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Resum

En aquest treball s’ha dissenyat un bioreactor per lots de 350 L per produir 350 kg anuals
de l'acid 2-metil-3-hidroxipropanoic a partir de 2-metil-1,3-propandiol mitjangant una
fermentacié duta a terme pel bacteri Gluconobacter oxydans. Per fer-ne el disseny s’ha

pres com a guia I'estudi fet sobre aquesta fermentacié per Sang-Hyun Pyo (1).

S’ha comencat amb una Introduccié Teorica que pretén posar-nos en el context
d’aquest projecte. S’inicia amb un primer apartat que fa una descripcié del panorama
actual de les biorefineries. En el seglient es fa una introduccié dels microorganismes d’us
industrial i en particular dels que s’usaran en el nostre bioreactor, els Gluconobacter
oxydans. A continuaci6 es parla sobre I'estat de I'art de I'acid 2-metil-3-hidroxipropanoic.
Per finalitzar aquesta introduccio teorica s’estudien els tipus de bioreactors i els métodes

d’operacio tipics.

En el segiient punt, Materials i Equips, es fa una breu explicacid de l'origen de les

referencies que es trobaran al final del treball i dels softwares.

Tot seguit, en l'apartat Resultats és on es trobara tots alld que té relacié amb el disseny
en si. En aquest capitol hi ha especificades totes les decisions preses basades en la
bibliografia sobre la tematica. S’hi trobaran també totes les operacions que han calgut pel

disseny.

Aixi doncs s’ha dissenyat un bioreactor per lots de 350 L (235L de volum de treball) amb
unes dimensions D=650 mm i H= 980 mm i una productivitat de 6.6 g/L al final de les 8
hores que dura la fermentacio. S’han usat 4 deflectors per evitar la formacioé de vortex a
causa de la forta agitacié (500 rpm). Aquesta es basa en una doble turbina Rushton de
D= 217 mm impulsada per un motor de 3kW. L’aeracié requerira un motor de 100 W i es
donara mitjangant un anell ruixador d’igual diametre que la turbina. Finalment per
mantenir la temperatura, al ser una fermentacié curta, s’ha usat un aillant, concretament
un de 8 cm de gruix. Aquesta espessor ens assegurara que la temperatura no baixi de

28°C durant la fermentacio.

Ja per finalitzar s’ha fet un Estudi econdmic que ha resultat en un cost total del projecte
de 17688,06 € i un Estudi de I'impacte ambiental on es calculen les emissions de CO,,

gue han resultat en 11415.6 kg anuals.

En l'apartat Organitzacio del projecte es pot veure com s’ha planificat tot el treball.
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1. Prefaci

1.1. Motivacio del projecte

Entre els objectius de la Quimica i d’'acord a les tendéncies de respecte pel medi ambient,
hi ha la fabricacio de productes de gran consum pels mitjans més eficients i nets
possibles. Per aix0 darrerament s’han proposat molts processos bioldgics per a obtenir
productes que abans eren derivats dels petroli, indlstria altament contaminant i
responsable d’'un gran impacte ambiental negatiu. Per aquesta ra6 la recerca de
processos bioldgics amb uns rendiments semblants als que s’obtindria pels camins tipics

i amb un impacte ambiental molt menor és de gran importancia.

Actualment I'acid metacrilic i el metacrilat de metil s’obtenen per 'anomenada via ACH, a
partir de la cianhidrina de l'acetona. Aquesta ruta, tot i ser la més utilitzada pels bons
rendiments que déna, usa primeres materies molt contaminants, té uns costos de procés
molt alts i produeix gran quantitat de subproductes. Aixi doncs trobar una forma

alternativa per produir aguests mondmers és d’importancia cabdal.

El producte que es vol obtenir, I'acid 2-metil-3-hidroxidpropanoic, és una substancia
quiral. Sectors com el farmacéutic han augmentat la seva demanda de substancies

enantiomeéricament pures, i I'is d’intermedis quirals és de les millors formes d’obtenir-les.

1.2. Abast del projecte

Aixi doncs en aquest projecte es vol trobar una forma de produir a escala pilot una
substancia que de ben segur tindra gran importancia pels sectors mencionats: el
farmaceéutic i el dels plastics. | aconseguir aixi una alternativa als processos actuals, molt

perjudicials pel medi ambient.

El que proposarem aqui és un disseny d’'un fermentador a escala pilot mitjangant uns
microorganismes que ja tenen certa preséncia en la industria, els Gluconobacter
oxydans, i que tenen la caracteristica de catalitzar la oxidaci6 incompleta de alcohols i
sucres a els corresponents aldehids, cetones i acids carboxilics. A més a més és un

organisme no patogen qualificat com a no perillés per a humans ni animals.

Aquesta és una tematica poc estudiada pero que ha pres certa importancia darrerament,

la majoria dels estudis relacionats amb aquesta fermentacié daten dels dltims 20 anys.
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2. Objectius

2.1. Objectiu general

L’objectiu principal d’aquest treball sera dissenyar un fermentador a escala pilot per a
produir 350 kg anuals d’acid 2-metil-3hidroxipropanoic a partir de Gluconobacters
oxydans. | mostrar les competéncies adquirides al llarg del grau d’Enginyeria Quimica per
determinar totes les condicions operatives aixi com fer-ne el disseny en 3D i els planols

mitjancant un software pertinent.

2.2. Objectius particulars

Per tal d’assolir I'objectiu principal s’aniran assolint una série d’objectius menors que

desencadenaran en el disseny del fermentador, aquests son:

i.  Escollir un bacteri adequat per a la produccié de I'acid a partir de la bibliografia
disponible.
ii. Estudiar la cinética de creixement i produccié de I'acid 2-metil-3-hidroxipropanoic.
ii.  Seleccionar el tipus de fermentador i el métode d’operacié idoni pels nostres
interessos.
iv.  Determinar la geometria del fermentador.
v.  Seleccionar les condicions d’operacio pertinents fent un estudi de la bibliografia
disponible sobre la tematica.
vi.  Presentar un disseny original del fermentador que inclogui les eleccions preses
anteriorment.
vii.  Proposar un pla d’'operacions.

viii.  Fer un estudi econdmic i un estudi de I'impacte ambiental.
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3. Introduccio

3.1. Teoria 1: Les biorefineries, comparativa amb les

refineries de petroli

Cada vegada més es fan passes cap a un desenvolupament d’'una economia meés
biologica reemplacant aixi els materials fossils en els processos industrials. Aixi com per
la produccié d’energia hi ha varies alternatives (edlica, solar, nuclear, hidraulica..), per a la
produccié sostenible de productes comercialitzables com alternativa a la basada en
primeres matéries fossils no n’hi ha tantes. L'esgotament d’aquest materials fossils,
'extrema volatilitat dels preus i la demanda fluctuant fan que siguin necessaris sistemes

més robustos per tal de guanyar en competitivitat a llarg termini (2).

Aquest canvi en la economia implica I's de les anomenades biorefineries. Pero que és

una biorefineria?
3.1.1. Definicié del concepte Biorefineria

Biorefinar és el que s’entén com processament sostenible de biomassa cap a diferents
productes comercialitzables i d’energia. Aixd vol dir que pot ser un procés, una instal-lacio

0 bé una planta de processament.

Un dels factors de més importancia en l'establiment d’'un biorefineria és la seva
sostenibilitat al llarg de tot el seu cicle de vida (construccio, operacié i desmantellament).
Aixi doncs s’hauran de tenir en compte diferents factors: la disponibilitat d’alimentacio i de
biomassa, I'impacte en I'is de l'aigua i la seva qualitat o els riscos toxicologics i 'impacte
en la biodiversitat, entre d’altres. Com que l'avaluacié de la seva sostenibilitat no es pot
fer en termes absoluts, s’acostuma a fer una comparativa amb els sistemes
convencionals per a la produccié dels mateixos productes i serveis, per exemple
comparant un producte fet a partir de matéries fossils amb un fet a partir de processos

biologics.

No és un concepte completament nou. Hi ha molts exemples de processos tradicionals
de conversié de biomassa que podrien ser quasi considerats com a propis d'una
biorefineria. La utilitzacié de la canya de sucre data des de el 6000 aC. a I'Asia i la

importacié d’aquesta es va establir des de el s. XV. En aquest camp A.S. Marggraf,
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cientific alemany, va publicar el 1748 els seus estudis sobre I'obtencié de sucre a partir
d’'arrels i remolatxa. Tot i aixi no és fins els anys 90 que la utilitzacié de recursos
renovables per a la produccié de productes no alimentaris fomenta la recerca i el
desenvolupament, amb un creixement de I'atencié professada per la l'industria i la politica
del moment. Es en aquest moment quan apareix el terme “biorefineria”. Aquest tipus de
refinaria combina les tecnologies essencials per a transformar les primeres materies

biologiques en productes intermedis i finals (Il-lustracié 1).

* Food and Feed Grains,
» Ligno-cellulosic Biomass,
. Fgedstock(s) 3 (e.g. late grass, reed, bush, harvest rest)
biclogical raw material \‘/‘::> . Forest Biomass
various, mixed (e.g. wood, underwood, waste wood-processing)
+ Municipal Solid Waste (MSW),
(e.g. paper/cardboard, town-cleaning, hospitals)

Processing-Technologies + Bioprocesses
9 9 ( bacterial, enzymatic a.o.),

various, >
combined <:> * Chemical Proc_:esses,

+ Thermo-chemical Processes,
» Thermal Processes,

« Physical Processes,

Products . Fuels
Substances and Energy !

. + Chemicals,
various, <::> * Materials ( e.g. Polymers )

multi product systems + Specialities,

+ Commodities, Goods

Il-lustracio 1: Principis basics d'una biorefineria (3)
3.1.2. Biomassa

Les biorefineries utilitzen com a combustible la biomassa. Aquesta pot tenir molts origens
depenent de raons tals com la disponibilitat, la localitzacié o el preu. Pot tenir una

procedencia forestal, venir de I'agricultura, de residus urbans i industrials o d’altres.

Actualment s'utilitzen 6-10° tones de les anualment produides, 1.7-2.0-10" tones.

D’aquestes sols del 3 al 3.5% serveixen per aplicacions fora de I'alimentacio
Hi ha moltes definicions per el terme biomassa, per exemple:

e Tota la matéria organica viva present en el nostre ecosistema.
e Tota la matéria vegetal constantment produida per fotosintesis amb un total anual
de 170 billons de tones (excloent les plantes marines).
e La massa cel-lular de plantes animals i microorganismes usats com a materies
primeres en processos microbiologics
£
\'I“‘x".'b
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En el context industrial la seva definicié seria la seguent:

<< El terme biomassa industrial significa tota la materia organica renovable
disponible (exclosa la fusta antiga), inclosos els cultius i arbres dedicats al consum
energeétic, els aliments agricoles i residus de les collites, les plantes aquatiques, la fusta i
els residus de fusta, les deixalles animals i altres residus materials utilitzables per

proposits industrials (energia, combustibles, productes quimics, materials)>>

X AGRICULTURAL //’( ?i T
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Il-lustracié 2: Origens de la biomassa. (4)

La majoria de les primeres matéries biologiques s’obtenen de Il'agricultura i de la
silvicultura. De la silvicultura per exemple se n’extreuen excel-lents matéries primeres per
la producci6 de paper, cartrd, la construccio i les industries quimiques. De les fruites
per altra banda se n’extreuen molts productes organics utils per a produir combustibles,

productes quimics o biomaterials.

La biomassa igual que el petroli te una composicié molt complexa. Es necessaria una
separacio primaria cap als grups de substancies principals. Posteriorment el tractament
d’aquestes substancies porta a un gran ventall de productes. A més a més, la biomassa
pot ésser modificada durant la seva creacié per adaptar-la als posteriors processos als

que sera sotmesa. S’usa en aquest context el terme “precursors” (5).

3.1.3. Tipus de biorefineries

Dintre del concepte biorefineria hi ha diferencies. Pot ésser que dues instal-lacions tinguin
una alimentacié diferent, que en una hi predomini una tipus de tecnologia diferent o bé
acostumin a usar-se per obtenir diferents productes. Es fa tot seguit una breu descripcié
dels diferents grups que conformen el panorama actual de biorefineries, serveixin a fins

comercials o no.
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3.1.3.1. Convencionals

Biorefinar no és una cosa nova. Es podria dir que el biorefinament industrial va comencar
amb l'automatitzacié de la fabricacioé del paper quan s’introdui la maquina de vapor en el
segle XIX. Malgrat aix0, la majoria de les innovacions tenen relacié amb la inddstria

alimentaria.

Per exemple la produccié industrial de mid6 de patata, iniciada per W. A. Scholten el
1839, es va veure afavorida per la disponibilitat d’aigua, bones terres de cultiu i facilitat de
transport (hi havia canals existents usats per transportar torba). Més tard la mateixa
empresa va comencar a produir una gran ventall de productes inclosos biopolimers

basats en el mido.

Un altre cas és la producci6 de sucre. El 1801 Franz Achard havia processava remolatxa
sucrera per a produir sucre cristal-li, usant processos que encara es fan servir (extraccio,
filtracio, evaporacio, cristal-litzacié, centrifugacio). En el procés es produia també melassa
que més tard s’'usa com a primera materia en la produccié de llevats, i encara més tard

per a la produccié d’etanol.
3.1.3.2.  Whole Crop Biorefinaries (WCBR)

Les biorefineries de cultiu complet processen gra i palla. Engloba la molta humida o seca

i la subsegiient fermentacio i destil-lacié dels grans (blat, blat de moro i ségol).

Raspall
Endosperma

Sego

Germen

I-lustraci6 3: Detall d'una llavor de blat (4)
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La molta humida s’inicia mullant el gra amb didxid de sofre (SO,) per estovar els nuclis i
separar les closques del gra. S'utilitzen tecnologies molt comunes que permeten la

separacio del midd, la cel-lulosa, I'oli i les proteines.

En la molta seca es molen els grans complets, incloent el germen i el segé (capa externa
del cereal). Després de la molta la farina es barreja amb aigua per a ser tractada amb
enzims de liglefaccié i després, es cuina la pasta que queda per a descompondre el
mido. Aquest pas es pot passar per alt si en el fermentador s’hi afegeixen a la vegada

llevat fermentador i enzims sacarificadors.

Tant amb un tipus com en l'altre un cop feta la fermentaci6 la pasta s’envia a traves d’'un
sistema de columnes de destil-lacié per seguidament passar per un seguit de processos
on es concentra, purifica i deshidrata l'alcohol. La palla (incloent-ne els nodes, les

closques i les fulles) forma un matéria primera per a biorefineries lignocel-lulosiques.
3.1.3.3. Biorefineries Oleoquimiques

So6n un cas especial de WCBR que combina la produccié de diésel i de productes fets
d’olis vegetals. S’'usen acids i esters grassos i glicerol provinent de cultius productors d’oli
per a produir el que s'anomenen productes quimics base, en anglés platform chemicals;

monomers funcionals, lubricants i surfactants.

A llarg termini, aquest tipus de biorefineries podrien produir primeres matéries renovables
per a les refineries de petroli. L’éxit de les biorefineries correspon en gran mesura amb la
seva integracié amb les refineries ja existents i els productes base que ofereixen aquest
tipus de biorefineries ofereixen un clar nexe d’unié. El procés NExXBTL de Neste Oil

demostra com poden interactuar els dos tipus de refineries. (6)
3.1.3.4. Lignocellulosic feedstock biorefineries

Aquest tipus de biorefineries engloba el refinament de biomassa lignocel-luldosica a
productes intermedis com la cel-lulosa, la hemicel-lulosa i la lignina, que després poden
ser processats cap a un grapat de productes i bioenergia. Aquest tipus de biomassa

s’espera que sigui la de més importancia en un futur.

La lignocel-lulosa esta formada per matéria seca de les plantes. Es una de les matéries
primeres més abundants per a la produccié de biofuels. Aquesta biomassa es tracta amb
agents alcalins o acids per obtenir cel-lulosa, hemicel-lulosa i lignina. Els dos primers es

converteixen després en manosa, glucosa (C6) i xilosa (C5) per hidrolisis enzimatica.
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Lignocel-lulosa + H,0 — Lignina + Cel-lulosa + Hemicel-lulosa
Hemicel-lulosa + H,0—Xilosa

Cel-lulosa (C4H1905) + H,0 — Glucosa (CgH130¢)

Il-lustracio 4: Equacié general de conversi6 dels precursors en una biorefineria lignocel-luldsica (2)

Aquests sucres C6 i C5 s'utilitzen quasi sempre com a primera matéria de fermentacions
per a produir biofuels (etanol, butanol, hidrogen) i productes quimics. La lignina s’usa

normalment per a produir calor i energia per utilitzar internament o bé vendre-les.

Dins d’aquest tipus de biorefineria en trobem dos més que hi guarden estreta relacio.
3.1.3.4.1. Biorefineria termoquimica (Syngas)

En aquest cas la biomassa lignocel-luldsica rep un pretractament (disminucié de mida,
assecament i/o torrefaccié) per permetre’n la gasificacid arrastrada a pressid a alta

temperatura i pressio mitjangant gas de sintesis.

Il-lustracio 5: Instruments utilitzats habitualment per efectuar la disminucié6 de mida: moli de disc, moli de

martells i moli de fulles (7)

El gas de sintesi és neteja en un sistema a alta temperatura per a tal fi, a vegades
passant per un reformat de vapor per a modificar la relaci6 CO/H, seguint els requisits
posteriors. El gas ja net es pot usar per a produir biofuels i productes quimics (com ara
FT diésel i dimetileter), un llarg ventall d’alcohols incloent bioetanol i diferents productes

guimics base (etile, propile, butadié, etc.) utilitzant processos catalitzats.
3.1.3.5. Green biorefineries

Les biorefineries verdes son sistemes que tracten les seves fraccions i productes d’acord

amb la naturalesa de la seva biomassa.
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La primera matéria que utilitzen pot provenir de diferents fonts, essent les més comunes
prats anteriorment utilitzats per pasturar o bé de excedents de cereals encara verds. El
primer que es fa es un refinament primari. Consta d’'un fraccionament mecanic que
separa la materia vegetal en una fase solida, constituida basicament per fibres, i en una
fase liquida plena de nutrients (3). Per posar de manifest el gran potencial d’aquesta idea
cal dir que els preus dels components per separat que conformen la herba oscil-la entre

700-800¢€ la tona mentre que el preu de la matéria primera vegetal és de 50-70€ tona. (8)

Fibers 30 %

Oligo-
saccharides 3%

Lipids 3 %
Organic ‘T\\\\\\\\\l

acids 5% —

Mono/di- ; :
saccharides

9 %

Protein /
Amino acids
20 %

Minerals 10 %

Polysaccharides 15 %

Il-lustracio 6: Relacié de substancies que composen I'herba (8)

L’eix central d’'una biorefineria d’aquest tipus és un processament mecanic on es trenca la
matéria vegetal perque les fibres puguin obtenir-se de forma més pura (contenint menys

d’un 11% en proteines).

Els productes principals sén proteines que s’usen per fer pinsos; fibres per materials de
construccidé, materials d’aillament, testos, compostos biologics, material per empaquetar,
primeres matéries per a biofuels i components solubles com ara aminoacids, sucres,
acids organics i minerals. Aquests components solubles es concentren per usar-los com

a primera matéria en fermentadors.

Aquest tipus de biorefineries estan funcionant a paisos d’Europa com ara Austria,
Alemanya o Irlanda i tenen com a objectiu la utilitzacié total dels recursos i la reduccio
d’emissions a zero, usant tots els residus en plantes de biogas per tal de ser

energeticament autosuficients.
3.1.3.6.  Biorefineries marines

La biomassa aquatica disponible es similar a la terrestre. Tot i aixd, sempre s’ha utilitzat
més la biomassa terrestre, deixant de banda les fonts maritimes com ara les microalgues
i les macroalgues i els productes derivats que es poden produir a partir d’elles. Les

algues, depenent de I'espécie i de les condicions de creixement, poden acumular un gran
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quantitat d’olis, carbohidrats, mido i vitamines. Per exemple les microalgues verdes son
riques en olis i midé i les dorades produeixen olis i carbohidrats. Recentment s’han
reconegut com a font potencial de primeres matéries per a biofuels. Tot i aixi el cost de
conrear i segar é€s encara massa elevat per fer-ne una opcié viable per a fabricar

combustibles i productes de gran demanda.

La seguent taula explica de forma més grafica els tipus de biorefineries existents

actualment i ens déna una mica de informaci6 sobre quin tipus de productes poden oferir

i el nivell de desenvolupament en el que es troba cada tipus.

Concept Type of feedstock  technology development  (selection)
Conventional | Starch (corn, Pretreatment, Commercial Sugar, starch,
biorefineries wheat, cassava) chemical and enzy- oil, dietary
and sugar crops matic hydrolysis, fibers, pulp and
(sugarcane, sugar | catalysis, fermenta- paper
beet), wood tion, fractionation,
separation
Whole crop Whole crop Dry or wet milling, | Pilot plant Starch, ethanol,
biorefineries (including straw) | biochemical {and Demo) distiller’s dried
cereals such as conversion grains with
rye, wheat and solubles
malze
Oleochemical | Oil crops Pretreatment, Pilot plant, Oil, glycerin,
biorefineries chemical catalysis, Demo, cattle feed
fractionation, commercial
separation
Lignocellulosic | Lignocellulosic- Pretreatment, R&D/Pilot Cellulose,
feedstock rich biomass: chemical and enzy- | plant (EC), hemicelluloses,
biorefineries e.g., straw, chaff, matic hydrolysis, Demo (USA) | lignin
reed, miscanthus, | catalysis, fermenta-
wood tion, separation
(reen Wet biomass: Pretreatment, Pilot plant Proteins, amino
biorefineries green crops and pressing, fraction- {and R&D) acids, lactic
leaves, such as ation, separation, acid, fibers
grass, lucerne digestion
and clover, sugar
beet leaf
Marine Aquatic biomass: | Cell disruption, R.&D, pilot Oils, carbohy-
biorefineries microalgae and product extraction | plant and drates, vitamins
macroalgae and separation Demo
(seaweed)
Taula 1: Tipus de biorefineries (2)
oty
ST
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3.1.4. Comparativa de les Dbiorefineries amb la refineries

petroquimiques

Actualment gracies als productes amb base bioldgica s’arriben a generar entre 10 i 15
bilions de dollars americans dins de la industria quimica global (2). Cada vegada més
aquests productes guanyen en importancia en front dels mateixos obtinguts per la via
fossil. Arribat al punt que oficialment estan descrits pel departament d’energia dels Estat
Units els que ells consideren com els productes basics que han de ser els fonaments de
la industria bioquimica actual i futura, anomenats per la seva primera publicacio del 2004
“the DOE “top 10” report” (9).

Compound Criteria for inclusion
Ethanol 1.2,3,4,5.6,7.8,9
Furans Furfural:1,2,7,8,9
HMF:1,2,5.8
FDCA:1.4.5
Glycerol and derivatives 1,2,3,4,5,67.8,9
Biohydrocarbons Tsoprene: 1,2, 3, 4.6, 7

Biohydrocarbons: 1,2, 6
Lactic acd 1,2,4.7

-2
LA
(=]

Succinic acid 1,2,

Hydroxypropionic acid/aldehyde 1,3, 4,5

Levulinie acid 1,2,3,5,6,8
Sorbitol 1,2,3,4,5,6,7,.8,9
Xylitol 1,2,5.8.9

Taula 2: Llista revisada el 2010 del "DOE "top 10" report" amb els criteris continguts en el mateix (9)

A la taula 3 es poden veure algunes de les similituds i diferencies entre les refineries de
petroli i les biorefineries: I'alimentacio, els intermedis base, molécules a partir de les quals
es sintetitzen la gran majoria de productes; les tecnologies emprades i els productes que

es produeixen en cada tipus de refineria.
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Refinery

Biorefinery

Feedstock

Building block
composition

{Biojchemical
processes

Chemical intermedi-
ates produced at
commercial scale

Feedstock relatively
homogeneous

Low in oxygen content
The weight of the product
(mole/mole) generally
increases with processing

Some sulfur present
Sometimes high in sulfur

Main building blocks:
Ethylene, propylene, methane,
benzene, oluene, xylene
isomers.

Almost exclusively chemical
processes

Introduction of heteroatoms
(O,N,S)

Relative homogeneous
processes to arrive to building
blocks: Steam cracking,
catalytic reforming

Wide range of

conversion chemistries

Many

Feedstock heterogeneous regard-
ing bulk components e.gz.,
carbohydrates, lignin, proteins, oils,
extractives, and/or ash

Most of the starting marerial
present in polymeric form
(cellulose, starch, proteins, lignin)
High in oxygen content

The weight of the product (mole/
maole) generally decreases with
processing

It is important to perceive the
functionality in the starting material
Low sulfur content

Sometimes high in inormnics,
especially silica

Main building blocks: Glucose,
xylose, farty acids (e.g., oleic,
stearic, sebacic)

Combination of chemical and
biotechnological processes
Removal of oxygen

Reelative heterogeneous processes
to arrive to building blocks

Smaller range of conversion
chemistries: Dehydration,
hydrogenation, fermentation

Few but increasing (e.z.,
ethanol, furfural, biodiesel,
mone-ethanolglycol, lactic acid,
succinic acid, ...)

Taula 3: Diferencies generals entre una refineria fossil i una biorefineria (2)

La principal diferéncia entre la biomassa i les primeres matéries fossils és el contingut en
oxigen. Aixi doncs les composicions CHO serien: 85-90% de C, 10-14% de H i entre O-
1,5% de O pel petroli; 76% de C, 13% de H i 11% de O per olis vegetals i grasses
animals; i 50% de C, un 6% de H i fina a un 43% de O en el cas d’'una biomassa

lignocel-lulosica.

Tot i aix0 encara és atractiu en el panorama actual intentar integrar el que es pugui les
refineries fossils amb les noves biorefineries. Un exemple de la viabilitat d’aquesta
interacci6 la trobem en el “green biodiésel”, produit amplament a partir de la hidrogenacio
catalitica d’olis vegetals o grassa animal utilitzant hidrogen disponible en les mateixes

refineries (Petrobaras H-bio process o UOP/ENI process en sén exemples).
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Intermedis base, com ara els olis provinents de la biomassa o el syngas, sén alguns dels
exemples d’aquesta integracié. En aquest dos casos es pot fer el posterior processament
cap a recursos més valuosos en instal-lacions petroquimiques (processos de craqueig,

hidrotractaments, gasificacions, etc.).

A més, les biorefineries son cada vegada més una font alternativa de recursos, com ara
en el cas d’intermedis base C2, C3 o C4; fins la seva aparici6 homés produibles a partir

de recursos fossils com son el carbo, el petroli i al gas natural.
3.14.1. Intermedis base C2

Com a font de nutrients, en la biotecnologia s’acostuma a utilitzar la glucosa. Aquesta
ultima a partir d’'una fermentacié alcohdlica es desintegra obtenint-se com a producte final
principal etanol, intermedi base C2. Aguest bioetanol pot ser usat com a combustible o
bé deshidratar-se amb un catalitzador (Al,OsMgO o zeolita) portant a I'etilé. Aquest etilé
és una font alternativa de la que s'obté en la pirdlisis, on s’aplica vapor d’aigua i altes

temperatures a les fraccions lleugeres del petroli (GLP, nafta i gasoil).
3.1.4.2. Intermedis base C3

L’obtencié d’aquests intermedis es pot fer mitjangant processos quimics o bioquimics a

partir de biomassa:

e En la produccié de combustible per automobils a partir olis vegetals i grasses
animals també es forma propa com a coproducte.

e Un altre cami per obtenir biopropilé i biopropa passa per la deshidrataci6 i
hidrogenacié del glicerol, obtingut per fermentaci6 de la biomassa o en la
produccié de biodiésel com a subproducte.

e També és possible la gasificacio de la biomassa per a produir syngas seguida de
la sintetitzacid de biometanol, i finalment algun procés de metanol cap a olefines
(per exemple Fischer Tropsch) de cara a obtenir biopropile.

e A partir de la fermentacio de sucres per a produir bioetanol, deshidratant aquest a
bioetilé, dimeritzacio per a obtenir butens, i reaccié de metastasis amb bioetilé per

a produir propileé.

Aixi doncs hi ha moltes maneres alternatives d’obtenir propile, un dels intermedis quimics
de més demanda, a partir de fonts renovables. El propile té un paper crucial en la

produccié de productes quimics de tres atoms de carboni i té un paper com a intermedi
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en l'obtencié de productes molt diversos: explosius, cosmétics, polimers, dissolvents,

resines, etc.

= dim_erization A~ isomerization P metathesis A~
(Figure 3) =
¥
?»Hp >H,0 Fischer-
o Tropsch
metabolic o catalyst
"~ 0OH A "OH engineering -’
method?.~ CH,OH
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I fermentation ;
fermentation ' el
bi omaﬁsl gasification CO/H,
- cellulose >
- sugar cane (syngas)
- glucose __fermentation OH
- lignin e
\M -h_____[?[mentation )
catalytic o\ RN ___yHZO
cracking fermentation', ]’ OH
or biodiesel OH
production ¥ / \
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(mixtures of hydrocarbons) OH H:G

Il-lustracié 7: Camins de sintesis a partir de la biomassa per a obtenir biopropile (2)

Un altre producte quimic base de tres carbonis és l'acid lactic. Es sintetizable per dos
camins: fermentaci6é de carbohidrats o conversio quimica a partir del glicerol. Aquest acid
ens porta a 'acid acrilic mitjangant una deshidratacio, pot ésser reduit a 1,2-propandiol o

pot usar-se també com a precursor del PLA (polylactic acid).
3.1.4.3. Intermedis base C4

Aquests intermedis sén accessibles a partir de residus de blat de moro o canya de sucre
com a primera materia. Fermentacions anaerobiques amb bacteris com el Clostridium
acetobutylicum o el Clostridium beijerincki s’'usen per a produir acetona i butanol o
acetona, butanol i etanol (ABE, fermentacié aceto-butilica-etilica) (10). Aquest Ultim és un
procés que havia entrat en desus degut a la forma més econdmica de produir aquestes
mateixes substancies a partir de primeres matéries fossils, perd I'encariment del petroli i

el pensament ecologista ha fet despertar-ne de nou l'interés.

Ultimament s’han ideat técniques de fermentacié microbiologica amb Escherichia coli
alterat genéticament per a produir alcohols de 4 o0 més carbonis a partir de la glucosa, per
exemple 1-butanol, 2-metil-1-butanol i particularment isobutanol. Amb una deshidratacio
catalitica posterior del isobutanol es produeix una barreja de olefines C4 (1-buté, cis-2-
bute, trans-2-buté i isobuté) (2).

T
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3.2. Teoria 2: Microorganismes i els seus processos

fermentatius. Cinetica del creixement microbia.

Els primers usos de microorganismes per a la produccié de productes d’interés daten de
temps antics. Exemples d’aquesta afirmacio els trobem en I'is de llevats per produir pa i
en la fermentacié del vi o de la cervesa. Certament la comprensié dels mecanismes
mitjancant els quals es produeixen aquests fenomens és més recent, pero I'is d’aquestes
técniques per preservar aliments o per produir-ne de nous es desenvolupa des de

I'antiguitat.

A part del menjar, també s’ha fet Us dels microorganismes per a fabricar productes
quimics i farmaceéutics. En la Segona Guerra Mundial, degut a la necessitat d'utilitzar el
petroli i altres matéries primeres per a fins bél-lics, molts productes com ara la acetona, el
glicerol o I'etanol eren produits mitjancant fermentacions microbiologiques. Més tard, un
cop acabat el conflicte i el preu del petroli baixa, aquestes metodologies perderen

rellevancia en front de métodes petroquimics.

En els ultims anys paisos emergents com ara la Xina o I'india han incrementat la seva
demanda de petroli i derivats, aixdo sumat al fet de que el petroli és una font no renovable i
que s’esta esgotant ha fet plantejar-se de nou métodes fermentatius per a I'obtencié de
productes que abans s’obtenien a partir de matéries primeres fossils. Tampoc s’ha de
menystenir 'efecte que té la combustio de fuels en el canvi climatic com a font d’emissio

de dioxid de carboni.
3.2.1. Microorganismes

Quimicament s6n semblants a la majoria de cél-lules vegetals i animals i desenvolupen
moltes de les mateixes reaccions. En general els microorganismes son unicel-lulars i

requereixen menys nutrients que altres formes de vida més complexes.

La cel-lula és la unit basica de tot organisme viu i es divideixen en dos grups, procariotes i

eucariotes:

e Procariotes: Comprén els arqueobacteris i bacteris. S6n cel-lules de menys de
5um de didametre amb algunes excepcions. No tenen nucli cel-lular i el seu

material genetic es troba dispers en el citoplasma, reunit en una zona
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anomenada nucleoide.
e Eucariotes: Compréen fongs, protozous, algues i altres cel-lules de plantes i
animals. Acostumen a ser més grans que les procariotes i si que tenen un nucli

cel-lular diferenciat.

(a) (b}
Capsule

Photosynthetic lamellae or Cell wall
other invaginations

II|
VLT TN

Pili

Capsule

Ribosome
particles Flagellum

Flagellum

B gt
Qanuay

Masosome \ N\ Storage gramule
Call wall

Gas vacuole ,
Endoplasmic

A - -
Membrana o reticulum

Mitochondrion Nuclealus

Storage granules

Il-lustracié 8: Representacié de a) una cél-lula procariotica i b) una cél-lula eucariotica (4)

Tot seguit es fara una petita referéncia als grups de microorganismes que tenen un cert

interés industrial.

3.21.1. Arqueus

Els arqueus son bastant diferents dels bacteris i tenen certes caracteristiques que els fan
més semblants a les cel-lules eucaridtiques. Molts viuen en condicions extremes i se’ls
anomena extremofils. Hi ha tres tipus fisiologics basics: halofils (adaptats a altes
concentracions de sal), metanogens (produeixen meta) i termofils (adaptats a altes
temperatures), i alguns d’aquests també sén resistents a altes pressions. Sén d’interés
dos tipus més d’extremofils: els acidofils ( resistents a condicions acides) i els alcalifils

(resistents a condicions basiques) (11).

Hi ha pocs arqueus que s'utilitzin en la industria, tot i que cada vegada més estan prenent
importancia. Sobretot en el cas del arqueus extremdfils, que poden ser una font d’enzims
gue funcionen en aquestes condicions severes. Per altra banda els metanogens sén una
part vital del tractament de residus, s6n un dels microorganismes que duen a terme la

digestio anaerdbica i produeixen biogas.
3.2.1.2. Bacteris

També anomenats eubacteris sén un grup molt variat dividit en 12 subgrups. Tot i aix0 les

industrialment rellevants estan contingudes en només 2: els protobacteris, formats per
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bactéries gramnegatives; i els bacteris grampositius. Solen mesurar uns quants
micrometres de llargada i poden presentar diverses geometries. El nom prové del grec

baktérion (“petit bastd”). Son presents en tot tipus d’habitats.

En destaca la capacitat de degradar determinada matéria organica, per aquesta rad s’ha
utilitzat molt en el processament de residus o en la bioremediacié, que es basa en la
utilitzacié d’agents bioldgics en medis contaminats. Hi ha alguns tipus de bacteris

capacos de digerir hidrocarburs del petroli, amb les possibilitats que comporta.

Un altre us important és en I'obtencié de productes quimics enantiomericament purs, com
per exemple la produccié biocatalitica del 4-cloro-3hidroxibutanoat (CHBE) un intermedi
basic per a la produccié de productes farmaceutics (12).

També en control bacteriologic de plagues s'utilitzen bacteris en comptes de pesticides,
cas del bacteri Bacillus thuringiensis, un bacteri grampositiu que viu al sol i que genera
una protoxina que al ser consumida i digerida per l'insecte és quan fa efecte el principi
actiu, a més son selectives afectant de manera especifica a un determinat grup d’insectes
(13).

Un altre Us clar, que és el que ens ocupa en aquest treball, és la seva participacié activa

en el funcionament dels fermentadors.
3.2.1.3. Fongs

Els fongs sén un grup de microorganismes eucariotes que ocupen diferents habitats. La
majoria d’especies creixen en forma de filaments multicel-lulars anomenats hifes, els
quals coneixem com floridures. Els llevats en canvi, també del regne fungi, sén
organismes unicel-lulars. Hi ha milers d’especies conegudes de fongs filamentosos, pero

en son poques en comparacio les que s’usen en la industria.

Un cas de fong que requereix especial atencié son els llevats, essent important la seva
contribucié com a microorganisme d’us industrial. En la fabricacié de cervesa, de vi o de
pa es fan servir llevats, concretament s’'usa el Saccharomyces cerevisiae, un dels llevats
historicament més utilitzat. Aquest mateix llevat avui en dia també s'utilitza en moltes
altres fermentacions, com ara en la produccié d’etanol com a combustible o de insulina

per us huma, entre d’altres (11).
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Il-lustracié 9: Dos exemples de I'Us de fongs al llarg de la historia, a) el pa amb floridures s'utilitza en diverses
cultures com a font d'antibiotics, i b) el llevat S. cerevisiae s'usa en moltes fermentacions actualment. (4)

També serveixen per a la bioremediacid, en aquest cas s'usa el terme micoremediacio,

en el qual s’usen fongs per retenir agents contaminants presents en el medi.

Moltes especies produeixen substancies que sén utilitzades en medicaments: la
penicil-lina, antibidtic que s’'usa en el tractament de malalties infeccioses provocades per
alguns bacteris sensibles a ella; la ciclosporina, un farmac immunosupressor que s'usa
per evitar un possible rebuig en transplantaments d'organs, inicialment aillat del
fong Tolypocladium inflatum (14); I'acid fusidic, derivat del fong Fusidium coccineum i
gue s’ha usat com antibiotic contra el bacteri Staphylococcus aureus, resistent a la
penicil-lina i la meticil-lina (15).

En la taula 4 s’'observen arqueus, fongs i bacteris que tenen Us industrial.

Eubacteria Fungi
Archaeans Gram-negative Gram-positive Filamentous Yeasts
Methanobacterium Acetobacter Actinomyees Acremonium Blakeslea
Methanococcus Acinetobacter Actinoplanes Agaricus Candida
Pyrococcus Agrobacterium Arthrobacter Anreobasidium Hansenula
Sulfolobus Alcaligenes Bacillus Aspergillus Kluyveromyces
Azotobacter Brevibacterium Claviceps Pachysolen
Enwinia Clostridium Coniothyrium Phaffia
Escherichia Corynebacterium Curvularia Pichia
Klebsiella Lactobacillus Cylindrocarpon Rhodotorula
Methylocococeus Lactococcus Fusarium Saccharomyces
Methylophilus Leuconostoc Lentinus Xanthophyllomyces
Psendomonas Micrococcus Mortierella Yarrowia
Ralstonia Mycobacterium Mucor Zygosaccharomyces
Salmonella Nocardia Paecilomyces
Sphingomonas Propionibacterium Penicillivm
Spirufina Streptococcis Rbizowmucor
Thermus Streptomyces Rbizopus
Thiokacilius Sclerotium
Xanthomonas Trametes
Zoogloea Trichoderma
Zymomonas Trichosporon
Taula 4: Microbis amb Us industrial (11)
o
\"‘.“ 34."'"’
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3.2.2. Perills associats amb I’Gs industrial de microorganismes

S’ha de tenir en compte a I'hora de dissenyar qualsevol nou procés que abans de que
comenci a operar s’haura de passar una valoracié dels riscs associats a la practica
d’aquest. Sobretot en casos en els quals s'utilitzinh GMMs (gennetically modified
microorganisms), que requeriran un analisis particular per a cada cas. En cas que es
facin servir microbis coneguts aleshores n’hi haura prou en classificar-los segons el risc
que tinguin i actuar consequentment. La World Health Organization divideix el perill
potencial dels microorganismes en 4 grups, essent el primer referent a aquells que no és

probable que causin cap malaltia a persones o animals (taula 5). (11)

En casos que sigui requerit i depenent de la perillositat del microbi usat s’'usen diferents
nivells de barreres i conteniment. El nivell 1 protegeix el personal i les instal-lacions
immediates de qualsevol fuita, el nivell 2 involucra I's de vestimenta especialitzada,
supervisions médiques periddiques i vacunacio del personal. Ampliant el nivell 2 es pot
arribar a plantejar un disseny especific de les instal-lacions destinades a albergar
determinats patdgens d’alta perillositat: Us de pressions negatives, filires d’alta eficacia,

protocols a seguir, etc.

En casos de microorganismes de nivell de perillositat 1 només caldra seguir bones

practiques per grans sistemes (GILSP: good industrial large-scale practises).

Risk Group 1 (no or low individual and community risk)
A microorganism that is unlikely to cause human or animal disease.

Risk Group 2 (moderate individual risk, low community risk)

A pathogen that can cause human or animal disease but is unlikely to be a serious hazard to
laboratory workers, the community, livestock or the environment. Laboratory exposures may
cause serious infection, but effective treatment and preventive measures are available and the
risk of spread of infection is limited.

Risk Group 3 (high individual risk, low community risk)
A pathogen that usually causes serious human or animal disease but does not ordinarily spread
from one infected individual to another. Effective treatment and preventive measures are available.

Risk Group 4 (high individual and community risk)

A pathogen that usually causes serious human or animal disease and that can be readily
transmitted from one individual to another, directly or indirectly. Effective treatment and preventive
measures are not usually available.

Taula 5: Classificacié de la World Health Organization dels microorganismes en base el perill que representen
(16)
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3.2.3. Necessitats nutritives dels microbis

Els microorganismes que s'’utilitzen en les fermentacions i en aplicacions industrials en
general tenen unes certes necessitats nutritives, un grapat de nutrients diferents segons
el microorganisme que s6n necessaris per tal de créixer, reproduir-se i mantenir-se viu.
Es pot veure en la taula 5 un resum de les principals fonts d’energia, electrons/hidrogen i

carboni utilitzats per cada organisme.

Com a font d’energia, els microbis poden classificar-se en quimiotrofs, si obtenen
energia de l'oxidacié de compostos organics o inorganics, al alliberar-se I'energia d’enllag;

o en fototrofs, si I'energia s’obté en forma lluminosa.

L’obtencié d’hidrogen i d’electrons pot provenir de dues fonts diferents, els organotrofs

n’obtenen de compostos organics i els litotrofs de compostos inorganics.

Source of
Physiological type Energy Electrons Carbon
Chemotroph Chemical
Phototroph Light
Organotroph Organic compound
Lithotroph Inorganic molecule
Autotroph Co,
Heterotroph QOrganic compounds
Chemoorgano (hetero) troph Organiccompound Organic compound Organic compound
{animals, fungi, protozoa, many bacteria)
Chemolitho (auto) troph Inorganic molecule Inorganic molecule Co,
{some bacteria)
Photolitho {(auto) troph Light Inorganic molecule COo,
{plants, most algae, some bacteria)
Photoorgano (hetero) troph Light QOrganic compound Organic compound
{algae, some bacteria)

Taula 6: classificacié nutricional basica dels microorganismes (11)

Una tercera classificaci6 fa referéncia al carboni, els organismes autotrofs usen com a
font primaria o Unica CO, mentre que els heterotrofs poden utilitzar diferents compostos

organics com a font del mateix: hidrocarburs, lipids, acids organics i polisacarids.

Generalment quan s’opera a nivell industrial s’'usen fermentacions heterotrofiques en lloc
de autotrofiques, aleshores sén requerides altes concentracions de les fonts de carboni,
de 10-20 g/L o més. Com a font de carboni i d’energia generalment el que s'utilitzen sén

sucres, sobretot glucosa.
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L’hidrogen i I'oxigen sén també macronutrients, que poden ser obtinguts a partir de
laigua o bé de compostos organics. El nitrogen, un altre macronutrient, €s necessari per
el correcte creixement, normalment es requereix una font que poden ser sals amoniques

o nitrats entre d’altres, a concentracions de 1-2 g/L.

Hi ha altres substancies que sén requerides, encara que a menors concentracions: fosfor,
en concentracions menors a 100 mg/L; sofre, sovint en forma de sulfat o sal en
concentracions de 20-30 mg/L; o altres com calci, ferro, potassi i magnesi, proveits en
petites quantitats, menys de 10-20 mg/L.

Finalment quantitats molt petites (0,1-1 mg/L) d’elements necessaris per alguns enzims,
en quantitats tan escasses que no requereixen d’una font doncs ja sén presents en

l'aigua i altres ingredients: niquel, molibde, seleni, zinc, coure, cobalt i magnesi. (11)
3.2.3.1.  Absorci6 dels nutrients

Tots aquests nutrients es disposen en el medi on ha de dur-se terme la fermentacio6 o el
procés convenient, on s’ha de donar un transport d’aquests nutrients a través de la
membrana cel-lular. La importancia d’aquest punt rau en que acostuma a ser un pas que

limita la conversio.
Aquesta absorcié es pot donar per diferents métodes.

El primer és la difusié passiva, en nutrients solubles en lipids que poden travessar
membranes hidrofobiques (per exemple el glicerol i la urea). Es un mecanisme ineficient,
el grau d’absorcidé dependra del gradient de concentracions a través de la membrana.
Donat que la majoria de microorganismes habiten ambients amb baixes concentracions

de nutrients, és necessari que puguin acumular soluts en contra del gradient.

Un altre mecanisme és la difusio facilitada. Aquest sistema involucra proteines
transportadores. Es el mecanisme d’absorcié majoritari i no requereix d’'una entrada extra
d’energia. L’impulsor és el gradient de concentracions en la membrana i pot ser
reversible. L’absorcié no es veu frenada ja que tant bon punt entren els nutrients dins de
la cel-lula s6n metabolitzats, aix0 implica que no hi hagi augments de la concentracié

intracel-lular.
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Il-lustracié 10: difusi6 facilitada en la membrana cel-lular, s'observen les proteines transportadores a la dret.

4)

També es poden donar meétodes actius de transport. Aquests sistemes permeten
'acumulacié de les substancies en contra de gradients de concentracio, Gtil en ambients
amb pocs nutrients. Aquest mecanisme requereix quantitats importants d’energia
metabolica, com la derivada del trifosfat d'adenosina, o bé algun gradient electroquimic.
Igual que en la difusié facilitada també intervenen les proteines transportadores. (11)
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Il-lustraci6 11: exemple de transport actiu: bomba de sodi-potassi. (4)

3.2.4. Gluconobacter oxydans

S’ha observat en diferents llibres i articles de revistes que a I'hora de dur a terme la
oxidacio del 2-metil-1,3-propandiol per mitja d’'una fermentacié microbioldgica es poden
utilitzar diferents microbis: Acetobacter pasteurianus (17), Acetobacter ALEI (18),

Gluconobacter oxydans (1), Gluconobacter roseus (19).

Entre aquests s’ha acabat decidint que el que més convindria és el Gluconobacter
oxydans (DSM 50049). Les raons que han portat a aquesta decisié son dues. Primer: que
l'article en el qual es menciona I'is de I'esmentada bactéria fa clara referencia a la
preséncia en determinats moments de lintermedi 3-hidroxid-2-metilpropanal, el qual es

vol aillar juntament amb I'acid 3-hidroxid-2-metilpropanoic. (1) Segon: que des d'un
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primer moment s’ha volgut utilitzar una bactéria no patdogena (20), en aquest cas és fins i

tot comestible, tenint com té un rol important en la producci6 de vinagre (21).

Es un bacteri gramnegatiu que pertany a la familia dels Acetobacteraceae. Esta
estretament relacionat amb I'anomenat acetobacter, els dos soén classificats com
bactéries de I'acid acetic, pero difereixen en el fet que mentre que el gluconobacter no és
capag d’oxidar ni I'etanol ni el lactat a CO, i H,O mentre que en el cas de l'acetobacter si
gue es dona aquesta reaccid. La forma de les cél-lules esta descrita en nombrosa
bibliografia, forma entre basté i el-lipsoidal amb unes dimensions de 0.5-0.8 per 0.9-4.2
um. Es un bacteri que es pot trobar en diversos ninxols de sucre com ara en flors, en
fruita madura, en les pomes, en el sol del jardi, en ruscs d’abelles mel-liferes i en la

cervesa i el vi. (20)
3.2.4.1. Efectes de les condicions en el cultiu

Els gluconobacters es caracteritzen per una respiracid exclusivament aerobica, per
provocar 'acumulacié de productes parcialment oxidats en el medi i per la incapacitat

d’un rapid creixement.
3.24.1.1. Font de carboni

Conté uns enzims anomenats deshidrogenases disposats en la membrana cel-lular,
aquests permeten una rapida deshidrogenacié dels substrats de carboni, tot i aixo
I'energia obtinguda per aquest processos no es suficient pel creixement cel-lular. Només

es poden utilitzar glicerol o sorbitol com a base Unica de carboni (heterotrof) (22) (1).
3.24.1.2. Necessitats nutritives dels gluconobacters

Com a font de nitrogen aquest tipus de bacteris poden usar amoniac Unicament o bé
alguns aminoacids. Aquest organisme també requereix les vitamines B5, B3 i B10.
L’adicié d’alguns tipus d’aminoacids estimula el creixement perd no serveixen com a

substitutiu de font de nitrogen (22).
3.24.1.3. Concentracio d’oxigen dissolt

Son altament sensibles a la concentracié d’oxigen dissolt (DO). L’augment de 'aeracio
estimula el creixement i les activitats oxidatives. Generalment els Gluconobacter oxydans
porten a una oxidacié incompleta dels alcohols, inclds en preséncia d’'un excés d’oxigen
(20).
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3.2.4.1.4. pH

El pH idoni pel correcte creixement d’aquest tipus de microbi esta en linterval 5.5-6. Es
sap que aquest organisme és capag de créixer en un pH de 3.5-8.0, i nho ho pot fer en
condicions normals en pH menors de 3.5-4.0, a menys que hi hagi un increment

nutricional, tot i que ho fan en menor mesura (22) (23).
3.2.5. Cinetica del creixement microbia

El creixement microbia és la reproduccié o divisié cel-lular d’'un bacteri mitjangant una
biparticié, que consisteix en la divisié d’una cél-lula en dues isomorfes (mateixa mida i

forma). A grans trets, el que aix0 implica és un augment del nombre de cél-lules, i per tant

~09-0,0+(9(9

Chromosome DNA Cytokinesis Two Identical
Replication Daughter Cells

de bactéeries.

Cytoplasm

II-lustraci6 12: Passos de la biparticio o fissio binaria (4)

El procés de creixement dels microorganismes passa per diferents etapes. Comenca per
una fase de laténcia, un periode d’adaptacié on no hi ha creixement i que en qualsevol
procés comercial interessara escurcar al maxim; la segtient és la coneguda com a fase
exponencial i es caracteritza per iniciar-se amb un creixement gradual fins arribar a la
velocitat maxima de creixement, que es manté constant durant aquesta fase. Es descriu
per la segilient equacio:

dX
E—M-X Eq. 1

Els significats son concentracié d’organismes, X; temps, t; i velocitat especifica de

creixement, p.

S’arriba a un punt aleshores on el substrat es va esgotant i aixo limita el creixement,
entrant en la fase de desacceleracié. A continuacié es passa a una fase estacionaria
on el creixement bacteria ja no es possible perqué no queda substrat disponible. Aquesta
fase dura més o menys depenent del microorganisme involucrat, certs processos
D e b
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metabolics possibiliten el manteniment perd no es dona més creixement. Finalment es
passa a la fase de mort cel-lular. (11) (24)

Microorganisms able to
sporulate produce spores
for survival during

stationary phase
Deceleration
Stationary

(secondary metabolism)
Only observed in some
microorganisms

Trophophase*
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Il-lustraci6 13: Grafica logaritmica del creixement microbia (11)

En el fermentador desenvolupat en aquest treball, la reaccié principal pren la seguent
forma:

S+Xo = Yx) X+ Yp -P

On S és el substrat, X, la concentracio inicial de bacteris, X la concentracié de bacteris al
cap d'un temps i P el producte format.

Al llarg de la historia, s’han formulat diversos models matematics per tal de poder estudiar
aquest tipus de reaccions: logistica, logaritmica i Monod so6n alguns d’ells. ElI que més
s’ha usat és I'tltim, descrit per Jacques Monod el 1949, en el qual es defineix la relacié
entre la velocitat especifica de creixement d’'una poblacié microbiana, p [1/h], i la

concentracio de substrat, S [mg/L]. (25)
= = Eq. 2
H = Hmax Ko+S Q-

La Ks és la constant de saturacid, que és numeéricament igual a la concentracié del

substrat quan U=Umax/2 [MY/L]. | Unax €S la velocitat especifica de creixement maxima

[1/n], assolida durant la fase exponencial.
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Observant que la Eq. 1 és igual a la velocitat de desaparicié del substrat, canviada de
signe, podem deixar la Eq. 2 en termes de velocitat de forma que:

S-X
Tsub = —HUmax * KtS Eq.3
S

Hi ha una altra variable d'importancia, un equivalent als coeficients estequiométrics d’'una
reaccidé quimica convencional, el coeficient de rendiment (Y), que és el rendiment de

biomassa produida per substrat consumit [g-g™']. Aleshores queda:

= Hmax  SX
sub Y  Ko+S

Eq. 4

En el treball que ens ocupa, oxidacié del 2-metil-1,3-propendiol pels Gluconobacter
oxydans pot haver-hi una complicacié (1). En l'article de Sang-Hyun Pyo, del 2012,

s’esmenta una probable inhibicié causada pel substrat al voltant de 0.2M.
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Il-lustraci6 14: Grafica de conversio versus concentracio de substrat al variar la concentracié bacteriana: 2.5
(blau), 5 (lila) i 10 (vermell). S’intueix inhibicié pel substrat a 0.2M en totes les concentracions cel-lulars. (1)

En la grafica s’observa una forma tipica de compostos amb valor nutritiu per un cultiu de
microorganismes. En concentracions petites, i si el nutrient és essencial pel creixement o
altres processos metabolics, el valor de la conversié pren valors baixos. En augmentar
s’'incrementaria igualment el valor de conversio degut a una estimulacié del metabolisme
dels microorganismes. S’arribaria a un punt en el qual un augment no afectaria a la
conversié fins arribar a un valor en el qual 'augment de la concentracié implicaria la

disminucio6 del parametre en qiestid, es a dir, la inhibicio. (26)
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Tedricament seria una grafica d’aquest estil:
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Il-lustracié 15: Inhibicié (beta<l) i activacio (beta>1) causades pel substrat (26)

Aixi doncs degut a que sembla que si que es déna aquest tipus de inhibicid, es pertinent

descriure’n la cinética.

Un model cinétic apte per a descriure el mecanisme és el seglient, derivat d’un proposat

per Haldane el 1930, i utilitzat per Boon Laudelout (26):

_ Hmax'S
H= (Ks+8) (145 /g Fa.5

On el segon terme del denominador representa la inhibicio. L’eleccié del model es fa
seguint les indicacions de Edwards, que en un analisi de diferents mecanismes per a
casos on es donés inhibicié del substrat determina que és el model que descriu millor
aquest fenomen. Tot i que altres models també sén valids aquest és el més facil de

manipular (26). Altres models valids son:

Hmax * S
S2 S
K+5+<—>' 1+
S K; ( K)

M:

Hmax * S * €Xp (_ %)
K. +S

S S
U = Umax * €XP (_ E) — €xXp <_ E)

‘Ll:

Models originaris o derivats de Yano, Aiba i Tessier, respectivament.
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Parlant ara del model escollit per Edwards (Eq. 5), el passem a velocitat:

ax _ _ Hmax'S-X
at . Tsub T (Ks+S)-(1+5/ Eq.6
s K;)

De cara a resoldre aquesta equacid, s’'assumeix que la desaparicié del substrat és

directament proporcional a I'aparicié de noves cél-lules:

ds _ 1dX
——=-— Eq. 7
dt  Ydt

Integrant aquesta equacié amb unes condicions inicials (Xo,So) i assumint Y constant:
S=S—X-Xp)/Y Eq. 8

Aillant la X de l'equacioé 8, substituint-la en I'equacié 6 i fent el pertinent canvi en el
diferencial tenim la seglient expressié que es pot integrar de cara a tenir una expressio

més clara amb la que treballar.

(Ks+S)-(1+5)

dt = — Eq.9
Hmax f f S-(%+SO—S) q
Que després d’integrar-la amb condicions inicials (to, So):
X S
Ks T4y d— Xo
Umax * (t— to) = 3’( In X + - +1
1+X0 <i)< 0 ) K;
Y-S, S0/ \75,
X S
0
e
Y-Sq S S-S
In 0 “0f4 [ O] Eq.10
Xo K; d
Y-SO

Aquesta equaci6 és util per a analitzar sistemes de creixement microbia amb efectes
d’'inhibicid del substrat. Fent Us d’aquesta equaci6 podem predir els valors de la
concentracio del substrat en el temps, doncs encara que I'expressio es feixuga s’ha
d’'observar que ty, So, Xo, Ks, Ki 1 Y sOn parametres dels quals se’n pot conéixer el valor,
essent relativament senzill per mitja de métodes numérics determinar el valor de S per un

determinat temps.
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Seguint passos semblants als seguits per arribar a 'equacio 8 es pot arribar a expressar

la creaci6 de producte en funcié del substrat quedant de la seglent forma:

P =P+ YP/S'(SO_S) Eq. 11

Poden simplificar Po=0, ja que en general no hi haura producte a l'inici del proces.

Aixi doncs, aillant la concentracié del substrat, S, en funcié de la concentracid de
bacteries, X, en I'equacié 8 i la S en funcié de la concentracié de producte, P, en la
equacio 11 i substituint per cada cas les variables en la integral resolta (Eg. 10), es poden
obtenir expressions semblants per estudiar les concentracions de bacteris i de producte:

X X
Kg 220 XO
< Y- Y-S Ks+So+—-
_ So . 0 0 sT0 Ty
Hmax - (& —tg) = Xy In X=X\ ( Xo + [ K; +1
1y, =73, J\7s,
Y-S, Y-S —(X—X )]
0 0 0
In —X; + VK, Eq. 12
| pel producte:
K Y-Sy SoY X
| & 0 S0k Ko+ So+20
Hmax * (t - tO) - Xp Hn t+ K; +1
1+ X
Y.SO 1 v P-S <Y5(‘)>
P/ 0
| S i
_Xs(‘) "3 5
0 207/ _p
In e + Eq. 13
Y-S S
g9\
d‘_"x‘b\'r
ETSEIB
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3.3. Acid 2-metil-3-hidroxipropanoic. Estat de I’art i usos

industrials.

L’acid 2-metil-3-hidroxipropanoic o acid B-hidroxi-isobutiric (1) (18) és una molécula
organica de 4 carbonis amb dos grups funcionals; un acid carboxilic i un alcohol. Aquest
acid de férmula molecular C,HsO, té una caracteristica que el fa molt util per a
determinats usos, la quiralitat deguda al carboni asimeétric.

H3C 0

HO OH
&

Il-lustracio 16: L’acid 3-metil-1,3-hidroxipropanoic o acid B-hidroxi-isobutiric.

Aquest tipus de compostos quimics, els acids B-hidroxicarboxilics, son de gran
importancia i s’han usat per la elaboracié de nombrosos productes quimics. Aixi doncs,
aquests compostos Opticament actius han estat utilitzats com a precursors per la sintesis
de vitamines, additius alimentaris, antibiotics i feromones (27). L’acid B-hidroxi-isobutiric
també és un important intermedi en la degradacié enzimatica de la valina en els mamifers
(28).

3.3.1. Importancia de la quiralitat

Cada vegada més es volen productes enantiomericament purs per a la produccio de
substancies quimiques. Tant en medicaments o en qualsevol substancia relacionada
amb la salut humana com en substancies que combatin plagues i que podrien causar
problemes en els aliments que després s’han de consumir, ens trobem amb productes

gue contenen com a minim un centre quiral.
Hi ha moltes raons per aix0, algunes de les quals s’enumeren tot seguit:

i.  L’activitat bioldgica pot donar-se només en un dels enantiomers.
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ii. Lactivitat bioldgica pot ésser molt diferent depenent de I'enantidmer. Produir-ne

només un dells permet separar-ne els efectes. En la taula 6 hi ha alguns

exemples.
H NCOCH, COsH HOOC CH,CONH,

Asparagina

NHz W H NH2

(S) Amarg (R) Dolc
0 0

= S

Carvona
(S) Gust a comi (R) Gust a menta verda

ﬁ@%& /\H\ ) _
OzN NHCOCHCI, CI,CHCONH NO2

(R,R) Antibacteria Cloramfenicol (S,5) Inactiu

Il-lustraci6é 17: Propietats diferents en els enantiomers. Modificada de la publicada en Chiralty in Industry-An

overview. (27)

ii.  El compost dpticament pur pot arribar a presentar més de dues vegades l'activitat
de la mescla racémica. Aix0 és per casos en els que hi ha un antagonisme entre
els dos enantiomers. Es el cas d’'una feromona sexual produida per la femella de
'escarabat japonés, Popilla japonica, que s’ha identificat com I'enantiomer R de la
corresponent substancia. Tant sols una preséncia del 1% de l'enantiomer S
redueix molt la resposta dels escarabats mascles a la feromona. (29)

iv. ~ També la regulacié6 de cada pais pot ser una motivacid per obtenir compostos
enantioméricament purs. En determinats paisos on la quantitat d’'impureses esta
regulada per llei és interessant obtenir només I'enantiomer que presenta activitat,
doncs I'enantiomer inactiu és considerat un impuresa. (30)

v. També s’ha de tenir en consideracié I'oportunitat d’incrementar la capacitat d’'un

procés industrial al passar de la mescla racémica a I'enantidomer corresponent.



36 Disseny d’un bioreactor per a produir acid 3-hidroxid-2-metilpropanoic

3.3.2. Obtencio de I’acid 2-metil-3-hidroxipropanoic

Hi ha molts camins citats en la bibliografia per tal d’obtenir aquest acid. Existeixen tant
meétodes quimics com metodes biologics basats en fermentacions, tot i que els darrers
s6n molt més nombrosos, sobretot en els Ultims anys. Hi ha estudis que fan Us de fongs,
altres de llevats o de bacteries o fins i tot bactéries mutants que proporcionin un

rendiment major.

Tot i que en aquest treball estem partint d’'un diol, el 2-metil-1,3-propandiol, que sera el
precursor, i que tedricament I'estudi de I'obtencié d’aquest acid es basa en el seu paper
com a precursor en I'obtencié de metacrilat. En determinats articles s'utilitza aquest Gltim

per a la produccié d’'un acid amb molta importancia en les farmaceutiques.

Un altre dels precursors habituals és I'acid isobutiric el qual es metabolitza a I'acid [3-

hidroxi-isobutiric.
3.3.2.1. Meétodes quimics

Un dels métodes més significatius, utilitzat des de fa molts anys és el descrit per Loring
Coes Jr., la patent descriu un métode mitjangant el qual obtenir acid metacrilic, que

després pot ésser hidrolitzat per obtenir I'acid 2-metil-3-hidroxipropanoic.

Utilitza com a matéries primeres metiletilcetona, que s’obté a partir del 2-butanol, que a la

vegada s’obté en el cracking del petroli; formaldehid, lleixiu, acid clorhidric i acid sulfaric.

En un primer pas barreja metiletilcetona, formaldehid i hidroxid de sodi. Es refreda a
-30°C i es deixa reposar 24 h per posteriorment destil-lar-ho i quedar-se amb la fraccié
gue bull entre 90-120°C a 20 mil-limetres de mercuri. Aquesta fraccié és el B-metil-y-

oxobutanol.

En un segon pas usa el B-metil-y-oxobutanol barrejat amb aigua per addicionar-lo a una
solucio de lleixiu comercial aigualida. Addicié que es fa de manera gradual i barrejant la
mescla durant dues hores a una temperatura d’entre 30 i 50°C. Posteriorment s’afegeix a

aquesta mescla acid clorhidric i s’escalfa a 75°C durant una hora.

Aleshores s’extrau mitjangant dietileter i aquest extracte es destil-la per eliminar I'éter,
quedant I'acid metacrilic juntament amb algunes impureses. Durant el segon pas es pot

utilitzar coure o algun altre inhibidor per tal d’evitar la polimeritzacié de I'acid. (31)
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Un altre procés per obtenir I'acid B-hidroxi-isobutiric per métodes quimics és I'esmentat
per Robinson el 1963 a partir de formaldehid i a-bromopropionat (32). O Choy que

reporta la sintesis dels dos enantiomers purs mitjancant una condensacio aldolica. (33)
3.3.2.2. Métodes biologics

En els diferents articles que s’han consultat s’han usat distints precursors per obtenir
I'acid, els més habituals son I'acid isobutiric i I'acid metacrilic, perd ultimament també
s’han publicat diversos articles en els que s'utilitza com a precursor el 2—metil-1,3-
propandiol, un producte molt economic disponible en el mercat com a subproducte en el
procés d’obtencié del butandiol mitjangant una reaccié de hidroformilacié d’un alcohol

al-lilic i gas de sintesis, reacci6 senzilla i poc costosa.

3.3.2.2.1. Acid isobutiric com a precursor

O

OH
CHj

H3C

Il-lustraci6 18: Acid isobutiric

Un dels métodes d’'obtencié de l'acid, desenvolupat per Goodhue el 1971, utilitza la
bactéria Pseudomonas putida. Aquest procés fermentatiu és dels primers en produir en
grans quantitats 'enantiomer L d’aquest acid, essent una produccié estereoespecifica. El
procés es va donar en un fermentador d’acer inoxidable de 15 L de volum amb 4 bafles
interiors. Es subministra aire per mitja d’'un difusor d’'un sol forat disposat sota un agitador
de 6 cares de tipus paddle instal-lat al fons. Hi ha un altre agitador per sobre la meitat del
recipient. (34)

Un altre procediment que té com a precursor I'acid isobutiric és el publicat el 1981 per
Hasegawa. En aquest s'obté l'altre enantidmer, el D-B-hidroxi-isobutiric, i s’utilitza el
bacteri Candida rugosa. S’aconsegui una concentracié de 21.7 g/l i una conversio del
50% (35). Lee i altres van millorar aquest procediment mitjancant un control suplementari
de la glucosa en el qual s’anava afegint glucosa de forma controlada de forma que es
mantingués la concentracié d’aquesta en uns 10-20 g/l. En aquest cas s’obtingué una

concentracié molt major, 100 g/l , perd amb una conversié del 40%. (36)
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En un article del 1999, Kim i altres van dissenyar un procés per obtenir I'acid mitjancant
tres varietats mutants de la Candida rugosa (MME 1027, MME 1259, MME 1559). La idea
estava en utilitzar certes bactéries mutades incapaces d’assimilar I'acid propionic i per
tant que no portessin a una metabolitzacié de l'acid, i consequentment a una major
conversié. L’estudi va concloure que la varietat MME1259 és la que dona uns millors
resultats: 150 g/l i 81.8% de conversié. (37)

3.3.2.2.2. Acid metacrilic com a precursor

O

H.C OH

CHj

Il-lustracié 19: Acid metacrilic

Un dels diferents estudis fets per tal d'obtenir D-B-hidroxi-isobutiric a partir de I'acid
metacrilic és el dut a terme per Lee el 1997. S'utilitza Candida rugosa i un mutant
d’aquesta bactéria. Els rendiments obtinguts després de 120 hores van ser de 65 g/l i
40% de conversio per la bactéria Candida rugosa i 70 g/l i 70% de conversié per la

varietat mutant. (38)

En general s’ha vist que els organismes amb I'habilitat de produir acid B-hidroxi-isobutiric
a partir d’acid isobutiric també sén capacos de fer-ho a partir d’acid metacrilic, perdo amb

menor productivitat. En la taula 7 es veuen alguns exemples. (27)

f-HIBA

Cultivation produced Optical

Microorganism Substrate period (h) (mgml™") activity
Candida rugosa 1FO 0750 IBA 27 7.3 (—)
MA 44 4.1 (—)
Candida rugosa 1FO 0591 IBA 27 8.1 (=)
MA 44 3.6 (-)
Pichia membranaefaciens IBA 44 32 (+)
IFO 4258 MA 44 1.5 (+)
Trichosporon aculeatum IBA 20 5.5 (+)
ATCC 22310 MA 44 0.2 (+)
Endomyces reessii CBS 179.60 IBA 27 37 (+)
MA 44 1.2 (+)

Taula 7: Diferents microorganismes que produeixen l'acid -hidroxi-isobutiric (8-HIBA) a partir d’acid isobutiric
(IBA) i d’acid metacrilic (MA). (27)
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3.3.2.2.3. 2-metil-1,3-propandiol com a precursor

En els ultims temps degut al renovat interés cap a la produccié sostenible s’han comencat
a investigar noves rutes per obtenir productes quimics amb importancia en la inddstria.
En aquest context s’investiga aquesta substancia com a possible precursor per obtenir
Iacid 2-metil-3-hidroxipropanoic, doncs I'esmentat diol és un subproducte econdmic i de

gran disponibilitat.

Un dels primers treballs que se’n destaca data del 1979 i va ser dut a terme per Hiromichi

Ohta i Hatsuki Tetsukawa que van utilitzar Gluconobacter roseus. (39)

Cal destacar en aquest apartat els treballs fets per Molinari. Dos articles publicats per ell i
altres colaboradors investiguen sobre les possibilitats que ofereix aquest cami. En un
utilitzen com a bactéria una espécie anomenada Acetobacter ALEI i en l'altre utilitzen
Acetobacter pasteurianus, essent les dues bacteries de I'acid acétic. Aquest tipus de
bactéries son eficients biocatalitzadors enantioselectius i poden provocar I'oxidacio
d’alcohols primaris i secundaris. A més com a caracteristica addicional sén completament
inofensiu pels humans fins al punt de ser comestibles, amb el subsegtent abaratiment de

les despeses en seguretat que aixo comporta. (18) (17)

Els rendiments s6n una conversié del 85% i 29 g/l en el cas dels ALEI i gairebé un 100% i

25 g/l en el cas de I'Acetobacter pasteurianus.

En aquest treball ens fixarem més aviat en la publicaci6 feta per Pyo el 2012. Utilitzant
'esmentat diol com a precursor en el procés fermentatiu i una bactéria de I'acid acétic, els
Gluconobacter oxydans, es dona una bioconversio passant pel 3-hidroxi-2-metilpropanal.
El procés es va fer en un bioreactor a escala laboratori (3L) connectat a un microfiltre per
recircular les bacteries. Es va mantenir I'agitacié a 1000 rpm i un flux d’aire de 1 vvm. El

pH va ser mantingut a 7.2 mitjangant I'addicié de 5N NH,OH i la temperatura a 28°C. (1)
3.3.3. Us industrial de I’acid B-hidroxi-isobutiric

La importancia d’aquesta substancia rau sobretot en la seva quiralitat, com s’ha explicat
en l'apartat 3.3.2.1. Aixi, la demanda d’aquest tipus de substancies és cada vegada major
per les raons explicades en 'apartat referit. Sobretot en 'ambit de les farmaceéutiques, on
com és logic hi ha gran interés per maximitzar els efectes, en aquest cas mitjangant

I'obtencié dels enantiomers adequats que produeixen els efectes d’interés.
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Un dels usos més valorats d’aquest acid és en l'elaboracié del Captopril, un farmac que
provoca entre altres coses una vasodilatacié dels vasos sanguinis, rad per la qual és
ampliament usat en la medicina: en casos d’hipertensio, després d’infarts de cor i per
problemes de ronyd. Aquest farmac era preparat de tal forma que s’obtenia una mescla
racémica dels enantiomers L i D. Es sap que I'enantiomer D és fins a 100 vegades més
efectiu que 'enantidmer L, ra¢ per la qual s’'usava un procés anomenat Chiral resolution

per tal d’aillar 'enantiomer corresponent. (40)

b)
2 CH, CH:;
CH;—CH—CO,H CH,=C—CO,H
CH;
HOCH,—CH-—CO,H

AN _
HSCH, —CH—COU

Il-lustracié 1:Métodes d'obtencié del Captopril. Molécules inicials [A, B] i producte final. a) proposat

_COH

per Hasegawa i altres, b) métode partint d'acid metacrilic que conclou amb mescla racémica.

Simplificat de Chiralty in Industry (27)

Hasegawa i altres investigadors van desenvolupar un metode I'any 1982 mitjancant el
qual s’obté directament la configuracié desitiada a partir de l'acid 3-hidroxi-2-D-
metipropanoic, doncs aquest té la mateixa configuracio i la mateixa unitat de 4 carbonis
que el Captopril (40). Mentre que el rendiment que s’obtenia després de separar
'enantiomer de la mescla racémica s’estimava en un 19%, amb el nou métode proposat

per Hasegawa s’arribava a un 65%. (27)

En el context de les farmacéutiques també té un Us en la sintesis del ionofor Calcimycin,
substancia de propietats antibiotiques que actua com a transportador de ions a través de

la membrana cel-lular. (41)

Un altre Us és en la produccié de a-tocoferol, una de les formes de la vitamina E i la més

activa biologicament, que té funcions d’antioxidant i de regulador de I'activitat enzimatica.
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Tot i haver-hi ja métodes per sintetitzar-la, Mayer i Isler el 1963, Scott i altres el 1976;

Cohen fa us de I'acid com a molécula de partida per a produir 'esmentada vitamina. (42)

També te usos en la cosmetica, com en el cas de la sintesis de la muscona, substancia
utilitzada en perfumeria com a responsable de I'olor a mesc. La muscona natural s’obté
del mesc, una secrecié glandular del cérvol mesquer que s’ha usat durant milers d’anys.
Pero I'obtencié d’aquesta substancia a partir del cérvol suposa matar un animal que esta
en perill d’extincio, rad per la qual actualment quasi tota la muscona emprada en la
cosmetica ha estat sintetitzada a partir d’altres substancies. Una ruta per obtenir-ne tant
en la seva forma (R) com en la (S) és la proposada per Quirico Branca i Albert Fischli el
1977. Aguesta s’inicia amb una fermentacio de l'acid isobutiric a acid (S)-B-hidroxi-

isobutiric mitjancant el bacteri Pseudomonas putida (43).

a) b}

Iz

CH
HO” Yo 3

Il-lustracié 2: Compostos derivats de l'acid B-hidroxi-isobutiric: a) Calcymicin; b) R-Muscona; ¢) a-tocoferol.
Modificat d’imatges extretes del domini public de Wikipedia (4)

Ultimament s’ha proposat I'acid 2-metil-3-hidroxipropanoic com a possible precursor de
I'acid metacrilic i el metacrilat de metil, dos mondmers de gran importancia en 'elaboracio
de molts materials polimérics. Aquest és I'is que es tracta amb més importancia en
aquest treball, doncs suposa una alternativa al procés d’obtencié habitual d’aquests dos
productes. El procés tipic d’obtencié s’anomena procés de la cianhidrina de l'acetona
(ACH, acetone-cyanohydrin) i utilitza unes primeres matéries altament toxiques, aixi que
és destacable laportacié feta per diferents autors cap processos d’obtencid6 més
sostenibles. (17) (18) (1)
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3.3.4. Acid metacrilic i metacrilat de metil.

L’acid metacrilic o acid 2-metilpropenoic és un liquid incolor, moderadament volatil i
corrosiu, d'olor fortament acre. El metacrilat de metil és també un liquid incolor a
temperatura ambient, i és el metil éster de I'acid mencionat. Com ja s’ha comentat en
'apartat anterior aquest dos compostos s6n monomers de gran importancia. El principal
producte que se’'n deriva és el polimetacrilat de metil (PMMA), amb un consum anual de

2.1 milions de tones. (1)
3.3.4.1. Procés d’obtencio

Aproximadament el 80% de la produccié mundial del metacrilat de metil s'aconsegueix
mitjancat 'esmentat procés ACH (1). També s’obté acid metacrilic en aquest procés com
a coproducte. El métode es basa en la hidrolisis del sulfat de metacrilamida, obtinguda a
partir de la cianhidrina de I'acetona. Per tal d’obtenir metacrilat de metil s’'usa metanol en

I'dltim pas.

L’acetona i el cianur d’hidrogen reaccionen en medi basic per a dona la cianhidrina de
I'acetona, que reacciona després amb un excés d’acid sulfuric concentrat (1.4-1.8 mol per

mol de cianhidrina) i forma sulfat de metacrilamida.

HC_ ,OH  +H,80, /CH;
/C\ > H,C =C\
HyC CN CONH,(H,S0,)

Il-lustracié 20: Primer pas del procés ACH simplificat

Si no s’afegeix prou acid es forma una massa solida o semisolida dificil de refredar i
bombejar. Tant I'acid com la cianhidrina de l'acetona han de ser anhidres per tal de
minimitzar la formacié de a-hidroxilamida, que és més dificil de convertir a sulfat de

metacrilamida.

En el seguent pas de la reaccié el sulfat de metacrilamida s’hidrolitza amb un excés
d’aigua per donar acid metacrilic i sulfat d’'amoni. Aquest pas també pot fer-se mitjancant
metanol aqués combinant un procés d’hidrdlisis amb un d’esterificacié per produir una

mescla de metacrilat de metil i acid metacrilic. (44) (45)
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,CHj
H,C=C_
C—=0CHj;
zCH3 CH10H {I:I)
H,C—=C — + NH4HSO
“C=NH, Hy0 e
1l ,CHj
O H»S04 HC=C_
E—DH
O

Il-lustracio 21: Segon pas en el procés ACH per a obtenir una mescla d'acid metacrilic i metacrilat de metil.
Modificat de Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry (45)

Aquest procés té certa problematica: utilitza primeres materies altament toxiques com ara
el cianur d’hidrogen, es produeixen quantitats importants de subproductes, genera 1.5
tones de bisulfat d’amoni per cada una de metacrilat de metil i utilitza acid sulfdric en
grans quantitats, aproximadament 1.6 kg per cada un de metacrilat de metil. S’estima que
aquest procés resulta en I'emissio de 5.5kg CO, per cada un de metacrilat i a més és un
procés que es basa en el petroli i el gas com a primeres materies (1). Mitsubishi Gas
Chemical ha desenvolupat i patentat un métode basat en aquest procés que no utilitza
acid sulftric. (44)

Il-lustracio 22: NFPA 704 del cianur d'hidrogen. Risc sever en salut i inflamabilitat. (4)

3.3.4.2. Reaccions

Tant l'acid metacrilic com els seus ésters sdn molt reactius. S6n possibles tant les
reaccions tipiques del grup vinil com les de I'acid carboxilic o del grup éster. A més els
grups carboxilic o ester polaritzen el doble enllag i en milloren la reactivitat, tot i haver-hi

un grup metil donador.

e Addici6 al doble enllag portant a 3-substituits a-metil propionats.
e Reaccions Diels-Alder amb diens com el butadie o ciclopentadié per formar un

sistema ciclohexe substituit.


https://ca.wikipedia.org/wiki/Ciclohex%C3%A8

44 Disseny d’un bioreactor per a produir acid 3-hidroxid-2-metilpropanoic

e Reaccions del grup carboxilic com ara esterificacions i addici6 de olefines
catalitzades per acids.

e Oxidaci6 del metil metacrilat per donar un peroxid polimeric que es descompon en
formaldehid i piruvat de metil.

e Polimeritzacié mitjancant escalfament en preséencia d’iniciadors com ara peroxids,

UV o radiaci6 ionitzant.

3.4. Fermentadors i bioreactors

El terme fermentacio deriva del llati fevere, bullir, i descriu I'accid dels llevats sobre el
most o extractes d’altres fruites, de fet antigament s’'usava el terme bullir per aquest
procés. Aquesta relaci6 amb bullir es va donar per l'aparenca que provocaven les
bombolles de didxid de carboni provocades pel procés anaerobic que es duia a terme en

els sucres presents en I'extracte.

La fermentacié és un procés metabolic que converteix els sucres en acids, gasos o
alcohol. Aquest terme també s’'usa de forma més general per referir-se al creixement
massiu de microbis en un medi amb I'objectiu d’obtenir un producte quimic d’interés. Hi
ha casos de fermentacions de substrats solids perd en general ocorren en fase liquida,

en condicions anaerobiques o aerobiques.

En un context industrial aguest procés es dona en un bioreactor anomenat fermentador,
un dispositiu on els microorganismes, bactéries o llevats, s'utilitzen per promoure la
transformacié bioquimica de la matéria. La funcié principal d’aquests aparells és proveir
un entorn idoni perqué l'organisme pugui produir el producte desitjat. L’actuacié pot
dependre de molts factors, alguns incontrolables, perd hi ha una série de parametres
fisics i quimics clau i que s’han de controlar: temperatura, disponibilitat d’oxigen, el pH i

lespuma.

De forma general tot procés fermentatiu pot dividir-se en les segients parts: i) Formulacio
del medi, ii) esterilitzacid del medi i 'equipament, iii) Produccié d'un cultiu actiu per
inocular el fermentador, iv) creixement de I'organisme i formacié del producte, v) extraccio

del producte i purificacio, vi) disposicio dels efluents produits. (24)
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Il-lustracié 23: Dibuix esquematic d'un procés fermentatiu (24)

Les fermentacions industrials comprenen tant la fermentacié (upstream processing, USP)
com la purificacié del producte (downstream processing, DSP).EI USP involucra tots les
passos que acaben amb la fermentaci6 en si, i inclou aquesta. EI DSP engloba tots els
processos posteriors, destinats a la recuperacio del producte. Depenent de I'Us final del
producte es voldra una puresa determinada. En el cas que ens ocupa per exemple, I'acid
B-hidroxi-isobutiric, no sera necessari el mateix grau de puresa si es vol usar per produir
un farmac com ara el Captopril, requereix exclusivament I'enantiomer D (40), que per a la

produccié d’acid metacrilic per a fer polimers (1).

En aquest treball es vol dissenyar un fermentador per a produir acid 2-metil-3-hidroxi-
propanoic a partir d’'un diol. Després de consultar diferent bibliografia s’ha observat que
per aquest procés s’acostuma a utilitzar métodes d’operacié discontinus: Batch i Fed-
Batch (18) (17), tot i que també hi ha algun cas que utilitzen un procés semicontinu (1).
Cap al final d’'aquesta seccid s’espera que s’entendran aquests diferents métodes de

cara a que sigui més facil I'eleccié d’'un en el disseny.
3.4.1. Efectes dels parametres quimics i fisics
3.411. Temperatura

Teoricament a mesura que la temperatura puja la conversié de les reaccions quimiques
puja, aproximadament es dobla la conversié per cada augment de 10°C. Per tant, el
creixement bacteria hauria d’augmentar quan la temperatura puja. Tot i aixo hi ha limits a

partir dels quals certes macromolécules pateixen certs canvis i esdevenen no funcionals.
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També hi a un limit inferior pel correcte creixement bacteria, per sota del qual la

membrana cel-lular no es suficientment fluida per funcionar correctament.

Hi ha una série d ‘extremofils, anomenades psicrofils, les quals s6n capacos de funcionar
en temperatures anormalment baixes . Aix0 passa perqué les seves membranes estan
conformades per acids grassos insaturats. Aquestes molécules es mantenen fluides a
baixes temperatures, mentre que les membranes que conten acids grassos saturats es

tornen no funcionals.

Hi ha un tipus de microorganismes també extremofils que s6n anomenats termofils,
aquests poden arribar a funcionar per sobre de 50°C. L’exposicié de microorganismes no-
termofils a aquestes temperatures causa danys a les membranes, desnaturalitzacié
irreversible dels enzims, trencament de les cadenes de I'ADN i trencament dels

ribosomes, raons que porten a reduir el creixement, a la inhibici6 i a la mort cel-lular. (11)
3.4.12. pH

Els organismes acostumen a tenir un rang de 2-3 unitats en el qual és possible el
creixement. Depenent del tipus de microorganisme poden ser: i) Acidofils amb creixement
a pH baixos, entre 1 i 5.5; ii) Neutrofils amb optim de creixement a valors de pH neutre,
els més comuns; i iii) Alcalifils amb bon funcionament a pH alts, al voltant de 10. Per tal
de possibilitar aquesta adaptacié als ambients aquests microbis son capagos de
bombejar protons. En aquest cas s’esta parlant del pH de I'entorn, és a dir al fermentador.
El pH intracel-lular es troba proper a la neutralitat, ja que hi ha macromolécules sensibles

als acids i a les bases que es degradarien. (46)
3.4.1.3. Disponibilitat d’oxigen

Els microorganismes es poden classificar en cinc grups depenent dels requeriments

d’oxigen:

1. Aerodbics: capacgos de créixer en condicions atmosfériques normals d’oxigen

2. Microaerofils: Requereixen oxigen per determinats processos pero nomeés poden
utilitzar-lo quan es troba a nivells inferiors al de l'aire (2-10%), degut a una
capacitat limitada de respiracio.
Aerobis facultatius: Poden créixer amb o sense oxigen.
Anaerobics: No utilitzen l'oxigen. Els aerotolerants el toleren els Estrictes no el

toleren, son inhibits o fins i tot moren.
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L’oxigen és poc soluble en l'aigua i s’han d’'usar sistemes per a tal de millorar-ne la
solubilitat, doncs en cas de microorganismes que necessiten I'oxigen per la respiracio

aerobica és necessari que aguest oxigen estigui dissolt. (46)
3.4.14. Espuma

La espuma és conseguiéncia de les proteines presents en el medi lligades a la interfase
entre 'aire i el cultiu. Si no es controla la espuma generada en el fermentador es poden
bloquejar els filtres, perdent-se les condicions aséptiques quan sén necessaries. Pot
arribar a passar que el fermentador es contamini per altres microorganismes que no hi

haurien de ser presents.
3.4.2. Control dels parametres quimics i fisics

Tots aquests parametres i altres s’han de controlar per tal que la fermentacié acompleixi
els seus objectius. Per tal fi es duen a terme una série d’accions de vegades mitjancant

mecanismes, de vegades mitjancant 'addicié de substancies.
3.4.2.1. Agitacié

L’agitacié és dona per tal de mesclar les tres fases dins del fermentador. La fase liquida
conté els nutrients, la fase gasosa és predominantment oxigen i didxid de carboni i la fase
soOlida esta composta de les cél-lules bacterianes i dels substrats solids en casos d’aquest
tipus de fermentacions. La barreja produeix condicions homogénies i promou la
transferéncia de nutrients, gas i calor. La transferéncia de calor és necessaria durant la
esterilitzacid i durant l'operacid, per mantenir la temperatura. Es particularment
necessaria una bona agitacido en casos de fermentacions aerobiques, on els microbis
només poden adquirir 'oxigen que esta dissolt en la fase liquida: prolonga la retenci6 de
les bombolles en suspensio, redueix la mida de les bombolles incrementant la superficie
de contacte i disminueix el gruix de la capa de contacte de la interfase liquid-gas. (11)
(24)

Hi ha tres mecanismes: tancs agitats, sistemes pneumatics i mecanismes hidrodinamics.
3.4.2.1.1. Tancs agitats (STR)

Moviment mecanic mitjancant agitadors o rodets dins d'un recipient cilindric que
habitualment conté deflectors (o bafles), superficies planes verticals que serveixen per

incrementar la turbuléncia, prevenint la formacio de vortex i eliminant les “zones mortes”.
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3.4.2.1.2. Sistemes pneumatics

Usen I'expansid de gas comprimit per dur a terme la mescla. Consumeixen menys
energia que un STR i provoquen menys vibracions. S’inicia mitjangant la injeccié d’aire
comprimit a la part baixa d’'un tub d’aspiracio iniciant un moviment vertical cap amunt del

liquid i iniciant un cicle de moviments en el fermentador. Cas del fermentadors airlift.
3.4.2.1.3. Mecanismes hidrodinamics

Utilitzen energia cinética del liquid per tal de moure el mateix. Aixd0 s’aconsegueix
mitjan¢ant una bomba exterior que recircula el liquid i el reinjecta de nou. Aquest sistema

s’'usa en fermentador de tipus deep-jet.
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Il-lustracié 24: Fermentadors amb diferents tipus d'agitacions: a) airlift, b) deep-jet, d) tanc agitat (11)

3.4.2.2. Transferéncia de calor

Un transferencia de calor eficient és molt important pel control de la temperatura tant en
I'esterilitzacié com per mantenir la temperatura adequada durant la fermentacid. La calor
generada en una fermentacié és deguda a l'activitat metabdlica primerament i als
processos d’agitacié mecanica. En general aquesta calor ha de ser dissipada mitjancant
refredament. Contrariament, en fermentacions que operen a temperatures superiors a

I'ambient, es requerira un input de calor.
La transferéncia de calor s’aconsegueix normalment mitjangant el que s'anomena camisa

escalfada o refrigerada, un bescanviador de calor que va per la part externa del
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fermentador, 0 be mitjancant un serpenti interior, en casos on es requereix un
transferéncia major. En cap cas hi hauria contacte amb el medi, la calor es transporta
pels mecanismes habituals a través de les parets, del serpenti o del recipient, i els
deflactors. (11)

3.4.2.3. Transferéncia de massa

La transferencia de nutrients des de la fase liquida a les cél-lules bacterianes és
relativament assequible ja que en general els nutrients estan disponibles en excés. Unes
condicions idonies i una bona agitacio sén suficients per a garantir-ne la disposicié. En
canvi amb l'oxigen la cosa es complica, i algunes fermentacions es veuen limitades per
aguest aspecte doncs l'oxigen es poc soluble en aigua (7-10 mg/L amb aire i fins a
40mg/L amb O2 pur).

Tot i que hi ha fermentacions anaerobiques, en general s’opera de forma aerdbica i es
requereixen grans quantitats d’aire o oxigen que s’ha de dispersar de forma correcte. Per
encarar aquest problema l'aire es distribueix en el fermentador mitjangant difusors de

mida variable, depenent dels forats, i amb agitacié o sense segons les necessitats. (11)

Il-lustracio 25: Difusor amb agitacio i sense (47)

Les necessitats d’aeracid6 en una fermentacid es pot determinar per un procés

relativament simple.
3.4.2.3.1. Determinacio de les necessitats d’aeracio (46)

Es necessari mantenir I'oxigen molecular en condicions Optimes per assegurar unes
condicions de productivitat maximes. Els dos parametres relacionats amb la disponibilitat
d’oxigen soén la velocitat de transferéncia de I'oxigen de la fase gas a la fase liquida (k_a) i

la velocitat de consum d’oxigen per part del cultiu, OUR (oxygen uptake rate). (11)

g = N\
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La transferéncia d’oxigen en la mescla es pot explicar amb la seglient formula, que depén
de la diferéncia de concentracions entre les fases i de la superficie de contacte entre el

gasi el liquid.
Noz = k. (Cpy — Cp) Eq. 13

No2 és el flux d’oxigen [mg/s-mz], K. el coeficient individual de transferéncia de materia a
la fase liquida [m/s], C, la concentracid d'oxigen a la interfase [mg/m’] i C_ la
concentracio d’oxigen a la fase liquida. Pero les concentracions a la interfase son dificils
de mesurar, aixi que s’acostuma a posar I'equacié en funcié del coeficient global i el

gradient global de concentracions.
NIOZ == KLa(CE - CL) Eq 14

N’o2 és el flux volumétric d’oxigen [mg/s-m°], K. a el coeficient global de transferéncia de
matéria [m/s] que depén del cabal d’aeracio, la mida de les bombolles, la viscositat i altres
parametres; C', la concentracié del liquid a la interfase i C, la concentracio del liquid. K, a

s’ha de determinar en cada procés.

Per tal de de saber les condicions idonies necessitarem també valorar les necessitats
associades al consum biologic (OUR) a part de l'eficacia de la transferencia (K a). Fem

un balang de I'oxigen.

% = K, a(C; —C,) — OUR Eq.15

On OUR és la velocitat especifica de consum d’oxigen [mg O./m*-h]. | primer terme a la

dreta de la igualtat és I'aportacio de O..

La OUR i la velocitat de transferéncia les podem determinar mitjangant una técnica
anomenada, métode GAS IN-GAS OUT. Es basa en introduir una pertorbacié en el

sistema quan esta en estat estacionari.

S’agafa el recipient on hi ha el cultiu i se’n mesura la concentracié d’oxigen en temps
zero, que correspondria amb la concentracié de saturacié. S’afegeix una petita quantitat
de substrat en un temps i s’'observa que la concentracio baixa. Si s’afegis aire també es
donaria aquesta situacio, i al esgotar-se el substrat 'oxigen tornaria als nivells inicials. Si

no hi hagués subministrament I'oxigen no augmentaria i es mantindria lineal en el temps.
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Concentracié d'oxigen
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Il-lustraci6 26: A) S'atura I'aeracio, B) Es repren I'aeracio, C) Es manté I'aeraci6 fins assolir la CO; inicial (46)
El pendent de la baixada és essencialment la velocitat global de consum del

microorganisme (OUR) ja que canvi de concentracié d’oxigen quan no estic airejant es

degut exclusivament al consum d’oxigen per part dels microbis.

L KLa\(CL*\CL) — OUR Eq.16

Si es linealitza el balang d'oxigen K a és la inversa del pendent. La funcié és lineal de

lestily =m-x +n.

CLz—a(%+OUR)+CZ‘ Eq. 17
C.
CL*
1/(K.a)
XL+ OUR

Il-lustraci6 27: Equacio 17 graficada (46)
3.4.2.4. Addici6 de substancies. pHi espuma

Per certs parametres no disposem de mecanismes que puguin mantenir-los en uns valors
adequats pel correcte funcionament del fermentador. En aquestes situacions s’afegeixen

substancies que inhibeixen la formacié o en mantenen el valor en un interval adequat.
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3.4.24.1. Espuma

De cara a controlar la formacié d’espuma es poden seguir tres camins: utilitzar una
configuracidé mecanica en el fermentador que trenqui 'espuma, modificar la composicié

del medi o afegir productes antiespumants.

Aquests productes son agents superficials que redueixen la tensio superficial que manté
lespuma unida. L’antiespumant ideal hauria de respondre a les seglents
caracteristiques: i) rapida dispersio, ii) activitat a poques concentracions, iii) accié
prolongada, iv) no toxic, v) economic, vi) termostable, i vii) compatible amb els altres
components del medi. S'usen antiespumants naturals derivats d’olis vegetals o sintétics

com polialcohols o glicols alquilats. (11)
3.4.2.4.2. pH

El control del pH s’acostuma a fer afegint substancies, ja que a vegades els productes
d’'una fermentacio poden alterar el pH. Normalment s’utilitzen dissolucions tamp¢, fosfats
per exemple, pero si la fermentacio és llarga pot no ser suficient i es requereix afegir
acids o bases. Aleshores el pH es manté als nivells desitjats mitjancant una addicio
automatica propulsada amb una bomba connectada a un recipient que conté l'acid o la
base, i un eléctrode que controli el pH. En casos de fermentacions que produeixen acids

també es pot usar hidroxid d’amoni, que també serveix com a font de nitrogen. (11) (24)
3.4.3. Métodes d’operacio i tipus de fermentadors

En general hi ha tres camins per dur a terme un procés de fermentacié: procés continu,

procés discontinu (Batch) i operacio fed-batch, una modificacié de I'Gltim. (48)

O O

T I

o0

Il-lustracio 3: Per continu (F = Fout # 0; volum constant), per Batch (F = Fot = 0; volum constant), per Fed-batch
(F #0i Fout = 0; volum augmenta) (48)
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3.4.3.1. Procés continu

Es un sistema obert on s’hi afegeix continuament el substrat i el producte es retira
constantment també. D’aquesta forma es treballa continuament. En aquests sistemes, els
microbis creixen de forma exponencial durant periodes de temps llargs, amb un index de
creixement constant i especificat. A part, tenen la propietat d’assolir un estadi en el qual la

concentraci6 dels nutrients i el nombre de microbis no varia amb el temps. (11)

El creixement depén d’un parametre anomenat velocitat de dilucio, D, és el que en dona
una idea de si s’esta produint més o menys producte o consumint-se més o menys
substrat. (46)

D=F/V Eq. 18

Aixi doncs podrem escriure un balang de massa del reactor per cada especie.

ax

= = ux - DX Eq. 19

as 1

EZ_;MX-{_D(SL_S) Eq. 20
ap 1

E—E‘UX—DP Eq. 21

Donant la volta a I'equacié 18 tindriem el temps de residéncia.
t=V/F Eq. 22

Un aspecte interessant en aquest tipus d’operacio és el seu estudi en estat estacionari.
En el cas que dX/dt=0 implicara que u=D, el que significa que podem regular el
creixement del nostre cultiu (x) regulant el volum (V) o el cabal (F). S’han de tenir en

compte algunes consideracions:

i) Es pot regular la u fins un limit, unax, @ partir de la qual les cél-lules ja no

creixeran, sind que es produira un rentat del bioreactor.

ii) Si prenem el tipus Monod com a cinética de creixement aleshores hem de
tenir en compte que en la situacié D= unax I'equacié ens donara error, doncs
sera una situacio en que no tindrem substrat. Hem de tenir en compte que

sempre hi haura substrat en un procés continu.

i) La concentracié de biomassa en el reactor en continu no varia, depén del
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rendiment o del substrat que entra menys el que surt. Per aixd quan fixem el
cabal que entra o el volum, i per tant la velocitat de dilucié D, tot el demés ens

quedara fixat. A cada D li corresponen una _concentracié de biomassa i de

substrat Unigues que guedaran fixades.

El que acaba interessant en aquest mode d’operacié és acostar-nos a pmax Perd no
sobrepassar-la, €s a dir treballar per sota encara que no sigui el maxim creixement que
les cél-lules puguin tenir. Treballar molt a prop del valor maxim de creixement podria
portar a que una petita variacié aleatoria de les condicions provoqués el rentat del
bioreactor. (46)

3.4.3.2.  Procés discontinu (batch)

En un procés per lots hi ha certes condicions que sén canviants, la concentracié de
nutrients, la concentracié de productes i el creixement microbia. Les cél-lules passen
pels processos descrits en la il-lustracié 13 de la secci6 3.2.5. de manera que mai s’arriba
a unes condicions d’estat estacionari. Els processos per lots tipics segueixen els
seglients passos: i) carga del fermentador amb el medi de cultiu, ii) esterilitzacio,
iiijinoculacioé, iv) obtencié de productes microbians, v) separacié de productes, vi) neteja
del recipient. Aix0 té certes repercussions economiques doncs durant bona part temps no

s’esta produint res. (11)

La cinética de creixement microbia en un procés discontinu ha estat descrita en la seccio
3.2.5.

3.4.3.3. Procés fed-batch

Es pot considerar una variacié d’'un procés discontinu. Ha estat utilitzat per obtenir llevats
alimentaris i penicil-lina. La diferéncia amb un procés discontinu esta en que s’afegeixen
nutrients un cop comencada la fermentacid, cosa que incrementa el volum de la

fermentacio.

Les addicions es poden fer de forma intermitent, afegint I'extra de nutrients en punts
determinats i especificats, o bé afegir-los tan sols en un punt pel final de la fase de
creixement. La rad esta en estendre la produccio, i €s Uutil en casos en que els substrats
presentin inhibici6 o bé en casos de substrats que es metabolitzen molt rapidament.
També és fa servir en fermentacions en que el substrat causa problemes relacionats amb

la viscositat.
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Aquesta operacié és molt tipica, ja que permet controlar molt bé les condicions mantenint
certes substancies als nivell desitjats i a la vegada permet altes concentracions en

productes. Acostumen a haver-hi dos criteris per I'estratégia de I'alimentacio:

1. Mantenir la concentracio del substrat constant.
2. Mantenir el creixement volumeétric dels organismes constants (o el consum d’'un

substrat).

S’aplica la primera en casos en que hi hagi inhibici6 de substrat, aleshores la
concentracio escollida sera depenent del grau d’inhibicié conjuntament amb el desig de
mantenir un cert creixement molecular. El creixement volumeétric constant (o consum d’un
substrat) s’aplica quan hi ha limitacions, com ara en el subministrament d’oxigen o en la
dissipaci6 de la calor. (48) (11) (24)

3.4.4. Esterilitzaci6

Per evitar la contaminacio6 tant de la fermentacié a causa de microbis aeris o de I'entorn a
causa de productes de la fermentacio, les entrades d’aire i les sortides incorporen filtres.
Estan dissenyats per atrapar i contenir els microbis i estan fets de fibra de vidre, fibres

minerals, politetrafluoroetilé o PVC. S’han de poder canviar i netejar faciiment.

En situacions on s’usen microorganismes patogens, els sobrants de la fermentacio
podrien requerir utilitzar técniques d’esterilitzacié de calor seca, incineracié. Aquesta

tecnica es fa mitjangant forns d’aire calent a 160°C durant 2 hores.

En quan al fermentador també requereix esterilitzar-se, tant el recipient com el medi de
cultiu. Per operacions a escala industrial o escala pilot aquesta esterilitzacié es pot fer

amb el recipient buit.

A escala petita, com en un laboratori, s’acostuma a omplir el fermentador amb medi de
cultiu i posteriorment s’esterilitza amb vapor a pressid, normalment s’escalfa a una
temperatura de 121°C durant 15 minuts. Per fermentadors més grans s’acostuma a usar
temperatures més altes i més temps d’esterilitzaci6 amb la intencié d’obtenir una

probabilitat de contaminacié menor al 0.1%. (11)

Una forma de conéixer les necessitats d’esterilitzacid és a través de I'anomenat Del

factor. Com més gran és el valor més grans seran les necessitats d’esterilitzacio.

V=InN,/N; Eq. 23
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No és el nombre de microorganismes que hi ha inicialment i N; en representa el nimero al
cap d’'un temps t. El valor de N; quan s’ha assolit I'objectiu d’'un risc de contaminacio del
0.1% és de 10°. El valor total del Del factor ve donat tant per I'escalfament com el

refredament, a part es clar del temps que roman a la temperatura indicada.
Vtotal= Vescalfament + Vmanteniment + Vrefredament Eq. 24

Si coneixem Vescarri Viefred Per un sistema determinat aleshores podem calcular el valor de

Vmant S@bent el valor de la constant de defuncié del microorganisme (k).

t=V/k Eqg. 25

Una simplificacié del métode és la que va fer Richards el 1968. Assumeix que tota la
destruccid es dona quan la temperatura é€s superior a 100°C guanyant molta simplicitat i
perden poca precisio. (24)

Data used in the
140~ Richards approximation
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Il-lustracio 29: esterilitzacié d'un fermentador amb simplificacié de Richards (11)

La metodologia per portar a terme l'esterilitzacié és fer passar vapor a pressio per la
jaqueta de refredament o pel serpenti interior, si n’hi ha. També es pot injectar
directament a l'interior del recipient pero pot haver-hi problemes per canvis de volum en
el medi de cultiu. Aquesta metodologia, usant vapor, es més barata que utilitzant

tecniques de calor seca, i és efectiva. (11)

A vegades hi ha components sensibles a la calor que poden destruir-se. En aquests
casos s’acostumen a utilitzar sistemes d’esterilitzacié per filtres. S’acostumen a utilitzar
filtres absoluts o de porus fix, que es basen en porus menors a les particules que s’han

de retirar i son 100% eficients en remoure microorganismes. (24)
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4. Materials i equips

Pel fet de que aquest es un treball tedric I'apartat de materials i equips no té molt de
sentit, per bé que és un apartat present en el format oficial dels treballs de recerca de

'ETSEIB aleshores es menciona aqui que s’han usat diverses eines que son:

La biblioteca de 'ETSEIB aixi com el seu cataleg de revistes per tal d’accedir a certs

continguts de revistes cientifiques i llibres de text de tematica biotecnologica.

Continguts d’altre universitats com ara la Universitat de Barcelona per ampliar

coneixements en arees com ara la Biologia.

Cert programari de disseny per tal d’efectuar el disseny en tres dimensions del bioreactor
que era l'objectiu d’aquest treball. El programari utilitzat ha estat Solidworks® pel disseny
del fermentador en tres dimensions i eDrawings® per tal de passar aquest disseny a tres
dimensions a un en dues i poder fer els planols que revelen les geometries utilitzades en

el model.

Certes pagines d'accés gratuit a internet, per exemple Wikipedia, per tal d’'aclarir
conceptes i entendre punts especifics, si bé s’ha intentat no utilitzar-les com a fonts
principals d’'informacié per no considerar-les del tot fiables, al ser pagines modificables
sense una posterior revisid6 com si que passa amb els articles i llibres de text utilitzats

com a referéncies principals.
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5. Resultats

Finalment de totes les investigacions publicades sobre la oxidacié microbiana del 2-metil-
1,3-propandiol que s’han trobat ens hem acabat decidint per seguir les indicacions de
Sang-Hyun Pyo (1).

A continuaci6é destaquem les caracteristiques més rellevants d’aquest estudi:

CULTIU Glucosa, llevats, CaCOs, agar-agar, propilenglicol (antiespumant)
SUBSTRAT 2-metil-1,3-propandiol 7.5g/L
BACTERIA Gluconobacter oxydans 2.6 mg/mL

CONDICIONS AGITACIO 1000 rpm
AERACIO 1vvm
pH 7.2 afegint NH,OH
TEMPERATURA 28°C
PRODUCCIO 3H2MPA! 4.21g/L
Ales 3h 3H2MmPAL" 0.46 g/L
2M1,3PD! 2.83g/L
3H2MPA" 6.6 g/L
Ales 8h 3H2MPAL" 0.15g/L

2M1,3PD! 0.675 g/L

Taula 8: Caracteristiques de I'estudi publicat per Sang-Hyun Pyo per l'oxidacio del 2-metil-1,3-propandiol per
accio dels Gluconobacter Oxydans.

! Abreviacions utilitzades: acid 2-metil-3-hidroxipropanoic (3H2MPA); 2-metil-3-hidroxipropanal
(3H2MPAL); 2-metil-1,3-propandiol (2M1,3PD).
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Sobre aquesta tematica hi ha diferents estudis: Ohta (1982) utilitzava Gluconobacter
roseus , Ledén (2001, 2002) utilitzava una altra bactéria de I'acid acétic anomenada

Acetobacter ALEI i Molinari (2003) utilitzava Acetobacter pasteurianus.

La decisié s’ha pres al considerar I'estudi de Sang-Hyun Pyo totalment encarat a la
produccié de I'acid metacrilic i el metacrilat de metil, productes de gran importancia en la
industria dels plastics i que histdricament s’han produit per vies que utilitzen substancies

altament toxiques i que produeixen grans quantitats de subproductes.

Després d’'un estudi dels diferents articles i llibres de text, referenciats en la bibliografia
d’aquest treball, que parlen d’aquest procés en concret i de les reaccions microbianes en
general, s’han observat que sempre hi ha una série de factors determinants i s’han hagut

de decidir certs aspectes dels mateixos.

5.1. Condicions de lafermentacio6

5.1.1. Subministrament d’oxigen

La fermentacio estudiada en aquest treball és una fermentacié aerdbica, és a dir que

requereix d’oxigen dissolt en el medi liquid per tal de produir-se.

De Ley i Kersters mencionen en un estudi de I'oxidacié de glicols per bactéries d’acid
acetic la necessitat de una aeracié excessiva si es volen obtenir bons rendiments, és

necessari una bona dispersié d’aire estéril per aquest fi. (49)

a) | b) | e
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Aquest oxigen requereix d’algun sistema d’aeracio per tal de distribuir-se correctament en
el medi, i per tal efecte s’ha investigat en les opcions disponibles per ajudar-nos a decidir
sobre quin era la millor opci6. En un estudi de l'aeracié publicat per Chain i altres

col-laboradors (50) es fa una comparativa de diferents sistemes d’aeracio (ll-lustracio 22).

Es comparen diferents sistemes com un anell ruixador, una pedra porosa o bé un sistema
d’'un sol orifici. Els resultats obtinguts ens donen a entendre que el millor sistema per a
obtenir una bona aeracié podria ser una pedra porosa, pero s’ha de pensar en la dificultat
de neteja d’'aquesta per la facilitat dels microorganismes en bloquejar-ne els porus, aixi
que la decisio s’ha decantat cap a un anell ruixador de diametre igual a I'agitador que en

condicions d’agitacio respon com el millor sistema d’aeracio (50).

En Tarticle publicat el 2003 per Molinari (17) s’'usa una aeracié de 1.5 vvm, tot i aixd
aquest fa Us d’'una altra bacteria de la mateixa familia que els G. oxydans. En el publicat
el 2012 per Sang-Hyun Pyo (1) I'aeracié escollida va ser de 1 vvm. Aquesta ultima sera la
que prendrem com a referencia en el nostre bioreactor doncs és I'tinic estudi que fa Us de

la bactéria que ens interessa.

Escollides aquestes condicions el sistema escollit per la dispersid d’oxigen en el

fermentador sera el distribuit per MOTT, biofermentation sparger de metall porés. (51)

II-lustracié 31: Mott biofermentation porus metal sparger
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5.1.2. Temperatura

Un altre punt important en qualsevol procés microbia és la temperatura. Ja s’ha explicat
gue cada organisme té un rang de temperatures en les quals el seu comportament és
optim i que en el cas dels Gluconobacter oxydans aquest interval és entre els 25-30°C
(20). A partir de 37°C ja no hi ha creixement i no es podra treballar. (22)

En el moment de l'esterilitzacié sera necessari assolir una temperatura de 121°C, perd
per aquest exercici s'usara vapor a aquesta temperatura directament injectat al
fermentador, de manera que no es requerira d'un sistema de calefaccid per aquest

efecte.

Per aquest apartat s’ha considerat la necessitat d'implementar algun sistema de control
de la temperatura, tenint en compte les caracteristiques del fermentador dissenyat (altura,
disposicié de l'agitador i del difusor d’'aire) s’ha decidit que un component valid seria el
comercialitzat per Flowers Blossoming1105, una sonda de 300 mm en contacte amb el
liquid. Funciona de -50°C a 1200°C.

LU

Il-lustracié 32: sonda per mesurar la temperatura de 'empresa Flowers Blossoming1105.

Un altre cosa que s’ha considerat és la instal-lacié d’algun intercanviador de calor o
camisa térmica. Aquest tipus de dispositiu s’instal-la a la cara exterior del fermentador i
son utils per fermentacions llargues, doncs en ambients en els quals la temperatura és de

20°C és requereix introduir calor.

En el nostre cas tenim una fermentacié de 8h, per tant senzillament introduirem el

substrat a una temperatura una mica major que a la optima i farem uUs d'un aillant.
L aillant escollit sera el produit per Isover Saint Gobain, PV Acustiver'™. Es un aillant fet

de fibra de vidre, un material economic que té una conductivitat termica de 0.038 W/m-K.


https://www.aliexpress.com/store/1953364
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La disponibilitat d’aquest juntament amb la facilitat d’instal-lacié al ser una material flexible
comercialitzat en forma de rotlle ha fet que passi pel davant de el poliestire expandit.
Aquest, tot i ser molt econdmic, al ser un material rigid seria més dificil d’aplicar i s’hauria

de comprar fet a mida, de manera que s’encariria molt.

II-lustracié 33: PV Acustiver de Isover Saint Gobain

51.3. pH

La fermentacié que es dura a terme en el bioreactor es donara a un pH de 7.2 igual que
en 'estudi de Sang-Hyun Pyo (1). Tot i aix0 altres autors han fet la mateixa bioconversié
a un pH de 6, si bé amb altres organismes (17) (18). El que si que és comu és que al llarg
de la fermentacio el pH tendeixi a baixar. Aixd passa ja que a mesura que passa el temps

es va produint acid de forma que es requerira un sistema de control i actuacié del pH.

S’ha dissenyat la tapa del fermentador amb dues obertures, una per a que hi capiga una
sonda i I'altre, més gran, per possibilitar 'afegiment de base. La substancia que s’afegira

sera la mateixa que en I'estudi, NH,OH 5M.

Pel control del pH durant la fermentacié s’ha escollit el mediador de pH de Hanna
GROCHEK amb sonda de 3m substituible i connector BNC.

pH4 pH 7

®© ©
HANNR instrumenis

Il-lustracié 34: Medidor de pH de Hannah instruments
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Es important tenir en compte que la duracié d’un eléctrode no es infinita ja que I'eléctrode
es un sensor basat en una cel-la electroquimica. Aquesta cel-la comenca a sofrir desgast
des de el moment de la seva fabricacié. Aquest electrode en concret durara depenent de

la cura amb que es tracti de 3-12 mesos.
5.1.4. Espuma

Per tal de controlar la formacié d’escuma s’han tingut en compte dues consideracions,

una referent al disseny i 'altre referent al medi de cultiu.

En el medi de cultiu el que es fa en larticle de Sang-Hyun Pyo és afegir un agent

antiespumant, especificament el polipropilenglicol.

Per altra banda si bé no s’ha afegit cap trencador d’espuma en el disseny si que s’ha
deixat un espai a la part superior perqué la formacié d’escuma o la agitacié no provoqui

Xocs contra la part de dalt del fermentador o es produeixi obturacié dels ports
5.1.5. Agitacio

En el cas de l'estudi de Sang-Hyun Pyo l'agitaci6 es mantenia a 1000 rpm (1). Molinari
després de fer un estudi de diferents velocitats de rotacié determinava que la millor opci6
eren 300 rpm (17). Com s’ha explicat anteriorment I'agitacié es necessaria per la
transferéncia de nutrients entre fases aixi com per la correcta transferéncia de I'oxigen a
la fase liquida. En el fermentador dissenyat s’escull una agitacié de 500 rpm, un punt

entremig per I'alt consum energétic que suposarien 1000 rpm.

En el cas de les reaccions microbianes s’acostuma a utilitzar una turbina Rushton i

aquest és el cas d’'aquest treball.

Il-lustracio 35: Turbina Rushton extreta de la web de Fusion Fluid Equipment
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5.1.6. Cultiu i manteniment del microorganisme

Si procedim igual que procediren Sang-Hyun Pyo i els seus col-laboradors i adquirim els
Gluconobacter oxydans de DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen) el

procediment a seguir sera el segient.

El cultiu ve disposat en un medi conformat per glucosa, llevats, CaCO; i agar-agar. Els
agar inclinats s’'inoculen amb el cultiu mare en una soluci6 al 20% de glicerol, i

posteriorment son incubats a 28°C durant 2 dies, i després guardats a 4°C.

Per fer el precultiu, les cél-lules superficials dels tubs inclinats es posen en 100 mL en un
medi de fermentaci6 en Erlenmeyers de 1L que contenen: 10 g de glicerol, 10 g
d’extracte de llevat, 5 g de KH,PO, a pH 5.5. Els flascons s’incuben en un agitador-
incubador orbital a 28°C i 200 rpm 4 dies. Passat aquest temps s’utilitza per a inocular un

fermentador per a produir la quantitat necessaria de microorganismes.

5.2. Disseny de la fermentaci6

5.2.1. Duracio dels cicles i productivitat

A partir de I'estudi publicat el 2012 per Sang-Hyun Pyo i altres col-laboradors (1) s’han

escollit les condicions d’operacio referents a la duracio dels cicles.

A partir del grafic proporcionat en I'estudi es pot escollir quin es el cicle ideal de treball.
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Il-lustracié 36: Conversio del substrat (¢, 2-metil-1,3-propandiol), de l'intermedi (m, 2-metil-3-hidroxipropanal) i
del producte (A, acid 2-metil-3-hidroxipropanoic) utilitzant 2.6 mg/mL de bacteries (matéria seca) a ph=7.2 i
29°C utilitzant 7.5 g/L de substrat. (1)
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Llegint aquest grafic i tota la informacié relacionada amb aquest en l'estudi de Pyo
s’acaba decidint per una fermentacié de 8 hores, s’observa que durant les 3 primeres
hores s’ha assolit una conversi6 del 60% i que posteriorment la conversié del substrat
comenca a davallar, tornant-se marginal al cap de 8h. En aquest punt l'intermedi aldehid
s’ha consumit quasi tot i sembla per tant un bon moment per aturar la fermentacio, doncs
si deixem que continui assolirem gaire bé la mateixa conversié perd en un temps molt

major

Aixi doncs a les 8 hores de fermentacié tindriem una bona conversié del substrat i
quedarien les proporcions de la segient forma:

e Un 2% en forma de l'intermedi 2-metil-3-hidroxipropanal:

7.5 g substrat

0.02 =0.15 g/L

litre
¢ Un 9% queda en forma de substrat que no ha reaccionat:

7.5 g substrat 0.75 o /L
litre =075/

e Un 88% del substrat s’hauria transformat a 'acid 2-metil-3-hidroxipropanoic, és a

dir que s’assoleix una productivitat de:

7.5 g substrat

0.88 =6.6g/L

litre

Aquesta concentraci6 sera la productivitat que esperem obtenir en la nostra fermentacio

al cap de les 8h que durara.
Un altre punt important a tenir en compte és a les 3 hores:
e Un 37.8% restaria en la forma de substrat sense reaccionar:

7.5 g substrat
0378 ———— = 2.835g/L
litre
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e Un 56.1% s’hauria convertit en acid 2-metil-3-hidroxipropanoic:

7.5 g substrat

0.561 - = 4.207 g/L

litre

e Un 6.1% en l'intermedi aldehid2-metil-3-hidroxipropanal:

7.5 g substrat

0.61 = 0.4575 g/L

litre

En aquest moment tot i que la concentracié de 'acid no ha assolit un valor elevat és el
moment on la concentracio d’intermedi és major. Aquest intermedi té molt valor tant per la
seva quiralitat com per l'alta reactivitat dels aldehids. Per aquesta raé s’ha dissenyat el
bioreactor dotant-lo d’'una aixeta a la part inferior mitjancant la qual se’n pot extreure el

contingut quan es vulgui.

Si es vol precedir daquesta forma aleshores s’hauria de dissenyar un procés de
separacid adequat a tal efecte. Per exemple fent passar la solucié per membranes
selectives a acids de cara a separar el component majoritari i posteriorment separar la
mescla de substrat i intermedi mitjancant un procés de destil-laci6, aprofitant els diferents
punts de condensacid de les substancies, 212°C (PubChem) i 162°C (Chemspider)
respectivament per el 2-metil-1,3-propandiol i el 2-metil-3-hidroxipropanal.

5.2.1. Disseny del fermentador pels microorganismes

La fermentacié que es vol dur a terme en aquest treball, 'oxidacié del 2-metil-1,3-
propandiol per I'accié dels Gluconobacter oxydans, requereix una contribucié important
d'aquestes bactéries. Per aquesta rad en aquest cas no es pot dur a terme un
procediment habitual d’inocular el mateix fermentador que produeix I'acid, el que s’ha de

fer és un fermentador que funcioni en paral-lel mitjangant el qual obtinguem els bacteris.

L’objectiu d’aquest treball no és dissenyar aquest fermentador, per tant no se’n fara un
disseny en 3D ni tampoc els planols per a la seva construccié o la determinacié de la
seva geometria. El que si que farem en aquest apartat es designar quines son les

condicions de funcionament.

En l'estudi fet per Sang-Hyun Pyo es proporcionen certes dades d’interés per a saber
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més coses sobre aquest fermentador (1). Aquestes es recullen a la taula 6.

Temperatura 282C
pH 5.5
Agitacio 500 rpm
Aeracid 1vvm
Duracié 48h
Productivitat 1.3g/L

(materia seca)

Taula 9: Condicions de la fermentacié dels Gluconobacter oxydans

Per el control del pH a 5.5 s'utilitzen dues solucions, NH,OH com a base i HCI com a
acid. A part per evitar problemes amb I'espuma s’afegira polipropilenglicol quan sigui

necessari.

Es necessaria una concentracié de bactéries de 2.6 g/L en termes de matéria seca, per a
que es donin les conversions desitjades d’acid. El volum inicial de substrat que es posa
en el fermentador és de 235 litres, i fent un calcul facil es sap que el que necessitarem
per respectar aquesta concentracié de bactéries seran 612 g d’aquestes per a cada

fermentacio.

La fermentacié dels microorganismes ens dona una productivitat de 1.3 g/L de matéria

seca, per tant:

612g

-2 =940L
1.3g/L

Que és el volum de treball necessari per a produir la quantitat desitjada. S’ha de tenir en
compte que la fermentacio principal dura 8 h, i aquesta en dura 48 h. En termes absoluts
la diferéncia és molt gran, pero si pensem en jornades laborals la Unica diferéncia és que

la fermentacié principal la farem un cop al dia i la referent als microorganismes un cop
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cada dos. Per aquesta mateixa rad sera necessari doblar la productivitat de la més llarga

per tal d’adaptar-la al ritme de la fermentacié més curta.

Aixi doncs es poden plantejar diverses alternatives per aquest sistema de reactors:

orPCIO 1 2 fermentadors de 470L + 1 de 235L
oPCIO 2 5 fermentadors de 235L
oPCIO 3 1 fermentador de 940L + 1 de 235L

Taula 10: Opcions de combinacions de reactors

Sembla que les dues primeres opcions son les més valides, doncs un fermentador de
940L s’allunyaria bastant del parametres tipics de I'escala pilot. Per altra banda I'opci6 2
seria important considera-la, doncs el fet que la concentracio de bactéries obtinguda sigui
just la meitat que la requerida per la fermentacié principal, 1.3 i 2.6 respectivament,
possibilita que puguem utilitzar el mateix disseny que en el fermentador per a la
produccié de l'acid. Tot i aixi s’ha de tenir en compte que com més reactors s'utilitzin més
costos associats al consum energeétic o a I'establiment de sistemes de control hi haura.
Finament el sistema escollit sera el corresponent a 'opcié 1, una opcid entremig de les
altres dues. Les dimensions estaran dins dels parametre tipics de I'escala pilot i no s’usen

un nombre tant elevat de bioreactors.

Aquesta configuracio té dues avantatges. Cada bioreactor per si sol produeixi la quantitat
necessaria de bactéries per una fermentacié, per tant ens estalviarem els costos
associats a la conservacié de les bactéries. Aixd no passaria amb la opcié 3, la meitat de
la produccié del qual s’hauria d’emmagatzemar fins el dia seguent. L’altra avantatja és
sobre 'opcid 2, que implicaria un operari altament especialitzat, doncs hauria de controlar

a la vegada 5 bioreactors.
5.2.2. Volum de treball i volum del fermentador

Per tal de comencar a fer el disseny el que s’ha fet primer de tot és escollir quina seria la
producci6 desitjada. S’ha decidit fixar-se un objectiu de 350 kg d’acid. A partir d’aquesta

produccié s’ha pogut determinar el volum final del fermentador de la segient forma.
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Es volen produir anualment 350 kg i habitualment en un any es treballen uns 225 dies en

jornades de 8h, que és el que dura la fermentacio:

350,000 g acid 1 any 1dia
1 any 225 dies treballats 1 fermentacid

= 1555.56 g acid/fermentaci6

A partir d’aquesta dada i de la productivitat, 6.6 g/L, podem calcular el volum de treball:

1555.56 g acid L fermentacio
— Y =235.69 ——
fermentacio 6.6 g acid fermentacio

El volum de treball és un 70-80% del volum total del fermentador per contrarestar la
formacié d’espuma. En aquest cas no hi ha informacié referent a aquest problema, pero
en l'estudi que s’esta prenent com a guia es fa Us d’'un agent antiespumant en el cultiu de

les bacteries, per tant s’ha decidit ser prudents en aquest aspecte i deixar espai suficient.

Virevau = Veotar + 0.7

235.69
Vtotal = 0 7 = 3367 L

Aquest volum per tal de facilitar el disseny s’arrodoneix a 'alga a 350L que sera el volum

definitiu del fermentador dissenyat en aquest treball.
5.2.3. Parametres de forma del fermentador

El tipus de fermentador que s’ha escollit per a la produccié de I'acid ha estat un reactor
discontinu de tanc agitat, amb una métode d’operacié de tipus Batch. Per a fer el disseny

s’han seguit una série de dimensions relatives totes elles recollides en la taula 5. (52)
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Altura del liquid en relacié a I'altura

del reactor

Altura del reactor en relacio al

diametre

Diametre de la turbina en relacié al

diametre del tanc

Diametre dels deflactors en relacio

al diametre del tanc

Altura de la fulla de la turbina en

relaciéo amb el diametre de la turbina

Amplada de la fulla de la turbina en

relacid al diametre de la turbina

Distancia de I'anell ruixador al mig

de la turbina

Hi/H,

H./Dx

Da/Dx

Dy/D:

W/D,

L/D,

E/W

0.7

1.5

0.33

0.09

0.2

0.25

Taula 11: parametres de disseny d'un fermentador de tanc agitat. Valors extrets de (52)

5.2.4. Determinacié de la geometria del recipient

Arribats a aquest punt és necessari trobar les dimensions caracteristiques del

fermentador. El fermentador que s’ha dissenyat és de cos cilindric amb una cupula a la

part de dalt i una cupula invertida a la part de baix, per tant a I'hora de considerar el

volum s’han de considerar que aquestes dues també. Per a fer-ho es planteja la seglent

equacio de cara a fer una primera estimacio, que descriu que el volum és només degut al

cilindre.
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| dels parametres de disseny sabem que H=1.5-D, i per tant:

D’on trobem que H=1.00089 m=1 m. Aixi decidim que la clpula de dalt tindra una altura

h;=12 cm=0.12 m i la de baix una lleugerament inferior, h, =10 cm=0.1 m.

Ara podem trobar les dimensions exactes. Sabent el volum d’una cupula:

- h?

I/C= 3

.(3R—h)iR =

N| O
I
wl N
)

Podem escriure el volum total del reactor de la seglient forma:

. 2 . 2
V=102 H TR (H — h) + TR (H — hy) £q. 26
On substituint:
035" (H>2 H+n-0.122 W 012)+7r-0.12 (H - 01)
Y74 \15 3 ' '

Obtenim finalment uns valors de:

H =0.9793 = 0.98m
D = 0.65286 = 0.65m
5.2.5. Deflectors
La importancia dels deflectors rau en evitar la formacio de vortex i de forts corrents, és

molt habitual I'is d’aquests i se solen usar nombres parells.

En el cas del nostre treball s'utilitzaran 4 deflectors instal-lats a les parets del fermentador
a 90°C I'un de raltre.

El diametre dels deflectors s’ha calculat amb els parametres de disseny mostrats

anteriorment:;
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Dq4
— = 0.09
Dy

Dy = 0.09-0.65 = 0.0585m

L’espessor dels deflectors s’ha escollit que sigui de 1 cm donat que és habitual que siguin

plaques planes, 'altura sera igual a la de la part cilindrica del fermentador.

Il-lustraci6 38: La figura de l'esquerra esquematitza el funcionament d'una turbina axial o radial sense

deflectors, la de la dreta una que si que en disposa. (53)
5.2.6. Agitador i motor

Com ja s’ha explicat I'agitador escollit és una turbina Rushton, d’Us habitual en reactors
biologics. S’ha escollit una turbina de 6 pales i a continuacié es mostren els calculs fets

per saber-ne la geometria.

w

L
'Da 'Da

1
D, = 3 0.65=0.216667m = 0.217m

1
W = T 0.217 = 0.0434 m = 0.043m

1
L= 1 0.217 = 0.05425m = 0.054m

E=0.043m
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Aquestes serien les dimensions de la turbina Rushton del fermentador dissenyat. Tot i
aix0 hi ha hagut una altra problematica. Les dimensions del tanc, i sobretot I'algada
d'aquest fan pensar que podria ser necessari la introduccié d’'una segona turbina

instal-lada sobre el mateix eix que l'altra.

Aquesta hipotesis s’ha vist confirmada mitjangant la segiient equacio, extreta de la tesis
de Ryan Z. Davis. (54)
H;—2D,

H;-D
LAy >t e Eq. 27
D, 2D,

On n és el nimero de turbines, H, l'altura del liquid i D, el diametre de les turbines. Per
aplicar-la abans s’ha de trobar l'altura del liquid que es trobara de forma semblant que
quan s’ha buscat I'algada del cos cilindric (Eq. 26), ara entenent que el liquid ocupara la

cupula inferior (h) i part del mateix cos cilindric (H,), encara que no tot.
.D? -h?
HZC”T+7TT-(3R—h)=Vl Eq. 28

Que doéna un valors de H:=0.68 m i per tant l'altura del liquid H=0.68+0.1=0.78 m. Aixi

doncs ara podem aplicar 'equacio 27.
2.59 >n > 1.59 - n = 2 turbines

Per tant a causa de les dimensions del fermentador seran necessaries 2 turbines. La
Unica condicié per donar per valida aquesta equacié és que la turbina inferior estigui
almenys a un diametre de la part inferior del fermentador, que les turbines tinguin una
separacio entre un diametre i dos, i que la turbina superior estigui almenys a un diametre

i mig de la superficie del liquid. (54)

Donat que es complien aquestes condicions s’ha decidit separa les turbines una distancia

de 0.237 m, aproximadament 1.1 D,.

Un cop calculades les dimensions del sistema d’agitaciéo sera necessari determinar |
poténcia necessaria de cara a adquirir un motor adequat per fer funcionar el mencionat
sistema. Aquest procediment es duu a terme a partir dels niumeros de poténcia i de

Reynolds, i utilitzant el seguent grafic:
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Sw N L b
1 2 3 4 5 [ ] -,
{3 3!
g s0 \.\ @ SN U
.E }\ WD=185 WD=1% | WD=18 WDe=18 WD=18 WD=18
\
E 10 \\
- | S - i
SRE =%
— £
1 =0
0,5
1 10 10= 102 104 10s

Nimero de Reynolds, Re

Il-lustraci6 39: Grafica Re vs. Ny, per diferents turbines. La d’aquest treball és la corba 1. (55)

En general s’ha trobat en diferents articles que com a maxim la poténcia consumida sera
igual a la suma de la potencia consumida individualment per cada turbina. Nienow i Lily
trobaren que el ndmero de poténcia consumit per n turbines era aproximadament n
vegades el nimero de potencia d’'una turbina (56). Kuboi i Nienow (1982) van trobar que
per un sistema de doble turbina Rushton amb H/D=1 els nimeros de poténcia per la
turbina inferior, la superior i el combinat eren 3.6, 3.9 i 7.5. Armenante (1998) ens
proporciona dos grafics que relacionen el nimero de poténcia total en relacié amb el

d’'una sola turbina i el nimero de poténcia de la turbina de baix amb el de dalt. (57)

Y.
ﬁ ————— air entrainment
& " 10264
] HT=A
o 18
1
3
% 14 |
&
Zz 12f
% HIT=A ~— air entrainment
[
z 1 u L | |
0 05 0 0.5 1 1.5 2 2.5
(a) S/D (b) S$/D

Il-lustracio 40: Grafics de I'estudi d’Armenante sobre la poténcia de I'agitador (57)

En el nostre cas (Cp/D,=1, S/ID,=1) s’observa que el nombre de poténcia total sera 1.6
vegades el nombre de poténcia amb una sola turbina (grafic A) i que els nUmeros de
poténcia seran aproximadament iguals en les dues turbines. Per tant podem fer els
calculs seguint aquestes dades.
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Podem assumir que les propietats del liquid seran les de 'aigua ja que la concentraci6 de
substrat és de 7.5 g/L, és a dir 7.5 g de substrat per cada 992.5 g daigua

aproximadament. Calculem el Numero de Reynolds:

_p-N-Di 1000-8.33-0.217?
S oon 1-1073

Re = 392408

Mirant al grafic tenim un nimero de poténcia de 5, per tant seguint les recomanacions de
Armenante un namero de potéencia total Np,=1.6-5=8. Aixi doncs podem calcular la

potencia com:

P
Npo :mﬁp = 2227W

Suposant un rendiment del 80%:

pe= 17821 o
‘708

Per tal d’assegurar-nos que funcioni usarem un motor de 3kW.
5.2.7. Aeracié

Ja s’ha dit que I'aeraci6 escollida seria de 1vvm (vessel volumes per minute), en unitats

més entenedores serien 350 L/minut, és a dir 5.83L/s.

El sistema utilitzat constara d’'un compressor, un filire per esterilitzar l'aire i un anell
difusor, per calcular la poténcia necessaria s’'usara la seguent formula, extreta d’un llibre

de tractament d’aiguies (58):
Pg k
P=O.1-Q-[(P—a) —1] Eq. 29

P és la poténcia en KW, Q el cabal en m%h i P4 i P, les pressions absolutes dins i fora. K
és un coeficient que val 0.2857. La pressio P, és I'atmosférica i és de 101325, la P4 es
refereix a la pressio en el punt on hi ha l'airejador, i sera 'atmosférica més la deguda al

liquid:

Py=Pyum+p-g-h=101325+1000-9.81- (0.780 + 0.043 — 0.217) = 107269.86 Pa
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107269.86\ 2857
P=0.1-20.98- (—) -

101325
Que donaria una poténcia del compressor necessaria de 0.03358 kW, és a dir 33.5 W.
5.2.8. Disseny de l'aillant

Introduirem els 235.6 L de substrat a una temperatura de 31°C, una mica superior a la
optima, 28°C. Mitjancant un aillant durant el temps que dura la fermentacié la

temperatura no baixara de 28°C. Es necessari saber I'espessor necessaria d’aillant.

Q=m-c, AT Eg. 30
Q=—k-A-AL—T Eq. 31

L’dnic balang que tindra rellevancia és el referent a I'aillant ja que el balang interior del
tanc es pot menysprear degut a I'alta conductivitat de I'acer que conforme aquest ultim. A
més s’ha fet una altra simplificacié, en aquest cas geometrica. S’ha mirat el fermentador

com una placa plana on tot el calor es dissiparia per el cos cilindric, essent aixi 'area de

transferéncia A=1r-D?-H/4. Per tant:

= 102.6W

8h

— 2356 Kg - 4181 —2 (BK) Lh
¢ =2356Kyg Kg K 3600s

Substituint aquest valor en 'Eq. 31 i sabent que A=0.325 m*:

k
~102.6 = — - 0.325 - (31 - 20)

k—2868
L_ .

Sabent que laillant escollit te una conductivitat térmica de 0.038 W/K-m obtenim un

espessor de 0.13 cm.

Fent els mateixos calculs amb el mateix aillant perd canviant la temperatura a la que el
substrat és introduit a 30 i 29 °C acabem obtenint uns gruixos de 0.18 cm i 0.33 cm
respectivament. S’ha de tenir en compte que per a fer els calculs s’han usat

simplificacions, una de les quals menysprea tota la calor cedida per les cupules superior i
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inferior, per tant introduir el substrat a la temperatura de 29°C o a la optima de 28°C
podria portar a problemes a mitja fermentacié. Per aquestes raons s’escull introduir el
substrat a 30°C, que és dins del rang de temperatures on treballa bé la bactéria escollida

pero no és suficientment baixa per a que ens preocupi que baixi per sota.

L’aillant que s’ha trobat es ven en rotlles de 8 cm de gruix, que és un espessor molt major
a la necessaria. Tot i aixi és de facil disponibilitat, econdmic i facilment instal-lable, per

tant mantindrem I'eleccid.
5.2.9. Valvules i ports
5.29.1. Tapa

La tapa de forma semiesférica s’ha dissenyat aixi per donar un espai extra en cas de
formacié d’espuma. Com es pot observar al dibuix s’han practicat una série de forats a la

tapa.

Il-lustraci6 41: Vista de la tapa. De la forma semiesférica i de les diferents entrades i sortides.

El central és per 'eix sobre el qual rotara la doble turbina Rushton. Els tres de la dreta per
ser entrades. Tot i que a la practica es podria afegir tot pel mateix s’ha pensat que s’hi es
vol afegir un sistema per afegir base es requerira la instal-lacié6 d’'una canonada fixa, i

d’igual forma amb les bactéries. S’ha disposat una entrada extra per qualsevol afegit.

A la part esquerra del dibuix hi ha 3 forats més. El primer seguint les agulles del rellotge
és una sortida d’aire, doncs si es va bombejant aire i aquest no disposa d’una sortida es
podria incrementar la pressio, provocant un accident o perjudicant els microorganismes.

Els altres dos, d’igual mida, sén entrades per sondes de temperatura i pH.

Els dos forats que queden, a la vertical del mig del dibuix, sén per I'entrada de I'airejador
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(et
TR

ETSEIB



78 Disseny d’un bioreactor per a produir acid 3-hidroxid-2-metilpropanoic

el de dalt, i per introduir-hi el substrat el de baix, que s’ha dissenyat molt més gran que

els altres per possibilitar un afegiment manual al estar parlant d’'una escala pilot.

Finalment s’ha de mencionar que s’ha ajuntat la tapa del fermentador amb el cos cilindric
mitjancant un sistema de palometes de facil extraccié com s’observa a la il-lustracié 34.
Aix0 s’ha fet per tal que sigui facil separar-los per revisar el sistema agitador o qualsevol
altra possibilitat que requereixi accedir dins el recipient. Una soldadura en aquest cas no
seria practica. Aquestes palometes s’obtindrien de I'empresa MIKALOR, fetes d’acer
zincat. Les seves dimensions son: A=10, B=25, C=37.3, D=6.3 i H=11 mm.

Il-lustraci6 42: Sistema de tancament del fermentador. Dibuix superior de MIKALOR i detall inferior del

fermentador dissenyat.

5.2.9.2. Sortides

A la part de sota del reactor s’hi han practicat dues obertures per tal de poder extreure’'n
el contingut. Tot i que es podria haver fet un forat d'una mida universal s’ha decidit abans

fer una estimacio de la superficie necessaria.
Volem que el buidat duri 1 min. Podem calcular el cabal de la segient forma:

U256 o0 10

Q= 0 - m°/s
S’ha estimat quina seria la velocitat del fluid al sortir mitjancant la llei de Torricelli que
defineix la velocitat d’'un fluid sortint per un orifici a una profunditat h, que és l'altura del
Cepey
MR
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liquid calculada anteriorment a l'apartat 5.2.7., ja que esta a sota de tot; i integrant

aquesta velocitat en tota I'altura del liquid.

= _ 1 rH )
U= fo 2gh - dh Eq. 32
0.78
1 078 2Vh3
5=—| V2981 h-dh=5678- =260
0.78 J, 3, s

Q=7-A->A=15-10"3m? = 15 cm?

Com que la sortida és per una canonada cilindrica en podrem saber el radi.

D? S
S=n~z - D= ;=4.37cm043.7mm

Per evitar problemes deguts a 'estimacié que s’ha fet s’Taugmentara un 30% quedant en
57 mm. Aixi doncs aquest sera el diametre de la sortida principal que es connectara a

una canonada 0 manega.

Pel cas de laixeta I'eleccié del diametre no ha estat possible, doncs dificilment
dissenyarem una aixeta quan és molt més senzill adquirir-ne una. D’aquesta manera s’ha
trobat un model interessant i s’ha dissenyat la canonada segons les especificacions

d’aquest model, mitjancant una uni6 per roscat de pas 1.814 mm i un diametre de 21 mm.

a)

Il-lustracio 43: Model d'aixeta escollit. Extret del domini piblic de GRABCAD (A) i detall de la canonada de

sortida amb renderitzat (B).

En aquest cas el buidat no es donara en menys de un minut. Perd no és un impediment
doncs aquesta aixeta esta pensada per a extreure mostres per saber en quin punt de la
fermentacio estem, o extreure I'intermedi aldehid si interessa.
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3
m
Q=26-346-10"*=9- 10_4T

_ V02356

_azmz 261.625s - 4mini 21s

5.2.9.3. Valvules

En totes les entrades i sortides s’utilitzaran valvules. En general en tots els casos homeés

ens interessen les posicions d’obert i tancat aixi que el que utilitzarem seran les valvules
de bola, adequades per a aquest Us.

- afiell

|

Il-lustracioé 44: Valvula de bola de I'empresa GENEBRE i valvula de seguretat de seguretat de GENERANT

En el cas de la sortida d’aire s'utilitzara una valvula de seguretat. Aquest tipus de valvula

s’usa per evitar pressions grans i s’'obre de cop quan la pressio és excessiva.

5.3. Disseny en Solidworks®

En aquest apartat es mostraran diferents vistes del disseny fet amb Solidworks®.

Il-lustracio 45: Vista de la tapa superior. Sense renderitzar
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81

Il-lustraci6 46: Vista en detall de la tapa amb renderitzat

Il-lustracio 47: Vista en detall de la part baixa amb renderitzat
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Il-lustraci6 48: Vista de seccio en perspectiva amb renteritzat
A Q A\
)
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Il-lustracio 49: Vista amb perspectiva dimetrica del fermentador amb renderitzat
YO
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Il-lustraci6 50: Vista posterior del fermentador amb renderitzat
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5.4. Planols del Disseny
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5.5. Pla d’operacions i seguretat

Donat que la fermentacid per a produir I'acid requereix una gran quantitat inicial de
microorganismes s’ha necessitat dissenyar una altra fermentacio per tal de cultivar-los.
Aixo fa que l'operacié d’aquesta fermentacié sigui una mica més complexa a nivell de
logistica i s’ha cregut, per tant, convenient descriure’n el que creiem que seria una bona
forma de procedir.

S’ha de contar que una vegada acabada la fermentaci6 per a la produccié de
microorganismes, es requerira d’'un temps de una o dues hores abans de comencar amb
la fermentacié principal (buidat del reactor, centrifugat del producte, esterilitzacio, etc.).

Aixi doncs degut als temps de les fermentacions es planteja la necessitat de contar amb
dos operaris per tal de poder controlar aquestes dues fermentacions.

Mirem en la seglent taula com es planejarien les fermentacions al llarg d’'una setmana:

8h 9h 10h 11h 17h 18h 19h
fi MO1 Inic. MO1
DILLUNS M02
Inic. AC Fi AC|
MO1
DIMARTS [fi MO2 Inic. MO2
Inic. AC Fi AC|
fi MO1Inic. MO1
DIMECRES M02
|inic. Ac Fi AC|
MO1
DLIOUS fi MO2
Inic. AC Fi AC|
DIVENDRES fivon .
Inic. AC Fi AC
DissagTe [roicMOL
DIUMENGE Inic. MO2
MO1

Taula 12: Planificacié fermentacio. MO1: fermentacié bactéries en reactor 1; MO2: fermentacio bactéries en reactor 2; AC: fermentacio
acid

La fermentacié principal (AC) es controlara tota l'estona, la fermentacid dels
microorganismes nomes les primeres 3 de 48 h, per controlar que tot vagi bé.

Aixi doncs sera necessari treballar 9h/dia de dilluns a divendres i 3h dissabte i diumenge.
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Aix0 son 51h/setmana, superior al maxim permeés per llei de 40h/setmanals de manera
que requerirem 2 operaris que faran horaris alternants cada setmana de manera que cap
es guedi sense caps de setmana sempre.

Hores de Operari
feina

DILLUNS 9 1
DIMARTS 9 1
DIMECRES 9 2
DIJOUS 9 2
DIVENDRES 9 1
DISSABTE 3 2
DIUMENGE 3 2

Taula 13: Hores de feina diaries

En quan a la seguretat del procés aquesta sera la mateixa per qualsevol fermentacioé que
utilitzi microorganismes de nivell de risc 1 segons la World Health Organization (16).

Tot i que per aquest grup no sGn necessaries mesures de seguretat especials, desde la
World Health Organization recomanen seguir sempre un protocol conforme a un nivell 2,
que implica:

Accés:

1. Mostrar a les portes el simbol internacional de perill biologic.

Gy
\}/
BIOHAZARD!

ADMITTANCE TO AUTHORIZED PERSONNEL ONLY

Biosafety Level:

In case of emergency call:

Daytime phone: Home phone:

Authorization for enirance must be obtained from
the Responsible Investigator named above.

Il-lustracio 51: Simbol de perill biologic per portes de laboratori (16)

2. Només permetre accés a personal autoritzat.
3. Portes sempre tancades.
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Protecci6 personal:

1.

Us de vestimenta adequada (guants protectors, bates o uniformes, ulleres de
seguretat).

Rentar-se les mans abans i després d’entrar en contacte amb el microorganisme.
No menjar, beure, fumar, utilitzar cosmeétics o manipular lents de contacte.

No dur calcat obert.

Procediments:

1. Evitar procediments que puguin propiciar la formacié d’aerosols.

2. Reportar qualsevol tipus d’accident al supervisor del laboratori i guardar per escrit
la informacio referent a aquests.

3. Tractar qualsevol substancia contaminada abans de llencar-la.

Zona de treball:

1. Mantenir-la neta, ordenada i lliure de qualsevol objecte que no sigui necessari.

2. Descontaminar qualsevol superficie on hi hagi hagut un vessament i al final del
dia.

3. Empaquetaments i transports han de seguir la regulaci6 vigent.

4. Siles finestres es poden obrir han de instal-lar-se barreres a prova d’artropodes.

Il-lustraci6 52: Ulleres de seguretat, guants de nitril i vestimenta apropiada (59)
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6. Estudi economic

: : Preu
Component Preu Unitats Quantitat
total (€)
Vas A316L 5
3mm de gruix 68,12 €/Kg 47 Kg 3203,83
Tapa A316L 2
3mm de gruix 68,12 €/Kg 3,18 Kg 216,77
Cul A316L 2
. 68,12 €/K 2,75 K 187,46
S 3mm de gruix /Kg g
Deflectors A31'6L 68,12 €/Kg 4,5 Kg 306,75
10mm de gruix
Panmgtes Acer 0,9031 €/u 3 722
zincat
Valvula de bola 90,96 €/u 2 181,92
Acitacis i Motor 3KW 770 €/u 1u 770
Ag(:_'r:::li(c’il Turbina Rushton 135 €/u 2u 270
Motor 100 W 70,26 €/u 1u 70,26
Anell ruixador 500 €/u 1u 500
Medidor GROCHEK 209 €/ 1 209
- COMBO
Sistemes
l= eliide) | Sonda temperatura 2,73 €/u 1u 2,73
RotIIe\ d a'lllant 28.9 /u 1 28.9
térmic
Muntatge Costos de 40 €/h 40h 1600
fabricacio
Extres Imprevistos 15% 1133,22
Enginyers 15 €/h 600 9000
TOTAL
17688,06 €

? Preus de I'acer extrets del fabricant GoodFellow. Disposa de certificacio ISO 9001.
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7. Estudi de I'impacte ambiental

Una de les principals raons per les quals aquest disseny té interés esta en I'ambit
ambiental. Com ja s’ha mencionat diverses vegades, aquest procediment que varen
estudiar Sang-Hyun Pyo, Molinari i Ledn, és una possible alternativa al procés ACH per
lobtencid de metacrilat. Procés que utilitza substancies toxiques, que produeix forca
emissions de CO, (5.5 kg/kg), i genera una quantitat important de subproductes sense
interés que s’han de disposar.

La fermentacié que es duu a terme en aquest treball no utilitza cap altre substrat que el
propi alcohol, de manera que en cap cas es genera CO, en el procés.

Aixi doncs les emissions degudes a aquest procés venen nomeés per un cami, el consum
energetic. Aquest consum es divideix entre el motor de 3 kW de l'agitacié i el de 100 W
del sistema d’aeracié. Aquesta ha estat una de les raons, l'altra és econdmica, d’haver
disminuit les revolucions de 'agitador.

Els dos motors treballen 8 hores al dia durant 225 dies I'any:
3kW - 225dies - 8h = 5400 kWh anuals

El mix de produccié bruta d’energia eléctrica general que I'Oficina Catalana del Canvi
Climatic recomana utilitzar un factor de 302g CO, per KWh d’energia consumida. (60)

3029 CO, 1Kg

SA00KWh - —p 10009

= 1630.8 Kg CO, anuals

En el nostre cas produim anualment 350 kg, per tant:

16308 Kg CO, _,  KgCO,
350 Kg produits  Kg acid

Pero en el nostre cas tenim una fermentacio prévia, d’aquesta fermentacié no se n’han
calculat les dimensions exactes pero si que podem fer una estimacio per ser semblant a
la fermentacié principal (mateixes rpm, mateixa aeracié, volum similar).

3kW - 225 -48h = 32400 kWh anuals

302
32400 - 1000~ 9784.8 Kg CO,anuals

| per tant el consum real de CO, per kilogram d’acid produit seria:
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1630.8 +9784.8 3 Kg Co,
350 - T Kgacid

Aquest valor és massa elevat, s’ha de tenir en compte que estem donant aquest procés
com alternativa a un que emet 5.5 Kg/Kg produit, TACH. Les raons d’aixd son dues, una
'elevada poténcia que requereix el sistema d’agitacié (3kW, 500 rpm) i l'altra a la baixa
productivitat en general dels processos biologics (6.6 g/L en aquest cas).

Un cop vist aquest problemes s’ha fet una petita recerca per veure com es podria millorar
aquest valor. S’ha observat que en l'estudi sobre la mateixa fermentacié feta el 2003 per
Francesco Molinari (17) en que utilitzava el bacteri acetobacter pasteurianus, la
productivitat era molt major (25g/L) i es requeria menor poténcia d’agitacié (300rpm). Aixi
doncs, és convenient mencionar gue seria interessant aplicar aguest estudi com a model
per a fer un bioreactor amb unes caracteristigues semblants a les desenvolupades en
aquest treball. Per una produccié de 350 kg I'any requeririem tant sols un fermentador de
62 L, de manera que obtindriem un important estalvi energétic al disminuir les dimensions
de tots els components.

La decisio de prendre com a referéncia I'estudi de Sang-Hyun Pyo s’ha fet per les
amplies possibilitats que oferia com a ruta alternativa al procés ACH, i s’ha de dir que si
bé resulta en una important quantitat de CO, emés en I'atmosfera, millora molt aquest
procés en molts altres apartats. No es formen subproductes, no utilitza substancies
toxiques, no utilitza acid sulfdric i promou les reaccions bioldgiques com alternativa a el
desenvolupament de productes derivats del petroli.
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8. Organitzacié del projecte

jul-16 ago-16 sep-16 oct-16 nov-16 des-16 gen-17

51 [52 |53 |54 55 |56 |57 |58 |59 |510 |511 |[512 [513 |514 |515 |516 |517 |518 |519 520 |521 [522 [523 |524 |525 |526

Viabilitat i interés del projecte

Investigacio i documentacio

Investigacid: Les biorefineries

Investigacid: Microorganismes i

processos fermentatius

Investigacio: Acid 2-metil-3-
hidroxipropanoic

Investigacid: Bioreactors

Recerca d'estudis d'obtencid
3HZMPA

Estudi de les opcions de disseny

Eleccio dels parametres de
funcionament

Disseny de les parts del bioreactor

Dimensionat del bioreactor

Realitzacid de planols

Pla d'operacions i seguretat

Estudi econdmic

Estudi d'impacte ambiental

Redaccid del projecte

Revisid general del projecte
Presentacié de la meméria

Defensa oral del projecte
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Conclusions

L’objectiu d’aquest treball era el disseny en 3D i I'elaboracié dels planols d’'un reactor de
350L per a produir 350 Kg d’acid 2-metil-3-hidroxipropanoic per mitja d’'una fermentacio
microbiologica. Aixo s’ha fet utilitzant els programes Solidworks i eDrawings.

Primerament s’ha hagut d’escollir el bacteri a fer servir i per aixd s’ha fet una recerca
bibliografica d’estudis sobre la tematica concloent en els Gluconobacter Oxydans, usats
en 'estudi fet per Sang-Hyun Pyo (1), que s’ha pres com a guia.

El tipus de reactor triat ha estat de tanc agitat (H=98cm i D=65cm) funcionant per lots,
amb una fermentacié de durada 8h i una productivitat de 6.6 g/L d’acid. Per tal d’evitar la
formacio de vortex s’han usat 4 deflectors i, pel fet de ser una fermentacio curta, s’ha usat
un aillant per a mantenir la temperatura adequada, desestimant la possibilitat d’'usar una
camisa termica.

En l'estudi (1) es mencionen problemes d'inhibicié pel substrat de manera que s’ha
estudiat la cinética microbiana. A (26) Edwars considera que el model matematic
proposat per Haldane és el que millor descriu el fenomen i la seva expressié matematica
és senzilla. Per aquest motiu és el model escollit.

L’eleccio del sistema d’agitacié s’ha basat en els estudis de Davis (54) i Armenante (57),
decidint-nos per una doble turbina Rushton. L'estudi de Pyo feia Us d’'una agitacié de
1000 rpm perd aixd portava a uns costos molt elevats de consum eléctric (22kW,
20€/fermentacid) de manera que, analogament a (17), s’ha decidit rebaixar-les a 500 rpm
i un motor de 3 kW.

Degut a la necessitat de contar amb una fermentacio prévia pel creixement del bacteri,
s’ha dissenyat un pla d’operacions. S6n necessaris dos operaris per dur a terme les 10
fermentacions setmanals necessaries per arribar a la produccié 350 kg d’acid anuals.

L’estudi econdmic ha resultat en un cost total del projecte de 13352,86€. En l'estudi de
limpacte ambiental s’han calculat les emissions de CO, per kilogram de producte; les
emissions degudes a la fermentacio principal no s6n molt elevades, 4.7, pero considerant
les degudes a la fermentacio prévia les emissions s6n molt majors, 32. Aquest ultim valor,
degut a la baixa productivitat i I'alta agitacio, ens fa plantejar-nos la necessitat d’investigar
alternatives per tal de reduir les emissions. Una bona manera seria seguir les indicacions
d’'un altre estudi fet per Molinari el 2003 (17) amb una altra bactéria, els acetobacter
pasteurianus, en el qual assoli una productivitat molt major (25 g/L) i usa un agitacié molt
menor (300 rpm).
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