (celulosa}.
- Proteinas (Gelatinas, almidones).
- Oxidos met&licos (zirconio, titanio).
- Polimeros sintéticos (resinas intercambiadoras).

~ Materiales inorgénicos (silica, cerémica).

Para el proceso de produccidén de acido acético presentado
en esta investigacién se seleccioné como material de soporte
piedra poémez, ya gue presenta caracteristicas deseables para la
inmovilizacidén de las bacterias acéticas (Diaz y Diaz, 1991).

La piedra pémez, estad definida como lava volcéanica excesi
vamente celular y vitrea muy porosa, de estructura a veces con
cavernas alargadas separadas por paredes delgadas, de color té-
nue amarillento casi blanca; generalmente de composicién rioli-
tica’: silice del 65 al 80% en peso; aluminio del 12 al 15%;
dxidos de hierro del 1 al 3% en peso; magnesio, menos del 1%;
cal, del 1 al 2%; potasio y sodio del 5 al 8%; se caracteriza
_por poseer un peso que oscila entre 500 y 1600 Kg/m® y ademés
por poseer alta porosidad. Los depbsitos de piedra pdmez descan
san generalmente sobre rocas altamente descompuestas y se en-
cuentran a flor de tierra o a varios metros de profundidad (Ca-
zares Martel, et. al., 1976; Diaz Hernéndez, et. al., 1978).

En El Salvador, la piedra pdmez se encuentra en abundan-

cia en los alrededores de los centros emisores: volcan de San

STérmino general aplicado a materiales volcénicos que han sido
explosivos o aireadamente arrojados por un volcéan.
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salvador, lago de Ilopango, lago de Coatepeque; y en la zona o-
riental en San Miguel y Moncagua (Cazares Martel, et. al.,
1976) .

Dada la naturaleza aerdbica del proceso de produccibn de
4cido acético por bacterias acéticas, un sistema de células in-
movilizadas por el método de soporte enlazante puede ser disefia
do como una torre o reactor de lecho empacado, que plantee el
uso de un material de empague en el reactor que sirva de sopor-
te a la bacteria y que proporcione a la vez una gran superficie
de contacto gas—liquido necesaria para la transferencia de oxi-
geno al proceso. Para el caso del reactor de este estudio, en
el gue se hard uso de pledra pbmez como material de soporte,
por la composicién caracteristica de esta, al utilizarla en la
produccién de &cido acético se requiere de un tratamiento pre-
vio con 4cido clorhidrico, con el cual se eliminan por lavado
susténcias inhibidoras de la bacteria acética como lo son hie-

rro, cobre y zinc (Diaz y Diaz, 1991).

3.3 MATERIALES DE CONSTRUCCION DE TORRES DE LECHO EMPACADO PARA

LA PRODUCCION DE ACIDO ACETICO.

Los accesorios y el cuerpo de la torre de lecho empa-
cado para producir dcido acético por un sistema de inmovili
zacidn de pacterias acéticas, deben ser construidos de mate
riales resistentes al efecto fisico y quimico de las sustan

cias y del ambiente que entrari en contacto con los mismos.
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Entre los materiales a seleccionar para construir un bio-

reactor para este proceso se tienen:

- Madera (Ciprés previamente tratado)

- Metales: Aluminio, aceros inoxidables, hierros con alto
porcentaje de silicio, Hastelloy, etc.

- Porcelana gquimica

- Ladrillo a prueba de &acidos

- vidrio

— Pléastico, Tefldn

- Metal recubierto de plastico o vidrio, etc.

Mayores detalles de los materiales mencionados se pre
sentan en el apéndice B. En la seccidn 4.0 se presentan los
materiales selecionados para la construccién del eqguipo de

acetificacidn utilizado en esta investigacién.
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4.0 DISENO Y CONSTRUCCION DEL ACETADOR EMPACADO CON PIEDRA POMEZ

El equipo construido para el proceso de acetificacibén es un
reactor tubular empacado, de operacién discontinua (ver figura 4.1)
cuyo disefio estuvo condicionado por la disponibilidad de un tubo de
vidrio PYREX de 121 cm de altura Yy 15.5 cm de diametro con un volu-
men total de 23 litros, vy que sirvié como cuerpo principal de la tg
rre de acetificacién. El equipo constd ademis de las siguientes par

tes:

a) Tanques de recoleccién y alimentacidn.
b) Reactor tubular con piedra pémez como material de soporte.
c) Sistema de aireacidn.

d) Sistema de toma de muestras y de descarga.

En el apéndice C se muestran las partes que componen el equi-

po de acetificacidén y sus accesorios.

4.1 SELECCION DE MATERIALES DE CONSTRUCCION DE LA TORRE DE ACE-

TIFICACION EMPACADA CON PIEDRA POMEZ.

En base a las propiedades de los materiales, a la accesi-
bilidad (precio y disponibilidad) y facilidad de trabajo, se se
leccionaron los siguientes materiales para la construccidn del

acetador:
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FIGURA 4.1 Equipo de acetificacién construido para la - produccidn de acido

acético a partir de alcohol etiliceo industrjial; utilizando un
sistema de células de Acetobacter sp. inmovilizadas sobre piedra
pomez. (1& Tanque superior para alimentacidn de medio; (2) T%padera
superior de aluminio; (3) Distribuidor de medio liquido; (4) Tubo de
soporte central de aluminio; (5) Disco de soporte de piedra_ pbmez;
6) Columna de vidrio pirex; (7) Rotémetro; (8) Filtro de algoddn;
9} Distribuidor de aire; (10) Toma de muestra; (11) Entrada de aire
estéril; (12) Tanque inferior para descarga de medio; (13) Filtros
de lejia y agua estéril.
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Aluminio: Usado en los aspersores, tubo central, sujetadores de
discos para la piedra pémez y otras piezas gque deben estar en
contacto prolongado con el 4cido acético. Las uniones con ros-—
ca fueron recubiertas con tefldn, para evitar que particulas de
aluminio pudieran depositarse en las soluciones adicionadas a
la torre y para evitar fugas.
PVC: Su uso se limitd a accesorios como codos, tés, llaves, val
vulas y poco en tuberias debido a la solubilidad del pegamento
por el &cido acético, ademés para minimizar el efecto del acido
sobre el pegamento, se recubrid con teflén la parte externa de
la unién del tubo de PVC antes de unirlo con el accesorio co-
rrespondiente.

Tanto para el aluminio como para el PVC se realizd una
prueba inicial para detectar si éstos materiales serian afecta-
dos en alguna medida por el dcido acético. La prueba consistid
en dejar piezas de PVC y aluminio en &cido acético durante un

mes, comprobando gue no hubo ningin efecto apreciable a la vis-

ta y al tacto del acido acético sobre las piezas.

4.2 MATERIAL DE EMPAQUE Y SU PREPARACION

El lecho empacado con piedra pémez de la torre de acetifi
cacién contd con una altura Gtil de 90 cm y con una porosidad
mixima de 0.6974 (seccién 4.4.1) y el didmetro medio de la pie-
dra pomez ocild entre 2.54 y 3.81 cm.

El andlisis mineralégico de la piedra pomez antes y des-
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pués del tratamiento con &cido clorhidrico (seccién 3.2) se
muestra en el apéndice D, donde se tiene que el tratamiento con
4cido produjo una reduccién por arrastre en los contenidos de
hierro, cobre y zinc del 33%, 1.9% y 35% respectivamente.

Para verificar si aun habia arrastre de hierro, cobre ¥y
zinc presentes en la piedra pémez tratada, por efecto de las so
luciones con las cuales estari operando el sistema, como son &-
cido acético y alcohol etilico, se realizaron pruebas de 36 ho-
ras en las que se hicieron pasar mezclas de Acide acético y eta
nol al 11% v/v sobre el lecho de piedra pémez tratada en un sis
tema como el mostrado en la figura 4.2; obteniéndose arrastres
a .los diez dfias de proceso de 28.13 ppm de Fe, 0.43 ppm de Cu
y 3.0 ppm de Zn, que de acuerdo con 1lo reportado por Diaz ¥
Diaz (1991), estédn por debajo de los niveles de toxicidad
miximos que pueden soportar las bacterias acéticas, los cuales

son en partes por millén 15 para cobre, 50 para hierro y 100

para zinc.

4.3 ACCESORIOS DEL EQUIPO DE ACETIFICACION

La aireacidn al sistema fue proporcionada por un compresor
INGERSOLL~-RAND de 220 voltios, 2 Hp, 100 psig de descarga méxi-
ma con capacidad de tanque para 20 galones. La medicién del flu
jo de aire suministrado por el compresor se hizo a través de un
rotametro SCHUTTE & KOERTING CO. con una graduacién de 0 a 250

mm, el cual fue calibrado para medir el flujo en litros/min, de
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Figura 4.2 Sistema utilizado para solubilizar metales téxicos para
la bacteria acética

acuerdo al método presentado en el apéndice E.

En la tabla 4.1 se describen las dimensiones y materiales
de construccién del equipo de acetificacidn construido, deta-
lla4ndose cada una de las partes que lo constituyen y la tabla
4.2 muestra los parametros de operacidn de equipos accesorios
de la torre asi como también las dimensiones y materiales de su

estructura de soporte.

4.4 EVALUACION DE PARAMETROS DE DISENO DEL EQUIPO DE ACETIFICA-

CION.

Para el disefio del equipo de acetificacién deben evaluar-

se ciertos paradmetros que afectan directamente su funcionamien-
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ESPECIFICACIONES DEL EQUIPO DE ACETIFICACION CONSTRUIDO CON

CAPACIDAD PARA 23 LITROS DE CARGA TOTAL

Longitud: 40 cm

DESCRIPCION DIMENSIONES MATERIAL DE
CONSTRUCCION
Cuerpo de la torre Altura: 121.5 cm Vidric PYREX
Diidmetro interno: 15.5 cm
Lecho empacado Altura util: 920 cm Piedra Pémez
Tubo central Diadmetro externo: 1.27 cm Aluminio
sujetador del lecho Altura: 110 cm
Aspersores: Didmetro externo: 0.9 cm
Alre y Aluminio
Alimentacidbn Longitud: 6 cm
Tapaderas Di&metro: 27 cm Aluminio
Espesor: 0.5
DPiscos de soporte Didmetro externo: 15 cm
Difmetro de agujeros: 0.7 cm PVC
de lecho empacado Espesor: 0.6 cm
Conductos de Didmetro: 1.2 cm
recirculacién y Longitud: 20 cm {a la bomba) Plastico
conexidén a la bomba 90 cm (a recirculacidn)
Tubo de toma Didmetro interno: 0.5 cm PVC
de muestras Longitud: 10 cm
Tanques de carga Yy capacidad: 5 gal Plastico
descarga
Tuberias Didmetro: %™ ced 40 PVC
Vdlvulas de paso Difimetro: %" ced 40 Plastico
Eapesor: 0.4 cm Hule
Empagues Dismetro externo: 17.5 cm recublerto de
DiAmetro interno: 15.5 cm teflén
Filtro de algodén Didmetro: 1li: ced 40 PVC
Longitud: 30 cm
Filtros de lavado Didmetro: 4" ced 40 PVC
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TABLA 4.2
DIMENSIONAMIENTO Y PARAMETROS DE OPERACION DE

ACCESORIOS DE LA TORRE DE ACETIFICACION.

ACCESORIO ESPECIFICACIONES
_-Bomba - TEEL PUMP, 115 Volts, 60 Cicles
Estructura de soporte del DEXION, 2 m de altura
acetador
Base del acetador Madera, 46.5 x 46.5 x 1.5 cm

(Largo x ancho x espesor)

Ventilador SUPER BOXER FAN, 115 volts, 60

ciclos

INGERSOLL-RAND, 220 VOLTS, 2 HP,

Compresoxr 100 Psig, capacidad de tanque:
20 gal
Rotametro SCHUTTE & KOERTING CO.

graduacién 0 a 250 mm

to, entre estos podemos mencionar su porosidad, relacionada con
la superficie de contacto entre el medio de cultivo y el micro-
organismo, asi como la evaluacién del coeficiente volumétrico
de transferencia de oxigeno de la torre y sentar un paréametro

baésico en el escalamiento del equipo de acetificacién.
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4.4.1 POROSIDAD DEL LECHO EMPACADO

Para que un reactor de lecho empacado presente carac-
teristicas deseables al flujo de fluidos es necesario gque
el volumen fraccionario, €, o fraccidén de espacio vacio en
el lecho empacado sea grande, esta fraccidén € es conocida
como porosidad (Treybal, 1988}).

La porosidad de un lecho estitico depende del tamafio
y la distribucién de tamafios de las particulas, de la forma
de éstas y de la rugosidad de su superficie, del método de
empaque y del tamafio del recipiente relacionado al di&metro
de las particulas (Mc. Cabe, 1989; Foust, et. al., 1984}.

El tamafio de particulas y el tamafio del recipiente,
determinan la porosidad. La pared del recipiente, interrum-
pe la continuidad de los contactos particula-particula y
por lo tanto forma mayores fracciones vacias cercanas a la
pared (Mc. Cabe, 1989; Foust, et. al., 1984).

Siendo la porosidad, la relacién velumen vacio a volu
men total del lecho, ésta puede calcularse experimentalmen-—
te llenando el reactor de lecho empacado con agua, vacién-
do lo y comparando el volumen de agua con el volumen total
del lecho calculado a partir de su altura y seccidn trans-
versal. La porosidad también puede ser calculada a partir

de la siguiente ecuacién (Mc. Cabe, 1989; Foust, et. al.,

1984):
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€ = ———— (4.1)
Donde:
€ = porosidad

V; = volumen total

Vs = volumen de sblidos
La porosidad del acetador se evalud a partir de la e~
cuacidn 4.1, donde el volumen total del lecho (V) fue cal-

culado a partir de las dimensiones del mismo:

Altura de lecho: 76 cm

Diametro interno: 15.5 cm

De acuerdo a la ecuacidén de volumen de un cilindro:

V; = wrzh = w(D/2)2h

el volumen de la torre es:

Vy=m * (15.5/2)2 * 76 cw’ = 14,340.59 cm® = 14.34 L

El volumen de sbélidos (Vs), se obtiene de la diferencia en-
tre el volumen total del lecho y volumen de medio cargado

que es de 10 L; de donde:
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Vs = 14.34 L -~ 10 L = 4.34 L

El cdlculo de porosidad del acetador se realizd sin
tomar en cuenta el espacio ocupado por la bacteria, es de-
cir, el dato reportado representa la porosidad méxima que
presentd el acetador bajo las condiciones dadas:

€ = 0.6974

En las especificaciones del proceso de acetificacién

(Tabla 5.6) se presentan los datos de porosidad mixima y mi

nima para cada corrida calculadas de la misma forma.

4.4.2 DETERMINACION DE LAS RAZONES DE TRANSFERENCIA DE OXL
GENO EN EL PROCESO DE PRODUCCION DE ACIDO ACETICO

POR BACTERIAS ACETICAS.

Siendo que las bacterias acéticas son estrictamente
aerdbicas, se requiere que el proceso de oxidacién tenga su
ficiente oxigeno a disposicién de las bacterias; las reac-
ciones de conversién de etanol en &cido acético dan una i-

dea sobre tal requerimiento:

CH,CH,0H + %0, —— CH;CHO + H,0

Etanol Acetaldehido

CH,CHO + %0, ————» CH,;COOH

Acetaldehido Acido Acético
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No todo el oxigenoc suministrado por medio de la airea
cidén proporcionada por el sistema es fijado por las bacte-
rias acéticas, de manera que es necesario suministrar un ex
ceso sobre el tedrico requerido; usualmente se emplea 200%
de exceso de la cantidad tedrica (Kirk, et. al., 1966; Pres
cott, 1952).

Estos requerimientos de oxigeno en el proceso de ace-
tificaciéﬁ implican el disefio de mecanismos de aireacién
que satisfagan tal demanda, asi comeo la evaluacién de la ca
pacidad de transferencia de oxigeno que el bioreactor como
tal, puede ofrecer al proceso.

Un criterio de la evaluacidén de la capacidad de transg
ferencia de oxigeno de un equipo de acetificacidn, es la ra
z6n volumétrica de transferencia de oxigeno klac* (Bailey
& Ollis, 1986).

Idealmente, esta razén debe ser medida en el bioreac-
tor, en el que se incluya el caldo nutritivo y la poblacidn
o las poblaciones de células de interés (para el caso, bac-
terias acéticas). Sin embargo, la conduccién de experimen-
tos de transferencia de oxigeno, bajo éstas condiciones, re
sulta costoso e inconveniente, ya gue requiere de la preven
cién por contaminacién, del control ambiental y de la prepa
racidén y habilitacién del medio y del indculo (Bailey & O-
l1lis, 1986).

Una estrategia para el estudio de la razdn volumétri-

ca de transferencia de oxigeno (klac*) de un reactor, es el
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uso de sistemas sintéticos que aproximen las condiciones de
la bioreaccién, sin las complicaciones de un cultivo vivo.
En dichas aproximaciones el objetivo principal es evaluar
la depencia del klac* con la hidrodinamica del sistema (Bai
ley & Ollis, 1986).

Un sistema sintético confiable, para evaluar la razdn
volGmetrica de transferencia de oxigeno, para reactores de
lecho empacado, es el sistema de oxidacidn de sulfito de so
dio a sulfato de sodio en presencia de un ién metélico
(Co** 6 cu**) como catalizador (Bailey & Ollis, 1986). En
el apéndice F se presenta la descripcién del método del sul
fito de sodio para la evaluacidn de klac* en un reactor de
lecho empacado.

Otra importancia del klac* es el de servir de parame-
tro de disefio y escalamiento de bioreactores aireados de co
lumna. Por bioreactores aireados de columna, se entienden
reactores cuya razén de altura es mayor dque el didmetro.
También en dichos reactores, el mezclado es llevado a cabo
totalmente por el paso de un gas comprimido, el cual se e-
leva a través del liquido. Los reactores de éste tipo han
sido utilizados por muchos afios en la industria quimica de-~
bido a sus ventajas y a su relativo bajo costo, su configu-
racién mecdnica simple y sué reducidos costos de operacidn
basados en sus bajos requerimientos de energia. Aungue son

poco familiares en la industria de procesos bioldgicos, los

bioreactores de torre han sido utilizados a gran escala en
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la produccién de cerveza y para la elaboracién de vinagre
(Chemical Engineering, 1985).

La razén de consumo de total de oxigeno en el reactor
es encontrada mediante la combinacidén del kla’ con una ca-
racteristica macroscépiéa apropiada del reactor. i la com-
posicién del liguido es uniforme y las burbujas se disper-
san uniformemente a través del reactor, la razdn de transfe

rencid de masa sera:

Vkla’ (c*—~cy). = razdédn de consumo de oxigeno, mol O,/s

donde el subindice e se refiere a que se consideran condi-

ciones de mezcla completa a todo lo largo del reactor.
cuando las burbujas se elevan en flujo en pistdén a

través del reactor, considerando siempre mezcla completa en

2 -

el liquido, c* varia con la posicién. Sobre una altura dife

rencial del reactor dz, la pérdida instanténea de la burbu-

ja es:
HAdz (dp0,/dt) (1/RT)
donde:
H = (vol. de gas/ vol de reactor}
Adz = (vol. diferencial del reactor)

(dpo,/dt) = (razén de cambio de concentracidn de la burbuja)
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lo cual se iguala con:

-kla’ (cl*-cb)Adz

gue es la razdn de transferencia de masa en el ligquido. Si

pO,=Mc* (M es la constante de la ley de Henry), se obtiene:

(H/RT) (dp0,/dt) = (HM/RT) (dcl*/dt) = -kla’(cl*-cb)

para una velocidad de elevacidn de burbuja constante u,,

dt=dz/u,, la variacién de c* con z es:

(cl*=cy), = (CLl*~Cp)entradn * exp (-kla’RTz/HMu,)

La razédn de transferencia de masa global en el volumen Ah

es por tanto:

h

Skla(cl*—cb)(z)Adz = (HMu,/RT) (C1*~Cy)mmaB (1 = exp(-kla’RTz/HMu,))

(4.2)

La ecuacién 4.2 proporciona la razdn de consumo de O,
por unidad de tiempo, donde el factor de disefio kla’ es
constante para una determinada razdn de consumo de oxigeno,

por lo que en el proceso de escalamiento la variable carac-
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teristica a tratar es la altura de la torre (h), ¥y conocién
dose con exactitud el resto de variables que involucra la
ecuacién puede llegarse a definir con éxito las dimensiones
de un equipo de tamafio mayor (Totman, 1985).

La obtencién de valores del coeficiente volumétrico
de transferencia de oxigeno (klac#*) a diferentes flujos de
aire para una geometria de equipo dada, permite evaluar una
tendencia del comportamiento del klacﬂ'cén respecto al flu-
jo de aire empleado, y de esta manera establecer conclusio-
nes sobre las condiciones de aireacién que podrian aplicar-
se al proceso de acetificacién, que no necesariamente son
las éptimas para la bacteria acética.

L.a construccién de una curva de comportamiento del
coeficiente de transferencia de oxigeno con respecto al f£lu
jo de aire aplicado al acetador, se realizé evaluando este
coeficiente para ocho flujos diferentes en un rango de 9.4
a 4.2 L de aire/min, partiendo para cada prueba, de 10 L de
una solucién 0.1 N de sulfito de sodio con una concentra-
cién de 10' M de sulfato de cobre como catalizador. En el
apéndice F se presentan los resultados de la evaluacidn ex
perimental del klac* para cada flujo de aire obtenidos de
acuerdo al método ahf descrito. Los valores de klac* obte-
nidos para el equipo de acetificacién construido, evaluados
por los métodos analitico y de correlacién lineal se presen
tan en la tabla 4.3.

El comportamiento de klac* por correlacién lineal en
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funcién del flujo de aire (figura 4.3) se puede representar
por la ecuacién determinada por evaluacién de regresién li-

neal:

y = a + bx + o + d/x + e/x (4.3)

donde: y = klac* en milimoles de 0,/litro-nin
x = flujo de aire en L/min
a = 4.9569015 ; b = ~0.44262994
c = 0.01620791 ; d = -20.549957

e = 29.9369616

Mientras que el comportamiento de klac* del método analiti-
co en funcién del flujo de aire (figura 4.4) puede represen

tarse por la ecuacién determinada por regresién lineal:

y =a+ bx +cxt +d/x + e/x? (4.3)

donde: y = klac* en milimoles de 0,/litro-min

S
I

flujo de aire en L/min
a = 8.8146255 ; b = 0.90628565
c = 0.036601534 ; d = -33.996491

e = 46.751676

Ambas ecuaciones fueron determinadas utilizando el software

Jandel Scientific Tablecurve versidn 3.10, ajustandose en
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ambos casos con gran confiabilidad a los resultados experi-
mentales.

De acuerdo a los resultados (figuras 4.2 y 4.3), el
coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno adecua-
do como parametro de escalamiento del equipo construfido
(punto médximo en ambas figuras), es el correspondiente a un
flujo de aire de 9.46 L/min, con un valor de 0.3796 v 0.39-
06 milimoles de OzlL—min para los métodos de evaluacién por
correlacién lineal y analitico respectivamente.

Fl nivel de aireacién en base a la demanda del proce-
so de produccién de Adcido acético puede ubicarse en un in-
tervalo de flujo de aire de 9.46 a 4:02 L/min (Diaz y Diaz,
1991)5 por lo que el acetador disefiado resulta apropiado
para evaluar el efecto de flujo de aire en la produccién de

4cido acético.

! vn donde la demanda de oxigeno del proceso de produccioén
de Acido acético ha sido calculade en base al requerimiento este-
quiométrico y considerando un exceso de oxigeno del 200%.



TABLA 4.3

VALORES DE klac' OBTENIDOS PARA EL EQUIPO DE ACETIFICACION

POR EL METODO DEL SULFITO DE SODIO POR EVALUACION

36

ANALITICA Y DE CORRELACION LINEAL.

Flujo de Intervalo Pendisnte klac' tpiv Ra,80, | Wp/v Haps0, klac
aire de tiempo Correlacién milimoles

(L/min) {min) fineal 0,/L-ain inicial final - Anzl{tico
g,46 60 -0.0095701 9.3795317. 0.633405 0.426M1 0.3%05635
8.64 60 -0.0094665 0.3755313 0.634200 0.070508 0.3726860
1.80 70 -0.0083989 0.3331110 0,613189 0.017964 0.3373138
.92 80 -0,0083776 0.3323298 0.701286 0,033577 0.3310916
5.15 10 -0.0076322 0.3027634 0.69770% 0.131984 0.3205962
5.3% 90 -0.0063553 0.2521065 1.692212 0.080380 0.2696749
.69 100 -0.0055546 0.2203440 0.677694 0.082454 0.2361256
{.02 120 -0.0045242 0.1794708 0.626114 0.054014 0.18%1218
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Figura 4.3 Comportamiento del klac* obtenido por correlacién lineal
con respecto al flujo de aire, para el reactor empacado
con piedra pémez de 23 litros de capacidad total, utili-
zado en la produccién de &cido acético.
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Figura 4.4 Comportamiento del klac¥ obtenido por método analitico
con respecto al flujo de alre, para el reactor empacado
con piedra pdmez de 23 litros de capacidad total, utili-
zado en la produccién de acido acético.
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5.0 TECNICAS EMPLEADAS PARA LA PRODUCCION DE ACIDC ACETICCO CON CELU

LAS DE Acetobacter sp. INMOVILIZADAS SOBRE PIEDRA POMEZ.

Adem&s del disefio, construccién y especificacién de un aceta-
dor, la realizacién de pruebas de escalamiento del proceso de pro-
duccién de &cido acético abarca, el aislamiento y mantenimiento de
cepas productoras de &dcido acético y la identificacidon del efecto
de variables como: composicién del sustrato, concentracidén de eta-
nol y nivel de aireacién sobre la produccidén de &cido acético.

En esta investigacién se conté con dos cepas productoras, una
cepa comercial de Acetobacter pasteurianum y una cepa nativa de ace
tobécter sp. aislada de jugo fermentado de pifia.

La cepa comercial fue obtenida como una donacién de la Asocia
cién Espafiola de cultivos puros a traves de la Universidad de las
Palﬁas de Gran Canarias, Espaha.

El aislamiento de la cepa nativa de Acetobacter fue realizado
con la colaboracidn del laboratorio Especialidades Microbioldgicas
Industriales S.A. de C.V. (ESMI), San Salvador.

Las pruebas de identificacidén de la bacteria aislada (figuras
5.1 y 5.2) se llevaron a cabo en los laboratorios de la Planta Pilo
to de la Escuela de Ingenieria Quimica de la Universidad de E1 Sal-
vador. La descripcidn de resultados de estas pruebas de identifica-y

cién es la siguiente:

a) Caracteristicas de la bacteria en medio sélido. El cultivo inocu

lado en caja petri conteniendo sustrato nutritivo con 2% v/v de



k)

d)

e)

f)
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etanol, presentd colonias después de 48 horas de incubacién a
temperaturas entre 28 a 35°C, formando colonias pequefias, circu-
lares, de bordes lisos, elevacidén convexa y color amarillento.

Caracteristicas en medio liguido. El sustrato nutritivo con 2%

v/v de etanol, presentd formacidén de pelicula en la superficie
después de 48 horas de incubacidn a temperatura entre 28 a 35°C,
la pelicula presentd reptacidn y no hubo enturbiamiento del cal-
do.

Tincién de Gram. La bacteria aislada es gramnegativa.

Prueba de movilidad. La bacteria aislada no presentdé movilidad

de la prueba de gota pendiente.
Coloracidén por el yodo. La bacteria acética no presenta capa mu-

cosa, la cual es una sustancia amorfa gue rodea la célula y esta

.constituida por polisacéridos, principalmente de almidén, éste

al reaccionar con el yodo da una coloracién azul. La bacteria
aislada presenta negativa esta prueba.

Oxidacidén de alcohol etilico. La bacteria aislada da positiva la

prueba de oxidacidn de etanol, habiéndose desarrollado favorable

mente en medios s6lidos y liquidos conteniendo etanol.

Un resumen de los resultados obtenidos en las pruebas de iden

tificacidn se presenta en la tabla 5.1. De acuerdo a estos resulta-

dos y tomando como base la informacidn presentada en las tablas

2.1, 2.2 y 2.3 de la seccién 2.0, puede afirmarse que la bacteria

nativa aislada pertenece al género Acetobacter.
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Figura 5.1 Fotomicrografia de Acetobacter sp. aislada de jugo fer-
mentado de pifia. Aumento 100x12.5.
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TABLA 5.1
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE IDENTIFICACION DE LA BACTERIA

ACETICA AISLADA DEL GENERO Acetobarter.

Formacién de pelicula y reptaciédn de la misma Positivo
Enturbiamiento del caldo Negativo
Tincidén de Gram Gramnegativas
Prueba de movilidad Negativa
Coloracidén poxr yodo Negativa
Oxidacidén de alcohol etilico Positiva

Los componentes bisicos del medio de aislamiento de la bacte-
ria acética asi como de los medios de cultivo para las etapas de a-
costumbramiento y produccién son: carbonato de calcio, glucosa co-
mercial y extracto de levadura. La formulacién de los diferentes me

dios se presenta en la tabla 5.2.

5.1 ETAPA DE ACOSTUMBRAMIENTO DE LAS BACTERIAS DEL GENERO Acetg

bacter, AL PROCESO DE PRODUCCION DE ACIDO ACETICO.

Para el proceso de acetificacidn es necesario que la bac-—
teria sea previamente acostumbrada a niveles maximos de concen-
tracidén de etanol, asi como también al medio de soporte. El a-
costumbramientc de las bacterias acéticas (Acetobacter sp. Yy A=
cetobacter pasteurianum), a diferentes concentracicnes de eta-
nol y a la piedra pémez como material de soporte, utilizando

diametro de piedra entre 1/2 y 3/4 de pulgada, se hizo en forma
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simulténea.

Este proceso se realizd por etapas gue se diferenciaban
por la concentracidén de etanol introducida al medio. Se inicid
con inéculos a medios con concentraciones de 0.2 y 0.5% v/v de
etanol. Los crecimientos a estas concentraciones sirvieron de
indéculo a medios con concentracién de etanol del 5% v/v, de don
de se partié a acostumbramientes al 7, 9, 10, 11 y 12% v/v de

etanol en el medio.

5.2 EVALUACION DEL EFECTO DE LA COMPOSICION DE SUSTRATO, CONCEN
TRACION DE ETANOL Y NIVEL DE AIREACION EN LA PRODUCCION DE

ACIDO ACETICO CON CELULAS INMOVILIZADAS DE Acetobacter sp.

El proceso de acetificacién puede ser afectado por diver-
sos factores: temperatura, flujo de oxigeno, tiempo de proceso,
diametro de la particula de empaque, composicidén de sustrato,
concentracién de etanol y especie de cepa bacteriana. El grado
de influencia de cada una de estas variables, debe establecerse
a través de estudios experimentales separados, que identifiquen
la significancia del efecto de las mismas sobre la acetifica-
cién. La determinacién de variables de efectos més significati-
vos, permitira realizar estudios de optimizacidén que conduzcan

a un escalamiento adecuado a nivel industrial.
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COMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EN EL PROCESO DE

PRODUCCION DE ACIDO ACETICO CON BACTERIAS DEL GENERO Acetobacter.

HEDIO DE MEDIO LE MEDIO LIQUIDQ MEDIO LIQUIDO ¥EDIO LIQUIDO
COMPUESTO AISLAMIERTIO HANTERIHENTO PARA IDERTIFI- PAER ACOSTOM- BARA ACOSTOM-
CACIOR BRAMIENTO IY BRAMIERTO II2
Carbonate de
Calcio (CaCOl) 5.0 9.0 5.0 5.0 9.0
(/1)
6lucosa Comer- 16 k[ 36 18
cial {g/L}
Extracto de Le- 7.5 7.5 7.5 1.8
vadura (g/L)
Agar granulado 15
(g/1)
Peptona (%) 0.1
Btanol {§ v/v) { variable 1 variabled variabled
Fosfato de amo- 0.1667
nio (g/L)
Sulfate de mag- g.0101
nesio (4/L)
Fosfato dcido de 0.0132
potasio (9/L)

(= B - -]

En el proceso de acetificacidn se utiliza el medio en el que mejor desarrollo presenta la bacteria acética.

1.5 /L 81 es levadura comercial.

Se da mantenimiento a la cepa hasta la eayor concentracifn qua ésta soporte.
La bacteria se acostusbra hasta la mdxima concentracién posible de etanmol.

(Ref. Diaz y Diaz, 1991)
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5.2.1 PRUEBAS DE ACETIFICACION PARA VOLUMENES DE MEDIO DE

CULTIVO DE 250 Y 400 MILILITROS.

En estas pruebas se investigé el efecto de la composi
cidén de sustrato, concentracién de etanol, especie de cepa
bacteriana y nivel de aireacidn. El control de los diferen-
tes experimentos se realizd en funcidén del tiempo por medio
de la cuantificacién de la acidez producida expresada como

dcido acético (ver apéndice G). Se realizaron dos pruebas:

a- Primera prueba de acetificacién para 250 ml de medio de

cultivo : Se utilizaron reactores de 500 ml de capacidad
empacados con piedra pémez esterilizada de 1/2 a 3/4 de
pulgada de di&metro hasta una altura de lecho de 4 cm,
se agregaron 250 ml de medio (ver tabla 5.2) con concen-
traciones de etanol variables, no se utilizé aireacidn

mecanica externa (Figura 5.3). En esta prueba se evalud:

a.1l- Concentracidn de etanol en que se desarrolla mejor
la bacteria. Se utilizaron tanto reactores con me-
dio I como con medio II y se experimentdé con con-
centraciones de 5, 7, 9, 10 y 11% v/v de etanol en
el medio. A partir del dia 18 después de la inocu-

lacidén se adiciond diariamente 1 cc de etanol.
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Sistemas de acetificacidén utilizados en las pruebas de
acetificacién con 250 mililitros de medio de cultivo,
utilizando bacterias de Acetobacter sp. y piedra pdmez
como material de soporte.

a.z-

Composicién del medio de trabajo mas favorable pa-
ra la bacteria acética. Se evaluaron por separado:
la produccidén de acidez en medio I de crecimiento
afiadiendo l1lcc de etanol diariamente a partir del
dia 18 de efectuado el indéculo, adicionando medio
I cuando se considerd necesario; y la produccién
de acidez en medio II, agregado después de haber

obtenido crecimiento celular abundante en medlio I.

Mejor adaptacién y produccidn de acidez entre dos
cepas de bacterias acéticas. Se compard entre una

cepa comercial (Acetobacter pasteurianum) y una ce
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pa aislada del medio ambiente (Acetobacter sp) uti
lizando reactores bajo las mismas condiciones ini-
ciales de concentracién de etanol en el medio, i-

gual cantidad de medio y etanol afiadido.

Durante las pruebas se observé una mejor adaptacién
de la bacteria nativa aislﬁda (Acetobacter sp.) con respec-
to a la bacteria comercial (Acetobacter pasteurianum), por
lo que se opté por seguir utilizando la bacteria aislada A-
cetobacter sp.

De acuerdo a los resultados obtenidos de esta primera
prueba, se observa que la produccién de acidez es méas eleva
da a concentraciones de etanol en el medio de 5 yA7% v/v,
a la vez puede notarse una mayor produccién de acidez em-
pleando solamente medio I que cuando se cambia de medio I
a medio IT a las mismas concentraciones de etanol. Asi se
tiene que, en medio I se obtuvo a los 30 dias de proceso
una produccién de &cido acético de 5.9153% p/v para una
concentracién inicial de etanol de 7% v/v y una produccién
de &Acido acético de 5.5337% p/v a los 34 dias de proceso
para una concentracién inicial de etanol de 5% v/v.

cuando se cambié de medio I a medio II se obtuvieron
los valores maximos de produccién de acidez de 5.0232% p/v
para 7% v/v de etanol a los 30 dias de proceso, y de
4.7065% p/v para 5% v/v de etanol a 48 dias de proceso.

En cambio, a concentraciones superiores de 9% v/v de



etanol en ambos medios,

supera el nivel de 1% p/v.
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la produccién de 4cido acético no

Un resumen de los resultados de estas pruebas para A-

cetobacter sp. se presentan en la tabla 5.3 y el comporta-

miento de la acidez en funcién del tiempo en la figura 5.4.

TABLA 5.3

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE ACETIFICACION CON Acetobacter sp PARA

250 ml DE MEDIC DE CULTIVO Y PIEDRA POMEZ COMO MATERIAL DE SOPORTE

Concentracién de

Tiempo de prueba

Acidez alcanzada

etanol (% v/v) (Dias) ($ p/v como CH;COCH) It
I Medio I
5% 34 5.5337
7% 30 5.9153
li 9% 22 0.9133
10% 22 0.9396
11% 22 0.2000 F
Medio I con cambio
L a Medio II 48 4.7065
5% 30 5.0232
7% 22 0.0212
9% 22 0.0212
10% 22 1.4231
11%

b- Sequnda prueba de acetificacion para 400 ml de medio de

cultivo: Se realizé una segunda prueba de monitoreo en

4 reactores de 2,500 ml de capacidad, estos fueron empa-

cados con piedra pémez de 1 a 1.5 pulgadas de didmetro

hasta una altura de 10 cm después de haber sido esteri-

lizada, se agregaron 400 ml de medio de cultivo I al 7%
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Figura 5.4 Comportamiento de la acidez en funcién del tiempo de la
primera prueba de acetificacién para 250 ml de medioc de
cultivo, utilizando una cepa de Acetobacter sp y piedra
pdémez como material de soporte. (1) Acetificacidén sin
aireacioén al 7% v/v de etanol; (2) Acetificacidén sin
aireacién al 5 v/v de etanol; (3) Acetificacién sin
aireacién al 5% v/v de etanol cambiando de medio I a
medio II; (4) Acetificacién sin aireacidén al 7% v/v de
etanol cambiando de medic I a medio II, (5) Acetifica-
cién sin aireacién al 9, 10 y 11% de etanocl con y sin
cambio de medio I a medio II (la lineas se superponen).
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v/v de etanol en el medio, y se inoculé con Acetobacter
sp. por haber sido estos parametros (medio, concentra-
cidén y cepa) con los que se obtuvo mejores resultados en
la anterior prueba de monitoreo. Para proveer oxigeno al
indculo se utilizaron bombas de pecera marca HI-TECH
PUMP-310 con capacidad para 10 galones; se incerté una
manguera al reactor con una jeringa incorporada para to-
ma de muestra y de esta manera no abrir el reactor (Ver

figura 5.5). Con esta prueba se evalué:

bh.1- Produccién de acidez en relacién a la cantidad de

etancl agregado. Para este fin se utilizaron dos

Sistemas utilizados en las pruebas de acetificacién con
400 mililitros de medio de cultivo utilizando una cepa

de Acetobacter sp. y piedra pémez como material de sopor
te.
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de los reactores en las condiciones ya descritas,
a uno se le afiadié etanol a los 13 dias y el otro

girvié de blance para comparacidn.

b.2- Efecto de la adicién de sales sobre la acidez. Es-
te efecto se evalué en dos sistemas conteniendo
400 ml de medio al 7% de etanol, adicionando sales
nutritivas (constituyentes del medio II) a uno de
los sistemas, mientras el otro servia de blanco.
La adicién de sales al sistema se realizd después

de 10 dfias de la inoculacidn.

Los resultados de la segunda prueba de acetificaciédn
se presentan en la tabla 5.4, y en la figura 5.6. Las prue-
bas se suspendieron a los 2b dias de proceso debido a pro-
blemas de contaminacién en los reactores, por lo gue Gnica-
mente se observaron dos de los sistemas en los que la con-
centracidn de &acido acético alcanzd un valor de 1.94% p/Vv
a los 18 dias en el sistema con adicién de sales y de 0.99-
83% p/v a los 10 dias en el sistema con adicidn peridédica
de etanol. En ambos sistemas se utilizé medio de cultivo I
y se partidé de una concentracidén de etanol en el medio de
7% v/v. ‘

Las pruebas a escala de 250 y 400 ml, generaron la

informacién necesaria para iniciar pruebas de produccién de

dcido acético en el reactor construido de 23 litros de capa
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cidad total. Esta informacién fue: uso de la cepa aislada
de Acetobacter sp. como microorganismo productor, uso de me
dio de cultivo I como medio de trabajo y uso de un volumen
de etanol eguivalente al 7% con respecto al veolumen total

de medio en el reactor.

TABLA 5.4
RESULTADOS DE LA PRUEBA DE ACETIFICACION CON Acetobacter sp PARA

400 ml DE MEDIO DE CULTIVO Y PIEDRA POMEZ COMO MATERIAL DE SOPORTE

PRUEBA TIEMPO DE PRUEBA ACIDEZ ALCANZADA
(DIAS) (% P/V COMO CH3COOH)
Adicién de sales 18 1.9396-
Adicién peridédica de 10 0.9983
: etancl
NOTA 1: Concenlracion de canol: /% v/v en medio 1; aireacion por bomba.

NOTA 2: Hubo contaminacién de los cultivos,

‘5.3 PRUEBAS DE ACETIFICACION A ESCALA DE 10 LITROS DE MEDIO DE -
CULTIVO UTILIZANDO EL ACETADOR DISCONTINUO DE 23 LITROS DE

CAPACIDAD TOTAL EMPACADO CON PIEDRA POMEZ.

El proceso de acetificacién en el reactor construido para
10 L de volumen de medio de cultivo Y 23 litros de capacidad tg
tal (incluyendo el volumen ocupado por el lecho empacado), abar

cbd tres etapas:

1- Preparacidén del sistema de acetificacidn.
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Figura 5.6 Comportamiento de la acidez en funcidn del tiempo de la
segunda prueba de acetificacién para 400 ml de medioc de
cultivo, utilizando bacterias de Acetobacter sp y piedra
pémez como material de soporte. (1) Acetificacidn al 7%
v/v de etanol con aireacién y adicién de sales; (2) Ace-
tificacién al 7% v/v de etanol con aireacién y adicién
de etanol.
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2—- Crecimiento del inéculo.

3— Pruebas de acetificaciédn.

5.3.1 PREPARACION DEL SISTEMA DE ACETIFICACION

a)

b)

c)

qd)

Preparacidén del sistema de acetificacién. Para inocula-

cién del acetador se prepararon 10 L de medio X al 7 %
v/v de etanol con un pH entre 4.5 y 5 y se esterilizé a
121°C y 15 Psig durante 15 minutos en erlenmeyers de |
1000 ml.

Esterilizacidn de la piedra pémez. En el acetador se uti
1iz6 como empaque piedra pémez entre 1" a 1.5" de didme-
tro, esterilizadas a 121°C y 15 Psig durante una hora en
canastas de aluminio de 23 cm de altura y 22.5 cm de dié

metro.

Esterilizacién del aire. El aire alimentado a la columna

de acetificacién fue primero pasado por lejia comercial
en proporcidén de dos a uno con agua, luego por agua des-
tilada y esterilizada, y finalmente por un filtro de al-
goddén estéril.

Esterilizacién de la columna de acetificacién. Para evi-

tar contaminacidén dentro de la columna, se generd vapor
de agua a 121 °C y 15 Psig en el autoclave, el cual se
hizo circular por la columna durante un tiempo total de

5 minutos, en lapsos de 30 segundos cada vez.
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5.3.2 CRECIMIENTO DEL INQCULO

Para lograr el crecimiento del indculo en el reactor
se procedid a hacer siembras de la bacteria ya acostumbrada
en el interior de la columna. La siembra se realizb en zona
estéril, empacando la columna con capas de piedra pémez 1lim
pia y esterilizada y con capas de piedra con bacteria adhe-
rida (indculo), una vez logrado un lecho de 76 cm de altu-
ra, se agregd el medio de crecimiento al 7% v/v de etanol,
se cerrd herméticamente la columna y se hizo pasar un flujo
de aire de 5.39 L/min. El crecimiento del inéculo se contrg
16 durante 90 horas (4 dias)®. La acidez inicial y final
del proceso fueron respectivamente 0.57098% y 1.896%% p/v
de &cido acético. Las especificaciones del crecimiento del
indculo se presentan en la tabla 5.5 y los resultados del
comportamiento de la acidez en funcién del tiempo para esta

etapa se presentan en la figura 5.7.

5.3.3 PRUEBAS DE ACETIFICACION

Una vez logrado el crecimiento del inéculo se realiza
ron tres pruebas de produccién de &cido acético en el reac-
tor discontinuo construido de 23 litros de capacidad. La va

riacién de condiciones entre estas pruebas fue la forma de

SExcelente tiempo en comparacién con los 17 a 21 dias que re
porta la bibliografia.



TABLA 5.5
ESPECIFICACIONES DEL CRECIMIENTO DEL INOCULO INICIADOR DEL

PROCESO DE ACETIFICACION

W—' Bacteria utilizada Acetobacter sp
Tipo de proceso discontinuo
Temperatura de trabajo Ambiente
Presién de trabajo Atmosférica
Flujo de aire (L/min) 5.39
' Volumen de medio alimentado (L) 10 "
Volumen de medio remanente (L) 0
Volumen total 10
Concentracién inicial de etanol J
(gv/v) 7
Concentracién final de etanol (%v/v) 2.91
Concentracién inicial de 4cido
acético (%p/v) 0.57
Concentracién final de &cido acético |
($p/v) 1.98
Tiempo de muestreo (h). 12
Tiempo total de acetificacién (h) 90
Rango de porosidad del lecho 0.69 "
Relacién altura de empagque/ altura
I de columna 0.69
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Figura 5.7 Comportamiento acidez-tiempo durante el crecimiento del
indéculo en en reactor de 23 litros usando bacterias Ace
toabacter sp inmovilizadas sobre piedra pémez. Indculo:
Acetobacter sp acostumbrado al 11% v/v de etanol; medio
alimentado: 10 litros de medio I al 7% v/v de etanol.
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adicién del etanol al proceso y la variacién del nivel de
aireacién entrando en el mismo; manteniendose como condi-
ciones fijas el uso de medio de cultivo I ¥ la adicién de
una cantidad total de etanol equivalente al 7% del volumen
total de medioc adicionadc al acetador.

El nivel de aireacién seleccionado para las pruebas
oscilé entre 5.39 y 4.02 L/min, valores que estdn por deba
jo del nivel de aireacidn maximo medido en el equipo que es

de 9.46 L/min (Seccién 4.4.2, pag. 35H).

a) Primera prueba: Consistié en la adicién de una cantidad
de etanol equivalente a la necesaria para mantener la
concentracién del 7% v/v de etanol en el medio de culti-
vo I que generdé el crecimiento celular. Para determinar
la cantidad de etanol a agregar, se hizo una evaluacién
del etanol remanente tal como se describé en el apéndice
H. Se partié con una acidez inicial en el medio de 1.89%:

p/v ¥ se empled un flujo de aire de 5.39 L/min.

b) Sequnda prueba: Se realizé introduciendo medio I fresco
al 7% v/v de etanol sobre 2.5 L de medio remanente de la
prueba anterior, para completar 10 litros. La acidez al
inicio de la prueba fue de 0.85% p/v, se usé un flujo de

aire de 4.02 L/min (ver pag. 61, Ultimo pé&rrafo).

c) Tercera prueba: Similar a la anterior, con la variante
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que el medio agregado (5.6 L) para completar 10 litros,
tenia una concentracién del 5% v/v de etanocl. La canti-
dad que completaba el 7% v/v de etanol fue adicionado 5
dias después del inicio del proceso. La concentracién de
acidez al inicio de la prueba fue de 1.11% p/v y el flu

jo de aire se mantuvo a 4.02 L/min.

La tabla 5.6 muestra las especificaciones de opera-
cidén de cada una de las pruebas descritas de este proceso;
y la figura 5.8 muestra los resultados de acidez en funcién
del tiempo.

El volumen de medio de cultivo necesario para cubrir
el lecho empacado sin crecimiento bacteriano fue de 10 li-
tros, a medida gque este crecimiento aumentaba, disminuyd la
cantidad de medio necesario para cubrir el lecho; esta dis-
minucién fue del 11 y 19% para la segunda y tercera prueba
respectivamente.

De acuerdo a la tabla 5.6 y figura 5.8, puede obser-
varse que el tiempo de proceso para la primera prueba fue
de 4 dias alcanzando una concentracién de &cido acético de
3.35% p/v; la segunda prueba de acetificacién se rastred
durante 7 dias, con una acidez evaluada de 3.12% p/v; el
tiempo de proceso para la tercera prueba fue de 10 dias,

alcanzandose una concentracién de &cido acético de 4.15%

p/v.

El minimo requerido de acidez en un vinagre comer-
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cial, es del 4% p/v (ver apéndice A), s6lo fue logrado en
la tercera prueba ya que las dos primeras tuvieron gque sus-
penderse debido a fallas en el equipo y en el proceso.

Tambien puede observarse gue el comportamiento aci-
dez—tiempo es mis pronunciado y més estable para la primera
prueba de acetificacién en la que se mantuvo un flujo de
5.39 L/min de aire; ademis existe similaridad de la segunda
y tercer prueba entre el tercero y sexto dia del proceso;
en los rangos restantes de tiempo el aumento de acidez es
mayor para la tercera prueba.

Es de hacer notar, gue el flujo mé&ximo de aire (9.46
L/min) gue presentaba un valor de klac* mds alto para el e-
quipo fue evaluado para un sistema sintético que en cierta
medida describia el comportamieanto de la transferencia de
oxigeno en el sistema pero sin la presencia de organismos
vivos y de medio de cultivo, por lo que las condiciones de
trabajo en la torre fueron fijadas a 5.39 L/min para el creg
cimiento del indculo y la primera corrida, disminuyéndose
hasta 4.02 L/min para las dos dltimas pruebas debido a que
con 5.39 L/min se presentaban problemas de lavado de célu-

las y evaporacién de medio de trabajo.
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CONDICIONES DE TRABAJO PARA LAS PRUEBAS DE ACETIFICACION EN EL

REACTOR 23 LITROS, UTILIZANDO BACTERIAS Acetobacter sp

INMOVILIZADAS SOBRE PIEDRA POMEZ

CORRIDA 1 . CORRIDA 2 CORRIDA 3 I
Bacteria utilizada Acetobacter sp Acatobacter sp Acetobacter sp
Tipo de proceso discont{nuo discontinuo discontinuo
Teaperatura Abjente Anbiente Anbiente
Presién de trabajo Atmosférica Atmosférica Atmosférica
Flujo de aire (L/uin) 5.39 .02 .02
Yolumen de medioc
alimentado (L) 0.8 6.4 5.6
Yolumen de medio i
reaanente (L) 9.2 2.5 2.5
Volumen total (L) 10 8.9 8.1
Concentracién inicial de
etanol (L) 1 1 5a
Concentracién final de
atanol (¥ v/v) 3.05 2.10 0.95
Concentracifn inicial de
&cido acético {¥ p/v) 1.89 0.85 .1
Concentracién final de
dcido acético (% p/v) .35 3.12 .15
Yiewpo entre muestreo (h) c/6 clé ¢/ ¥y cfl0
Tiempo total de
acetificacién { ) 10
(dfas})
Rango de Poresidad ,
del lecho 0.69-0.45 0.45-0.39 0.29-0.34
Relacibn altura de
empaquefaltura de columna 9.69 0.59 0.69

2 Bl restante 2% se aiiadié posteriormente
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Figura 5.8 Resultados de la produccién de acidez en funcidn del ti-
empo de las pruebas de acetificacidén en el reactor de 23
litros de capacidad, usando bacterias de Acetobacter sp
y piedra pémez como material de soporte. (1) primera
prueba de acetificacién a .39 L/min de aire; (2) segun-
da prueba de acetificacidén a 4.02 L/min de aire; (3) ter
cera prueba de acetificacién a 4.02 L/min de aire.
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5.4 EVALUACION DE RENDIMIENTOS DE LAS PRUEBAS DE ACETIFICACION
EN EL REACTOR DE 23 LITROS DE CAPACIDAD USANDO BACTERIAS DE

Acetobacter sp Y PIEDRA POMEZ COMO MATERIAL DE EMPAQUE.

El rendimiento de las pruebas de produccioén de acido acéd-
tico, en el reactor construido de 23 litros de capacidad, fue
evaluado en base a la produccién de &cido acético y al consumo
de alecohol etilico partiendo de las ecuaciones 5.1 y 5.2 (Diaz
y Diaz, 1991):

2

RENDIMIENTO EN FUNCION DEL ACIDO ACETICOC PRODUCIDO:

t p/v 4cido acético final en el medio - ¥ p/v dcido acético inicial en el medio

. . 1 100
Ac. Ac. % v/v de etanol en el medio
(5.1)

RENDIMIENTO EN FUNCION DEL ALCOHOL ETILICO CONSUMIDO:

_ (29/Vet, introducido? = 39/ Ve, final)
Totaol (ev/ ) * 100
V/Vet, introfucido (5.2)

Donde Y,, ;. en la ecuacidén 5.1 es el rendimiento en funcién de
la produccién de Acldo acético que expresa la cantidad en
gramos de &cido producido durante el tiempo de proceso por cada

100 ml de etanol introducido al mismo; Y (ecuacién 5.2)

etanol

representa el rendimiento en funcién del consumo de alcohol eti

lico vy expresa la cantidad en mililitros de etanol consumido du
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rante el proceso por cada 100 ml de etanol introducido al mis-
mo.

En la tabla 5.7 se presentan las evaluaciones de los ren-
dimientos en funcidén de la produccidén de &cido acético y del e-
tanol consumido para cada prueba realizada. La figura 5.9 mues-
tra el comportamiento rendimiento en &cido acético producido
con respecto al tiempo.

De acuerdo a esta informacién los rendimientos en funcién
de &acido acético producido para la primera, segunda y tercera
prueba son respectivamente 21.49, 30.66 y 43.40 9 de acido acé-~
Fico por cada 100 ml de etanol introducido; mientras que el ren
dimiento en funcién de alcchol etilico consumido para las tres
pruebas, presentan respectivamente valores de 56.43, 70 y'86.93
.ml de etanol por 100 ml de etanol ihtroducido. También puede ok
servarse que el comportamiento rendimiento-tiempo de la primera
prueba estd por debajo de los otros dos, esto se debe a gue la
adicién de etanol se realizd sobre el medio de cultivo que geng
ré el crecimiento celular y que contaba con una acidez de 1.89%
p/v. El comportamiento rendimiento-tiempo para la segunda y ter
cera prueba es similar durante los siete dias en com(n en ambos
procesos (figura 5.9).

Puede notarse, ademds, que la prolongacién del tiempo de
proceso para la tercera prueba, favorecié los valores de rendi-
mientos en acido acético y etanol para esta prueba que son los
mas altos detectados en las otras dos pruebas.

El grado de utilizacién del etanol introducido a cada



v

66
prueba para la produccién de Acido acético puede calcularse en
base a 100 ml de etanol introducido, considerando una densidad
de etanol al 100% de 0.78075 g/ml y una relacién estequiométri-
ca de Acido acético producido por etanol reaccionado de 1.3036
"g de acido acético/g de etanol. En la tabla 5.8 se presentan
los resultados de la evaluacién del grado de utilizacién de e-

tanol para cada prueba de acetificacidn.

TABLA 5.7
EVALUACION DE RENDIMIENTOS DE LAS PRUEBAS DE ACETIFICACION
EN EL REACTOR DE 23 LITROS USANDO BACTERIAS DE Acetobacter sp

. Y PIEDRA POMEZ COMO MATERIAL DE SOPORTE".

TIEMPO Y e Yoo
Prueba DE ACIDEZ (g de &cido acé- {ml de etanol
PROCESO ALCANZADA tico por 100 ml por 100°® ml de
(DIAS) de etanol) etanol)
1 4 3.35 21.49 56.43
2 7 3.12 30.66 70.00
3 10 4.15 43.40 86.93

® Los datos para el cilculo de los rendimicntos han sido tomados de Ia tabla 5.7 de la seccidn 5.3.3

b

Se refiere 8 100 mililitros de clanol introducido al proceso
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RENDIMIENTO (ml AC. AC./ml ETANOL)
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Figura 5.9 Comportamiento Y,,.

en funcién del tiempo para 1las
pruebas de acetificacidén en el reactor de 23 litros usan
do bacterias Acetobacter's;;y piedra pomez como material
de soporte. (1) primera prueba de acetificacién a 5.39
L/min de aire; (2) segunda prueba de acetificacidén a
4.02 L/min de aire; (3) tercera prueba de acetificacién
a 4.02 L/min de aire.
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GRADO DE UTILIZACION DE ETANOL PARA LAS PRUEBAS DE ACETIFICACION

EN EL REACTOR DE 23 LITRCOS USANDO BACTERIAS DE Acetobacter sp

Y PIEDRA POMEZ COMO MATERIAL DE SOPORTE

g de acido

ml de etanol

g tedricos

% de utiliza-

PRUEBA acético consumido? de &cido cién de etanol
producido acético
1 21.49 56.43 57.45 38.00
2 30.66 70.00 71.27 44.00
3 43.40 .86.43 88.48 48.60

8 F1 método para determinar alcohol remanente presente en el medlo agotado y los valores obteni-
dos en las tres pruebas, los cuales sirvieron de base para determinar el volumen de alcohol

consumido en el proceso, se presentan en el apéndice H y tabla H-l.
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6.0 OBSERVACIONES

i~

Para el disefio del acetador se partié de estructuras vya existen-
tes (como el cuerpo de la torre, la bomba, el compresor, etc.),
Y en base a esto se realizé el disefio del resto del acetador; lo
que determiné los 23 litros de capacidad total del equipo que

incluye el material de soporte y el medio de cultivo.

Con el tratamiento de lavados con 4cido clorhidrico y agua desmi
neralizada aplicado a la piedra pémez se persigue eliminar impu-
rezas presentes en ésta, tales como hierro, cobre, plomec y zinc
hasta un nivel en el cual estos no solubilicen en cantidades que

puedan inhibir la bacteria acética.

Para decidir el uso y tamafio de piedra pémez con la que se traba
j6, se toman en cuenta los siguientes aspectos: porosidad, super
ficie de contacto piedra pdémez-bacteria, atrapamiento de aire en
los agujeros de la piedra y apelmazamiento del lecho; aspectos

que favorecen la formacidén de la capa de bacterias y su desarro-

llo.

Acetobacter pasteurianum soporté una concentracién maxima de eta
nol de 9% v/v en el medio, alcanzé 3.52% de acidez en 30 dias
con medio I, y presenté mejor crecimiento en medio II; Siendo
razonablemente superada por la cepa Acetobacter sp. la cual al-
canzé un 5,91% p/v de acidez en 30 dias a una concentracién del

7% v/v de etanol; por lo que el resto de la experimentacién se
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"realizé con esta dltima.

Se efectuaron monitoreos de acetificacién con las siguientes va-

" riaciones: con o sin aplicacién de aireacién por medio de bom-

bas, agregando o no etanol, adicionando o no medio a la misma
concentracién de etanol original. Monitoreos efectuados previos
a las pruebas en el acetador con capacidad para 10 litros de me-
dio de cultivo, resultando gque las mejores condiciones de
trabajo a utilizar en el acetador fueron: medio I con etanol al

7% v/v.

El crecimiento de la bacteria acética en el reactor fue abundan-
te al tercer dia de la inoculacién, lo gue resulta ventajoso si
se considera que en un procesc industrial similar al realizado
se logra crecimiento bacteriano después de 17 a 21 dias de 1la i-
noculacién, sin embargo, €5 necesario realizar més pruebas para
determinar el tiempo promedio que el inéculo de la cepa aislada
Acetobacter sp. tarda en preséntar un crecimiento abundante;
pues en este estudio solamente se efectudé una prueba con inocu-

lacién inicial.

En las pruebas realizadas no fue necesario aplicar un nivel de

-aireacién alto para lograr un crecimiento bacteriano rdpido y a-

bundante, como pudo comprobarse en las pruebas en reactores a es

cala de 250 ml de medio de cultivo en los que no hubo aireacién

-mecdnica, asi como también en las pruebas de acetificacién en el
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reactor a bajos niveles de aireaciédn {segunda y tercera prueba).

Los discos de soporte de la piedra pémez se deformaron por el ca
lor aplicado en la esterilizacién, obligando a acortar el tiempo
de esterilizacién de la columna de acetificacién a 5 minutos;
sin embargo, no se observé contaminacién mientras la torre de a-

cetificacién estuvo en operacién.

‘Las estructuras de aluminioc son sencibles a la accién del sulfi-

to de sodio por lo que es necesario aplicar un lavado al egistema

con agqua desmineralizada después de cada prueba de oxidacién de

isulfito de sodio a sulfato.
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7.0 CONCLUSIONES

El medio I (tabla 5.2) con una concentracién de etancl de 7% v/v

de etanol constituyé el medio de crecimiento y de trabajo satis-
factorio para la bacteria aislada, (Acetobacter sp) Y no para la

cepa comercial obtenida (Acetobacter pasteurianum), como pudo

"comprobarse en las pruebas a escala de 250 ml de medio de culti-

vo.

El comportamiento acidez-tiempo para las pruebas a 250 ml de me-
dio de cultivo permitié determinar el uso del medio I al 7% v/v
de etancl, para las pruebas de escalamiento en el acetador cons-

trufido.

El comportamiento acidez-tiempo en la primera prueba de produc-
cién de Acido acético en el reactor de 23 litros fue mejor que
el de la segqunda y tercera prueba, sin embargoc el comportamiento
rendimiento-tiempo fue inferior, considerdndose como causa de eg
ta variacién la forma de adicién de etanol a los procesos, ya
gque en la primera prueba, el etanol fue adicionado sobre un me-
dio ya procesado que contaba con un porcentaje de acidez elevado

(seccidénes 5.3 y 5.4).

Comparando el rendimiento en funcién del Acido acético producido

con el rendimiento en funcién del etanol consumido, se observa

.que el porcentaje utilizacién de etanol para la produccién de 4-
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_cido estd por debajo del 50% para las tres pruebas realizadas.

Esta subutilizacién de etanol en el proceso es en parte conse-
cuencia de la evaporacién acelerada por el paso del aire a tra-

vés de la columna. Otra causa de esta deficiencia puede ser 1la

" sobreoxidacién y la abundancia de bacterias que consumen simulti

neamente el etanol y el adcido producido.

El equipo construido para el proceso de acetificacién permite
trabajar hasta un flujo m&ximo de 9.46 L/min. Debido a las limi-
taciones en los aparatos de medicién de flujo de aire no se rea-
lizaron pruebas a mayores niveles de aireacién, lo que significa
que puede encontrarse un coeficiénte volumétrico de transferen-
cia de oxigeno mayor o llegar a obtener un valor constante, por
lo que el wvalor del klac* de 0.379 milimoles de Ch/L—min puede

no ser el mdximo para el equipo de acetificacién construido.
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8.0 RECOMENDACIONES

1-

4~

Se recomienda un estudio mds detallado de todas las variables
que puedan afectar al proceso de produccién de acido acético en
estudio, como el flujo de aire, concentracién de etanol, didme-
tro de la piedra pdémez, tipo de sustrato, tipo de proceso, nivel
de recirculacién, etc. Este estudio debe evidenciar el efecto
que causa cada variable sobre el proceso, para seleccionar aque-
llas que ejerzan un efecto significativo sobre el mismo y de es-
ta manera propiciar investigaciones que lleven a la optimizacidn
del proceso. En el anexo I se presenta el disefio estadistico ex-
perimental recomendado para evaluar la optimizacién del flujo de
aire, didmetro de la piedra pémez a utilizar y tiempo de residen

cia en el reactor.

Se recomienda investigar mas a fondo las causas de los bajos ren

. dimientos y de la subutilizacién del etanol en el proceso. Una

medida inmediata es la instalacién de un condensador en la parte
superior de la columna y la determinacién del nivel de sobreoxi-

dacién de la bacteria aislada.
Es recomendable la reformulacién del medio de crecimiento y de
trabajo para la Acetobacter pasteurianum asi como la investiga-

cién de los pardmetros 6ptimos de operacién de la misma.

En vista de la calidad del producto obtenido (en cuanto al grado
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de acidez alcanzado), puede plantearse su uso como un vinagre o
solucidén acuosa de 4cido acético para la industria alimenticia.
Una justificacién econdémica de este planteamiento es que el ni-
vel de importacién de este producto tambien es significativo
pues su demanda se incrementd eh los dltimos afios. Es de aclarar
que no se efectuaron las pruebas de calidad para vinagres, plan-
teados en el anexo A; por lo que se recomienda su realizacién y
de esta manera definir la calidad del vinagre que se obtiene del

proceso en estudio.
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APENDICE A

ANALISIS DE CALIDAD PARA VINAGRES

Los principales tipos de examinacién requeridos en muestras
de vinagre y productos artificiales de acuerdo con requerimientos
legales se presentan a continuacién, siendo aconsejable examinar
las muestras en el siguiente orden: acidez total, cenizas, preserva
tivos, arsénicos, cobre, plomo, zine, valor de oxidacién alcalina,
valor de ionizacién y una prueba cualitativa para acidez mineral.
En la tabla A.l se presentan perfiles analiticos aceptados por mu-
chos afios como tipicos para varios tipos de vinagres (Pearson,

1975) .

a) Gravedad especifica. Un vinagre conteniendo 5% de &cido acético
tendréd una gravedad especifica de 1.019.

b) Acidez total. Diluir 10 ml de una muestra de vinagre con agua en
un tazén de porcelana, afiadir fenolftaleina y titular con NaéH

0.5 M. Agitar constantemente.
Acidez total: Titulacién * 0.3 = % p/v como &cido acético
La acidez total no debe ser menor de 4%. Productos de bue-

na calidad contienen un minimo de 5%. La actividad de microorga-

nismos y anguilulas de vinagre causan disminucién en la acideaz.



PERFILES TIPICOS DE VINAGRES Y CONDIMENTOS NO FERMENTADOS

ar

TABLA A-1

VINAGRE DE |CONDIMENTO NO VINAGRE VINAGRE VINAGRE
MALTA FERMENTADO DE SIDRA DE VING ESPIRITUOSO
{CONCENTRADO)
Gravedad especifica 1.013-1.022 1.007-1.022 1.013-1024 1.013-1021 | 0.015-1.020
Acidez total como &cido acdtico (%) 43-5.9 4.1-53 3.9-9.0 4.4-7.4 115-12.2
Acidez fija como Acido acético (%) 0.2-0.4 despreciable 0.1-0.2 - -
Acido malico (%) — — 0.07-0.18 — -
Séiidos totales (%) 14-35 0.1-0.45 1.9-35 1.4-32 0.15-0.60
Ceniza total (%) 0.18-0.45 0.02-0.05 0.2-0.45 0.16-0.69 0.02-0.05
Alcalinidad de cenizas (ml 0.01 N/ml) — — ' 22-4.0 - -
Nitrdgeno total (%) 0.04-0.14 6.00-0.02 — - 0.003-0.030
Acido fosférico como P205 (%) 0.05-0.12 0.00-0.02 0.04-0.3 - 0.05
<03 (%) 0.05-0.12 0.00-001 - — —
Cloruro de sodio (%) 0.15-0.25 0.01-0.12 - - -
Azvicares totales (%) — - 0.15-0.7 0.22-0.56 —
Alcohol (%v/v) — - 0.03 — 0.15
Indice de oxidacidn 500-1800 0.0-20 arriba de 3500 600-2000 90-650 (1)
lindice de oxidacién alcalina 70-180 0.0-10 - 60-180 320 (1)
lindice de yodo 380-1500 0.0-25 - 380-1000 5-30 (1)
lindice de ésteres 30-140 0.0-15 - 50-220 0-20 (1)
(1) Calculado para 5% de acido acético
{(Ref. Pearson, 1976)

08
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Acidez vol&atil. Destilar 10 ml de la muestra en un aparato de
destilacién Kjeldhal y titular el destilado con NaOH 0.5 M utili
zando fenolftaleina como indicador. A la vez evaporar 10 ml de
muestra un minimo de 5 veces con agua, titular la acidez fijada
y calcular la acidez volatil por diferencia.

S6lidos totales. Evaporar 25 ml de muestra en un disco de plati-
no y secar a peso constante en un horno a 100 °C. La acidez volj
til que tiende a gquedar particularmente en los sélidos totales,
éuede ser removida por tres evaporaciones con agua.

Cenizas. Encender los sdlidos totales a la mas baja temperatura
posible. Si gran cantidad de cenizas son obtenidas, las sales
también pueden ser determinadas.

Nitrégeno. Se determina por el método de Kjeldhal en 25 ml de
muestra. La titulacién con formol tambié&n puede ser aplicada.
Fosfatos. Se determina de las cenizas o preferiblemente después
de la oxidacidén por via hameda.

Metales. Se examina la muestra para arséﬁico, cobre, plomo y
zinc.

Acidez mineral. Trazas de sulfato estan usualmente presentes en
el vinagre, pero si exceden de 0.03% (como &cido sulflrico) se
debe de tener precaucién. La presencia de acidez mineral puede
ser detectada por la siguiente prueba: mezclar 2 ml de muestra
con 2 ml de alcohol y afiadir 2 gotas de anaranjado de metilo. Un
color rojo indica un bajo pH debido a la presencia de acidez mi-
neral. El1 pH de productos conteniendo 4% de &cido acético raras

veces disminuye a 2.9 para vinagre de malta y 2.5 para productos
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artificiales.

El acido sulfGrico presente puede ser estimado por el mé-
todo de Hehner; el cual esta basado en el hecho de que las ceni-
zas de vinagre genuino presenta reaccién alcalina. La presencia
de acidez mineral es improvable si la ceniza es alcalina al tor-

nasol (Pearson, 1975).
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APENDICE B

MATERIALES DE CONSTRUCCION PARA PROCESOS DE ACETIFICACION

El cuerpo de la torre puede ser de madera, metal, porcelana
gquimica, ladrillo a prueba de &cidos, vidrio, pléstico, metal cu-~-
bierto de pléastico o vidrio, u otro material, seg(n las condiciones
de corrosidn. Para facilitar su construccién y aumentar su resisten
cia, generalmente son circulares en la seccibn transversal (Trey-
bal, 1988).

Se requiere de mucha destreza en el disefio, fabricacién y man
tenimiento del equipo para el manejo del &cido acético glaclilal que
en presencia de aire es sumamente corrosivo. El Durirdén, la Plata
y el Tantalio son los Gnicos metales comerciales que resisten el u-
so prolongado. El trabajo del metal ha de ser lo menor posible para
reducir la corrosién local (Kirk et. al., 1966). '

El aluminio tiene ventajas en algunos aparatos del equipo ya
que la disolucién de una cantidad muy pequefia del metal no da color
al acido. El1 indice de corrosién del aluminio por el acido acético
alcanza el maximo en solucidn relativamente diluida como se muestra
en la tabla B-1 (Kirk et. al., 1966).

Las corrosiones expresadas en la tabla B-1 se pueden atribu-
ir, al menos en parte, a la hidratacién del ién trivalente del alu-
minio. La disolucién del aluminio en soluciones de &cido se puede

representar como una reaccién entre el aluminio y el ién hidronio

(H;0*). El ién aluminio que forma es hidratado:
3
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TABLA B-1

CORROSION DEL ALUMINICO POR EL ACIDO ACETICO

CONCENTRACION DE ACIDO ACETICO CORROSION DEL ALUMINIO
| _ 5 _ 1B __AL ARO (MICRAS) -
0.2 T 15
0.5 61
1.0 406
5.0 269
10.0 168

(Ref. Kirk, et. al., 1966)

Al + 3 H,0* + 3 HO ——» Al (H,0)4" + 1% H,
El ién Al(H,0):*® reacciona luego con agua de la siguiente manera:

Al(H,0)¢" + H,0 ———— H;0" + (Al (H,0)s0H]*?

I,as reacciones sucesivas del mismo tipo conducen a [ALl (H;0) 4
(OH),]1* y [Al(H,0);(OH);]xH,0. Hay, pues una sucesién de hidrélisis
favorecidas por la gran cantidad de agua de las soluciones diluidas
1o que origina la formacién de hidréxido de aluminio hidratado como
producto final. En soluciones mas concentradas, gue suministran més
jones hidronios, el equilibrio se desplaza en sentido opuesto lo
que ocasiona la formacién de Al (H0)4*? como producto final. El au-
mento de la concentracién de Al(H,0),*’ reduce la corrosidn, pues,
segin la teoria de Nernst acerca de los potenciales de disolucidn
al aumentar la concentracién de iones de un metal en solucidén, el
potencial de disolucidn de ese metal se vuelve menos negativo (Kirk

et. al., 1966}).
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La presencia de ([Al(H,0);(0OH);]xH,0 tambien reduce la corro-
sién pues se deposita y forma una pelicula protectora sobre el me-
tal. Ambos productos finales de la serie de hidrélisis, reducen la
corrosién, pero hay una corrosidn intermedia de &cido, en la cual
la correosién alcanza su maximo grado (Kirk et. al., 1966).

Al aumentar alin mas la concenﬁracién del &cido, ocurren varia
ciones m&s complejas en la velocidad de corrosién. La figura B-1 in
dica el indice de corrosidédn del aluminio industrial a diferentes

temperaturas en concentraciones de &cido acético hasta de 100%

(Kirk et. al., 1966).
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Figura B-1 Corrosién de aluminio y acero inoxidable 18-8 en &cido
acético acuoso (Kirk, et. al., 1966).
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Los aceros inoxidables son eficaces por el éxido superficial
resistente que forman. La formacién de esta pelicula es funcién del
tiempo. Al quedar el metal pasivo expuesto a la accién del acido,
se disuelve lentamente la capa de 6xido, pero con mayox rapidez que
la de su formacidn en el liguido, cuando el metal se vuelve a poner
en contacto con el aire, se forma réapidamente el &xido. Es probable
gque con el tiempo la pelicula se aproxime asintéticamente a un espe
sor determinade (Kirk et. al., 1966).

Los hierros de alto porcentaje de silicio (14.5% si, 0.75%
Mg, 0.9% m&x C)} son resistentes al dcido acético en todas las condi
ciones de temperatura, concentracidn y grado de aireacién, a condi-
cidn de que los vaciados sean sanos y no contengan escoria ni inclu
siones de carbén. Por desgracia, esta clase de aleacidén tiene uso
limitado por las dificultades que ofrece su fabricacidn. Tiene que
ser colada y no admite otro trabajo a magquina que el esmerilado. Es
muy guebradiza y estd expuesta a fracturarse por chogque térmico
(Kirk et. al, 1966).

Se usa mucho el cobre cuando es posible excluir el aire. En
tal caso es minima la corrosién, y se pueden manejar todas las con-
centraciones del acido a la temperatura de ebullicién. El cobre a-
ventaja a los demds metales y aleaciones gue se pueden usar en vir-
tud de la facilidad con la que se manufactura y su bajo costo. La
plata no es atacada por el &cido acético glacial hirviendo, ni aGn
en presencia de aire, por consiguiente, se utiliza para la fabrica-
cién de condensadores de acido acético glacial. Para reducir el cos

to del equipo se usa la plata en revestimiento, que se hace y colo-
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ca a la medida o se pone en caliente para que ajuste por contrac-
cién (Kirk et. al., 1966).

El Hastelloy resiste el efecto corrosivo del &cldo puro hir-
viendo, pero su alto costo restringe su aplicacién a agquellos ca-
sos en gque se utiliza dcido en presencia de agentes més corrosivos,
como el cloro o el &cido sulfiGrico (Kirk et. al., 1966).

El niguel y el metal monel son apropiados para scluciones sin
aire y a baja temperatura. A temperaturas altas en presencia de ai-
re, se restringe mucho su uso (Kirk et. al., 1966).

Por extensos ensayos realizados con numerosas aleaciones, se
conoce la resistencia de &éstas a la corrosidén por &cido acético gla
cial hirviendo (Tabla B-2).

Los materiales de construccién enumerados en la tabla H-3 se
recomiendan para aplicaciones diversas en las condiciones habitua-
les. La madera es el material méds conveniente desde el punto de vig
ta de la duracién y el costo minimo de mantenimiento, aungue no
siempre es el méds barato (Kirk et. al., 1966).

El tetrafluorocetileno (Teflén, TFE) es un producto que ha lo-
grado gran aceptacién en usos industriales gracias a las nuevas
técnicas de aplicacién. Los métodos usados en la metalurgia de pol-
vos se han aplicado al moldeo del tefldn. Se preforma a temperatura
ambiente a presiones entre 140 y 170 Kg/cm’ y se sinteriza luego a
365-393 °C, en estado de gel. La cantidad de fluencia es muy peque-
fia comparada con la de las resinas termopléisticas comunes. Se puede

conformar en cinta, o como recubrimiento sobre alambre (Perry &

Chilton, 1984).
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TABLA B-2

RESISTENCIA DE ALEACIONES A LA CORROSION POR ACIDO ACETICO

ALEACION o PENETRACION POR A0 (MICRAS)
18-8 Cr-Ni (con poco carbono) 2.410
24% de Cr (con poco carbono) I19.560
30% de Cr (con poco carbono) 3.300
18% Cr; 8% Ni; Mo 0.145
24% Cr; 12% Ni; Mo 0.460
35% Cr; 5% Ni; Mo 0.112
Elcomet K 0.500
La Bour G-60 0.760
Hastelloy G " 3.810
Illium G 1.520
Metal "Pioneer" 7.620
Durimet T 2.540
Aluminio 2s 134.620
Pfaudlerware N°42 1.040 -
Pfaudlerware N°42 PF 2.100

(Ref. Kirk et. al., 1966)

El teflén tiene excelente resistencia a casi todos los produc

tos quimicos y los disolventes; buena resistencia al calor; propie-

dades excepcionalmente buenas a bajas temperaturas. Relativamente

poca compresibilidad y baja elasticidad. En forma de dispersidn a-—

cuosa se aplica también el teflén como revestimiento y como materi-

al de impregnacién (Kirk, et. al., 1966; Perry & Chilton, 1984).




TABLA B-3

MATERIALES DE CONSTRUCCION PARA EQUIPO DE ACIDO ACETICO

EQUIPO PARA ACIDO DEBIL PARA ACIDO FUERTE (CALIENTE ©
FRIO)
COH AIRE SIN1 AIRE
EXENTO DE AIRE
. _____L ppnie e —— |
— —_———
Tanques Hadera Hadera Aluminlo, Acero inoxidablae.
Tubar(a Acaroa Ilnoxida- Everdutes, Hercu- Acero inoxidable N*316, Aluminio,
blea 430 y 316, lloy, Cobre, vidric, cobre,
Everdure, llercu- vidrio.
lloy, cobre,
vidrio, cerémi-
ca,
vAlvulas Worthite, Duri- Durirén, Everdu- Horthite, Purirdn, Acerc inoxidable

rén, Acero ino-
xidable 316,
Bronce de alumi-
nioc, Everdure.

re, Bronce de
aluminio.

316, Bronce de aluminio, Aluminio.

Cambiadores de

Acero inoxidable

Everdure, Cobre,

Aluminio,Acero inoxidable 316, E-

Calor 430, Everdure, vidrie. verdurs, Vidrio, Cobre.
lterculloy, Vi-
drio.
Bombas Worthite, Duri- Worthite, Duri- Worthite, Durirdn, Acero inoxidable
rén, Hastelloy B rén, Acero ino- {con poco carbono. alto porcentaje
y C.,Acerc ino- xidable, Bronce de molibdeno), Breonce de aluminio.
xidable( con de aluminie,
poco carbone y Everdure, Bron-
molibdeno), ller- ce.
culloy, Everdu-
te, Bronce de
aluminio.
Dastiladores Cobre Cobre, Acerc inoxidable 316, Alu-
minio
Reactores purirdn, Acero inoxidable, Alumi-
nio, Cerdmica.
Condensadores plata pura, vidrio.

(Ref. Kirk et. al., 1966)
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El cloruro de polivinilo (PVC), tiene excelente resistencia
a gran ndmero de productos quimicos, entre ellos log &cidos corri-
entes, bases y sales org&nicas casi en todas las condiciones y a
temperaturas hasta 160 °F (71 °C). La resistencia a algunos compues
tos gquimicos orgénicos como acetaldehido, alcohol butilico, tetra-
cloruro de carbono, alcohol etilico, glicerol y alcohol metilico es
también excelente. No se recomienda su uso con acetona, cetonas, é-
tergs o hidrocarburos aromaticos y clorados (Perry & Chilton,
1984) .

Las propiedades fisicas del PVC sin plastificar lo hacen apro
piado para la fabricacidén de muchos tipos de equipo quimico, como
tanques de reaccidn, torres, conductos y campanas inatacables por
los humos, bombas, ventiladores, tuberias y vdlvulas. Su resisten-
cia a algunos guimicos se muestra en la tabla B-4 (Kirk et. al.,
1966) .

Las piezas de PVC se unen entre si por cementacidén quimica o

por pernos, roblones o por soldadura (por gas caliente, friccién o

alta frecuencia) (Kirk, et. al., 1966; Perry & Chilton, 1984}.

TABLA B-4
RESISTENCIA QUIMICA DEL PVC
COMPUESTO pPvC
10% acido acético (CH;COCH) Excelente
Sulfato de Cobre (CuSOQ,) | Excelente
Etanol (C;H;0H) Excelente

Las clasilicacioncs son para exposicioncs prolongadas a temperatura ambiente (menores que [00 °F)

(Ref., Perry, et. al., 1984)
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El vidrio es un producto inorgénico de fusién que se ha enfri
ado hasta adquirir un estado rigido sin niguna cristalizacidn (AS-
TM). En el mercado se encuentran gran diversidad de composicicnes
(Tabla B-5), se caracteriza por su transparencia, dureza y resis-
tencia al rayade, lisura, inercia quimica, excelentes propiedades
de aislamiento eléctrico y dieléctricas, es un material refracta-
rio, no es poroso y tiene un coeficiente de dilatacidén calorifica
muy elevada (Kirk et. al., 1966).

En este caso, de las propiedades m&s importantesg se tiene su
inercia quimica. La excelente resistencia, incluso a temperaturas
bastante elevadas y a las reacciones con casi todos los compuestos
gquimicos es la razdn por la cual se usan utensilios de vidrio en la
ciencia quimica. En general el vidrio tiene una resistencia buena
o excelente a la corrosién y de ahi su uso en tuberias, bombas, co-
lumnas y otros elementos de las fébricas de productos quimicos en
los cuales se estén empleando condiciones corrosivas cada dia méas
fuertes. La insignificante reaccidn del vidrio en otras aplicacio-
nes da como resultado la no contaminacién de los materiales que es-
t4in en contacto con él. Esa elevada resistencia a la corrosidn por
los dcidos, salvo el fluorhidrico, permite la limpieza y la esteri-
lizacién rigurosas, cuando asi se requiera.

La lisura facilita la limpieza de la superficie y el manteni-
miento de condiciones estériles; se reduce al minimo la adherencia

y la acumulaciédn de materiales extrafios (Kirk, et. al., 1966)



TABLA B-5

COMPONENTES DE VIDRIOS COMERCIALES

92

. SODICO BOROSI- 96% VIDRIO
COMPONENTE | CALCICO PLOMO LICATO SILICE DE
SILICE
5io, 70-75 53-68 73-82 96 99.8

Na,0 12-18 5-10 3-10 - -

- Ky,0 0-1 1-10 0.4-1 - -
Ca0 5-14 0-6 0-1 - -
PbO - 15-40 0-10 - -
B,0;, - - 5-20 3 -~
Al,0, 0.5-2.5 0-2 2-3 - -
MgO 0-4 = - - -

(Ref. Kirk, et. al., 1966)



APENDICE C

DETALLE DE LAS PARTES COMPONENTES DEL EQUIPO DE
ACETIFICACION
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Figura C-1 Orificio de descarga de product

Figura C-2 Tubo de toma de muestras y tubos aireadores.
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de soporte de la piedra pémez.
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Figura C~4 A la izquierda, tubo de entrada de aire, a la derecha,
salida de toma de muestra.

S i L
T
AT

Figura C-5 A la izgquierda, llave de paso para entrada de aire; de
‘ frente, tubo de salida de toma de muestra; a la derecha,
tubo de descarga de producto terminado.
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Figura C-6 A la derecha, filtro de algoddén para el aire de entrada;
a la izquierda, rotametro para medir el aire entrando.



Figura C-7 Detalle del .equipo de acetificacién utilizado en la
produccién de &cido acético a partir de alcohol etilico

industrial con Acetobacter sp. inmovilizadas sobre
piedra pémez.
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Figura C-8
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Compresor utilizado para el
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APENDICE D

ANALISIS DE LA PIEDRA POMEZ UTILIZADA COMO MEDIO DE

SOPORTE PARA LA BACTERIAS ACETICAS

UBICACION DEL MUESTREO: CIUDAD UNIVERSITARIA, SAN SALVADOR.

ANALISIS POR FLUORESCENCIA DE R-X :METODO DE COMPARACION DIRECTA
REALIZADO EN EL CENTRO DE INVESTIGACIONES Y APLICACIONES NUCLEARES
DE LA FACULTAD DE INGENIERIA Y ARQUITECTURA DE LA UNIVERSIDAD DE EL

SALVADOR; ANALISTA, ING. ANTONIO MATUS.

APENDICE D-1

MUESTRA DE PIEDRA POMEZ SIN TRATAR QUIMICAMENTE

ELEMENTOS CONCENTRACION
Si 29.45 + 1.193 § W
K | 9559.261 + 496.18 ppm
Ca 1.276 = 0.048 % W
Ti 1826.884 ppm
Mn < 884.777 ppm
Fe 1.715 * 0.104 % W
Cu 331.91 * 62.005 ppm
Zn 143.36 * 32.315 ppm
Rb _ 41.063 * 5.4 ppm
Sr 276.63 * 16.982 ppn
Y < 8.060 ppm
Zr 160.07 * 10.580




APENDICE D-2

MUESTRA DE PIEDRA POMEZ TRATADA CON ACIDO CLORHIDRICO

100

EPEMENTOS CONCENTRACIQE_
Ssi 32.756 * 1.320 % W
K 9413.141 + 436.70 ppm
Ca 1.208 £ 0.043 % W
Ti 1741.543 * 64.64 ppm
Mn < 502.007 ppm
Fe 1.138 +* 0.068 % W
cu 325.767 + 44.98 ppm
Zn 92.761 * 26.392 ppm
Rb 40.620 * 4.047 ppm
Sr 289.78 + 17.32 ppm
Y 13.453 & 2.359 ppn
Zr 191.19 + 11.051

MUESTRA DE PIEDRA POMEZ DESPUES DEL PROCESO DE ACETIFICACION

ELEMENTOS CONCENTRACION ]
Si 32.931 * 1.274 3 W
K 9834.32 * 453.896 ppm
Ca 1.3825 * 0.049 & W
Ti 1575.75 £ 55.91 ppm
Mn < 577.771 ppn
Fe 1.1055 = 0.0715 § W
Cu 295.905 * 54.311 ppm
Zn < 79.754 ppm
Rb 37.386 + 4.202 ppn
Sr 280.01 * 16.724 ppm
Y < 8.095 ppm
r 196.59 # 12.418
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Ciudad Universitaria, 10 de enero de 1994,

Bachllleres
Eduardo Figueroa
Tania Torres.
Presente.

Por este medio envio a ustedes, los resultados del anfilisis de

do Acético, el cual se ha realizado en dos muestras:

-1 -t

Alcohol Acil

Identificacisn No de Muestra Cu a Zn
de muestra ppm pPpm pPpm
Alcohol-Acido
Acético 232 - A 0.07 4.22 0.45
Alcohol-Acido 232 - B . 0.06 4.22 0.45
Acético

Responsable de andlisis: Lic. Cleotilde Martfnez de Gdchez

Atentamente,

"HACIA LA LIBERTAD POR LA CULTURA"

Jefe de la Unidad de Qufmidn-®®tmit”

Dra.FCdeM*darr.

I\.I\_\
([ Wbap p, ﬂ
Dra. PRANCISGA CANAS DE MORBHO \&‘}”'
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APENDICE E

CALIBRACION DE ROTAMETRO UTILIZADO PARA MEDIR
EL NIVEL DE ATIREACION INTRODUCIDO AL PROCESO DE

ACETIFICACION EN EL REACTOR DE 23 LITROS

Para la medicidédn del flujo de aire de entrada a la torre de
acetificacién, se utilizé un rotémetro marca SCHUTTE & KOERTING CO.
con una graduacién de 0 a 250 mm, gue mide la altura de elevaciédn
de un flotador o plomada que se desplaza dentro de un tubo cilindri
co de vidrio, hacia arriba o hacia abajo, de acuerdo al caudal de
fluido gue circule por el sistema.

El rotametro se calibrd midiendo el volumen de agua desplaza-
da por el aire gue pasa a travez de éste en una probeta invertida
de 2000 ml de capacidad, dentro de un recipiente gue se encuentra
totalmente lleno de agua. El aire fue proporcionado por un compre-
sor marca INGERSOLL-RAND de 2 Hp, a una presidén de descarga de 15
psig y fue inyectado dentro de la probeta durante un periodo de 10
segundos. Los datos obtenidos para la altura seleccionada se presen
tan en la tabla E-1.

Los flujos obtenidos para cada altura en el rotametro, fueron
analizados estadisticamente por computadora, utilizando un programa
creado por Jandel Scientific llamade Tablecurve, con el cual se en-
contré que la correlacidén que mejor se ajustaba a los datos, por te

ner un mejor coeficiente de correlacidn, era la descrita por la e-

-

cuacion:
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y = a + b/x + c/xx + 4/ E-1
donde:
Y ¢ Flujo de aire (L/min)
x : Altura (mm)

La ecuacién E~1 posee un coeficiente de correlacién de
0.997969457 por lo que es vadlida para predecir el flujo de aire del
rotdmetro. La ecuacién E-1 es valida Gnicamente entre las alturas
de 100 hasta 250 mm ya que fuera de é&stos rangos no se tomaron da-
tos experimentales. La figura E-1 puede utilizarse para encontrar

graficamente el flujo de aire gque circula por el rotametro.



106

TADLA E-1. Dalos oblenidos de la ealibracidon del Rolamelro

Yoiumen desplazado {ml} en 10 seg.

. Allura Vd promedio Flujo Flujo por Flujo por
, . (mm) 141 R2 3 1/min comrelacién corelncién
linenl{u) no lincal(n)

250 1504.215 1504.200 1584.220 1504.212 9.61 0.39 8.46

240 1510.000 1510.200 1510.100 1510.100 9.06 9.00 0.05

230 1407.500 1407.450 1407.550 1407500 B.45 4.60 B.64

220 1381.240 1381.200 1381.250 1331.230 8.29 8.21 8.22

210 1326.650 1326.700 1326.755 1326.702 7.96 7.81 7.00

200 1220.200 1220.100 1219.500 1219.933 7.32 741 7.38

190 1166.500 1165.900 1166.100 1166.167 7.00 7.02 6.97

180 1078.750 1070.600 1078.800 1078717 6.47 6.62 6.55

170 1025.000 1024.500 1025.500 1025.100 6.15 6.23 6.16

160 965,000 965.500 065.900 965.467 5.78 5.83 5.76

150 895.900 894.500 695.000 £95.133 537 5.44 5.39

140 B43.300 B42.950 B43.500 §43.250 5.06 5.04 5.03

' 130 780.100 700500 700.000 780.200 4.68 4.65 4.69

100 600.100 600.500 500.400 600,333 3.60 3.46 3.60

(a) Correlaciones oblenidas con Jandel Sclenlilie Tablecure Soflware Versidn 3.10
Lineat y=o+bx dorule a= -0.49715012, b=0.0195604, r=0.98061154)
No Uncol: 3= atb/xéc/xx+d/x* donde: 0=06.220392, b=-10102.302, c=261465.20. d=-1030520.3, r=0.997069457

10

; | <
P

6 R ‘
/

Flujo (L/min)

L3]

100 120 140 160 180 200 220 240 260
Altura (mm)

Correlacién > Experimenlal l

Figura E-1 Correlacion para Rotametro



107
APENDICE F

DETERMINACION DEL klac* POR EL METODO DEL SULFITO DE SODIO

PARA EL REACTOR DE 23 LITROS DE CAPACIDAD

La razén de transferencia de oxigeno por unidad de volumen de
reactor Qg esta dada por:

Qo2 = razén de absorcidn de oxigeno

(flux) (&rea interfacial)/(volumen liguido de reactor)
= k1(c/-c) (A/V)

Qo = kla’(c/-¢c)
donde a‘= A/V, es el drea interfacial gas-ligquido por unidad de vo-~
lumen del liguido, ¢ es 1la concentracién en la fase liguida 1la
cual esti en equilibrio con la fase gaseosa, ¢, es la concentracién
del gas en el seno del liquido y k1 el coeficiente de transferencia
de masa.

Si el oxigeno es consumido por reaccidn quimica en el liquido '
a una razén suficiente encontramos que ¢, ® 0., Entonces, la razén
de reaccién quimica de la masa es igual a kla’c’, que es el coefi-
cieﬁte volumétrico de transferencia de oxigeno.

En estudios de transferencia de masa, una contemplacidn co-
min de la fase del oxigeno es la oxidacién de sulfito de sodio a
sulfato en presencia de iones meté&licos como catalizadores, como el
Co**:
S0,z + %0, Wmbr oo -2

La cinética de la razdén de oxidacidn de las soluciones de sul
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fitora sulfato es compleja.

El método de oxidacién del sulfito de sodio para la determi-
nacién del coeficiente de transferencia de oxigeno kla’, se basa en
la evaluacién del sulfito de sodio remanente de una muestra de 1i-
quido tomado a un tiempo dado despuéé del inicio del proceso de ai-
reacién permitiendo asi la obtencién de un date sobre el sulfito de
sodic transformado a sulfato y por consiguiente a través de rela-
cién estequiométrica la cantidad de oxigeno transferido por unidad
de volumen y tiempo.

El procedimiento gque se utiliza para evaluar el kla’ se funda
menta en el método de oxidacién del sulfito de sodio mencionado an-
teriormente, con algunas variantes, para adaptarlo a las condicio-
nes de operacién del acetador, utilizando Cu** como catalizador en
una concentracién de 10* M en lugar. de Co**,

La técnica analitica para determinar el sulfito de sodio
transformado a sulfato es la siguiente: Se pipetean 25 ml de una so
lucidén 0.1 N de yodo en un erlenmeyer de 250 ml, se afiade 1 ml de
HCl 6 N y 50 ml de agua desmineralizada, luego se mide con pipeta
volumétrica 10 ml de la muestra (solucién de sulfito de sodio que
se obtiene del reactor), que se adiciona lentamente y agitando el
frasco que contiene la solucién de yodo, posteriormente se agregan
5 ml de indicador de almidén. Finalmente se titula la solucidén con
tiosulfato de sodio 0.1 N hasta que desaparece el color azul (Diaz
y Diaz, 1991).

El cdlculo del %p/v de Na,S0; se realiza utilizando la ecua-

cidén siguiente:
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(VINI. - VzNz) * mEq_gr Na2503

% p/v =
vn
donde: V, = volumen en exceso de la solucién esténdar de yodo
N, = normalidad de la solucién de yodo
V, = volumen de la solucién esti&ndar de solucidn de

tiosulfato de sodio
N, = normalidad de la solucidn de tiosulfato de sodio
Vm = volumen de la muestra
meq-gr Na,S0, = 0.0630215
La respuesta se obtiene en % p/v como sulfito de sodio.

El valor del klacl* a partir de datos de concentracién de sul
fito de sodio remanente y tiempo, puede obtenerse analitica y grafi
camente.

La determinacién analitica del klacl* se desarrolla aplican-

do la ecuacién:

(Co - Ci)
klacl* = ¥ 39,668970376
(t, - t)

donde:
Co = concentracién inicial de sulfito de sodio

Ci concentracién final de sulfito de sodio

(t, - t;) = intervalo de tiempo entre ambas concentraciones (h)
39.668970376 = factor para convertir a milimoles de oxigeno absor
vidos/L-h

El valor de klacl* en forma gr&fica se obtiene graficando el
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%p/v de sulfito de sodio reaccionado en el eje de las ordenadas con

tra el tiempo en las abscisas, cuya pendiente multiplicada por -39.

668970376 (factor de conversidn para obtener milimoles de oxigeno

absorvido/L-h) dari el valor del klacl* para las condiciones dadas

como se muestra en la figura F-1 (Diaz y Diaz, 1991). Los resulta-

dos obtenidos de las pruebas de kla‘’ efectuadas en el acetador se

presenta en la tabla F-1 y las gradficas acerca del compeortamiento

de estos resultados en las figuras F-2 a F-9, donde la pendiente en

cada grafica es encontrada por correlacién lineal tomando los pun-

tos que presentan la mayor tendencia lineal eliminandose aquellos

donde el %p/v de N,S80, comienza a ser constante.

0.8
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0.7 ¢
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805 i

3§ \m\ klne* = m
Zz 0.4

x factor
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100

O Dalo experitnental —— Corr. (0 - 70 min)

120

Figura F-1 Determinacidén de klacl* por el método gréafico.



TABLA F-1
DATOS OBTENIDOS DE LA EVALUACION DEL KLA' EN EL EQUIPO DE ACETIFICACION

FLUJO DE AIRE (L/min) 9.46 864 7.80 6.92 6.15 5.39 4169 4.02
vodo: 0110486 N | 0.107439 N | 0.110486 N | 0.124655 N | 0.124855 N | 0.112650 N | 0.112650 N | 0.107439 N
tiosulfato: 0142563 N | 0.136567 N | 0.142563 N | 0.201367 N | 0.140509 N | 0.131638 N | 0.131638 N | 0.153862 N
t{min) %p/v Na2S03 | %ps/v Na2503 | Zp/v Na2803 | %ps/v Na2303 %p/v Na2S03 | %p/v Na2S03 | %p/v Na2S03 | %Zp /v Na2503
0 0.633405 0.634200 0.613189 0.701286 0.697709 0.692212 0.677694 0.626114
10 0.496390 0541686 0.509867 0593418 0.573737 0.547031 0.588512 0.593996
20 0.402052 0.444868 0.411037 0.447477 0.502697 0.491033 0.505551 0.475817
30 0.312207 0.245899 0.330177 0.393543 0.438484 0.451627 0.447479 0.417637
40 0.231347 0.243929 0.258300 0.384025 0361215 ©0.381111 0.395629 0386123
50 0.128024 0.160869 0.168455 0.231740 0.290375 0.314743 0.347927 0.332792
80 0.042671 0.0705086 0.092085 0.123871 0215106 0.248375 0.294003 0.303702
70 0.057597 0.017964 0077663 (1) 0.139838 0.196524 0.264567 0.252795
80 0.051656 0.057597 0.017964 0033577 0.068997 0.142600 0.202746 0.204311
90 ) 0033577 0.042432 0.080380 0.148822 0.163101
100 0038005 0.038005 0.049270 0.082454 0.131587
110 0033577 0.051287 0.049270 0.057566 0.090376
120 0.049270 0.049270 0.054014
130 0042432 0.049270 0.045270 0.012803
140 0.049270 0.007955
150 0.00553 1
160 0.007955

(1) tiosulfato=0.140509 N

I11
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Figura F-2 Disminucién del %p/v de Na,SO; con respecto al tiempo pa
ra un flujo de aire de 9.46 L/min. La linea continua re-
presenta una correlacidn lineal cuya pendiente es -0.00-~
95701429 la cual es utilizada para encontrar el valor de
klac® para este flujo de aire.
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Figura F-3 Disminucién del %p/v de Na,SO; con respecto al tiempo pa
ra un flujo de aire de 8.64 L/min. La linea continua re-
presenta una correlacién lineal cuya pendiente es -0.00-
94666250 la cual es utilizada para encontrar el valor de
klac' para este flujo de aire.
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Figura F-4 Disminucién del %p/v de Na,SO, con respecto al tiempo pa
ra un flujo de aire de 7.80 L/min. La linea continua re-
presenta una correlacidn lineal cuya pendiente es -0.00-
83989321 la cual es utilizada para encontrar el valor de
klac® para este flujo de aire.
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Figura F-5 Disminucién del %p/v de Na,S0O; con respecto al tiempo pa
ra un flujo de aire de 6.92 L/min. La linea continua re-
presenta una correlacidén lineal cuya pendiente es -0.00~-
83989321 la cual es utilizada para encontrar el valor de
klac® para este flujo de aire.
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Figura F-6 Disminucién del %p/v de Na,S0; con respecto al tiempo pa
ra un flujo de aire de 6.15 L/min. La linea continua re-
presenta una correlacién lineal cuya pendiente es -0.00-
76322464 la cual es utilizada para encontrar el valor de
klac' para este flujo de aire.
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Figura F-7 Disminucién del %p/v de Na,SO; con respecto al tiempo pa
ra un flujo de aire de 5.39 L/min. La linea continua re-
presenta una correlacién lineal cuya pendiente es —0.00-
63552570 la cual es utilizada para encontrar el valor de
klac' para este flujo de aire.
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Figura F-8 Disminucién del %p/v de Na,$0, con respecto al tiempo pa
ra un flujo de aire de 4.69 L/min. La linea continua re-
presenta una correlacidén lineal cuya pendiente es -0.00-
55545682 la cual es utilizada para encontrar el valor de
klac' para este flujo de aire.
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Figura F-9 Disminucién del %p/v de Na,SO; con respecto al tiempo pa
] ra un flujo de aire de 4.02 L/min. La linea continua re-
presenta una correlacién lineal cuya pendiente es -0.00-
45242121 la cual es utilizada para encontrar el valor de

klac” para este flujo de aire.
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APENDICE G

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ACIDOC ACETICO EN MUESTRAS DE VINAGRE

Para la determinacién de la acidez se aplicd un método de vo-
lumetria Acido-base; sin embargo es recomendable el uso de métodos
potenciométricos, conductivimétricos o de cromatografia de gases pa
ra una mayor presicién de los resultados.

En el método utilizado se miden dos ml de muestra (solucidn
de &cido acético a cuantificar) y se introducen én un erlenmeyer de
125 ml adiciconando 20 ml de agua desmineralizada; se afiaden dos go-
tas de fenoclftaleina y se titula con NaQOH 0.1 N hasta gue aparece
el primer vire a rosado.

El resultado se obtiene como porcentaje peso/volumen expresa-

do. como Acido acético:

V X N X meg-gr de CH;COOH

¥p/v de CH;COCH =

Vm
donde:
V = ml consumidos de NaCH 0.1 N
N = normalidad del NaOH
meg-gr = miliequivalente gramo de &cido acético (0.06)

Vm = volumen de muestra (ml)
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APENDICE H

DETERMINACION DE ALCOHOL ETILICO POR DESTILACION

Antes de iniciar el andlisis es necesario determinar un volu-
men'aproximado de neutralizacién de la muestra con NaOH mas o menos
0.1 N y fenolftaleina, (la fenolftaleina contiene alcohol, por eso
a un volumen aparte de muestra se le mide previamente cuénto de so-
da se necesita para neutralizar un volumen determinado de la mues-
tra). La muestra a la que se le medirda el contenido de alcohol ya
no lleva fenolftaleina. Esta neutralizaciodn se efectia de la manera
siguiente:

Se toman 20 ml de la muestra, se le adicionan 200 ml de agua
descarbonatada y se afiade 1 ml de fenolftaleina. Finalmente se neu-
traliza con NaOH aproximadamente 0.1 N, lo cual termina hasta obser
var el vire a rosado péalido.

Luego para determinar el alcohol etilico presente en la mues-
tra se procede de la siguiente manera:

Se miden 100 ml de la muestra en probeta de 100 ml y se adi-
ciona la cantidad de NaOH 0.1 N ﬁecesaria para neutralizar; se
transfiere a un baldn de 500 ml usando 50 ml de agua. Se destila du
rante 30 - 60 minutos usando un condensador. El condensado se reci-
be en un frasco volumétrico gue se encuentra sumergido en bafio de
agua fria. Se llenan dos frascos vollmetricos de 25 o 50 ml con el

condensado obtenido llevdndolos hasta la marca, midiendo también su

temperatura. Finalmente se pesa en balanza analitica. Los datos pa-
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ra cada prueba se presentan en la tabla H-1. Los datos de contenido

de alcohol etilico en %v/v se obtuvieron del apéndice E-3 de Diaz

y Diaz. La figura H-1 muestra el aparato de destilacidén empleado.

TABLA H-1
CONCENTRACION DE ETANOL FINAL ENCONTRADO DURANTE EL PROCESQ DE
ACETIFICACION
| CORRIDA 1 CORRIDA 2
masa baldn (g): 67.7152 67.7152
temperatura (°C) 31 28
masa muestra + baldn (qg) 166.9175 166.8787
masa muestra (g) 99,2023 99.1635
masa agua destilada + balén (g) 167.3507 167.32
masa agua (g) 99.63553°C 99.6048%°¢
peso especifico 0.995831°¢/31%¢ 0.995628 c/2a¢
%v/v etancl 3.05 2.10

Figura H-1. Aﬁarato de destilacidn
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APENDICE I

"PLANTEAMIENTO DE UN DISENO EXPERIMENTAL PARA LA OPTIMIZACION DEL
PROCESO DE PRODUCCION DE ACIDO ACETICO A PARTIR DE ALCOHOL ETILICO

INDUSTRIAL™"
OBJETIVO DE LA INVESTIGACION

La etapa siguiente a la investigacidén de la efectividad de un
proceso’, es la de llevarlo a una forma que puede ser la base expe-
rimental para el disefio de ingenieria de la planta de produccién.

El objetivo del establecimieﬁto de esta base experimental es
el de desarrollar modelos o ecuaciones de prondstico que lo descri-

ban, y que permitan a la vez, encontrar los valores 6ptimos de las

variables de operacidén; el logro de este objetivo implica:

1- Seleccién de variables mas significativas del proceso (variables
efectivas). Luego que los objetivos de la investigacién han sido
definidos, el préximo paso es reducir el niimerc de variables po-
tenciales gue pudieran resultar, a solo aguellas gue sean efecti
vas, es decir, las que influyan en los resultados del experimen-
to.

En el proceso de produccién de &cido acético planteado en

este estudio se han identificadeo las siguientes variables poten-

'Para el caso, obtencién de &cido acético a partir de alcohol
etilico industrial, utilizando un reactor de cé&lulas Acetobacter
sp. inmovilizadas sobre piedra pdmez
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ciales: temperatura, flujo de oxigeno, tiempo espacial, di&metro
de la particula del material de empague, concentracién de etanol
en el sustrato y la especie de cepa bacteriana a utilizar.

De estas variables se considera que las efectivas a eva-
luar en un trabajo de optimizacidén son:
- flujo de oxigeno
~ tamafio de particula del material de empaque Y

- la concentracién de etanol en el sustrato a alimentar

2- Hipbtesis a plantear sobre el efecto de las variables. La blsque

da de los resultados gque conduzcan a la evaluacidn de los valo-

res Optimos de las variables efectivas debe basarse en las

siguientes hipdtesis:

a. Existe un efecto significativo de cada variable seleccionada
sobre el proceso; ¥y

b. Existe una interdependencia significativa entre al menos dos
de las variables.

El disefio del experimento. El desarrollo de un disefio experimen-

tal para un estudio de optimizacién debe abarcar:

a. Definicién de la variable respuesta.

La variable respuesta recomendada para este estudio de op-
timizacién es el rendimiento en &cido acético, ya gue este permi
te evaluar el grado de transformacidn de la materia prima (alco-
hol etilico) en el producto deseado (dcido acético).

b. Rangos de variacién de las variables.

Los rangos de variacién propuestos para las variables se

presentan en la tabla I.1



TABLA I-1l

VARIABLE RANGO DATO DE REFERENCIA
Flujo de oxigeno T+100% -~ T+600% T + 200%
Di&metro de 12.7 - 19 y 12.7 - 19

particula (mm) 25.4 - 38.1
Tiempo espacial

(dias) 4 - 6 6
Concentracién de

etanol 5% - 12% v /v 11% v/v

[} . "
Valor ain no determinado.

c. Seleccién del disefio del experimento.

La seleccidn de un disefio experimental adecuadoc debe basar

se en la conjugacitn de los siguientes aspectos:

- Hipbtesis planteadas sobre el experimento.

o

De acuerdo a lo anterior, se propone como disefio experimen
tal base, un disefic factorial. La seleccién del disefio factorial
adecuado debe tomar como referencia la tabla I-2, en la cual se
presenta un resumen de los disefios factoriales que pueden ajus-
tarse a este estudio; también se especifican, el nlmerc de expe-
rimentos y el tiempo de realizacién gque involucra cada disefio,

tomando un nimero de dos y tres repeticiones por experimento se

tiene:

Namero de variables efectivas a considerar.
Nimero de niveles de variacién de cada variable.

Tiempo asignado para la etapa experimental.
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TABLA I-2. DISENO FACTORIAL
. _ N° DE EXPERIMENTOS TIEMPO DE
TIPO DE DISENO REALIZACION (DIAS)®
2R 3R 2R 3R |
Tres variables 1
33 54 81 324 486
I3x3x2 36 54 216 - 324
Ix2x2 24 36 144 216
23 16 32 96 144

Y Considerando un promicdio de 6 dfas por experimento.

R:Repeticiones.

c.1l Evaluacién de resultados.

La evaluacién debe hacerse en base a un disefio facto-
rial completo en blogues completamente al azar con dos o tres
repeticiones.

En caso que el disefio seleccionado sea del tipo 2} con
dos repeticiones se recomienda aplicar el disefio factorial
fraccionado de Yates.

4- Determinacién del modelo matemdtico de comportamiento del proce-
so y optimizacién.

Se ha establecido gue el método de anidlisis de los resulta
dos gque da mas informacidén de un experimento factorial depende
de la naturaleza de los factores. Si todos los factores represen
tan variables cuantitativas, es natural pensar en las respuestas
o rendimiento (Y) como una funcidén de los niveles de estas varia

bles. Se puede escribir (Cochran, W. G., et. al., 1978):

Yu = ¢(xlui‘ xlul LA | xku) + =N
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Donde u=1, 2, .., n; que representa las n observaciones en el ex
perimento factorial y x; representa el nivel del i-ésimo factor
en la u-ésima observacién. A la funcién ¢ se le llama superficie
respuesta. El residuo e, mide el error experimental de la u-ési-
ma observcién. Un conocimiento de la funcién ¢ da un resultado
completo de los resultados de los experimentos y permiten pre-—
decir las respuestas para los valores de las x; gue no fueron
probados en el experimento.

cuando no se conoce la forma matemdtica de ¢, la funcidn
puede aproximarse satisfactoriamente dentro de la regidén experi-
mental por un polinomio de las variables x;.

El estudio de éstas superficies de respuesta permite opti-
mizar las variables para maximizar o minimizar la respuesta par-—
ticular que se busca.

| Los modelos de prondstico pueden desarrollarse en dos eta-
pas. La primera da como resultado un modelo limitado de la super
ficie respuesta y esta baéado tipicamente en experimentos facto-
riales a dos niveles. Este modelo se puede considerar como una
grafica de contorno de una superficie plana gue representa los
efectos lineales y las interacciones. La expresion matem&tica
contiene una constante, términos lineales y términos de produc-

tos cruzados:
Y = By + Byxyy F BpXp, +oon. F BXy Ty

El modelo de la segunda etapa es m&s refinado y se basa en
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disefios factoriales de tres niveles. Este modelo proporciona pro
ndésticos de m4s calidad y se puede considerar como una grafica
de contorno de una superficie curva. Las representaciones_matamé
ticas tipicas son polinomios de segundo orden con té&rminos cua-

dratiticos:

2 2 -
Y = By + ByXy, + ByXy, + BpXy” + BpXp® + BpXXy t e,
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APENDICE J

TN

2

AN
R

COSTOS INVOLUCRADOS EN LA ELABORACION DEL PROYECTO

B

: E‘#y

RUBRO COSTO ()
Fotos 318.65
Material y accesorios de cons- 1,155.44
truccidén de la torre
Papel aluminio 8.00
Acido clorhidrico 264.00
Andlisis de hierro cobre y zinc 120.00
Reactivos 861.00
Agua desmineralizada 595.60
Gas propano 73.90
Combustible 442.60
Mascarillas 6.30
Papeleria )
(fotocopias, anillados, disket- 1384.70
tes, cinta para impresor)
Recipientes plasticos 113.00
Llamadas telefdénicas y Fax 40.00
Alcohol etilico 285.00
Ccristaleria de laboratorio 46.20
Bombas tipo pecera 110.00
Material de limpieza 70.00
Mangueras y varillas 143.85
TOTAL 6,661,34
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