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Resumen

El acido acético tiene una gran importancia ya que se utiliza como aromatizante en ensaladas y
otros alimentos, y debido a su acidez, también se emplea en la elaboracion de encurtidos, por
esta razon la presente investigacion tiene como objetivo el disefio de un biorreactor para la
produccién industrial de vinagre de manzana, teniendo en cuenta las diversas variables que se
puedan presentar, lo cual garantiza un mayor rendimiento de produccién. El método empleado
para el proceso de fermentacién acética es el método Orleans, para poder asi determinar los
coeficientes de la ecuacion de cultivo celular, los coeficientes de rendimientos del proceso,
balance de materia y energia del proceso, y de esta forma desarrollar los célculos para un disefio
del biorreactor. Los resultados obtenidos fueron un YP/Smax=1,95 y un YB/Smax=5,342 con un
disefio de biorreactor con 0,14 m®y con una altura de 1 m, con lo que se pudo llegar a concluir
gue las bacterias transformaron el 60% del sustrato alcohdlico, lo cual es referente para generar
una propuesta del disefio de un biorreactor a escala industrial.

Palabras clave: biorreactor, vinagre, fermentacion, acido acético.
Abstract

Acetic acid is of great importance since it is used as a flavoring in salads and other foods, and
due to its acidity, it is also used in the preparation of pickles, for this reason the present research
aims to design a bioreactor for Industrial production of apple cider vinegar, taking into account
the various variables that may occur, which guarantees a higher production yield. The method
used for the acetic fermentation process is the Orleans method, in order to determine the
coefficients of the cell culture equation, the coefficients of yields of the process, balance of matter
and energy of the process, in order to develop the calculations for a design of the bioreactor. The
results obtained were a YP / Smax = 1.95 and a YB / Smax = 5.342 with a bioreactor design with
0.14 m® and a height of 1 m, so it was concluded that bacteria transformed 60% of the substrate
alcoholic, which is a reference for the design of an industrial scale bioreactor.
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1. Introduccién

El hombre ha utilizado desde
tiempos remotos el vinagre en la
cocina, bien por su sabor &cido o
como conservante de alimentos. Es
un excelente condimento que
contiene cerca de un 5% de acido
acético. Sin lugar a dudas el Vinagre
de manzana es el mas reconocido,
sin embargo, cualquier fruta es
buena para elaborar este producto,
siendo posible obtener una gran
variedad de sabores como: vinagres
de higos, pifia, platano, mango,
fresa, mandarina, naranja, ciruela,
durazno, asi como también de miel
de abeja, cerveza, inclusive se
pueden aromatizar con hierbas o
especias (romero, menta, estragon,
ajo, cebollines, entre otros)
(Aleixandre et al., 2003).

Es de conocimiento para muchos
gue la nueva revolucion industrial
estd presente en el mundo, y nadie
desea quedarse atras u obsoleto por
lo que el desarrollo de nuevas
alterativas que  permitan la
optimizacién de los procesos se
consideran una solucién primordial y
gue garantiza estar en la vanguardia
industrial a nivel mundial (Heikefelt,

2011).

En la actualidad las personas se
encuentran ante la  proxima

revolucion industrial llamada
Biotecnologia, todo esto basado en
la capacidad de los microorganismos
de producir diversos tipos de
productos enfocados a la industria
farmacéutica, alimenticia y diversos
compuestos quimicos, la cual
aplicando diversos mecanismos
puede ser orientada y controlada con
fines especificos (Shishehbor et al.,

2008).

Un biorreactor o fermentador, es una
pieza clave y central de estos
procesos biotecnologicos, ya que
este proporciona un ambiente
controlado que permite el
crecimiento eficaz de las células y la
formacion de un producto; todo esto
teniendo niveles Optimos de
temperatura, ph, sustrato, oxigeno;
para asi convertir la materia prima en
productos de interés especificos. Es
por ello que el presente articulo tiene
como objetivo el disefio de un
biorreactor para la produccion
industrial de vinagre de manzana,
teniendo en cuenta las diversas
variables que se puedan presentar,
lo cual garantice un mayor
rendimiento de produccion

(Johnston et al., 2010). Los procesos
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biotecnoldgicos en el pais presentan
un gran potencial a nivel econémico
a corto y largo plazo; es por ello que
los diversos sectores industriales
presentes se enfocan en buscar
diversas alternativas que potencien
sus producciones, permitiendo asi
un avance no solo para este sector
sino para diversos sectores
econébmicos y fomentando la
competencia con el mercado
internacional (Jimenez-Hornero et

al., 2009).
2. Materiales y métodos

El proceso para la elaboracion de
vinagre de manzana se realiza a
partir del vino de manzana, con un
acondicionamiento  del  sustrato
alcohalico, inoculacion y
acetificacion. Cada etapa en la que
se tomaron muestras para las
diferentes determinaciones
analiticas se identifica con la sigla
(TM). En el caso de las muestras
tomadas durante el proceso de
acetificacion, se expres6 como g/L
de acido acético (se asume que toda
la acidez del medio se debe a este

acido).
2.1. Recepcion de la materia prima

Para este estudio se empled un vino

artesanal de manzana proveniente

del canton Sucre, se seleccionaron
los vinos artesanales claros, limpios

y libres de materias extranas.
2.2. Obtencién del inéculo

El microorganismo utilizado para la
fermentacion aceética fue
Acetobacter Aceti obtenido a partir
de la “madre de vinagre” de un
vinagre de banano artesanal
proveniente del canton Rocafuerte.
La madre esta compuesta tanto de
bacterias  acéticas como de
levaduras, que trabajan juntas

(Alawad et al., 2018).

2.3. Biorreactor a escala de

laboratorio

Se emplearon botellas de vidrio de
500 ml de capacidad, con 7 cm de
diametro, selladas con gasa para
evitar la contaminacion del medio

fermentativo.

2.4. Descripcion del proceso de

fermentacion

Para la  ejecucién de la
experimentacion se prepararon en
cinco recipientes de vidrio
previamente esterilizados, un medio
de 100 ml que contenia alcohol al
15% v/v (diluido con agua), 0,15 g de
sulfato de amonio como fuente de

nitrogeno y 0,01 g de sorbato de
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potasio para inhibir el crecimiento de
levaduras, se inoculo con el 10% p/p
de “Madre del vinagre” (Mycoderma
aceti) (Ferreyra et al., 2014), es
decir, 10 g de Mycoderma aceti (2,5
gramos en peso seco). Se llevo a
cabo la fermentacion por un periodo
de 5 dias, tapando los recipientes
con gasa para el ingreso de aire del
medio exterior y evitando el ingreso
de otras particulas. La fermentacion
fue realizada en condiciones
ambientales de temperatura vy

presion.

2.5. Medicién de las variables

experimentales
e Grados de alcohol.

Se realiz6 la determinacion previa
del porcentaje de alcohol v/v al vino
inicial para conocer el contenido de
sustrato presente, en caso que este
sea mayor al 15% v/v se necesitara
de una dilucion, debido a que las
bacterias acéticas no toleran altas
concentraciones de alcohol

(Ferreyra et al., 2014).

Ademas, cada 24 horas se realiz6 la
determinacién de este pardmetro,
para obtener el consumo de sustrato,
indispensable para los célculos
posteriores, utilizando un

refractometro para alcohol de vinos

80ATC VIV 0-80%, que mide la
concentracion de alcohol en vinos o
soluciébn acuosa expresado en

porcentaje v/v.
e Biomasa.

La férmula para la biomasa de
Acetobacter aceti utilizada para los
calculos es CH1,800,5No,2 (Hurtado et
al.,, s.f.). Para este estudio se
considero el valor de peso seco de la
madre de vinagre, mediante el
secado en estufa a 80°C (de Ory et
al., 2002), asumiendo que todo el
peso corresponde a Acetobacter

aceti.
e Acido acético.

Para determinar la acidez del vinagre
se realiza una valoracion con NaOH
al 0,09N. Se transfieren 10 ml de
vinagre y se procede a realizar la
titulaciéon usando como indicador la
fenolftaleina hasta alcanzar el punto

de equilibrio.
e Temperaturay pH.

Se realiz6 un monitoreo diario de
ambos parametros para evaluar las
condiciones del medio, se utilizdé un
termometro de mercurio ASTM 12F y

tiras de pH.

11
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e Caudal de aire.

La eficiencia en la aireacion de un
sistema fermentativo depende de la
solubilidad del oxigeno, la velocidad
de difusion en los medios de cultivo,
la demanda de oxigeno del cultivo y
la capacidad del biorreactor de
satisfacer dicha demanda en la
poblacion microbiana (Soler &
Buitrago, 2010), para este ensayo se
determind el flujo de aire a través de
la difusibn de este en el medio
fermentativo, se empled la ecuacion
de difusion propuesta en
Geankopolis (1999). Tal como se
presenta en este texto, el flujo molar
de aire se encuentra en funcion del
coeficiente de difusion, constantes
de gases, temperatura del ensayo y
nivel del medio fermentativo. Por su
parte, el coeficiente de difusion del
aire-acido acético se determind
mediante la formula que considera la
temperatura a la que se realiza el
ensayo, peso molecular del aire y
acido acetico, presion a la que se
realiza el ensayo, volumen atémico

de difusion de aire y &cido acético.

Una vez que se conoce el valor del
flujo del aire que se difunde, por
fraccion masica se determina el flujo
de oxigeno y nitrégeno en Kg/m? s,

se realiza una relacion en base al

area del biorreactor y el tiempo de
fermentacion. Se considera la
densidad del aire a la temperatura
promedio (26°C): 1,175 kg/m3
(Geankopolis, 1999) y mediante los
porcentajes masicos de oxigeno y
nitrégeno que son 23,7% y 79,3%,
respectivamente (Doran, 2014), es
posible conocer el flujo de estos
componentes durante el proceso de

acetificacion.

2.6. Disefio del biorreactor a

escala industrial

A través del balance de masa del
proceso, es posible dar una guia
referente al disefio de un biorreactor
para la produccién de acido acético
tomando como referencia la cantidad
actual de produccion, la misma que
para el afo 2015 fue de 196
toneladas (Teneda-Llerena & Milla-
Toro, 2018) con un porcentaje de
acido acético del 6% de acuerdo a la
normativa NTE INEN 2296:2013. El
diseiio del biorreactor es en base a
sus dimensiones como son el
diametro y altura del fermentador
junto con la implementacion de un
impelente de Turbina Rushton, se
determiné el didametro del impelente,
ancho de rodete y espacio libre de la

parte inferior.
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3. Resultados y discusion
3.1. Contenido de alcohol

En la Tabla 1 se presenta la
disminucién de los grados de alcohol
durante los 5 dias de fermentacion.
En este proceso, el 60% del alcohol
contenido en el vino se convirtid en
acido acético y anhidrido carbonico,
eso se realizé de forma gradual con
la disminucion de 1% v/v cada 24
horas durante 5 dias, en base a
estos datos es posible establecer la
grafica de la cinética de reduccion
del alcohol etilico.

Tabla 1.
Medicion de los grados de alcohol

Dia % w/v Alcohol | Sustrato (g)
0 15 11,83
1 13 10,25
2 12 9,46
3 11 8,67
4 10 7,89
5 9 7,10

3.2. Producciéon de biomasa

La Tabla 2 muestra la produccion de
biomasa medida bajo condiciones
experimentales. Durante el periodo
de fermentacion se observo un velo
de color blanquecino sobre la
superficie del medio, de
caracteristicas similares al inéculo,
es decir un material gelatinoso, al
transcurso de los dias fue mas

visible, por lo cual se evidencia la

generacion de biomasa por
reproduccién celular que aumenta
con respecto al tiempo.

Tabla 2.
Producciéon de biomasa

Peso seco (g)
25
3
4,2
5
5,62
6,23

3.3. Produccion de acido acético

En la Tabla 3 se puede observar que
la produccion de &cido acético
aumentd conforme se desarrollo el
proceso. Se arrancé la corrida
experimental con 0,072 gramos de
acido acético y se finalizo al quinto
dia con 1,35 gramos.

Tabla 3.
Producciéon de acido acético

Dia | Acido acético (g)
0 0,072
0,209
0,792
0.936
1,188

1,35

| f| L |ha|—

3.4. Control de temperaturay pH

En la Tabla 4 se registra el monitoreo
de la temperatura y pH del medio,
esto con la finalidad de mantener el
medio Optimo para el crecimiento y

reproduccion del microorganismo.
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Tabla 4.
Mediciones de temperatura y pH
Dia | Temperatura (°C) pH

0 26 [
1 26 6
2 27 6
3 27 5,5
4 26 5
5 26 5

El pH se mantuvo fluctuando entre
valores de 5 a 6, siendo un medio
selectivo para las bacterias del
género Acetobacter. ElI pH 6ptimo
para el desarrollo del
microorganismo debe ser un medio
acido (de Ory et al., 2002). Esto pudo
resultar beneficioso para el proceso
ya que los vinagres obtenidos de
materias primas naturales muestran
cierta inestabilidad con respecto a la
solubilidad de las sustancias

previamente  disueltas.  Cuanto
menos cambian los valores de pH
durante la fermentacion, mayor sera

la estabilidad (Solieri, 2009).

3.5. Caudal de aire que se difunde

en el medio fermentativo

El biorreactor a escala de laboratorio
tiene una altura de 0,035 metros, con
un didmetro de 0,07 metros y un area
de fermentacion de 0,0115 m?
considerando al reactor como un

cilindro.

En la Tabla 5 se tienen los datos de

los volimenes atdmicos de difusion

para el aire y acido acético, para el
calculo de la difusividad y flujo molar
de aire durante las 120 horas de
fermentacion, se tomdé un valor
promedio de temperatura ambiente
de 26°C, considerando 1 atmosfera
de presion, ademas de que el valor
de la constante de gases ideales R
fue 8314 J/kmol*K. Se obtienen
456,48 gramos de oxigenoy 1502,58
gramos de nitrdgeno que ingresaron
al medio durante el periodo de
fermentacion.

Tabla 5.

Condiciones para el flujo de aire del
proceso

7" 20,1

vg" 51,88

D m’
AR 1,1703x1075 —

5

N, 0,067928 Kgmol

3.6 Coeficientes estequiométricos
y rendimientos maximos de

productos

La Tabla 6

comparacion de los rendimientos

presenta una

obtenidos experimentalmente con
los maximos termodindmicos, a
partir del rendimiento de la biomasa
obtenido en la fermentacién. En los
experimentos de laboratorio, la
produccion de acido acético empezé
inmediatamente, tal como se

muestra en la Tabla 3, sin ninguna
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fase de latencia mostrada durante
los 5 dias que dur6 el proceso. Sin
embargo, en comparacién con el
rendimiento de producto (Ypss) la
reaccion favorecio a la produccion de
biomasa y no a la formacion
esperada de acido acético, segun
como se muestra en la tabla 6, esto
debido a que son varios los factores
gue influyen en el rendimiento de la
biomasa, incluido la composicion del
medio, la naturaleza de las fuentes
de carbono y nitrégeno, pH vy
temperatura. Ademas, el
rendimiento de la biomasa (Ysis) es
mayor en cultivos aerobios que en
cultivos anaerobios, la eleccion del

aceptor de electrones (p. €j., oxigeno

Tabla 6.

molecular, nitrato o sulfato) también
puede tener un efecto significativo
(Doran, 2013).

Tabla 5.

Rendimientos experimentales y

maximos del proceso de fermentacion
acética

Rendimiento experimental
0,270 g/g
Acido Rendimiento maximo
i termodinamico
acético o A vbeico
g Etanol

YPis mix — 1,95

Rendimiento experimental
0,788 glg
Rendimiento maximo
termodinamico

g Etanaol
¥ujs miz — 5-342‘9 Bl

Biomasa

A partir de los rendimientos
obtenidos, se puede generar un
balance de materiales del proceso

de produccién de acido acético.

Balance de masa del proceso fermentativo anaerobio

Compuesto  Entrada (mol)

Genera (mol)

Consume (mol)  Sale (mol) Sale (gramos)

CzHaO 0,2571 P —
02 14,265 P —
N2 53,664 P —

NH3 8.82x10~7 + 0,0302 [ —

Biomasa 0.1016 01515
Coz — 001151
H20 4722 + 0416 0,1748

C2H402 1,2x1073 0,0212

TOTAL 73.466

3.7. Diseio del biorreactor a

escala industrial

0.1023 0.1543 10
0.1066 14,1584 453.069
S — 53,664 150258
882:10~7 40,0302 0 0
S — 0.2531 6,23
S —— 001151 0,506
S — 53128 95.6
S — 0.0224 1.34
73.576

Debido a que el proceso de

produccion de acido acético a partir
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de vino de manzana a escala de
laboratorio, tuvo un rendimiento
global bajo (13,85%), para optimizar
el proceso, se disefidé un reactor con
caracteristicas mas técnicas ya que
segun Drysdale & Fleet (1988),
cuando la concentracién de O: es
demasiado baja, el proceso se
ralentiza y se favorecen ciertas
reacciones secundarias, como la
formacion de acetato de etilo por
esterificacion de etanol y 4&cido
aceético. Por lo tanto, es necesario
lograr una buena transferencia de
oxigeno en el fermentador,
generalmente por medio de una
aireacion intensiva y una mezcla
adecuada de aire y fases liquidas
(Drysdale & Fleet, 1988).

Tabla 7.
Cantidades de produccién

Produccion de: Cantidades

Manzanas 196 ton/afic | 96 kg/dia

Acido acético 5.88%10"3 | 5.88 kg/dia

ton/dia

Agua 0.092 92 kg/dia
ton/dia

En la tabla 7 se muestran las
cantidades de produccion de
manzanas en unidades de toneladas
por afio, y la cantidad de acido
acético (vinagre) producidos, asi
como el agua producida toneladas

por dia.

Finalmente, la tabla 8 muestra las
dimensiones para el disefio de un
biorreactor que pueda producir 5,88
kilogramos por dia de acido acético.
Se observan las condiciones que se
necesitan para una produccion
eficaz de acido acético a nivel
industrial, permitiendo ver que el
disefio del reactor es clave para que
la produccion sea Optima e ideal.
Tabla 7.

Dimensiones del biorreactor equipado
con una turbina de Rushton

Volumen de etanol 0.0276 m
Volumen de agua 0.078 m*
Volumen total (al 75%) 0.105m"
Volumen total del reactor | 0.140m”
Diametro del impelente 0.14 m
Diametro del reactor 0.42m

Por su parte, la figura 1 muestra un
esquema del biorreactor disefiado en

la presente investigacion.

Feed Effiuent

1.00 m

0.42 m

I Y
L

Figura 1. Disefio del biorreactor de
produccién de acido acético

Conclusiones

Las bacterias presentes en la “madre
del vinagre” transformaron el 60%

del sustrato alcohodlico, las variables
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sustrato, produccion de biomasa y

producto permite obtener los
coeficientes del cultivo celular. Los
rendimientos experimentales fueron
comparados con los rendimientos
maximos termodinamicos de
biomasa/sustrato y de producto /
sustrato. Los calculos realizados
para el disefilo del reactor sugieren
gue se puede mejor el rendimiento
de produccion de vinagre a escala
industrial ya que si bien es cierto la
fermentacion se puede lograr sin la
agitacion, al utilizar la turbina para
agitacion se logra dispersar de forma
Optima el aire en el medio
obteniendo asi una mayor cantidad
de producto y mayores rendimientos

productivos.
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