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Disseny d’un bioreactor per a la produccid de cel-lulosa bacteriana

Resum

L’objectiu principal d’aquest treball és el de dissenyar un bioreactor per a la producci6 de
cel-lulosa bacteriana.

Per assolir aquest objectiu ha estat necessaria una introduccié tedrica de quatre punts
clau; els materials compostos, la cel-lulosa bacteriana, I'obtencié de la mateixa i els
diferents tipus de fermentadors.

En aquest primer bloc teodric explica doncs, resumidament, I'origen de la cel-lulosa
bacteriana, una cel-lulosa produida per alguns bacteris mitjangant la fermentacié que
consta d'unes propietats superiors a la cel-lulosa vegetal. Aquest fet la fa optima per a
compondre materials compostos, els quals sén la principal aplicacié de la cel-lulosa
bacteriana. S’expliquen també els precedents historics que es tenen de la mateixa i com
influeixen una serie de factors en la seva produccio; el carboni, el nitrogen, el pH, i la
temperatura entre d’altres.

Per altra banda es citen i s’expliquen els principals fermentadors; discontinus, alimentats,
continus, tubulars i d’altres utilitzats anteriorment en la produccié de cel-lulosa bacteriana.

Arribat a aquest punt, I'estudi consta d’'una base teorica suficient per comencar el disseny
del bioreactor. En base a estudis d’altres autors, es recopilen els diferents valors de
parametres com el subministrament d’oxigen, la temperatura, el pH, I'indcul, I'esterilitzacié
del medi, el substrat, la durada del cicle, la produccié i el rentat del producte per elegir el
valor optim pel reactor que es vol dissenyar; un reactor a nivell planta pilot amb una
producci6 anual de 300 Kg.

A continuacié es mostren les condicions essencials d’operacié del fermentador, els
planols, els rendiments i la seguretat.

S’ha fet també un estudi econdmic, un estudi ambiental i una planificacié del projecte.

L’estudi conclou amb I'assoliment dels objectius; la viabilitat de realitzar el reactor que
s’ha dissenyat, a escala planta pilot, tenint en compte que els calculs de produccio i
rendiment son orientatius.
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1.Introduccio

a) Motivacié de I'estudi

Actualment, I'extraccié de cel-lulosa d’origen vegetal presenta diverses dificultats. La seva
produccié és lenta i no arriba a cobrir les demandes requerides per noves aplicacions.
Per altra banda, la seva extraccié o separacié del vegetal és costosa ja que cal eliminar
altres compostos com la lignina, 'hnemicel-lulosa i olis, entre d’altres. Aquest procés de
separacié genera un impacte ambiental no desitjat en utilitzar-se diferents dissolvents
toxics i generar subproductes.

Per aquestes raons moltes investigacions s’han centrat en la produccié de cel-lulosa
bacteriana, una cel-lulosa produida per bacteris que pot arribar a cobrir la demanda per a
noves aplicacions que requereixen cel-lulosa i a més té unes excel-lents propietats
mecaniques que la diferencien de la cel-lulosa tradicional amb I'avantatge de ser molt
més pura quimicament evitant els processos d’extraccio.

Per altra banda, la industria dels materials compostos, materials que permeten obtenir
propietats superiors als convencionals seleccionant-ne una combinacio adequada de
cada un, també requereix cada vegada més productes fets de fonts renovables i
sostenibles que siguin biodegradables i que no provinguin del petroli.

Encaixant aquestes dues idees sorgeix la motivacié d’aquest estudi, que pretén dissenyar
un fermentador per a la producci6 de cel-lulosa bacteriana per utilitzar-la com a reforg en
materials compostos sostenibles.

b) Abast de I'estudi

La utilitzacié de cel-lulosa bacteriana és, doncs, una bona solucié per aconseguir nous
materials d’altes prestacions amb compostos totalment naturals o sostenibles.

Aquest projecte es centrara en proposar un disseny d’un bioreactor per a la produccié de
cel-lulosa bacteriana amb microorganismes d’alta eficacia (Gluconacetobacter Xylinum),
no patdgens i amb cinétiques controlades. El procés d’obtencié de cel-lulosa bacteriana
per aquest métode pot arribar a ser un substitutiu dels extractius tradicionals ja que, com
s’ha dit abans, reuneixen I'is de reactius quimics, maquinaria i molt probablement de
temps.
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c) Teoria 1. Materials compostos

C.1.- Quée és un material compost?

Un material compost (0 composit) és un material heterogeni format per una combinacio
macroscopica de dos o més materials que presenta unes propietats superiors als que el
constitueixen [1] [2]. El principal avantatge d’aquests rau en la possibilitat de dissenyar i
fabricar un material segons unes especificacions exigides [3].

Els composits consten d’'una matriu (interfase comuna) i d’un reforg. Per una banda, la
matriu és I'element que actua com a adhesiu dels diferents components (fase continua)
donant estabilitat al conjunt, transferint les carregues al reforg, protegint-lo del
deteriorament mecanic i quimic, i evitant la propagacié d’esquerdes. Per altra banda, el
reforg és I'element resistent (fase discontinua) del material compost [1][4].

Les matrius d’aquests composits solen ser de quatre materials diferents; metal-liques
(MMC; metal matrix composites), ceramiques (CMC; ceramic matrix composites), de
carboni, i organiques (o RP: reinforced plastics).

Els composits més comuns i usats actualment sén els de matriu organica (0 matriu
polimérica reforcada) mitjancant fibres.

Les matrius organiques (o polimériques) poden estar formades de termoplastics,
elastomers o termostables (o resines), sent aquests Ultims els més utilitzats en els
materials compostos d’altes prestacions.

Dins del grup de les resines, s’utilitzen diferents materials com a matriu; epoxis (les d’us
més general en altes prestacions, amb una temperatura maxima d’'us al voltant dels
170°C), bismaelimides (o BMI, per altes temperatures de fins a 250°C), poliamides (també
utilitzades per a altes temperatures de fins a 300°C), fenoliques (resistents al foc),
poliésters (poc utilitzades per les seves baixes caracteristiques mecaniques) i cianoésters
(utilitzades en aplicacions radioeléctriques, presenten una baixa absorcié d’humitat), entre
d’altres [4].
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C.2.- Classificaci6 dels materials compostos
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Figura 1: Classificacié dels materials compostos

Els materials compostos es classifiquen basicament en tres grans grups en funcié dels
refor¢cos que els formen; els composits reforcats amb particules, els composits reforcats
amb fibres i els composits estructurals, tal i com es mostra a la Figura 1 [5].

Els composits reforcats amb particules sén equiaxials, és a dir, les dimensions de les
particules s6n aproximadament les mateixes en qualsevol direccio. Per altra banda, en
els composits reforgats amb fibres la fase dispersa té una geometria d’'una gran relacié de
longitud-diametre. Els composits estructurals, sén combinacions de materials compostos
amb materials homogenis [5].

C.3.- Materials compostos reforcats amb particules

Dins dels materials reforgats amb particules se’n poden distingir dos grups diferents; els
endurits per dispersio i els de particules grans.

En el cas dels materials compostos reforcats amb particules grans, el terme gran fa
referéncia al mecanisme de reforg indicant que la interaccié matriu-particula no és a nivell
molecular. En aquests tipus de composits normalment la particula és més rigida i més
dura que la matriu, i aquesta transmet part de la carrega aplicada a la particula. El grau
de refor¢ o comportament mecanic depén d’una forta unié entre matriu i particula.

Aquesta técnica de refor¢ s'utilitza molt en materials polimérics per millorar-ne les
propietats o bé reemplacar part del volum del polimer per un material més economic (un
bon exemple és el cautxi amb carbd negre per neumatics, tal com es mostra en la Figura
2), perd s’'usa també en materials metal-lics i ceramics [5] [6].
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Figura 2: Estructura cautxi per a neumatics

L’exemple més comu és el formigd; amb una matriu de ciment i particules de grava o
sorra que en reforcen les propietats. En aquest cas, tant la matriu com el refor¢ sén
materials ceramics. En la Figura 3 es pot veure la macroestructura del formigo, distingint-
se clarament la frontera entre la matriu de les particules [5].

Altres exemples tipics d’aquests materials serien els carburs sinteritzats per fer eines de
tall, que contenen particules ceramiques dures en una matriu metal-lica, els contactes
eléctrics d’interruptors de bona resisténcia al desgast, (per exemple aliatges de W-Ag),
etc. [6].

Els materials compostos endurits per dispersié tenen les particules més petites que en el
primer cas, amb diametres al voltant de 10 a 100 nanOmetres i la interacci6é particula-
matriu succeeix a nivell molecular. En aquest cas, la majoria de la carrega aplicada la rep
la matriu, mentre que les particules impedeixen el moviment de les dislocacions, impedint
la deformacié plastica i per tant augmentant la duresa del material [5].

Els metalls i els aliatges metal-lics solen refor¢car-se mitjancant dispersié de particules
fines i inertes, metal-liques o bé no metal-liques. Normalment s’utilitzen diferents oxids.
Aquest procés requereix altes temperatures ja que, com s’ha comentat, les particules
s’elegeixen perqué no reaccionin amb la matriu [5].

Aixi doncs, la fase dispersa d’aquests composits é€s, generalment, un oxid dur i estable
que ha de fer d’obstacle contra el lliscament. El material dispers, per altra banda, ha de
tenir una mida, forma, distribucio i quantitat optimes, i ha de tenir una baixa solubilitat dins
la matriu (no hi ha d’haver reaccions quimiques) [6].
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Alguns materials compostos obtinguts per enduriment per dispersié i les seves
aplicacions els podem trobar a la Taula 1. En la Figura 4 es mostra I'estructura de I'Ag-
CdO on es pot veure clarament la distinci6 entre les particules i la matriu [6].

Ag-CdO Materials per contactes eléctrics
Be-BeO Tecnologia aeroespacial i nuclear
Ni-20% Cr-ThO, Components per turbomotors
Pt-ThO, Filaments, components eléctrics

W-ThO,, ZrO, Filaments, calefactors

Taula 1: Materials compostos obtinguts per enduriment per dispersio i aplicacions

C.4.- Materials compostos reforcats amb fibres

Els composits més importants en el camp de la tecnologia sén els compostos reforgats
amb fibres. Aquests compdsits milloren la resisténcia, la carrega de ruptura, la rigidesa, la
relacié resisténcia/pes, i es diferencien dels compostos reforcats per particules ja que la
resisténcia d’aquests augmenta tant a temperatura ambient com a altes temperatures [7].

Tal i com es mostra a la Figura 1, els composits reforcats amb fibres es divideixen en els
de fibres continues alineades i en els de fibres discontinues (o curtes). Aquestes Ultimes
es divideixen en fibres alineades i fibres orientades a I'atzar. Aixi doncs, aquests
compasits es classifiquen en funcié de la llargada de la fibra.

Un factor important per a la resisténcia en els composits reforcats per fibres és la unié
entre la fibra i la matriu, ja que quan s’aplica una carrega, la matriu es deforma sense
aplicar-la als extrems de la fibra, tal com es mostra en la Figura 5. Per tant, aix0 provoca
que perqué hi hagi certa efectivitat en quant a rigidesa i resisténcia, les fibres hagin de
tenir una llargada critica a partir de la qual seran eficaces com a reforg[5].

r Malrix \\
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Figura 5: Patr6 de la matriu subjectant la fibra amb una carrega aplicada
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Figura 6: Esquema de fibres continues alineades

Les caracteristiques mecaniques d’aquests materials, perd, no depenen només de la
llargada de les fibres, sind de l'orientacié d’aquestes enfront la carrega aplicada sobre la
matriu.

En el cas dels materials amb fibres continues alineades (Figura 6), les fibres son llargues
i paral-leles a l'eix longitudinal. Les propietats mecaniques d’aquest tipus de fibres
depenen de diferents factors, entre els quals, el comportament tensié-deformacio6 tant de
la fibra com de la matriu, les fraccions en volum de cada un, o la direccié en la quals
s’aplica la carrega. A més, les propietats d’aquests tipus de composits sén molt
anisotropes; depenen de la direccio en la que es mesurin.

Considerem la situacié en que es consta d’'una matriu ductil, d’'unes fibres fragils, i la
carrega s’aplica en la direccio longitudinal (tal com es mostra en la Figura 6).

En uns primers instants de temps, tant la fibra com la matriu pateixen una deformacio
elastica. A mesura que l'esforg roman, la matriu cedeix i comenca a deformar
plasticament, mentre que la fibra segueix deformant elasticament.

La fallada del composit succeeix quan les fibres es comencen a trencar. Aquesta fallada,
pero, no és critica ja que la ruptura de les fibres es produeix de manera gradual i després
de la fractura total de les fibres la matriu segueix intacta i capa¢ de suportar encara una
petita carrega mentre segueix deformant-se plasticament [5].

10
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Esfuerzo

Deformacion

Figura 7: Grafica tensio-deformacié d’'un composit reforcat per fibres

En la Figura 7 es mostra la corba tensio-deformaci6é per un compost reforcat amb fibres.
Quan s’aplica una carrega paral-lela a les fibres, es pot predir molt bé el modul elastic
quan ens trobem amb baixos valors d’esfor¢ (ja que per valors més elevats la matriu es
deforma i la corba deixa de ser lineal) [7].

Si considerem la situacié contraria, una carrega aplicada en direcci6 transversal (tal com
es mostra en la Figura 6), el que succeeix és ben diferent. En aquestes circumstancies, la
fallada del material es produeix inclus per sota del punt de ruptura de la matriu, fent que
les fibres refor¢ provoquin un efecte contrari al desitjat. Tot i aixd, no és un cas critic ja
que els aquests compostos es dissenyen tenint en compte que la carrega s’aplicara
longitudinalment, i no transversalment [5].

Dins de la classificacié de materials reforcats amb fibres discontinues hi trobem el cas en
que les fibres estan alineades, o bé orientades a l'atzar. Aquestes fibres tenen una
llargada menor a la llargada critica.

Tot i que l'eficiéncia del refor¢ en el cas de les fibres discontinues és menor que en les
fibres continues, els compdosits formats per fibres discontinues estan guanyant cada cop
més importancia a nivell comercial.

11
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Figura 8: Esquema de fibres Figura 9: Esquema de fibres
discontinues alineades discontinues orientades a I’atzar

Les fibres de vidre discontinues alineades (Figura 8) poden tenir moduls d’elasticitat i
resisténcies a la tensio al voltant del 90% i 50% respectivament dels seus analegs de
fibres continues, perd aporten avantatges ja que s6n més barates, més rapides de
fabricar i més facils d'implementar en geometries complexes [8].

Les fibres orientades a I'atzar (Figura 9) també consten d’'una menor eficiéncia respecte
les fibres continues, perd d’aquesta manera s’aconsegueix que el material sigui a
isotropic (les propietats del composit seran independents de la direccié en la que s’apliqui
la carrega) i el cost també és menor [8].

Dins dels polimers reforcats amb fibres, cal posar émfasi en la fibra de vidre i la fibra de
carboni; dos materials que estan revolucionant el camp de la tecnologia.

La fibra de carboni és un material que consta de fibres al voltant de 5 i 10 micrometres de
diametre, fetes d’atoms de carboni cristal-litzats i alineats que donen a la fibra una gran
resisténcia.

Aquestes fibres aporten un munt d’avantatges, entre d’altres una elevada lleugeresa, una
gran capacitat de dissipacié d’energia davant d’'un xoc (les fibres es desintegren mentre
qgue un metall només es deformaria), no pateixen cap tipus de dilataci6 amb I'augment de
temperatura, sent capaces d’aguantar fins a 1000°C, i son resistents a la corrosio i a la
fatiga.

Tot i aixi, sbn més cares que altres fibres d’'ds comua (fibra de vidre), molt bones
conductores de I'electricitat, cosa que no sempre és un avantatge, i la seva manufactura
€s costosa en comparacié amb altres composits [9].

Per altra banda, la fibra de vidre també és dels compdsits més utilitzats per la seva bona
relacié qualitat preu. Aquest material té un baix cost comparat amb la fibra de carboni,
una elevada lleugeresa, gran resisténcia a la humitat i a I'atac quimic d’acids i solvents,
€s un bon aillant eléctric i és més resistent a I'alta temperatura que la fibra de carboni.
Totes aquestes qualitats el fan el material ideal per a grans estructures com ara
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embarcacions o turbines de vent, entre d’altres. Tot i aix0, no és tant resistent com la fibra
de carboni [9].

Per tant, és d’esperar que les aplicacions dels compostos reforgcats amb fibres abracin un
munt de camps diferents. En automocié, I'aplicacié6 d’aquests materials ha sigut molt
gradual degut al seu alt cost, i només s’han utilitzat fins ara en els cotxes de competicid
sobretot amb fibres de carboni. En el camp aeroespacial, els composits de fibra de
carboni s6n molt comuns tant en avions comercials com militars; el Boeing 787 i Airbus
A350 XWB tenen al voltant del 50% de la seva estructura feta de materials compostos. La
fibra de carboni s’empra també helicopters, motors de coets, satel-lits i turbines.

La fibra de vidre també és un material molt utilitzat en vaixells de tot tipus sent més barata
que la fibra de carboni i aportant unes grans propietats.

En el mén de I'esport aquests materials també s’han anat implementant amb el temps,
degut a la seva lleugeresa i rigidesa [9].

L’ultim tipus de material compost que trobem a la classificacié de la Figura 1, sén els
materials compostos estructurals. Aquests es subclassifiquen basicament en laminars i
en panells sandwich. Aquests materials normalment estan formats de composits i
materials homogenis, fent que les propietats d’aquests no depenguin només dels
materials que el formen sind de la geometria amb la qual estan col-locats.

Els compdsits laminars estan composats de dues lamines bidimensionals o panells que
tenen una direccié preferent d’alta resisténcia tal com passa amb la fusta i amb els
composits reforcats amb fibres continues i alineades. Aquestes lamines es posen una
sobre l'altre alternant la direccio preferent. Aixd provoca que el composit tingui una alta
resisténcia en qualsevol direccio del pla bidimensional, pero tot i aixi la resisténcia no és
la mateixa que si les fibres s’orientessin totes en la mateixa direccié. Un dels objectes
quotidians en els que trobem aquest tipus de material compost és en els esquis, entre
d’altres accessoris esportius.

Els panells sandwich, l'altre tipus de composit estructural, consisteixen en dues lamines
separades per un adhesiu i un nucli. Les lamines exteriors normalment estan fetes
d’aliatges d’alumini o de plastics reforcats per fibres, titani o acer. Aporten alta resisténcia
i duresa a l'estructura i cal que siguin prou primes com per resistir esfor¢cos. El nucli
d’aquests composits sol estar fet d’'un material lleuger amb un baix modul elastic.
Normalment els materials que el formen sén espumes polimériques (epoxi, fenoliques,
per exemple), fusta (normalment balsa) i I'estructura de bresques feta amb cel-les
hexagonals (honeycombs, veure Figura 10).

Estructuralment el nucli ha de servir com a suport de les cares, ha de suportar esforcos
transversals i ser prou resistent per evitar el vinclament dels panells.

Aquests materials s’utilitzen una gran varietat d’aplicacions que inclouen sostres, terres,
parets d’edificis i aplicacions en aviacio i aeroespacial [5].
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Surface layer:
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Figura 10: Composit amb nucli de bresca

d) Teoria 2: La cel-lulosa bacteriana

D.1.- Que és la cel-lulosa?

La cel-lulosa és el principal component estructural que forma i sustenta
les parets dels teixits cel-lulars dels vegetals.

Des del punt de vista quimic, la cel-lulosa, (C¢H10Os)n amb un valor de n entre 10000 i
15000, és un polimer natural constituit per una llarga cadena de carbohidrats units
covalentment. En la Figura 11 es mostra I'estructura molecular de la cel-lulosa [10] [11].

Figura 11: Molécula de cel-lulosa

Els polisacarids sén molécules formades per molts monosacarids. Hi ha dos tipus
principals de polisacarids; el primer comprén molecules formades per monosacarids

14



Disseny d’un bioreactor per a la produccid de cel-lulosa bacteriana

iguals, els homopolisacarids, els quals s’utilitzen basicament coma reserva dels éssers
vius per realitzar funcions en condicions en les quals no és possible obtenir sucre, o bé
com a component estructural, com és el cas de la cel-lulosa. El segon grup de
polisacarids esta format pels anomenats heteropolisacarids, que sén polimers de
monosacarids de diferents tipus. Aquests compostos tenen unes funcions més variades
que els homopolisacarids [10] [12].

La cel-lulosa, doncs, és un polimer lineal de la glucosa que representa probablement el
polisacarid més abundant en la naturalesa. Aquest polisacarid es troba en els llegums i
altres aliments presents en la dieta humana tot i no ser digerible ni aprofitable per 'home
ni animals superiors (excepte els rumiants, que l'aprofiten parcialment degut a algunes
bactéries del seu aparell digestiu), pero la seva preséncia té una gran importancia per
afavorir el funcionament de l'intesti [12].

Les molécules unitaries de glucosa en la cel-lulosa s’'uneixen una amb l'altra entre els
atoms de carboni 1 i 4 de cada una delles mitjangant enllagos tipus beta(p-1,4-
glucosidic)[12], fet que provoca que la cel-lulosa sigui insoluble en aigua. En aquesta
llarga cadena de glucoses s’estableixen ponts d’hidrogen entre els grups hidroxil originant
estructures cristal-lines. Aquestes estructures formen el que s’anomena una micel-la, que
inclou de 60 a 70 cadenes moleculars. Cada 20 micel-les es forma una microfibril-la, i
cada 250 microfibril-les es forma una fibril-la. La fibra compacta final comprén fins a 1500
fibril-les i és de gran rigidesa. En la Figura 12 es pot observar un esquema del pas de
molécules a fibres[10][13] [14].

,--'"-""’\,"—:_?“Y:::
Fibril A
Plant cell
Microfibril
H OH CH,OH H OM CH,OH H OH CH,OH
o 0 o)
-o~/on W Wh ovon W W o~on W B 0 g
HH d o H HH HH d 0 OH N HH d o OH M
CH,OH H OH CH,OH H OH  CH,OH H OH
Cellulose

Figura 12: Esquema de la fibra de cel-lulosa

Pel que fa al pes molecular de la cel-lulosa, aquest depén de l'origen que tingui (fusta,
cotd, etc.), del métode d’aillament d’aquesta i del métode de determinacié del pes
molecular utilitzat. EI que és clar és que la cel-lulosa nativa té un alt grau de
polimeritzacié major de 10000 i un pes molecular mitja de 2000000 [15].

15



Disseny d’un bioreactor per a la produccid de cel-lulosa bacteriana

D.2.- Tipus de cel-lulosa

El polimorfisme o al-lotropia és I'existéncia de més d’una forma cristal-lina, diferint en les
propietats fisiques i quimiques com ara la solubilitat, la densitat, el punt de fusio, la forma
del cristall o les propietats Optiques o eléctriques. En el cas de la cel-lulosa existeixen
guatre polimorfismes diferents [16].

Les microfibril-les de cel-lulosa mencionades anteriorment es componen de dues regions
diferents. La regi6 cristal-lina esta formada per moléecules altament endrecades, mentre
gue les molecules en la regié amorfa o para-cristal-lina no ho estan tant [16].

El grau de cristal-linitat de la cel-lulosa (entés com la proporcié relativa de les regions
cristal-lines) varia en funcio del tipus de cel-lulosa. D’aquesta manera la cel-lulosa té 4
formes al-lotropiques que inclouen la cel-lulosa |, Il, llly, 111, IVy, i V14 [16].

0(6)

Figura 11: Esquema de la cel-lulosa | (esquerra) versus la cel-lulosa Il (dreta)

La cel-lulosa | es troba a la naturalesa i és coneguda comunament com a cel-lulosa
nativa. Presenta dos tipus d’estructura cristal-lina; I, i ls, les quals poden coexistir en
diferents proporcions depenent de l'origen. La cel-lulosa |,€s produida en major proporcio
per bactéries i algues mentre que la lg, €s la que predomina en les plantes (fusta, coto,
etc.). Ambdues es diferencien en I'empaquetament cristal-li, la conformacié molecular i
els enllagos d’hidrogen. La cel-lulosa | es pot convertir en altres formes polimorfiques
mitjangant diferents tractaments. John Mercer, un cientific anglés, va descobrir 'any 1844
una manera de convertir cel-lulosa | en cel-lulosa Il la qual s'anomena merceritzacié [15]
[16].
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La cel-lulosa Il és l'estructura més estable de rellevancia técnica. Pot ser obtinguda a
partir de cel-lulosa | ja sigui mitjancant el tractament amb hidroxid de sodi concentrat
(procés de merceritzacié) o mitjangant solubilitzacié seguida de precipitacio i regeneracié
alterant-se I'estructura original de la cel-lulosa |. De forma natural també és obtinguda a
partir de la bacteria Gluconacetobacter Xylinum, i per algues de I'espécie Halicystis. La
diferéncia entre la cel-lulosa | i la cel-lulosa Il es basa en les dimensions de la cel-la
unitaria i la polaritat de les cadenes. En la Figura 13 es poden veure els dos tipus de
cel-lulosa, observant que varien les posicions dels ponts d’hidrogen (linies discontinues) i
dels angles d’enllag.

A partir de la cel-lulosa Il podem obtenir la cel-lulosa IIl amb una reaccié reversible en la
que hi intervé aigua bullint i &cid clorhidric [15] [16].

Les formes de cel-lulosa Illy i lll;; sén, doncs, obtingudes a partir de cel-lulosa | i Il,
mentre que els tipus de cel-lulosa 1Vy, i IV poden ser obtingudes mitjancant
I'escalfament en glicerol de les cel-luloses Ill; i lll;;, respectivament [15] [16].

En la Figura 14 es recullen totes les reaccions conegudes per passar d’'una forma
polimorfica a una altra.

NHy()  Cellulose I

ghycerol NH, (1)
NaOH

Cellulose IV, «—— Cellulose Ill¢ = A —» Cellulose I === Cellulose Ill,

260° A / NaOH

mm}\ NaOH
) Cellulose 14

ghycerol
—» (Cellulose IV,

260°

Figura 12: Diferents transformacions dels polimorfismes de la cel-lulosa

Des del punt de vista mecanic, els moduls elastics de les diferents formes al-lotropiques
s’ha demostrat que sén totalment diferents. En la Taula 2 es mostra el modul elastic en
GPa de cada polimorfisme. Aixi doncs, efectivament les propietats mecaniques de cada
tipus de cel-lulosa varien, cosa que fara que cada una sigui Util per a unes determinades
aplicacions.

Polimorfisme Cel-lulosa Cel:-lulosa Cel-lulosa Cel-lulosa Cel-lulosa
| 11 i, \A

Modul elastic 138 88 87 58 75

[GPa]

Taula 2: Modul elastic de cada polimorfisme de la cel-lulosa
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D.3.- La cel-lulosa bacteriana; caracteritzaci6 i propietats

Un dels primers treballs sobre la produccié de cel-lulosa bacteriana data del 1953 i el van
realitzar Scharmm i Hestrin, fent servir Acetobacter Xylinum en cultiu estatic. En I'estudi
van descobrir que la produccié de cel-lulosa era funcié del subministrament d’oxigen tant
en cultiu estatic com en cultiu agitat. Els autors van desenvolupar un medi que constava
de glucosa (20 g/L), peptona de caseina (5 g/L), extracte de llevat (5 g/L), fosfat de sodi
dibasic anhidre (2,7 g/L) i acid citric (1,15 g/L) a pH 6. Aquest medi és un dels més
utilitzats actualment per a la produccio de cel-lulosa bacteriana [17].

L’any 1959, Dudman va presentar un estudi en el que avaluava I'efecte de les condicions
del medi de cultiu per la sintesi de cel-lulosa utilitzant Acetobacter Acetogenum, i va
descobrir que I'is de glicerol com a font de carboni augmentava un 40% la produccio
comparant-ho amb la fructosa. [5]

Fins a I'actualitat s’han fet diversos estudis sobre la produccié de la BC on la font de
carboni era variant, perd pel que fa a la font de nitrogen I'extracte de llevat és la font més
utilitzada per al creixement de la bactéria [18].

La cel'lulosa bacteriana, doncs, s'obté de les bacteries pertanyents als géneres
Agrobacterium, Rhizobium, Gluconacetobacter, Sarcina, Achromobacteri Zooglea.
L’'espécie amb més capacitat productiva és el Gluconacetobacter Xylinum (també dit
Acetobacter Xylinum) [19].

Les microfibril-les de la BC tenen dues caracteristiques particulars; la polaritat d’aquestes
€s unidireccional i so6n de gruix variable. ElI mecanisme de cristal-litzaci6o del
Gluconacetibacter Xylinum pot donar origen a dues formes al-lotropiques de la cel-lulosa
abans esmentades; si les microfibril-les s’orienten en forma paral-lela, es sintetitza
cel-lulosa del tipus I, mentre que si les microfibril-les s’orienten de manera antiparal-lela
s’obté cel-lulosa tipus Il. En Figura 15 es mostren fibres de cel-lulosa bacteriana i de
cel-lulosa vegetal, tal i com es pot observar, I'estructura és diferent [19].

Figura 15: A I’esquerra, fibres de BC. A la dreta, fibres de cel-lulosa vegetal
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La microestructura de la cel-lulosa bacteriana esta conformada per microfibril-les amb un
diametre de 4 a 7 nm i un grau de polimeritzacié de 2000 fins a 14000 molécules de
glucosa. Les microfibril-les es cristal-litzen en paquets que arriben a un gruix de 1 a 9 um
i formen una estructura reticulada mitjangant pons d’hidrogen. La condensacié d’aquests
paquets o cintes dbna lloc a la macroestructura de la CB, que depén totalment de les
condicions de cultiu. En cultiu estatic, es genera una pel-licula en la interfase aire-liquid
del medi de cultiu on les cintes es solapen formant plans paral-lels (Figural6). En cultiu
agitat s’aconsegueix un menor grau d’agrupament i la quantitat de plans paral-lels és
menor, cosa que fa que es formin uns granuls irregulars de cadenes fibroses (Figura 17)
[19].

Figura 16: Cultiu estatic Figura 13: Cultiu agitat

En general la cel-lulosa bacteriana és estable en solucions basiques, pero en condicions
drastiques (NaOH 1M, 170°C) pot hidrolitzar-se. Les seves propietats es poden veure
alterades per diferents agents oxidants al trencar-ne les cadenes i alterar-ne la
temperatura. El mecanisme de sintesis de la cel-lulosa bacteriana li confereix una puresa
superior a la que es pot obtenir de qualsevol font vegetal, fet que fa que tingui unes
propietats Uniques comparada amb la seva homologa; un alt grau de cristal-litzacid, una
alta resisténcia a la pressio, i una gran elasticitat i durabilitat. També té una alta capacitat
d’absorcié d’aigua degut a un menor diametre de les microfibril-les que implica major
superficie que en la cel-lulosa vegetal. A més, la CB és inerta metabolicament, no és
toxica, i no provoca al-lérgies de contacte, fet que la fa idonia per aplicacions mediques
[20] [21].

Un cop produida, la cel-lulosa bacteriana es presenta en forma d’un hidrogel (veure
Figura 18). Aquest hidrogel de cel-lulosa consta d’'un 0,9% de cel-lulosa bacteriana, i d’'un
99,1% d’aigua. D’aquest gran volum d’aigua, un 0,3% és aigua lligada, mentre que un
98,8% és aigua lliure.
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N,

Figura 18: Hidrogel de BC

L’aigua lliure pot ser eliminada molt facilment mitjancant diverses formes de
deshidratacié, mentre que l'aigua lligada queda retinguda i unida a les fibres de cel-lulosa
mitjancant adsorcio i formant uns capil-lars d’entre 0,5 i 1 micrometre. En observar amb
un microscopi les fibres del gel hidratat, s’observa que tenen unes dimensions de 50nm.
Les técniques de deshidratacio de I'hidrogel més utilitzades sén la liofilitzacid, I'assecat i
el premsat en calent [22].

Degut a la seva estructura cristal-lina, la cel-lulosa bacteriana té unes excel-lents
propietats mecaniques, les quals la converteixen, com ja s’ha comentat anteriorment, en
un material ideal per al refor¢ de materials compostos. Les propietats mecaniques de la
BC s’estudien principalment a partir de lamines seques d’aquesta. El modul d’elasticitat
de les lamines pot variar entre 16 i 18 GPa en funcié del métode d’assecat (aire o
premsat en calent). L'esfor¢ a traccié de les lamines arriba als 260 MPa i la deformacié
fins a un 2,1% respectivament, tot i que depén del métode de neteja utilitzat un cop
retirada la BC del medi de cultiu [22].

En el cas de l'analisi de gels de cel-lulosa bacteriana sense assecar, el modul d’elasticitat
varia entre 8 i 12 MPa, i I'esforg de traccié entre 15 i 20 MPa [15].

En la Taula 3 es pot observar les propietats mecaniques de la cel-lulosa bacteriana en
comparacio amb altres polimers.

Material Modul d’elasticitat Esfor¢ a la traccié Elongaci6
[GPa] [MPa] [%0]

Cel-lulosa 15-35 200-300 15-2,1

Bacteriana

Polipropilé (PP) 1-1,5 30-40 100-600

Tereftalat (PET) 3-4 50-70 50-300

Cel-lofana 2-3 20-100 14-40

Taula 3: Propietats mecaniques de la cel-lulosa bacteriana i altres materials organics
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Pel que fa a la solubilitat, depén de diferents factors; estructura, pes molecular i origen
entre d’altres. Tot i aixi, la cel-lulosa bacteriana arriba a dissoldre’s utilitzant una solucié
de 8,5% de NaOH, i las solubilitat s'incrementa mitjancant I'addicié d’'un 1% d’urea [23].

Pel que fa a la degradacié térmica de la BC en estat pur i sense tractar (en forma
d’hidrogel), s’inicia entre 290 i 298°C. La seva temperatura de fusié és de 120,4°C i la
seva temperatura de transicié vitria (Tg) és de 13,9°C. Cal remarcar que quan es realitzen
tractaments alcalins als gels, s'obté una Tg entre 41,4°C i 48,8°C i s’'incrementen els
valors de la temperatura de descomposicio térmica, arribant fins a 343,2°C i 370,0°C [15].

Arribats a aquest punt, és interessant comparar les propietats de la cel-lulosa bacteriana
amb les de la cel-lulosa vegetal, per justificar encara més el creixent interés d’aquest
material.

En la Figura 19 es mostra un espectre d’IR de la cel-lulosa bacteriana i de la cel-lulosa
vegetal. En aquest espectre es pot observar que la composicié d’'ambdues fibres és molt
similar. La diferéncia prou significativa d’alguns pics d’absorcié es deriva del lignit residual
en les fibres vegetals i de I'aigua absorbida per les mostres de cel-lulosa bacteriana.
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Figura 19: Espectre d’IR de la cel-lulosa bacteriana i la cel-lulosa vegetal

L’'index de cristal-linitat obtingut per aquest espectre va mostrar que el de la cel-lulosa
bacteriana era lleugerament major al de la cel-lulosa vegetal.

D’aqui se’'n pot concloure, doncs, que les propietats especials de les fibres de cel-lulosa
bacteriana es deuen a la macroestructura reticulada d’aquestes i no pas a I'estructura
molecular [24].
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Pel que fa a la llargada de les fibres, tal i com es mostra a la Taula 4 les fibres
bacterianes resulten ser més curtes que les fibres vegetals. EI mateix passa amb
'amplada d’aquestes.

Llargada (mm) Amplada (pm)

Fibres bacterianes 0,69 19,87
Fibres vegetals 1,05 31,64

Taula 4: Llargada i amplada de fibres bacterianes vs. fibres vegetals

Si comparem les propietats mecaniques de la cel-lulosa bacteriana amb la cel-lulosa
obtinguda de les fibres de cotd (Taula 5), podem observar que el moédul d’elasticitat de la
cel-lulosa bacteriana arriba a ser considerablement superior al de la cel-lulosa vegetal. En
el cas de l'esfor¢ a tracci6 ambdos valors es troben en un rang semblant, tot i que la
cel-lulosa vegetal obtinguda del cot6 arriba a uns valors més elevats (els nimeros varien
lleugerament -perd es mantenen de l'ordre de la centena- si es tracte d’'una cel-lulosa
vegetal d’'un altre tipus).

Material Modul d’elasticitat Esfor¢ a la traccié Elongacio
[GPa] [MPa] [%0]

Cel-lulosa 15-35 200-300 15-2,1

Bacteriana

Cel-lulosa vegetal 4,98-10,92 264-654 3,0-7,0

Taula 5: Comparaciéo de les propietats mecaniques d’una cel-lulosa bacteriana vs. una
cel-lulosa vegetal

En resum, la cel-lulosa bacteriana és un material renovable, natural, amb unes propietats
mecaniques superiors a la cel-lulosa vegetal, amb una gran porositat i capacitat
d’absorcié d’aigua a més de ser biodegradable i tenir una gran biocompatibilitat (util per
aplicacions mediques).

D.4.- Aplicacions de la cel-lulosa bacteriana

La cel-lulosa bacteriana és un nanomaterial respectués amb el medi ambient amb el qual
es poden preparar composits de gran valor afegit. Les bones propietats mecaniques,
antibacterianes, optiques, eléctriques, magnetiques, catalitiques i biomediques el fan ser
un material amb un gran potencial per a obtenir un gran ventall d’aplicacions. A més, la

22



Disseny d’un bioreactor per a la produccid de cel-lulosa bacteriana

puresa cristal-lina de la BC té aplicacions en camps que la cel-lulosa vegetal no pot
abastar [25].

En el camp dels materials compostos, les fibres naturals estan guanyant terreny i
substituint cada vegada més les fibres manufacturades, amb l'avantatge de ser menys
denses, menys costoses i biodegradables perd amb linconvenient de tenir menys
compatibilitat entre la fibra i la matriu [26]. No obstant, aplicant certes modificacions
estrategiques es poden obtenir nanocomposits funcionals. Una simple maodificacio
biosintética o quimica en la superficie de la cel-lulosa bacteriana pot millorar la seva
compatibilitat amb diferents matrius [27].

Els abundants grups funcionals hidroxil actius permeten la combinacié amb diferents
nanoestructures inorganiques i polimeriques. En el cas dels composits reforcats amb
fibres, les matrius més utilitzades s6n de HPDE, LPDE, PP o PEEK [26].

Les estrategies de construccié de nanomaterials compostos basats en cel-lulosa
bacteriana han estat molt estudiades al llarg dels ultims anys. El condicionament de les
fibres bacterianes es pot dur a terme mitjancant una modificacié biosintética, modificant
quimicament la superficie de la cel-lulosa o afegint-hi particules a posteriori aconseguint
crear composits in situ o ex situ [27].

La modificacio biosintetica consisteix la manipulacié de la biogénesis de la BC canviant-
ne les condicions de cultiu per controlar-ne la composicid, I'estructura o les propietats.
Afegint certs additius o particules als nutrients durant la biosintesis influeix en la
microestructura, polimorfisme i la mida del cristall entre d’altres. D’aquesta manera la BC
arriba a ser compatible per a generar compaosits in situ [27].

Tot i que la modificacié biosintética de la cel-lulosa bacteriana és una tecnologia
sostenible, I'estricte entorn de fermentacid microbiana restringeix en alguns casos la
introduccié d’alguns additius. Mitjancant la introduccié de nous grups funcionals a
I'estructura de la BC es pot canviar la propietat hidrofila, la capacitat d’absorcio d’ions i les
propietats optiques i mecaniques. Un bon exemple de la modificacié quimica de la BC és
l'acetilacié que es duu a terme per a que aquesta sigui compatible en diferents matrius
[27].

Un cop la cel-lulosa és compatible per a fer nanocompaosits, aquests es poden fer in situ
mitjancant reaccions de precipitacid o reducci6. La porositat de l'estructura de la BC
facilita la penetracié de diferents ions metal-lics produint materials polimérics conductors,
metal-lics o semiconductors [27]. En la Figura 20 es mostra un diagrama de I'esquema
d’'una preparacio in situ d’'un nanocomposit de particules.
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Figura 20: Esquema d’una preparacio in situ d’un nanocomposit

La introduccié de components o particules ex situ s’acostuma a fer per la impregnacio de
solucions. Un bon exemple és la immersié de I'hidrogel en particules de silice. Aquesta
silice queda fixada entre les fibres de la matriu d’hidrogel augmentant la resisténcia
respecte I'hidrogel original [27].

Tots aquests nanocomposits obtinguts per aguests métodes tenen aplicacions que van
des de la medicina, I'electronica, la industria alimentaria i la tecnologia entre d’altres.

En el camp de la medicina, I'elevada forca mecanica de la pel-licula de BC en estat
hidratat, la seva permeabilitat a liquids i gasos i la poca irritaci6 dérmica al contacte
confereixen unes propietats optimes com a substitut temporal de la pell en terapia de
cremades, ferides, Ulceres i abrasions de I'epidermis [17] [28]. EI composit utilitzat inclou
nanoparticules de plata que protegeixes les ferides dels microorganismes tant gram-
negatius com gram-positius. Un estudi fet I'any 2012 va descobrir que la cel-lulosa
obtinguda per maltosa i amb un contingut de I'1,06% de nanoparticules de plata tenia el
millor efecte antimicrobia pel microorganisme E. Coli [28].

La BC també s’ha estudiat com a possible component d’implants vasculars per
microcirurgia gracies al disseny d’'un reactor que permet obtenir-la en forma tubular [28].

Per altra banda també s’han creat composits amb hidroxiapatita per reemplacgar el teixit
ossi i amb alcohol polivinilic per a implants de cornia [28].

En odontologia i veterinaria també s’ha estudiat I's de la cel-lulosa bacteriana com a
components d’'implants dentals i com a aposit per Ulceres en cavalls [17].

Dins de la indistria alimentaria, les fibres bacterianes s’utilitzen com a espessidor,
estabilitzant, gelificant, massificant i per a fer les populars postres filipines de “nata de
coco”, basades en la fermentacio en un cultiu de sucs de fruita [13].

En la industria farmacéutica s’ha estudiat el recobriment amb cel-lulosa de tauletes de
paracetamol ja que aquesta retarda 'alliberament del farmac [13].

En el camp de la tecnologia, les membranes de BC s’han utilitzat per crear diafragmes
d’'alta fidelitat acustica gracies a l'alta capacitat sonica, propietat comparable a les
pel-licules d’alumini o titani [28]. AqQuestes membranes també tenen una alta conductivitat
eléctrica i se’'n fan dispositius emissors de llum incorporant alguns metalls a I'estructura
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de la cel-lulosa. A més, les membranes també s’utilitzen per la permeabilitat de gasos, tot
i que el flux de permeat en la majoria de processos de separacio é€s bastant baix [28]. En
la Figura 21 es mostra una membrana de cel-lulosa bacteriana.

Figura 21: Membrana de cel-lulosa bacteriana

També s’ha observat que es pot utilitzar com a suport en el cultiu de cél-lules de
mamifers com a substrat pel cultiu de teixits [28].

Per ultim, la cel-lulosa bacteriana també ha revolucionat el camp dels sensors. La gran
superficie, I'elevat nombre de grups hidroxil i la gran capacitat d’absorcio i retencio
d’aigua fan la BC un material ideal per a sensors de gas i sensors sensibles a la humitat
[27]. Per altra banda, la BC també s'utilitza com a recobriment per a sensors de glucosa
pels diabetics [28].

La BC també és util dins del camp de la refineria per a absorcié de toxines i olis, en la
industria téxtil com a material d’alta absorcié aquosa i roba esportiva o en cosmeética com
a estabilitzador d’emulsions, condicionador i cremes [28].

e) Teoria 3: obtencio de cel-lulosa bacteriana

La produccié de cel-lulosa bacteriana la duen a terme diverses bactéries, perd I'espécie
amb més capacitat productora és el Gluconacetobacter Xylinus (veure Figura 22). Es per
aixo gue aquest microorganisme ha servit de model en I'estudi de la biosintesi de la
cel-lulosa bacteriana. El seu habitat natural sén fruites i vegetals en procés de
descomposicid, és un bacteri aerobi i realitza I'oxidacié incompleta de diferents sucres i
alcohols (fermentacié oxidativa de substancies com la glucosa, sacarosa, glicerol,
mannitol o arabitol) produint cel-lulosa bacteriana sobre medis liquids i solids formant una
pel-licula sobre la superficie [28].
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Figura 22: Biosintesi de la cel-lulosa pel Gluconacetobacter

Aquesta pel-licula realitza una funcié fisiologica en el Gluconacetobacter Xylinus i en les
altres bactéries que la produeixen; confereix una proteccié mecanica, quimica i biologica
[28]. Es una barrera fisica que protegeix la bactéria de la radiacié ultraviolada, augmenta
la capacitat de colonitzar substrats i el seu caracter higroscopic li permet retenir la humitat
preveient I'assecament del substrat [28]. A més, la matriu polimerica facilita el
subministrament de nutrients a la cel-lula ja que aquests es concentren millor degut a les
propietats d’adsorcié de l'estructura de la cel-lulosa [28]. La pel-licula de BC també
permet al microorganisme estar en la interfase aire/liquid, obtenint amb més facilitat
'oxigen dissolt necessari pel seu creixement [28].

E.1.- Precedents historics

Tot i que la formacié de cel-lulosa bacteriana va ser descoberta per primera vegada per J.
Brown, no va ser fins a la segona meitat del segle XX que va ser objecte d’atencio.

Schram i Hestrin I'any 1954 varen realitzar un dels primers treballs de produccié de
cel-lulosa bacteriana fent servir Gluconacetobacter Xylinus en cultiu estatic. En aquest
estudi van observar que la produccié de cel-lulosa era funcié del subministrament
d'oxigen tant per al cultiu estatic com per al cultiu agitat i que la produccié optima
s’aconseguia utilitzant aire enriquit [28].

Hestrin i Schramm van desenvolupar un medi compost per glucosa (2% p/v), peptona
(0,5%), extracte de llevat (0,5%), fosfat disodic (0,27%) i acid citric (0,115%) a pH 6.
Aquest medi actualment es coneix com H-S i és dels més utilitzats en estudis de
produccié de cel-lulosa bacteriana [28].

Posteriorment Dudman, I'any 1959 va presentar un estudi de I'efecte de les condicions de
cultiu sobre la produccié de cel-lulosa bacteriana amb Acetobacter Xylinus i va descobrir
que I'us de glicerol com a font de carboni augmentava la produccié de cel-lulosa en un
40% comparat amb la glucosa i fructosa. Pel que fa a les fonts de carboni complexes,
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'autor mostra com a l'utilitzar melassa hidrolitzada s’obté una produccié de fins al 88%
superior a es trobades en medis de glucosa com a font de carboni [28].

L’augment de la produccié s’atribueix a que I'is de glucosa com a unica font de carboni
promou la produccié per part dels microorganismes d’acid cetogluconic, que no només
disminueix la quantitat de glucosa disponible per polimeritzar, siné que condueix a nivells
de pH que afecten a la viabilitat cel-lular [28].

Aquests dos estudis van ser els primers en preguntar-se com es produia la cel-lulosa
bacteriana. A partir d’aqui, molts estudis posteriors s’han entrat en determinar la
influéncia en el medi de cultiu de les diferents fonts de carboni i nitrogen, pH i
temperatura.

E.2.- Influéncia de les fonts de carboni

Des de que Schramm i Hestrin van publicar els seus estudis sobre la produccié de
cel-lulosa bacteriana, el medi de cultiu més utilitzat és el que consta de glucosa com a
font de carboni. No obstant, molts estudis posteriors han buscat noves fonts per
substituir-la amb la finalitat d’abaratir costos per a fer rendible una produccié a nivell
industrial. A més, diversos estudis han demostrat que substrats diferents de la glucosa
augmenten la produccié de cel-lulosa comparativament, cosa que s’atribueix al fet que la
glucosa com a Unica font de carboni promou la produccié per part dels microorganismes
d’acid glucdnic, que no només disminueix la quantitat de glucosa disponible per
polimeritzar, sind que condueix a nivells de pH que afecten a la viabilitat cel-lular [28].

La taula 6 mostra els resultats d’'un estudi on es comparen diferents fonts de carboni amb
el rendiment de produccié de cel-lulosa obtingut. Tal i com es pot observar, I'arabitol i el
mannitol sén les dues Uniques fonts estudiades que obtenen un rendiment superior a la
glucosa.

Glucosa 100
Fructosa 92
Galactosa 15
Mannosa 3
Xilosa 11
Arabinosa 14
Sorbosa 11
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Lactosa 16
Maltosa 7
Sucrosa 33
Cel-lobiosa 7-11
Mido 18
Etanol 4
Etilenglicol 1
Dietilenglicol 1
Propilenglicol 8
Glicerol 93
Arabitol 620
Mannitol 380
Citrat 20
Cap font de carboni 2

Taula 6: Comparaci6 del diferents fonts de carboni en funcié del rendiment
de produccio obtingut

Tots els substrats definits a continuacié s’han provat amb Acetobacter Xylinus, ja que,
com s’ha comentat anteriorment, és I'espécie amb més capacitat productora.

Diferents monosacarids, polisacarids, alcohols, acids organics i altres components van
ser analitzats I'any 1998 per Jonas i Farah, els quals van descobrir que les fonts de
carboni que proporcionaven més productivitat eren I'arabitol i el mannitol, obtenint-se una
produccié de fins a 6,2 i 3,8 vegades superior en comparacié amb la glucosa [18].
Aquests dos alcohols no produeixen cap tipus d’acid gluconic durant la fermentacio, i per
tant el pH es manté estable durant el temps de cultiu [25].

L’any 2006, Keshk i col-laboradors van utilitzar melassa de remolatxa com a font de
carboni. Els resultats van demostrar que la produccid s’havia incrementat un 31%
respecta la glucosa, cosa que van atribuir a la quantitat de nutrients addicionals presents
en la melassa, especialment els sulfurs i el nitrogen organic, que afavoreixen el
creixement dels microorganismes [28].

Per altra banda, Bae i Soda van investigar I'is de la melassa préviament tractada amb
acid sulfuric com a font de carboni observant un augment de la produccié d'un 76%
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respecte a la melassa sense tractar. Aix0 es deu a que la melassa no tractada provoca
gue el microorganisme produeixi altres polisacarids que disminueixen la produccié de
cel-lulosa [28].

Alguns estudis també han demostrat que utilitzant concentracions de glucosa més baixes,
la produccié de cel-lulosa pot arribar a augmentar fins 0,6 g/g de glucosa/dia després de
2 a 4 dies de cultiu. En la majoria d’estudis publicats, la productivitat de la cel-lulosa
utilitzant glucosa o fructosa és menor i oscil-la entre 0,02 g/g de cel-lulosa/dia i 0,07 g/g
de cel-lulosa/dia. Aquests valors tant baixos es poden donar a causa del temps de
fermentacid, que en la majoria de casos és de 4 a 10 dies o a la concentraci6 de la font
de carboni. No obstant, hi ha altres parametres a tenir en compte com ara la relacio
superficie/volum o I'area superficial relativa del sistema de fermentacio [25].

A part de les fonts de carboni esmentades (glucosa, mannitol, arabitol i melassa), també
s’utilitzen la sacarosa, la fructosa, la lactosa i fins i tot s’ha demostrat la capacitat de la
bactéria per sintetitzar I'acid lactic o I'acid succinic [28].

Hung i Qiu, I'any 2008 van utilitzar farina de konjac hidrolitzada amb hidroxid de calci com
a font de carboni i la producci6 de cel-lulosa va resultar ser fins a 3 vegades major que la
de la glucosa. L’augment de la produccié es va atribuir tant a la hidrdlisi de la farina com a
la preséncia de I'i6 Ca*™ en el medi de cultiu, que afavoreix I'acci6 de la cel-lulosa sintasa
i per tant la produccio de cel-lulosa [28].

L’any 2009, Kurosumi compara I'is de diferents sucs de fruita en un medi H-S amb
glucosa i sacarosa com a font de carboni, i els sucs de fruita sense cap component
addicional, només ajustant el pH inicial. La major produccié es va donar en el primer cas,
ja que les fonts de nitrogen del medi H-S i els compostos addicionals de les fruites
afavoreixen el creixement dels microorganismes [28].

L’any 2010, Jung i col-laboradors van realitzar un procés amb glicerol com a font de
carboni en cultiu agitat i van descobrir que la produccié de cel-lulosa resultava ser un
91% major en comparacié amb la glucosa, resultat similar a I'obtingut per Dudman en
cultiu estatic. A més, es reduia la produccié d’acid gliceric [28].

Un altre compost estimulador de la sintesi de cel-lulosa ha resultat ser I'etanol. L’etanol
es considera una font addicional de carboni, ja que contribueix a la generacio de trifosfat
d’adenosina, i d’aquesta manera es millora la productivitat de la cel-lulosa. A més, també
contribueix a I'eliminacié espontania de les bactéries no productores de cel-lulosa. Tot i
aixi, es considera que no és un substrat de la sintesi de cel-lulosa, sin6 una font d’energia
addicional [13] [18].

Altres medis de cultiu econdmics i aptes per a la produccié a gran escala son les restes
d’agricultura. Alguns estudis han demostrat que, per exemple, les restes de cervesa, les
pells de raim o de pinya, etc. Sén unes fonts de carboni beneficioses per a la produccié
de cel-lulosa bacteriana. Aquestes fonts de carboni, que per algunes industries s6n un
residu, generen un impacte ambiental positiu [29].
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E.3.- Influéncia de les fonts de nitrogen

La base de la majoria de treballs d’investigacié és el medi de cultiu H-S. Aquest conté
com a font de nitrogen extracte de llevat i peptona en un percentatge del 0,5 de cada.

No obstant, diferents grups de recerca han alterat aquests percentatges i han buscat
fonts de nitrogen alternatives per obtenir un millor rendiment en la produccioé de cel-lulosa
bacteriana. Diferents estudis han afirmat que el xarop de blat de moro o CSL (de I'anglés
corn syrupliquor), que és un subproducte derivat de la molta de blat de moro, és una font
molt més efectiva que la del medi H-S sobretot en cultius agitats [25].

S’han provat altres fonts de nitrogen com ara la polipeptona, triptona, el sulfat d’amoni, la
caseina i el glutamat sodic, perd cap d’aquestes ha donat els resultats del CSL [28] [13].

E.4.- Influéncia del pH, latemperaturai altres aspectes

El rang optim de pH per a la produccié de cel-lulosa amb Gluconacetobacter Xylinus és
d’entre 4 a 7 [25]. A mesura que transcorre el temps de cultiu, el pH del medi disminueix
degut a la transformacié dels carbohidrats en acids aceétics i de la glucosa en acids
gluconics [13]. Es per aixd que molt autors utilitzen pH 5 0 6 per les seves investigacions,
tot i que s’ha demostrat que per a la produccio industrial un pH d’entre 4 i 4,5 déna millors
resultats sobretot per evitar contaminacions [25]. Amb freqiiéncia es sol afegir fosfat de
sodi o potassi per amortir els canvis de pH [28].

Pel que fa a la temperatura, és conegut que la temperatura optima per a la producci6 és
de 25 a 30°C [25].

Per altra banda, s’han descobert altres components que augmenten la productivitat de la
cel-lulosa bacteriana. Un d’aquests és el lactat, que augmenta la produccio fins a un 22%
i sovint s’utilitza en cultius agitats [28].

Wantanabe i Yamanaka van demostrar que les tensions d’oxigen afecten directament a la
produccié de cel-lulosa. Segons els seus estudis, tensions d’oxigen des del 10% fins al
25% augmenten la produccié de cel-lulosa [25].

Un altre factor a tenir en compte és I'addicié de polisacarids al medi de cultiu. Aquesta
condueix a una disminuci6 dels esforcos tallants dins del reactor i es redueix el risc de
mutacio de les cél-lules productores de cel-lulosa a cél-lules no productores [25].

La produccié de cel-lulosa també depén de la relacié superficie/volum; un alt rati de s/v
de 2,2cm-1 dona millors resultats. La produccié depén de I'area superficial [25].

Per altra banda, Matsuoka va demostrar que la metionina tenia un efecte important en el
creixement de la cél-lula i la produccio de cel-lulosa augmentava un 90%.

També s’ha descobert que certes vitamines com I'acid nicotinic, I'acid p-aminobenzoic i la
piridoxina tenen un paper important en el creixement cel-lular [25].
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E.5.- Cultiu estatic i cultiu agitat

Les técniques de fermentacié utilitzades per produir cel-lulosa bacteriana sén el cultiu
estatic i el cultiu agitat. Amb cada técnica s’obté una cel-lulosa de morfologia diferent [28].

A través dels medis estatics s’obté una cel-lulosa amb un modul de Young superior, amb
més resistencia als esforcos de traccidé, amb un major index de cristal-linitat i un major
grau de polimeritzacié. Es per aix0 que la principal aplicacié de la cel-lulosa obtinguda
amb cultiu estatic sén els productes del camp de la medicina. Per a aplicacions menys
exigents de cel-lulosa bacteriana, aquesta es pot obtenir amb un cultiu agitat [13].

Els periodes d’incubacio sén dependents del sistema de cultiu. En cultius agitats van de
24 a 72 hores mentre que en cultiu estatic el periode oscil-la entre 1 i 2 setmanes. [28]

Aixi doncs, és interessant estudiar I'efecte que té la técnica de cultiu en la produccié de
cel-lulosa bacteriana.

En cultiu estatic, la cel-lulosa s’obté en forma de gel el qual té aproximadament un 1% de
cel-lulosa en pes.

Estudis realitzats mostren que en un primer estat, el microorganisme incrementa la seva
poblacié gracies al consum d’oxigen dissolt que es troba en el medi de cultiu. Durant
aguest temps, el microorganisme sintetitza una certa quantitat de cel-lulosa al medi liquid.
En aquest punt, només les bactéries que es troben a prop de la interfase aire/medi de
cultiu i tenen disponibilitat d’'oxigen poden mantenir la seva activitat i produir cel-lulosa, la
gual forma unes capes superposades. A mesura que transcorre el temps de fermentacio,
I'espessor de la pel-licula s'incrementa per la generacié de noves capes en la superficie,
formant una estructura de capes suspeses al medi de cultiu. El principal inconvenient que
presenta aquesta técnica és l'elevat temps de fermentacié i el requeriment d’'una gran
area superficial, fet que no fa practica la seva produccié a gran escala [28].

Al realitzar fermentacions en cultiu agitat es poden obtenir uns pellets de cel-lulosa o
aglomeracions amorfes de les fibres, les quals depenen del tipus de reactor i condicions
d’operacio utilitzats. Un estudi 'any 2013 va descobrir que el nombre d’esferes irregulars
decreixia augmentant el volum de I'indcul mentre que la variacié en la concentracio inicial
de glucosa nomes tenia un impacte en el diametre d’aquests [28].

Aquests cultius poden realitzar-se per lots 0 en continu, en reactors de tanc agitat o airlift.
El cultiu agitat s'investiga amb mires a escalar el procés a nivell industrial, pero les baixes
productivitats reportades fins ara fan que el seu escalatge sigui més complex.

La baixa productivitat obeeix al fet que I'agitacié afavoreix el creixement de les cél-lules
no productores de polimer que consumeixen el substrat. Alguns autors atribueixen aguest
fenomen a mutacions que lesionen la maquina enzimatica encarregada de la
polimeritzacié de la glucosa [28].

Per altra banda, s’han aillat i caracteritzat ceps altament productors en cultiu agitat, tals
com I’Acetobacter Xylinus BCRS, I'Acetobacter Xylinus subsp. SucrofermentansBPR2001
i I'Acetobacter Xylinussubsp. A9. Les produccions obtingudes son de 1.4, 4.0 i 2.3
vegades superiors a I'obtinguda utilitzant el cep caracteritzat ATCC 10245 [28].
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Un inconvenient addicional que presenta aquest métode de cultiu és I'habilitat de les
cél-lules d’Acetobacter Xylinus per convertir la glucosa en acid gluconic i cetogluconic, fet
gue consumeix la glucosa del medi en detriment del rendiment per a la cel-lulosa [28].

f) Teoria 4: tipus de fermentadors

La sintesi de cel-lulosa bacteriana, tal com s’ha vist en capitols anteriors, es duu a terme
tant en cultiu estatic com en cultiu agitat proporcionant I'aeracio i I'agitacid necessaries
per la homogeneitat del medi i per I'efectivitat de la transferéncia de massa. L’eleccié de
les condicions de cultiu depén estrictament de I'Us final del polimer [1]. Per a dur a terme
un cultiu agitat, els fermentadors utilitzats seran o BATCH, o fed-BATCH o CSTR. Per
altra banda, si es tracta d’un cultiu estatic, es poden utilitzar fermentadors tubulars o de
flux pist6 tals com els fermentadors de floculs, els de particules (llit fix o llit fluiditzat), i els
de pel-licula o biofilm (el fermentadors de discs entraria dins aquesta classificacio).

En aquest apartat es mostren, entre daltres continguts, els diferents tipus de
fermentadors on es pot dur a terme aquest procés.

En un procés de fermentacio, els microorganismes tenen I'habilitat d’aconseguir qualsevol
conversié que impliqui compostos organics solubles en aigua (incloent compostos de
baixa solubilitat com ara els hidrocarburs), mitjancant unes complexes sequéncies de
reaccions catalitzades per enzims [30].

Historicament, no va ser fins a la primera meitat del segle XX quan es va produir el boom
de molts processos de fermentaci6 a nivell industrial. EI desenvolupament comercial de la
penicil-lina durant la Segona Guerra Mundial va proporcionar un estimul addicional de
gran importancia. En els anys de post guerra, aquesta evolucio es va veure frenada pel
creixement de la industria petroquimica i la conseglent disponibilitat de productes
guimics basics que van fer comercialment atractiva la sintesi de dissolvents i acids
organics per sobre les fermentacions [30].

Actualment, el cost de les matéries primeres, el cost de I'aeracid, i la baixa conversio del
substrat son factors que incrementen el preu del producte final. Es per aixd que s’estan
realitzant diverses investigacions per resoldre aquests problemes mitjangant I'us de
substrats meés barats, desenvolupat noves configuracions del fermentador que condueixin
a eficiéncies d’aeracié més altes, etc. [30].

Per cultivar microorganismes en unes condicions optimes i per produir els metabdlits o
enzims desitjats, cal tenir en compte una serie de factors tals com la manipulacié genética
dels ceps utilitzats, la regulacié del metabolisme optimitzant el medi de cultiu o el control
adequat dels parametres que afecten al rendiment de la fermentacio (temperatura, oxigen
dissolt, pH, etc.) [31].
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Un procés tipic de fermentacié consta dels anomenats processos de fermentacio, i de la
posterior recuperacié del producte. Els processos de fermentacié inclouen el
desenvolupament de l'indcul, la preparacié dels medis, I'esterilitzacié, la fermentacio
propiament i el control dels factors fisico-quimics. Per altra banda, la recuperacié del
producte es fa extraient o purificant [31].

Aixi doncs, la fermentacido comenca amb I'esterilitzacié del medi de cultiu i de I'equip. Les
cél-lules creixen primer en un medi de cultiu de manteniment, posteriorment en un matras
i d’'aqui es passa a un prefermentador per acabar inoculant el fermentador de produccié.
Una vegada la fermentacié s’ha completat, les cél-lules es separen del cultiu liquid. Si el
producte és intracel-lular, les cél-lules es trenquen i se n’eliminen les restes cel-lulars
mentre que si el producte és extracel-lular, es purifica, com és el cas de la produccié de
cel-lulosa bacteriana [32].

Quan es duu a terme una fermentacié cal tenir en compte una série de factors; per una
banda cal que les condicions de creixement dels microorganismes siguin optimes, també
cal esterilitzar el medi per evitar contaminacions, netejar correctament per evitar que les
impureses afectin a la conversio, mantenir constants el pH, la temperatura, I'oxigen
dissolt, el substrat i la concentracio de producte.

F.1.- Factors fisico-quimics que afecten al rendiment de les fermentacions
industrials

Tal i com s’ha explicat en la Teoria 3 per al cas concret de la fermentacié per a la
produccio de cel-lulosa bacteriana, hi ha una série de factors fisico-quimics que afecten al
rendiment de les fermentacions a nivell industrial. Aquests sén l'oxigen dissolt, la
temperatura, el pH i 'agitacio.

OXIGEN

Un dels factors més critics en l'operacié de fermentaci6 a gran escala és el
subministrament d’un intercanvi de gasos adequat. L’oxigen és el substrat gasdés més
important per al metabolisme microbia i 'anhidrid carbdnic és el producte metabdlic més
important. L’'oxigen no és un gas gaire soluble ja que una solucié saturada d’oxigen conté
aproximadament 9 mg/L d’aquest gas en aigua. Degut a la influéncia dels ingredients de
cultiu, el contingut maxim d’oxigen realment és mes baix del que hauria de ser en aigua
pura. El subministrament s’aconsegueix polvoritzant aire al fermentador durant el procés.

La llei de Henry descriu la solubilitat de I'oxigen en solucions de nutrients en relacié a la
pressio parcial de I'oxigen en fase gasosa:

c=H-p
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En aquesta equacio, c és la concentracié d’oxigen de la solucié de nutrients a saturacio, p
és la pressié parcial del gas en fase gasos i H és la constant d’'Henry que és especifica
per cada tipus de gas. A mesura que augmenta la concentracié d’oxigen en la fase
gasosa, augmenta la proporcié d’oxigen en la solucié de nutrients. En conseqiéncia, la
pressid més alta d’oxigen s’aconsegueix durant I'aeracié amb oxigen pur. Comparat amb
el valor obtingut a l'utilitzar aire (9 mg O,/L), en aigua es dissolen 43 mg O,/L quan
s'utilitza oxigen pur. Una altra caracteristica és que a mesura que augmenta la
temperatura decreix la solubilitat de I'oxigen.

Un cop dissolt, 'oxigen ha de transferir-se des de la bombolla de gas a cada cél-lula
individual. Per aix0 han de ser superades diferents resistencies parcialment
independents; la resisténcia dins la pel-licula de gas a la interfase, la penetracio de la
interfase entre la bombolla de gas i el liquid, la transferencia des de la interfase al liquid,
els moviments dins la solucié de nutrients i la transferéncia a la superficie de la cél-lula.

En les fermentacions que es duen a terme amb organismes unicel-lulars com ara
bacteries o llevats, el factor més important que controla la velocitat de transferéncia és la
resistencia en la interfase entre la bombolla de gas i el liquid. Les cél-lules microbianes
proximes a la bombolla de gas poden absorbir directament I'oxigen a través de la
interfase augmentant la transferéncia del gas cap a aquestes cél-lules. En els aglomerats
de cél-lules o en les boles de miceli, la transferéncia de gas dins I'aglomerat pot ser un
factor limitant.

Per ultim, la concentracié critica d’oxigen és el terme utilitzat per expressar el valor de la
velocitat especifica d’absorcié d’oxigen que permet la respiraci6 sense impediments.
Aquesta concentracié critica d'oxigen sol tenir uns valors concrets per cada
microorganisme oscil-lant de forma general entre el 5% i el 25% dels valors de saturacio
d’oxigen en els cultius [32].

TEMPERATURA

La temperatura és un altre dels parametres essencials per I'éxit d’'una fermentacié. Els
microorganismes que creixen a una temperatura inferior a I'dptima tenen un retras en el
creixement i per tant una reduccié de la produccié cel-lular. Per una banda, si la
temperatura és massa alta, pero no letal, es pot induir una resposta d’estrés al xoc térmic
amb la consegiient produccio de proteases cel-lulars que ocasionen una disminuci6 en el
rendiment dels productes proteics. Per tal d'obtenir rendiments optims, les fermentacions
s’han de dur a terme en un marge estret de temperatura i a ser possible constant. La
velocitat de produccié de calor deguda a l'agitacié i a Il'activitat metabdlica dels
microorganismes no es veu compensada per les pérdues de calor que resulten de
'evaporacid, cosa que provoca que s’hagi de recorre a sistemes de refrigeracié. Dins
d’aquests, els més utilitzats en les fermentacions industrials sén les camises d’aigua [32].
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PH

La major part dels microorganismes creixen de manera optima amb un pH d’entre 5,5 i
8,5, pero durant el creixement en un fermentador, els metabdlits cel-lulars sén alliberats al
medi, fet que pot originar canvis de pH al medi de cultiu. Cal controlar el pH del medi
afegint un acid o una base i mesclar-lo rapidament quan sigui necessari per mantenir el
pH constant [32].

AGITACIO | MESCLAT

L’'agitacié és I'operacié que crea o que accelera el contacte entre dues o diverses fases.
Una fermentacié microbiana pot ser considerada com un sistema de tres fases, que
implica reaccions liquid-solid, gas-solid i gas-liquid.

La fase liquida conté sals dissoltes, substrats i metabolits. Pot existir, en alguns casos,
una segona fase liquida si existeix un substrat immiscible en aigua com ara els alcans.

La fase solida consisteix en cél-lules individuals, boles de miceli, substrats insolubles o
productes del metabolisme que precipiten.

La fase gasosa proporciona un reservori pel subministrament d’oxigen, per I'eliminacio del
CO2 o per 'ajust del pH amb amoni gasoés.

Una agitacié6 adequada d’un cultiu microbia és essencial per la fermentacié, ja que
produeix els seguents efectes en les tres fases:

1. Dispersi6 de l'aire en la solucié de nutrients

2. Homogeneitzacié per igualar la temperatura, pH i concentraci6 de nutrients al
fermentador

3. Suspensié dels microorganismes i dels nutrients solids
4. Dispersio dels liquids immiscibles

Sota aquestes premisses es podria concloure que amb major agitacio, millor sera el
creixement. Tot i aixi, I'agitacié excessiva pot trencar les cel-lules grans i incrementar la
temperatura provocant un descens en la viabilitat cel-lular. Per tant, cal aconseguir un
equilibri entre la necessitat de mesclar i la necessitat d’evitar el dany cel-lular.

Els diferents tipus d’agitacié que s’utilitzen en les fermentacions s’inclouen dins dels
segulents tipus:

1. Agitadors rotatius; tenen un sistema mecanic d’agitacié

2. Columnes de bombolles; I'agitacid es realitza mitjancant la introduccié d'aire a
sobrepressio
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3. El sistema Airlift; pot tenir un circuit intern o extern. La mescla i circulacié dels fluids
son el resultat de les corrents d’aire introduides, les quals causen diferéncies en la
densitat dins de les diferents parts del fermentador.

D’aquests tres tipus, el més utilitzat és el primer, ja que és més flexible en les condicions
d’operacio, és més facil d’'aconseguir comercialment, aporta una transferéncia de gasos a
la cél-lula eficient i és el tipus del qual se’n té més experiéncia [32].

MODELS DE CREIXEMENT

Al llarg del temps s’han proposat diferents models per la taxa de creixement. El model
més antic data de I'any 1938 i va ser proposat per Verhults. Aquest model expressa la
velocitat de creixement com una funcié de la concentraci6 de biomassa, tal com es
mostra a I'equacio 1, on:

HMmax €S la velocitat maxima de creixement

M és una constant

x@®
M= Wmax (1 - 7) Eq. 11

El model més utilitzat, perd, es basa en la llei de Michaelis-Menten, introduida I'any 1913
per descriure una reaccio enzimatica. En I'equacié 2 es mostra aquest model on :

x@ és la concentracio del substrat

Ks és la constant de saturacié

x@
H = Hmax <Ks + x(2)> Eq.1.2

Arribat a aquest punt en qué s’han comentat tant els diferents tipus de fermentacions que
es poden dur a terme com els factors fisico-quimics que afecten a aquestes, cal posar
emfasi en els criteris més importants a tenir en compte a I'hora de dissenyar un
fermentador i als diferents fermentadors que existeixen actualment [33].

Els criteris més importants a tenir en compte quan es dissenya un fermentador es
mostren a la Taula 7.
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Dissenyar per a que funcioni asépticament durant tot el temps que dura I'operacio

Proporcionar un sistema adequat d’aeracid i agitacid per cobrir les necessitats
metaboliques dels microorganismes

El consum d’energia ha de ser el minim possible

Cal que hi hagi un sistema de control de pH

El fermentador ha de tenir un sistema per la presa de mostres

Cal que existeixi un sistema de control de temperatura

Reduir al minim les péerdues per evaporacio

El disseny del tanc ha de ser tal que les operacions laborals durant el funcionament,
recol-leccid, neteja i manteniment siguin minimes

El tanc ha de ser versatil per a I'aplicacio de diverses modalitats de processos

Les superficies internes del tanc han de ser llises i unides per soldadures

La geometria del fermentador ha de ser similar a la d’altres tancs més petits o
majors de la planta o als de la planta pilot per poder reproduir els processos a
diferents escales

S’han d'utilitzar els materials més barats que produeixin resultats satisfactoris

Cal que existeixi un servei adequat de recanvis per al fermentador

Taula 7: criteris que cal tenir en compte quan es dissenya un fermentador

El manteniment d’'un ambient aséptic i unes condicions aerdbiques sén probablement els
dos punts de major rellevancia que cal considerar. Els fermentadors més utilitzats a nivell
industrial consten de mecanismes d’agitacid, dispersio i aeracié aixi com de sistemes per

al control de pH, temperatura i formaci6 d’espuma [32].

Els diferents processos de fermentacié, aixi com els diferents tipus de fermentadors que
existeixen es poden classificar de manera general com: fermentacions discontinues

(batch), fermentacions alimentades (fedbatch), fermentacions continues (CSTR)

fermentacions de retencié cel-lular. A continuacié s’explica cada un d’aquests tipus de

fermentaci6. En la Figura 27 es mostra un petit esquema de cada tipus de bioreactor.
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CA
—— —
(a) Batch reactor (b) Semi-batch reactor
-
F
— - A% -
v — F

(c) Continuous stirred-tank reactor (d) Continuous plug-flow reactor

Figura 27: Esquema de cada tipus de bioreactor

F.2.- Fermentaci6 batch (discontinua)

Una fermentacié discontinua (en batch) pot ser considerada com un sistema tancat. A
l'inici de l'operacié s’afegeix la solucié esterilitzada de nutrients i s’inocula el medi de
cultiu amb el microorganisme que interessi, permetent que es dugui a terme la incubacié
en condicions optimes de fermentacié i que s’assoleixi la conversio requerida [32] [31]. En
la Figura 28 es mostra una fotografia d’un fermentador batch.
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Figura 28: fotografia d’un fermentador batch

Els processos microbiologics duts a terme de forma discontinua impliquen una série
d’etapes que inclouen el desenvolupament dels microorganismes a partir d’un cultiu
patré. El primer pas, doncs, consisteix en desenvolupar un cultiu sobre la superficie de
medi nutrient estéril solidificat per addicié d’agar. Posteriorment, el fermentador de
sembra s’utilitza per produir I'indcul per al fermentador de producci6 industrial [30] [34].

Una vegada ja s’ha afegit el substrat al fermentador de produccié industrial no s’hi afegeix
res més excepte oxigen o aire si es tracta d’un cultiu aerobic, i un agent antiespumant per
evitar la formacié d’espuma, ja que les fermentacions son propenses a la formacio
d’aquesta com a conseqiéncia de la preséncia de metabodlits amb propietats
tensioactives que poden conduir a una considerable disminucié del volum de liquid.
Alguns agents antiespumants que s’utilitzen son; olis naturals i minerals, alcohols
superiors, acids grassos i silicones [30] [34]. Per altra banda, també s’afegeixen acids o
bases per controlar el pH [31] [32] [35].

La composicié del medi de cultiu, la concentracié de biomassa i la concentracié de
metabolits canvia al llarg del procés com a resultat del metabolisme de les cél-lules
observant-se les quatre fases tipiques de creixement: fase de laténcia, fase logaritmica,
fase estacionaria i fase de mort [31] [32].

L’'area de transmissio de calor en un fermentador discontinu s’ha de calcular perqué es
puguin subministrar les quantitats de calor corresponents a I'esterilitzacié i el refredament,
aixi com les associades al funcionament normal. Les variables al llarg de la fermentacié
son: calor de reaccio, energia dissipada per I'agitador, energia dissipada per l'aire en
passar pel medi liquid i pérdues de calor en la corrent d’aire degut als canvis de
temperatura i humitat [30] [34].
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Per aconseguir I'agitacié necessaria, s’utilitzen impulsors que produeixen un flux radial.
La seleccié de limpulsor i de la velocitat de funcionament esta basada en dades
obtingudes amb sistemes similars o bé sobre un estudi detallat de planta pilot [30] [34].

L’esterilitzacié dels medis s’aconsegueix generalment amb vapor, mentre que laire
subministrat s’esterilitza per la temperatura aconseguida al compressor, seguida pel pas
a través d’un medi filtrant fibrés. Es normal utilitzar un filtre addicional a la sortida de I'aire
per evitar la infeccid en el cas de que part d’aquest aire fos aspirat novament a la
instal-lacio [30] [34].

En els processos comercials, la fermentacié normalment s’interromp al final de la fase
logaritmica (metabolits primaris) o abans que comenci la fase de mort (metabdlits
secundaris), que coincideix amb el moment en qué s’acaba el substrat i s’assoleix la
conversi6 desitjada [31] [32].

L’avantatge d’'una fermentacié batch rau principalment en el fet que és el méetode més
utilitzat i conegut fins ara i que es requereixen unes instal-lacions relativament simples
[31] [32].

En la Figura 29 es mostra com varia la concentracié de cél-lules i de substrat a mesura
gue avanca el temps de fermentacié. Tal i com es pot observar, a mesura que desapareix
el substrat es va creant producte.

100
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80 4 == Microorganismes
Producte
70 -
60 -

50 A

Concentracio

40 -
30 -
20 -
10 -
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Temps

Figura 29: Grafica concentracioé/temps per un fermentador batch

Una fermentacié batch es caracteritza, doncs, pel creixement dels microorganismes
sense subministrament addicional de substrat un cop s’ha inoculat. Mentre que el substrat
es metabolitza, la biomassa i els productes es van formant durant el cultiu. La fermentacié
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s’atura quan la concentracié de producte desitjat arriba al maxim. Posteriorment, el
reactor es neteja i s’esterilitza per la seglient fermentacié [35].

No obstant, quan es vol dur a terme un procediment continu de diverses fermentacions
batch, la primera etapa comenga amb un cultiu i a I'inici de cada etapa seguent en
comptes de retirar tot el volum se’n deixa una part al reactor que serveix com a indcul per
al seglent procés, al qual s’afegiran medis frescos i esterilitzats. Aquest procés es pot
repetir fins al moment en que la produccié disminueix [35]. El sistema de multiples etapes
té certs avantatges; la productivitat és més elevada per un volum de fermentador menor i
hi ha possibilitat de variar les condicions ambientals d’etapa en etapa, fet que permet que
algunes etapes siguin utilitzades per al creixement microbia, i altres per a la produccié
bioquimica [30] [34].

El problema que presenta aquest sistema, €s que les condicions inicials de cada batch no
son totalment conegudes, ja que sén residus d’altres batch i aixo pot influenciar el cultiu.
Tot i aix0, sOn processos senzills i ampliament utilitzats.

El limit en un procés batch el determina la concentracié de substrat inicial, tenint en
compte que concentracions massa altes poden inhibir el creixement dels
microorganismes [35].

En els bioreactors batch no existeix ni flux d’entrada ni de sortida, per tant direm que:

Qent = Qso =0

En aquest cas, les equacions que el modelen queden de la seglient manera [33]:

D
avx") _ . Eq. 2.1
dt !
d(Vx®
% = -1V Eq. 2.2
@& _, Eq. 2.3
dt

La disposicio basica del fermentador és un fermentador tipus tanc profund [30] [34].

El temps requerit per una fermentacié discontinua varia d’hores a setmanes, en funcié de
la conversio que es desitgi i de les condicions utilitzades. Durant aquest temps, cal evitar
la contaminaci6é agitant el contingut del tanc i mantenint la temperatura controlada [30]
[34].
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El control de la temperatura s’aconsegueix posant una camisa d’aigua al voltant del tanc,
acompanyat per la utilitzacié de serpentins interns amb la finalitat d’aconseguir una
superficie suficient de transmissio de calor [30] [34].

El problema de disseny d’un fermentador tipus tanc profund resideix en I'especificacié de
la mida del tanc, el temps que dura el procés, la quantitat de microorganismes retinguts,
les necessitats d’aeracié i de poténcia, i de I'area de superficie de transmissié de calor

[30] [34].

Les condicions optimes per al creixement i la formacié de producte sén diferents termes
de temperatura i pH, i en el grau d’aeracié i agitacio requerits [30] [34].

A la Taula 8 es mostren diferents tipus de fermentadors discontinus en funcié de com es

produeix I'aeracio.

Injeccio d’aire a través de I’agitador

Injecci6 de dues fases

Fermentador amb transport per aire

Injeccio d’aire per distribuidor

L’aire passa per un eix buit i és injectat al
medi a través dels forats a I'agitador.

Una mescla de dues fases d’aire i medi
nutrient passa al fermentador en forma
d’espuma o suspensio.

L'aire s'utilitza per fer circular els
productes continguts al fermentador, tant
per tubs externs al recipient o utilitzant
un tub interior.

El fermentador més utilitzat és el cilindric
vertical agitat, amb deflectors i amb un
distribuidor d’aire.

Taula 8: Tipus de fermentadors discontinus (o batch)

Els possibles elements mecanics dels quals consten els fermentadors o el possible equip
auxiliar utilitzat es mostren a la Taula 9 [30] [34].

1 | Registre i control de la temperatura

2 | Termoresisténcia

3 | Valvules de control

4 | Nivell del fermentador

5 | Registre i control del pH
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6 | Concentraci6 de substrat

7 | Rotametres per les alimentacions

8 | Control d’espuma

9 | Detectors d’espuma

10 | Unitat de poténcia

11 | Venturis

Taula 9: elements mecanics dels fermentadors

F.3.- Fermentaci6 alimentada (fed-batch)

En els processos convencionals de fermentacions discontinues que s’acaben de
descriure, tots els substrats s’afegeixen al principi de la fermentacio.

Per contra, en les fermentacions alimentades, els substrats s’afegeixen esglaonadament
a mesura que progressa la fermentacié mantenint constant la concentracié del substrat
durant tot el temps que duri el procés [31] [32]. Aquest sistema permet solucionar la
limitacié de creixement que implica la restriccié de la concentracié del substrat inicial, ja
que es pot afegir més substrat a mesura que avanca el cultiu [35].

La formacié de molts metabolits secundaris esta sotmesa a repressié catabdlica (efecte
glucosa). Per aquesta raé en el métode alimentat els elements critics de la solucié de
nutrients s’afegeixen en petites concentracions al principi de la fermentacio i continuen
afegint-se a petites dosis durant la fase de produccié. Es també un métode classic i
conegut que sol millorar la produccio respecte la fermentacio discontinua [31] [32].

En la Figura 20 es mostra com varia la concentracié de cél-lules i de substrat a mesura
gue avanca el temps de fermentacio.
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Fed substrate
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Fed batch

Figura 30: grafica concentracio/temps per un fermentador fedbatch

En funcié del bioprocés que es desitgi realitzar, es poden distingir diferents técniques de

fed-batch [35]:

index de creixement constant o predefinit: per mantenir un creixement
estable o exponencial, el flux de substrat ha danar creixent
exponencialment. Un creixement lineal s’aconsegueix amb un flux de
substrat constant.

Bioprocés que requereix una concentraci6 de substrat constant: per
mantenir constant la concentracié de substrat al medi, aquesta s’ha de
mesurar o estimar. L’alimentacié de substrat s’ajusta en funcié de la
mesura. Tot i aix0d, aquesta estimacié és complexa.

Fed-batch amb limitacié de substrat: molts bioprocessos requereixen una
concentracié baixa de substrat per a que la produccié de substrat sigui
optima. En aquest cas, el substrat s’ha de subministrar de manera
continua amb una bomba.

Alimentacid controlada per pressio d’oxigen: aguest cas és una variacio del
cas anterior. S'utilitza quan es necessiten concentracions de substrat
baixes. En aquest tipus d’alimentacio, la pressioé d’oxigen dissolt augmenta
si es redueix I'alimentacio i viceversa. Aquest comportament s’utilitza per
automatitzar I'alimentacioé controlada.

En un bioreactor fed-batch no hi ha flux de sortida, és a dir; Qsoniga=0 [33].

En aquest cas

les equacions queden de la segutient manera:

d(Vx®)

_ Eq. 3.1
=1V
dt 1
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d(Vx®)

2 Eq. 3.2
TR —1,Vx® + Qent X(')( ) a

— = Qent Eq. 3.3

El tanc conté inicialment una petita quantitat de substrat i biomassa i durant el procés es
va incorporant substrat. Tal com es mostra a la Figura 31, hi ha constantment una
entrada d’alimentacio.

Agitation system
Feeding pump 1

\ ke
Mediumd@:} (’
Air» :.} :
(1 \\ Outlet pump
- ‘\\ : % {

|:'|[ Effluent
Thermal jacket— >'

Monitoring

v

I Sensors
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Figura 31: Esquema d’un bioreactor fed batch

F.4.- Fermentacio continua (CSTR)

La fermentacié continua s’estableix com un sistema obert. La solucié nutritiva estéril
s’afegeix continuament al bioreactor i una quantitat equivalent de solucié utilitzada dels
nutrients amb els microorganismes es treu simultaniament del sistema. Al ser un procés
continu, hi ha una bona utilitzacié dels materials, perd per contra suposa certs problemes
per mantenir 'estabilitat ja que hi ha més possibilitats de que el sistema es contamini .

L’'objectiu fonamental de la industria de les fermentacions és sempre minimitzar els
costos i incrementar els rendiments. Aquest objectiu pot assolir-se si es desenvolupa el
tipus de fermentacié més adequat per cada cas particular.

Tot i que els processos de fermentacié continua no sén els més utilitzats en la industria,
degut al major nivell d’experiéncia que es té en la fermentacié discontinua, el cost de
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produccié de biomassa mitjancant el cultiu continu és potencialment inferior al del cultiu
discontinu [30] [31] [36].

No obstant, només alguns processos han resultat dtils per l'aplicacié practica de
fermentacié en continu degut a diverses raons; per una banda, molts métodes de
laboratori operen de manera continua durant només de 20 a 200 hores i per a que sigui
d’utilitat a nivell industrial, el sistema ha de ser estable durant almenys de 500 a 1000
hores. Per altra banda, mantenir les condicions estérils a escala industrial durant un
periode de temps és dificil. La composicié dels substrats ha de ser constant per obtenir
una producci6 maxima i la composicié de les solucions de nutrients industrials sén
variables (peptona, CSL, etc.), cosa que pot originar canvis en la fisiologia de la cél-lula i
disminuir-ne la productivitat. Per ultim, quan s’utilitzen ceps d’alt rendiment, es produeixen
mutants degenerats els quals poden créixer en un cultiu continu més de pressa que els
ceps de produccid, fet que disminueix el rendiment amb el temps, ja que cada vegada
so6n menys les cel-lules que sintetitzen el producte d’interes [30] [31] [36].

Cells

Concentration

Growth-limiting substrate

lime

Continuous

Figura 32: grafica concentracio/temps per un fermentador continu

El cultiu continu, doncs, és una operacio caracteritzada per I'addicio de manera continua
de medi fresc. Els nutrients frescos que promouen el creixement s’afegeixen al sistema
mentre que els inhibidors de creixement es retiren. El parametre que caracteritza una
fermentacié en continu és el factor de dilucié D;

Eq. 4.1
d(Vx®) o
@ v

d(Vx®@)
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v _, Eq. 4.3
dt

On F representa el flux de medi fresc i V| el volum del cultiu [35].

L’avantatge principal del cultiu en continu és el fet que la productivitat és indefinida (de
manera teodrica). Sovint s’utilitza per organismes amb creixement lent.

La productivitat en un procés continu esta limitada pel rentat dels equips i pel factor de
dilucio D (existint un factor D maxim).

Aixi doncs, en un cultiu continu, el bioreactor esta sent continuament alimentat pel
substrat, i el flux de sortida és igual al flux d’entrada mantenint-se constant el volum del

cultiu [33].
Eq.5

Qent = Qso = Q

En el fermentador continu de tanc agitat (FCTA) o Continuous Stirred Tank Reactor
(CSTR), l'agitacid és una caracteristica important, considerant que una bona aproximacié
a la mescla perfecta no és dificil d’assolir mentre que la fase fluida no sigui gaire viscosa.
L’efecte d’'una bona mescla de tots els elements del fluid al tanc, és que tinguin la mateixa
composicio [30] [31].

En aquests bioreactors, el control de la temperatura i el pH és relativament facil.

Aquests reactors son de composicié oberta i per tant la neteja de les superficies internes
és més facil que en altres fermentadors, fet molt important en les condicions aséptiques.

En un fermentador continu, la mescla es troba en estat estacionari. Les condicions d’estat
estacionari poden assolir-se sota els principis seguents:

-Quimiestatics: impliquen ajustar el cabal d’alimentaci6 del fermentador a un valor
apropiat i constant, permetent a les concentracions de microorganismes, al substrat i al
producte bioquimic assolir els seus nivells naturals

-Terbolestatics: requereix una determinacié experimental de la terbolesa, una mesura
indirecta de la concentracié microbiana per al control del cabal.

Els sistemes continus amb més exit fins el segle XX han estat els que utilitzen llevats i
bacteries, en els que els productes desitjats sén les cél-lules o els metabolits primaris
com el llevat del pa, la proteina microbiana o algun producte clarament associat amb el
creixement dels mecanismes productors d’energia.
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No hi ha cap rao per la qual qualsevol fermentacié no pugui ser assolida en processos
continus, perd quan l'objectiu son els metabdlits secundaris, la situaci6 és menys
encoratjadora i és menys probable que s’arribi a resultats satisfactoris a causa dels
diferents requeriments ambientals entre les etapes de creixement i produccié [30] [31].

En el procés continu, la naturalesa autocatalitica de les reaccions microbiologiques tenen
una significacié addicional. Degut a la preséncia d’'un dels productes, microorganismes
addicionals, augmenta la velocitat total de la reacci6. Si el cabal arriba a assolir un valor
elevat, tots els microorganismes seran arrossegats fora del fermentador i la conversio
s’aturara. Aquest fet es coneix com arrossegament o rentat. Si els microorganismes
s’introdueixen al fermentador simultaniament amb el substrat, els problemes associats
amb l'arrossegament disminueixen i la reaccio transcorre de manera normal. Operar sota
aguestes condicions requereix un flux continu de microorganismes idéntics als que
existeixen dins el fermentador. L’efluent pot passar-se a través d’una centrifuga o bé per
medi d'un tanc de sedimentacio, per produir una suspensié microbiana concentrada per
ser reciclada al fermentador [30] [31]. En la Figura 33 es mostra un esquema d’un CSTR
amb un separador de microorganismes.

SUBSTRAT
F, G

—

F, yM, C
MICROORGANISMES RECICLATS

Figura 33: Esquema d’un CSTR amb separador de microorganismes

(1t7) F,M,C | SEPARADOR

—> PRODUCTE
F, C, (1+7-yT)M

A

A
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Una afluéncia constant d’organismes no només soluciona el problema de I'arrossegament
sin6 que produeix un increment de la productivitat degut a [lincrement de
microorganismes retinguts dins el fermentador.

En els fermentadors en serie, si els microorganismes estan presents en el primer
fermentador, aleshores tot i que el cabal a través dels diferents fermentadors augmenti en
la direccié com a resultat de I'addicio de substrat, no es pot produir 'arrossegament.

Els sistemes de etapes mdltiples son particularment (tils quan en els processos
discontinus equivalents és necessari variar les condicions ambientals, durant el transcurs
de la reacci6. Es a dir, es proporcionen les condicions ambientals necessaries en cada
una de les etapes. Aix0 passa quan en els processos discontinus:

- Els productes es formen cap al final de la fase exponencial en el curs de la fase
estacionaria

-Els productes es formen independentment de la velocitat de creixement microbia

-El producte és el resultat d’'una seqiiéncia de reaccions quimiques i microbiologiques
successives

Una forma alternativa del FCTA va ser descrita per Kitai i Yamagata I'any 1970.
Consisteix en un tub dividit en seccions iguals per plats perforats horitzontals. El
fermentador va ser ideat per utilitzar-se en condicions aerobiques amb les entrades del
medi i de l'aire coincidents en la base de la columna. Durant 'operacié poden ajustar-se
els valors de manera que es mantingui una quantitat de liquid determinada en cada plat
amb un espai d'aire per sobre. Sota aquestes condicions el fermentador funciona
exactament com un FCTA actuant cada secci6é o etapa com una dels fermentadors en
serie [30] [31].

Un altre cas particular dels fermentadors CSTR soén els fermentadors de columna de
bombolleig.

Els fermentadors de columna de bombolleig o airlift, poden ser una alternativa molt
atractiva per als CSTR, en particular per a bioprocessos amb reactius o productes
gasosos. Tot i aixi, s6n susceptibles a ser limitats per la transferéncia de massa gas-
liquid i per la mescla “pobra” de la fase liquida, particularment quan treballen amb
cél-lules d’alta densitat [37].

Malgrat I'accelerat desenvolupament dels bioreactor degut al seu extens Us, encara hi ha
dificultats en mantenir I'estabilitat dels processos. L’agitacio tradicional utilitzant tancs
CSTR déna uns bons rendiments, perd requereixen molta aportacié energética. Aixo fa
gue la reduccié energética en l'agitaci6 a gran escala sigui un dels reptes més
interessants. Com a resposta a aquest objectiu, apareix el reactor airlift. Aquest ha estat
utilitzat diverses vegades en aplicacions industrials que requereixen contacte gas-liquid
[37].
Perqué circulin les cél-lules i els medis de nutrients s’utilitza aire pressuritzat. Cada
reactor airlift consta de dues regions; en la regid interna I'aire es mou cap a dalt amb
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injeccio de gas, mentre que en la regié externa, el medi esta desgassificat. El gradient de
densitat entre aquestes dues regions provoca I'agitacié dins del tanc [38].

Aquest tipus de reactors es poden classificar de manera general en dos grups; els airlift
de bucle extern, on la circulacié6 es duu a terme en conductes separats, i els airlift de
bucle intern, en els quals la circulacié es produeix a través d’un tub o plat dins del reactor
[37].

A més de la bona agitacio, els reactors airlift consten de llargs temps de contacte i no
causen danys de cisalla a les cél-lules. Tots aquests avantatges poden millorar-se
considerablement equipant els reactors amb un oscil-lador que generi microbombolles
augmentant enormement I'area interfacial entre les fases liquides i les fases gasoses [37]
[38].

A la Figura 34 es mostren els dos tipus de reactors, airlift de bucle extern (a) i airlift de
bucle intern (b).
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Figura 34: Airlift de bucle extern (a) i airlift de bucle intern (b)

Els avantatges dels airlift s6n basicament les seguents:

-L’airlift realitza dues funcions en una; l'aeracié i bona distribucié6 de gas i 'agitacio
homogenia

- No hi ha punts focals de dissipacié d’energia o calor
- No consten de cap agitador dins del tanc

Els factors claus a tenir en compte son; la regulacié de la mida de les bombolles, el temps
de residéncia de les bombolles, la circulacié del liquid i la injeccié del gas [38].

Els airlift s'utilitzen majoritariament en cultius de cél-lules de mamifers, en tractament
d’aigles residuals, en processos bioldgics amb biocatalitzadors solids i en biofarma per a
proteines de cél-lules fragils [38]. En la Figura 35 es mostra una fotografia d’'un
fermentador airlift.

50



Disseny d’un bioreactor per a la produccid de cel-lulosa bacteriana

Figura 35: fermentador airlift

F.5.- Fermentacié amb reactors tubulars

La massa microbiana en un fermentador pot existir
en dues disposicions; suspesa lliurement o adherida
a les superficies del fermentador. La millor
configuracié és funcié de la proporcié6 de massa
microbiana total que hi hagi en cada una des les
disposicions.

Els microorganismes en suspensié habitualment
s’agrupen en floculs, d’'una mida caracteristica
diverses vegades major que un microorganisme
senzill. Els agents floculants com per exemple els
clorurs aluminic i calcic ajuden a augmentar la mida
d’'aquests floculs, i per contra, les forces de cisalla
produides per I'agitacié o els tensioactius la poden
disminuir [30].

Per altra banda, els organismes col-locats en una
superficie inerta desenvolupen una pel-licula que
cobreix aquest superficie, 'espessor del qual depén
de factors similars als que contribueixen a la
formacio de floculs [30].

En els fermentadors BATCH i CSTR descrits
anteriorment, els microorganismes es troben
suspesos i sovint creen floculs for¢ca grans, fet que Figura 36: fermentador tubular
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influeix en detriment al rendiment. En alguns dels fermentadors tubulars, per contra,
s’immobilitzen les ceél-lules de manera que no es danyin els productes sensibles als
esforcos tallants.

En la Figura 36 es mostra una fotografia d’'un fermentador tubular.

Un reactor d’enzims o cél-lules immobilitzades consisteix en passar el medi fresc a través
d’un bioreactor en el que per diferents técniques s’han immobilitzat cél-lules o enzims. En
el bioreactor es produeixen les transformacions bioquimiques desitjades i es recupera el
producte transformat després del seu pas per la columna. Amb aquest sistema s’eliminen
els problemes de desequilibri del sistema continu classic i a més el producte resultant
esta lliure de cél-lules. Tot i aixi presenta 'inconvenient que no tots els microorganismes
poden immobilitzar-se.

Existeixen tres métodes d'immobilitzar les cél-lules [30][34]:

e Associacié fisica mitjancant resines d’intercanvi idonic. La unié es pot trencar
facilment.

e Unidé covalent mitjancant glutaraldehid, tolue, di-isocianat, iode acetil cel-lulosa.
Aquesta unié es manté forta després d’inactivar-la.

e Mitjangant col-lagen, gelatina, agar, alginats, poliacrilamida o poliestiré. Es el
métode més utilitzat en immobilitzacié de cel-lules. Les cél-lules es mesclen amb
el polisacarid liquid i posteriorment es deixa refredar perqué solidifiqui. Finalment
es fragmenta o granula i s’empaqueta en una columna.

Per solucionar la limitacié de produccié en un cultiu en continu, els organismes s’han de
retenir d’alguna manera al reactor, d’aquesta manera es permetria incrementar la densitat
cel-lular i el factor de dilucio, incrementant aixi la productivitat [35].

Les conversions bioquimiques no s’assoleixen en abséncia de microorganismes. S’entén
que a l'utilitzar els microorganismes suspesos en un fermentador continu s’evitara que
siguin arrossegats per la corrent de sortida. Els cabals a utilitzar en un fermentador
continu de tanc agitat estan limitats com a resultat d’aquest fenomen, i els fermentadors
tubulars amb floculs suspesos no poden funcionar sense una aportacié constant de
microorganismes en la corrent d’entrada. Una resposta a aix0 és el fermentador de llit
fluiditzat, que és un hibrid entre el fermentador de tanc agitat i el fermentador tubular [35].

Una forma alternativa de fermentador tubular implica I'is de pel-licules microbianes
mantingudes sobre superficies apropiades situades dins el fermentador.

La massa microbiana en un fermentador pot existir en dues disposicions: suspesa
lliurement o adherida a la superficie del fermentador. Els microorganismes en suspensio
frequentment s’agrupen en floculs, amb una mida caracteristica varies vegades major que
un microorganisme senzill. Una mida determinada de floculs sén en gran majoria
desconeguts pero la floculacié pot ser ajudada per la preséncia d’agents floculants
(clorurs aluminics i calcics). Es raonable suggerir que tots els organismes poden
presentar-se tant com cel-lules senzilles com en grups de varies cel-lules, tot i aixi, alguns
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microorganismes tendeixen a formar floculs majors que altres sota condicions ambientals
aparentment idéntiques [35].

En el fermentador intermitent i el FCTA descrits anteriorment, I'eficacia del fermentador
esta controlada pels microorganismes suspesos tot i que poden presentar-se en grans
floculs.

Els fermentadors tubulars depenent dels detalls de la configuracié i dels cabals utilitzats,
tant els floculs com les pel-licules poden suposar la principal contribucié al rendiment.

En un fermentador tubular, els organismes individuals estan exposats a diferents
condicions ambientals. Aix0 pot ser una intermitent si es relaciona la distancia al llarg del
fermentador tubular amb el temps en condicions intermitents [35].

En alguns fermentadors tubulars, pero, les particules son transportades amb el fluid, fet
gue requereix una aportacié constant de microorganismes a la base del fermentador. Aixo
es pot aconseguir amb un sistema de reciclatge que fa el procés molt més complex que
en els casos anteriors [30].

Qualitativament, aquests fermentadors tubulars es poden representar suposant que el
liquid circula al flux en pist6 i la massa microbiana roman flotant en el medi en condicions
estacionaries. Com que les diferencies de densitat entre floculs i liquid sén baixes, els
cabals necessaris també sén baixos. Un exemple tipic és la torre de fermentacio
destinada a la produccio de cervesa [39].

Igual que en els reactors ordinaris, el balan¢ global a tot el reactor no és valid ja que les
condicions no son uniformes amb la posicio en el reactor. En el fermentador tubular ideal
de flux en pistd, la concentracié de substrat disminueix des de I'entrada fins a sortida, i la
de les cél-lules i productes augmenten. Un altre factor primordial a tenir en compte és la
necessitat d’'una alimentacié no estéril, ja que en cas contrari no poden existir-hi
microorganismes al seu interior [39].

En estat estacionari, les condicions varien amb la posicié perd no amb el temps. Aixi,
fixant un element de volum suficientment petit, les condicions, i per conseglent, la
velocitat, és practicament contant, i el balang per la biomassa en aquest volum s’expressa
de la segliient manera [39]:

Cpo, Csp, Cmp—» — Cp, Cs, Cm

NE

z=0 z+dz z=L
C o
‘[:K:f M—dCsz $_dGs Eq. 6.2
q Cvo ™™ Cso YS/MrM
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A continuacié es descriuen amb més detall els fermentadors tubulars de ceél-lules
immobilitzades seguents:

-Fermentadors de pel-licula o biofilm

-Fermentadors de particules

Fermentadors de pel-licula microbiana o biofilm:

Els fermentadors tubulars basats en pel-licules microbianes fixades no tenen els
problemes d’arrossegament que es presenten en els fermentadors de floculs microbians,

La disposicié més convenient de les pel-licules microbianes dins d’'un fermentador és la
d’'una pel-licula que creix sobre les superficies de particules inertes disposades com a llit
fix o llit fluiditzat.

En processos aséptics, aixd pot aconseguir-se per forces hidrodinamiques ajudades
possiblement per la fluiditzacié de les particules suspeses.

Quan les condicions d’entrada en un fermentador de pel-licula microbiana romanen
constants, el creixement microbia porta com a consequencia el que les condicions de
sortida varien amb el temps. Degut a que la velocitat de reaccié és funcié de I'espessor
de la pel-licula bioldgica.

Després d’'una acumulacio acceptable de microorganismes, I'espessor de la pel-licula es
manté constant, pel que s’espera que les variables de sortida assoleixin un estat
estacionari.

El filtre de degoteig, s'utilitza per eliminar la matéria organica soluble i insoluble, i la
materia inorganica insoluble, de les aigiies residuals.

En aquests llits s’'usa la recirculacio per:

-Subministrar un cabdal addicional quan la quantitat d’aigua a tractar esta per sota del
valor mig, i aixi mantenir els organismes en un estat viable

-Diluir alimentacions molt concentrades
[30] [34].

Els microorganismes es disposen en forma de pel-licula que creix sobre la superficie. El
gruix de la pel-licula es controla retirant I'excés de produccié microbiana (normalment per
meétodes mecanics). No presenta problemes d’arrossegament. Es molt utilitzat en el
tractament d’aigiies residuals i rep el nom de filtre percolador o de goteig. Es un llit inert
sobre el qual es forma una pel-licula microbiana i en el qual hi circula un flux descendent
per gravetat mentre que 'oxigen sol fer-ho en ascendent. La seva altura varia entre 2 i 15
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metres. El control del gruix de la pel-licula el realitzen els propis microorganismes ja que
a 'augmentar es creen problemes de difusié d’oxigen i els microorganismes no poden
metabolitzar el substrat, perden I'adheréncia i acaben desprenent-se [39].

Els fermentadors de discs rotatoris son un dels molts casos particulars dels fermentadors
de pel-licula.

Fermentador de particules: en llit fluiditzat

La industria quimica utilitza reactors tant de llit fix, com de llit fluiditzat. En els reactors de
llit fix, els cabals sén baixos i el flux passa a través del llit per un cami tortués o bé, per a
cabals més elevats, la pérdua de carrega del fluid al passar a través del llit s'iguala al pes
per unitat d’area del llit i les particules queden suspeses en el fluid sense contacte unes
amb les altres [30]. Aquesta és la situacié que es mostra a la Figura 37.

En els reactors de llit fluiditzat, per altra banda, la velocitat és més elevada i provoca que
les particules siguin arrossegades fora del tub [30]. Aquesta és la situacidé que es mostra
a la Figura 38.

Figura 37: reactor de llit fix Figura 38: reactor de llit fluiditzat

A diferéncia de la industria quimica, les particules bioldgiques que s’empren en les
fermentacions creixen, poden tenir una amplia gamma de mides i tenen una densitat molt
similar a la de la fase fluida. Aquests fets provoquen que al créixer, les particules
tendeixen a ajuntar-se creant un cami del flux molt irregular.

La fluiditzaci6 és una caracteristica dels llits de particules regulars suspeses en una
corrent liquida ascendent. Si esta implicada una fase gasos addicional, les particules
tindran tendéncia a estar menys uniformement distribuides en el llit [30] [34].
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Els llits amb mescles de particules tenen dues caracteristiques: I'increment de la porositat
des del fons fins a la part superior del llit, i la disminucié del moviment de les particules
com es compara amb els llits que contenen particules de mida uniforme [30] [34].

La porositat o fraccié de forats és una mesura de I'espai lliure dins d’un llit, representa
també una mesura de la retencié microbiana quan s’expressa com a volum humit per
unitat de volum de llit. Durant el procés, les particules més petites ascendeixen en relacié
a les particules més grans. Com les particules més petites tenen menor velocitat de
sedimentacio, el llit que s’organitza de forma que les particules més petites estiguin en la
regio de porositat major i la velocitat lineal sigui menor [30] [34].

En aquestes circumstancies els floculs individuals en el fermentador estarien associats
amb les condicions ambientals que caracteritzen la posicio del llit. En un fermentador en
forma de torre els floculs de llevat es mantenen en suspensio pel moviment ascendent del
medi i les particules arrossegades son retornades per mitja d'un dispositiu de
sedimentacio situat en la part superior de la torre [30] [34].

Un llevat floculant és capag d’assolir mides de flocul relativament grans, és essencial per
una fermentacié alcohdlica en un FLF a velocitats de flux acceptables, ja que d’altra
manera s’arrossegarien una gran proporcio de llevat i la concentracié d’aquesta seria
insuficients. Una caracteristica significativa de la torre és la caiguda progressiva i
continua en el pes especific del medi nutrient entre el fons i la part superior de la torre
[30] [34].

A continuacié es mostra una taula resum de diferents tipus de fermentadors amb les
consegients caracteristiques.

r risti Principal li ion
Fermentador Control de pH Caracteristiques cipals aplicacions

d’importancia industrial industrials

Major part de
BATCH Si Molta ma d’obra fermentacions
industrials

Depuracié d’aigies
residuals i produccié de
proteines microbianes

Cabal limitat per

CSTR Si ,
I'arrossegament

Dificil control de la retenci6  Depuracio d’aigiies
Tubular de pel-licula Dificil de controlar de microorganismes dins el  residuals, producci6 de

fermentador vinagre
Tubular de llit e Cabal limitat per Produccid de sidra i
oy Dificil de controlar ;
fluiditzat I'arrossegament cervesa

Taula 10: resum de diferents tipus de fermentadors i les seves caracteristiques
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F.6.- Fermentadors utilitzats per a la producci6é de BC

La sintesi de la cel-lulosa bacteriana es duu a terme tant en cultiu estatic com en cultiu
agitat, proporcionant I'aeracio i I'agitacié necessaries per la homogeneitat del medi i per
I'efectivitat de la transferéncia de massa. L’eleccié de les condicions del medi de cultiu
depén estrictament de I'Us final del polimer.

El rendiment de la cel-lulosa bacteriana en cultius estatics depén basicament de la relacio
superficie/volum. Una relacié optima protegeix tant de I'excés (no necessari) com de la
falta d’aeraci6. Alguns ratios superficie/volum varien entre 2,2 cm™i 0,7 cm™ [1].

La sintesi de cel-lulosa bacteriana en cultiu estatic es pot dur a terme en un pas (medi
inoculat amb 5-10% de suspensio cel-lular) o en dos passos. Aquest Ultim procediment
consisteix en un cultiu agitat seguit d’un cultiu estatic.

Krystynowicz I'any 1997 va modificar el procediment de dos passos aplicant de manera
consecutiva dos cultius estatics. La pel-licula produida durant les primeres 24 hores (el
primer pas) va ser tallada en trossos uniformes utilitzant-la com a inocul per comencgar el
segient cultiu, d'una durada de 4 a 5 dies. Aquest métode va permetre obtenir un
creixement de les bactéries uniforme i unes pel-licules homogenies.

El control de la sintesi de la cel-lulosa bacteriana en cultius estatics és molt complexa
degut a I'accés limitat de la pel-licula al liquid del medi.

Un parametre important que requereix un control continu és el pH. L’acumulacié d’acids
cetogluconics al cultiu disminueix el pH per sota del valor optim per la sintesi i el
creixement dels polisacarids. Degut a que els métodes convencionals de mesura de pH
no poden utilitzar-se en cultius estatics, Vandamme I'any 1998 va aplicar una via de
control de pH in situ, mitjangant I'optimitzaciéo del disseny del medi de fermentacié
introduint acid acétic com a substrat addicional per I'Acetobacter sp. LMG1518. Els
productes de I'acid acétic van contrarestar el decreixement del pH causat per la formacio
d’acids gluconics i van proporcionar un pH constant de 5,5 durant tot el procés.

El control de la sintesi de BC es pot millorar gracies a uns fermentadors especials. La
produccié de cel-lulosa en fermentadors horitzontals aporta una combinacié de cultiu
estatic i cultiu agitat. El polimer es diposita a la superficie d’'uns discs rotatoris que giren
entorn d’un eix i part de la superficie d’aquests es submergeix al medi liquid.

Les avantatges d’aquest métode inclouen una major superficie de polimer, la sintesi de la
cel-lulosa es produeix en forma de fibres buides de diferent diametre i el control del
procés és millor, més facil d’escalar, la produccié de cel-lulosa és més elevada, i hi ha la
possibilitat de subministrar nutrients durant el procés, entre d’altres.

Bungay i Serafica I'any 1997 van produir cel-lulosa en un fermentador amb discs rotatoris
(1-L) de 12 cm de diametre i van descobrir que la concentracié optima de sucre (sucrosa
o glucosa) era de 10 g/L, amb una rotaci6 de 12 rpm i un pH constant de 5.0.

El mateix any, Krystynowicz va aplicar un reactor de discs 11-L que contenia 3 L de medi
H-S per la sintesi de BC amb Acetobacter Xylinum. La rotacié optima dels 11 discs de 12
cm de diametre cada un va resultar ser de 3 rpm. Després de 7 dies de creixement, es
van obtenir 4,2 g/L de cel-lulosa seca.
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La producci6 de cel-lulosa bacteriana en cultius agitats requereix normalment
fermentadors comuns equipats amb algunes parts estatiques (deflectors, fulles, etc.) que
permetin 'adhesio cel-lular, ja que en fase aquosa, la cel-lulosa sintetitzada sol deixar-se
caure.

Per altra banda, diverses microparticules insolubles en aigua com ara sorra, perles de
vidre o terra de diatomees s’afegeixen al medi de cultiu augmentant la productivitat de la
cel-lulosa bacteriana, ja que el biofilm format per la bactéria a les particules limita la
transferéncia d’oxigen i atura I'oxidacio de la glucosa a acid gluconic.

La produccié a gran escala amb fermentadors agitats i airejats es troba amb diferents
inconvenients, entre els quals [l'aparici6 espontania de mutacions cel-lulars que
contribueixen a una disminucié de la produccié de cel-lulosa. Una agitacié i aeracio
optimes eviten possibles turbuléncies, que tenen un efecte negatiu en la polimeritzacié i
cristal-litzacié de la cel-lulosa, reduint el rendiment del polisacarid.

Per exemple, una agitacio de 60 rpm i una aeracié de 0,6 volum per volum per minut
(v.v.m.), s6n parametres Optims per '’Acetobacter Acetisp. Xylinum ATCC 2178 cultivat en
un fermentador de 300-L durant 45h a 30°C, d’on se n'obtenen 10 g BC L™d™.

Ben-Bassat I'any 1989 va investigar la produccié de BC amb Acetobacter Xylinum 1306-
21 en un fermentador Chemap de 14-L amb un medi de cultiu de CSL i glucosa amb un
2% de cada. Amb 900 rpm i un 30% de saturacio d’aire (concentracio d’oxigen dissolt), el
rendiment del polimer va arribar fins a 5,1 g L*d™.

L’any 2000 Chao i col-laboradors van utilitzar un reactor d’airlift de 50-L per la sintesi de
cel-lulosa bacteriana amb A. Xylinum sp. BPR2001. L’aeracié6 amb oxigen enriquit va
augmentar el rendiment de la cel-lulosa de 3,8 fins a 8 g L™*d™* després de 67 h.

La produccié de BC en fermentadors es troba amb problemes d’agitacié similars als del
cultiu de fongs o estreptomicines; com que la majoria d’aquests organismes creixen en
forma de filaments o pellets, els brous de cultiu es converteixen en fluids no newtonians.
Una alta concentracié de miceli en forma d’una suspensié densa o particules de formes
diverses limita I'agitacié i la transferéncia de gas. Augmentant I'agitacié per aconseguir
millorar la ventilacié, acaba provocant un dany al producte degut a les forces de cisalla.

Bauer, 'any 1992 va considerar aquest aspecte introduint un agent protector de
poliacrilamida al medi de cultiu. Aquest protector va reduir els danys per cisallament pero
va afectar a la productivitat ja que el creixement cel-lular va resultar ser menor [1].

L’any 1996 Kouda va realitzar un estudi amb un agitador dins un fermentador de tang
agitat en un medi amb AX, utilitzant diferents agitadors (turbina, hélice i maxblend)
obtenint la millor produccié amb l'ultim. Aix0 és degut a que en un medi de cultiu no
newtonia on la viscositat augmenta a mesura que es produeix la cel-lulosa, aquest tipus
d’agitador facilita el transport d’oxigen i nutrients del medi al microorganisme i disminueix
les zones mortes dins el reactor. Inconvenient: es requereix molta energia per mantenir la
mescla, fet que incrementa els costos de produccio [28].

L’acumulacié d’alguns metabolits també pot afectar a la produccié de cel-lulosa. Per
exemple, 'any 1998, uns estudis de Koula van revelar que una alta pressio parcial de
CO, afecta negativament al creixement de I’Acetobacter Xylinum i redueix el rendiment de
la cel-lulosa bacteriana [1].

Laboureur I'any 1998 va desenvolupar un métode per a la produccié de cel-lulosa
bacteriana amb Acetobacter Xylinum sp. ATCC 21780 en uns fermentadors de 300 i 500-
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L amb un medi de cultiu amb un 5% de sucrosa, 0,05% d’extracte de llevat, 0,2% d’acid
citric, sals de nitrogen, Mg®" i fosfats. El medi va ser inoculat amb un 12% d'inocul i
cultivat durant 160h. El procés es va dur a terme durant 45 h a 30°C, a un pH de 4,8 i
amb una aeraci6 de 0,6 v.v.m. La sintesi de cel-lulosa bacteriana va arribar fins als 18 g
L* (10 g L''d™h [4].

Chao 'any 2001 va proposar una alternativa amb reactors de columna de bombolleig o
airlift, on la produccié és menor, pero si s'utilitza aire enriquit pot arribar a ser equivalent
[28].

Cheng I'any 2002 va determinar que un reactor airlift consumeix al voltant d’'una sisena
part de I'energia utilitzada en un tanc agitat. Al modificar el sistema d’aireaci6 d’un reactor
airlift la produccié de cel-lulosa arribava a ser 3 vegades superior a I'obtinguda en
reactors convencionals [28].

Serafica I'any 2002 va crear una variant de discos de material poliméric en I'eix rotatori
sobre els quals es forma la cel-lulosa. Reduccio6 del temps de fermentacio a la quarta part
en relacio al cultiu estatic [28].

Per altra banda, un altre cultiu amb Acetobacter sp. ATCC 8303 es va fer créixer a 28°C
amb un pH de 4,6 en un medi modificat que contenia un 0,28% de glucosa, 0,07% de
maltosa, 0,03% de CSL i 0,03% d’extracte de llevat. L'aeracié va ser de 1 v.v.m. durant
les primeres 33 h i de 0,5 v.v.m. durant les tltimes 12 h. El rendiment de BC en aquest
cas va arribar als 13 g L™*d™.

La preparacié d’'un inocul de densitat cel-lular apropiada per a un fermentador de gran
volum també pot suposar un problema, sobretot perqué les cél-lules queden atrapades en
la cel-lulosa. Per alliberar-les i augmentar-ne la densitat, Brown va aplicar un meétode per
hidrolitzar la cel-lulosa de manera parcial mitjangant cel-lulases. En preséncia d’aquests
enzims, la densitat cel-lular arribava fins a 10®mL™?, mentre gue sense aquests el valor era
de 1,12-10'mL™.

A més dels metodes esmentats fins ara, la produccié de cel-lulosa en forma de fibres
buides de diferents diametres també s’ha provat. Aquest material podria ser util per la
produccié de venes sanguinies de petits diametres. Les fibres buides de BC s’obtenen
fent créixer la cel-lulosa a la part interna i externa d’un suport permeable a I'oxigen com
ara la cel-lofana, el Teflo, la silicona o altres ceramics [1].
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2. Objectius

a) Objectiu general

L’objectiu general d’aquest treball és dissenyar un fermentador per lots, per cultiu de la
bacteria Acetobacter Xylinum amb una produccio anual de 300 Kg, entenent que aquest
dimensionament correspon al d’una planta pilot.

b) Objectius particulars
1. Seleccio de la bactéria adequada per a una fermentacié industrial
2. Seleccionar el tipus de fermentador per a una produccié de 300 Kg/any
3. Presentar un disseny del fermentador
4. Determinar el volum del fermentador necessari per a la produccié establerta
5. Determinar I'agitacié necessaria per a la producci6 establerta
6. Determinar les alimentacions necessaries per a la produccio establerta
7. Determinar el substrat necessari per a la produccié establerta
8. Determinar els sistemes de control necessaris per implementar el
fermentador
9. Determinar les mesures de seguretat necessaries per manipular el

fermentador
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3. Materials i equips

Al ser un treball bibliografic, per a la realitzacié del mateix no s’ha utilitzat cap tipus
d’instrumentacié de laboratori.

Les fonts d’informacio cientifiques i tecnoldgiques que s’han utilitzat en aquest procés han
estat citades a la bibliografia. Aquestes fonts han estat tant llibres, com pagines web, i
sobretot articles cientifics on es descriuen experiments referents a la produccié de
cel-lulosa bacteriana.

A més, també han estat necessaris els parametres essencials de disseny d’enginyeria
qguimica que es cursen al llarg de la carrera.

Per al disseny del fermentador, s’ha utilitzat el programa Solidworks®.

4. Resultats

A continuacié es mostren dades recollides de diferents estudis sobre la produccié de la
cel-lulosa bacteriana referents al subministrament d’oxigen, a la temperatura, al pH, al
substrat, a I'esterilitzacio del medi, a la creacié de l'indcul i al rentat del producte per
poder decidir posteriorment les condicions optimes pel bioreactor que es vol dissenyar.

a) SUBMINISTRAMENT D’OXIGEN

Com en qualsevol reacci6é de fermentacio, la produccié de cel-lulosa bacteriana requereix
una aportacié d'oxigen constant. La majoria d’estudis realitzats sobre la produccié de
cel-lulosa bacteriana, implementen algun sistema de subministrament d’oxigen si es
tracta d’'un cultiu agitat, o bé, si es tracta d’'un cultiu estatic simplement el contacte amb
I'aire és suficient.

En un cultiu agitat, la productivitat depén estrictament del creixement dels organismes
productors, és per aixd que és essencial augmentar la densitat cel-lular. En el cas de
I’Acetobacter Xylinum, |'espécie aerobica productora de BC per excel-léncia, el
creixement depén directament del subministrament d’oxigen al microorganisme. Es per
aixo que podem afirmar que la productivitat de cel-lulosa bacteriana depén directament
del subministrament d’oxigen. No obstant, un excés d’oxigen ha reportat caigudes de
productivitat a causa de la pérdua de substrat per la oxidacié d’aquest [40].
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Analitzant diferents estudis, hom observa que l'aeracio es sol dur a terme amb un anell
ruixador com el que es mostra en la Figura 380 bé un plat perforat com es mostra a la
Figura 39, si es tracta d’un fermentador amb un agitador comu (no és el cas si s’utilitza un
airlift, ja que la propia agitacio és produida per I'aeracio).

Wantanabe i Yamanaka van demostrar que les tensions d’oxigen afecten directament a la
produccié de cel-lulosa. Segons els seus estudis, tensions d’oxigen des del 10% fins al
25% augmenten la produccio de cel-lulosa [25].

En un estudi realitzat per Tohru Kouda i col-laboradors, I'aeracié elegida va ser de 0,5vvm
(volum d’aire per volum del fermentador per minut) [40].

Tot i aix0, en la majoria d’estudis de produccié de cel-lulosa bacteriana no es reporta la
quantitat d’oxigen per airejar el sistema.

Figura 38: Anell ruixador Figura 39: Plat perforat

b) TEMPERATURA

Pel que fa a la temperatura, la majoria d’estudis realitzats
coincideixen en que el valor optim és de 30°C. No obstant,
un estudi descriu que el rang optim pot variar dels 28°C als
30°C pero hi pot haver una variacié de +5°C garantint el bon
funcionament del sistema (amb valors no optims de
productivitat) [41] [42].Altres estudis asseguren que el rang
optim de produccio varia dels 25 als 30°C [25].

Per mantenir la temperatura constant, el sistema més
utilitzat és una camisa d’aigua com la que es mostra a la
Figura 40 [40].

Figura 40: Reactor amb camisa
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Pel que fa a l'esterilitzacié del medi, cal assolir temperatures majors, al voltant dels
121°C, és per aixd que caldra comptar amb un dispositiu que permeti assolir
temperatures d’aquesta magnitud [42].

c) PH

El rang optim de pH per a la produccié de cel-lulosa amb Gluconacetobacter Xylinus, com
s’ha comentat anteriorment, varia de d’entre 4 a 7 [25][41]. A mesura que transcorre el
temps de cultiu, hi ha una disminucié del pH del medi degut a la transformacio dels
carbohidrats en acids acétics i de la glucosa en acids gluconics [13]. Es per aixd que molt
autors utilitzen pH 5 o 6 per les seves investigacions, tot i que s’ha demostrat que per a la
produccié industrial un pH dentre 4 i 4,5 dona millors resultats sobretot per evitar
contaminacions [25]. Amb freqliiéncia es sol afegir fosfat de sodi o potassi per amortir els
canvis de pH [28].

La majoria d’autors, doncs, ajusten el pH al voltant d’aquest rang, per exemple a valors
de 5[40], 5,9 [41] 0 6 [42].

d) CREACIO DE L’INOCUL | ESTERILITZACIO DEL MEDI

Per a crear I'indcul, es sol fer un precultiu en un fermentador més petit on s’hi posa un
petit volum del medi de cultiu i les bactéries elegides. Aquest precultiu s’esterilitza a alta
temperatura i posteriorment s’introdueix al fermentador amb el medi de cultiu elegit.

En l'estudi realitzat per Angela Faustino [42], el precultiu es va dur a terme mesclant
100mL de medi HS amb I'indcul de la bactéria Acetobacter Xylinum i deixant-se fermentar
durant 48h a 30°C a una agitacié de 150rpm. Posteriorment, per a cada medi de cultiu es
van utilitzar 10® CFU m/L (Colony-forming Unit) i es van omplir els plats (cultiu estatic)
amb 1mL cada un del cultiu inoculat.

Tots els medis van ser esterilitzats a 121°C durant 30min i emmagatzemats a 4°C i amb
un pH =6.

Altres estudis duen a terme processos molt semblants a aquest. MitsuoTakai [41] duu a
terme un procediment bastant estandard:

e Un cep d’Acetobacter Xylinum proporcionat per un departament de microbiologia
presentat en una suspensid de cél-lules lliures de cel-lulosa es posen en un
substrat esterilitzat

e 1mL d’aquesta solucié s’inocula amb 200mL de medi liquid (HS) i es posa en un
tanc agitat de 500mL

e Posteriorment aquesta solucio s’incuba tant en cultiu estatic com en cultiu agitat

Pel que fa a I'estudi de Tohru Kouda, les dades del precultiu no van ser reportades.
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e) SUBSTRAT, DURADA | PRODUCCIO DE CADA CICLE

Tal i com s’ha vist anteriorment, hi ha una gran varietat de substrats possibles pel que fa
la produccié de cel-lulosa bacteriana. El substrat pot basar-se en el classic medi de
Scharmm i Hestrin o bé es pot innovar i abaratir els costos del producte i de l'impacte
ambiental del procés utilitzant fruita en estat de descomposicid, entre d’altres.

Aixi doncs, la font de carboni més utilitzada fins al moment és la glucosa [28]. Tot i aixi, hi
ha estudis que demostren que el rendiment augmenta si s’utilitza arabitol o mannitol en
comptes de la glucosa i a més, aquests dos alcohols permeten que el pH es mantingui
més estable durant la fermentacio [18].

Una altre font de carboni utilitzada per Keshk és la melassa de remolatxa, on la producci6
també s’incrementa en comparacié amb la glucosa [28].

Alguns estudis també han demostrat que utilitzant concentracions de glucosa més baixes,
la produccio de cel-lulosa pot arribar a augmentar fins 0,6 g/g de cel-lulosa/dia després de
2 a 4 dies de cultiu. En la majoria d’estudis publicats, la productivitat de la cel-lulosa
utilitzant glucosa o fructosa és menor i oscil-la entre 0,02 g/g de glucosa/dia i 0,07 g/g de
glucosa/dia [25].

Temps de fermentacié: en la majoria de casos és de 4 a 10 dies [25].

A part de les fonts de carboni esmentades (glucosa, mannitol, arabitol i melassa), també
s’utilitzen la sacarosa, la fructosa, la lactosa i fins i tot s’ha demostrat la capacitat de la
bactéria per sintetitzar I'acid lactic o I'acid succinic [28].

Kurosumi compara I'is de diferents sucs de fruita en un medi H-S amb glucosa i sacarosa
com a font de carboni, i els sucs de fruita sense cap component addicional, nhomés
ajustant el pH inicial. La major producci6 es va donar en el primer cas, ja que les fonts de
nitrogen del medi H-S i els compostos addicionals de les fruites afavoreixen el creixement
dels microorganismes [28].

Jung i col-laboradors van realitzar un procés amb glicerol com a font de carboni en cultiu
agitat i van descobrir que la produccié de cel-lulosa resultava ser un 91% major en
comparaciéo amb la glucosa, resultat similar a I'obtingut per Dudman en cultiu estatic. A
més, es reduia la produccio d’acid glicéric [28].

Un altre compost estimulador de la sintesi de cel-lulosa ha resultat ser I'etanol. L’etanol
es considera una font addicional de carboni, ja que contribueix a la generacio de trifosfat
d’adenosina, i d’aquesta manera es millora la productivitat de la cel-lulosa. A més, també
contribueix a I'eliminacié espontania de les bactéries no productores de cel-lulosa. Tot i
aixi, es considera que no és un substrat de la sintesi de cel-lulosa, sin6 una font d’energia
addicional [13] [18].

Altres medis de cultiu economics i aptes per a la produccié a gran escala son les restes
d’agricultura. Alguns estudis han demostrat que, per exemple, les restes de cervesa, les
pells de raim o de pinya, etc. Sén unes fonts de carboni beneficioses per a la produccié
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de cel-lulosa bacteriana. Aquestes fonts de carboni, que per algunes indastries sén un
residu, generen un impacte ambiental positiu [29].

A continuacié es mostra una taula resum amb les diferents fonts de carboni utilitzades al
llarg dels anys per a la produccié de cel-lulosa bacteriana:

FONT DE CARBONI COMENTARIS

Es la més utilitzada i se’'n coneix bé el rendiment.

Glucosa Substrat HS
Millor rendiment que la glucosa, manté el pH més
Mannitol o Arabitol constant perd se’n tenen poques dades respecte a

la produccio

Millor rendiment que la glucosa, perd se’n tenen

Melassa de remolatxa it
poques dades respecte a la produccio

Sacarosa, fructosa,

Rendiments inferiors a la glucosa
lactosa

Rendiments inferiors a la glucosa, pero millora

Sucs de fruita - .
'impacte ambiental

Millor rendiment que la glucosa, perd se’n tenen

Glicerol 2
poques dades respecte a la produccio

Font de carboni addicional que millora el rendiment
Etanol i ajuda a eliminar laparici6 de bactéries no
productores de cel-lulosa

El rendiment és inferior al de la glucosa, pero
impacte ambiental és quantiosament superior.

Restes d’agricultura Se'’n tenen poques dades de produccio.
Normalment es combinen les restes d’agricultura
amb un medi HS

Taula 11: Resum de les possibles fonts de carboni

Pel que fa a les fonts de nitrogen, la majoria de treballs d’investigacié utilitzen el medi de
cultiu H-S que conté com a font de nitrogen extracte de llevat i peptona en un percentatge
del 0,5 de cada [25].

No obstant, diferents grups de recerca han alterat aquests percentatges i han buscat
fonts de nitrogen alternatives per obtenir un millor rendiment en la produccio.

Diferents estudis demostren que el CSL és una font molt més efectiva que la del medi H-
S sobretot en cultius agitats [25].
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S’han provat altres fonts de nitrogen com ara la polipeptona, triptona, el sulfat d’amoni, la
caseina i el glutamat sodic, perd cap d’aquestes ha donat els resultats del CSL [13] [28].

Per altra banda, hi ha altres components que es poden afegir al substrat que augmenten
la productivitat de BC. Un d’aquests és el lactat, que augmenta la producci6 fins a un 22%
i sovint s’utilitza en cultius agitats [28].

Un altre factor a tenir en compte és I'addicié de polisacarids al medi de cultiu. Aquesta
condueix a una disminucié dels esforcos tallants dins del reactor i es redueix el risc de
mutacié de les cél-lules productores de cel-lulosa a cél-lules no productores [25].

La producci6 de cel-lulosa també depén de la relacioé superficie/volum del bioreactor; un
ratio de s/v de 2,2cm™ dona els millors resultats en quant a la produccio [25].

Per altra banda, Matsuoka va demostrar que la metionina tenia un efecte important en el
creixement de la cél-lula i la produccioé de cel-lulosa augmentava un 90%.

També s’ha descobert que certes vitamines com I'acid nicotinic, I'acid p-aminobenzoic i la
piridoxina tenen un paper important en el creixement cel-lular [25].

A continuacié es mostra una taula resum amb les diferent fonts de nitrogen i additius:

FONT DE NITROGEN COMENTARIS

Es el medi HS, i per tant s’en coneixen les

Extracte de llevat i peptona proporcions adequades (0,5% de cada)

Estudis reporten que augmenta la productivitat, pero

CSL no queda clara la proporcié adequada que cal posar-
hi

ADDITIUS COMENTARIS

Lactat Augmenta la produccio fins a un 22%

Polisacarids Disminueixen els esforgos tallants

Acid nicotinic, acid p-

. o : Aquestes vitamines ajuden al creixement cel-lular
aminobenzoic, piridoxina

Taula 12: Resum de les possibles fonts de Nitrogen i additius

Pel que fa a la durada dels cicles, aquests depenen del sistema de cultiu. En cultius
agitats van de 24 a 72 hores mentre que en cultiu estatic el periode oscil-la entre 1 i 2
setmanes. [28]
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Pel que respecte a la productivitat de la BC, aquesta depén del medi que es faci servir.
En aquest cas, les dades obtingudes es basaran en els estudis realitzats per Tohru
Kouda [40] (estudi realitzat amb un medi HS classic) i Angela Faustino [42] (estudi
realitzat amb restes d’agricultura amb medi HS).

L’estudi de Tohru Kouda (veure Annex Il) es va realitzar amb les seglients condicions:

Bactéria: Acetabacter Xylinum subsp. sucrofermentans
Volum nominal del bioreactor: 30 L

Cultiu agitat

Temps de fermentacié: 72h

La productivitat va oscil-lar entre 51 20 g/L

pH=5.0

T2=30°C

Cabal de gas: 0,5vvm

Medi de cultiu; CSL-Fru

COMPONENT QUANTITAT

Fructosa 70g/L
CSL 40mL/L
KH,PO, 1lg/L
MgSQO,-7H,0 0,25¢/L
(NH,),S0, 3,3g/L
FeSO,-7H,0O 3,6mg/L
CaCl,-2H,0 1,5mg/L
Na,MoO, - 2H,0 2,4mg/L
Inositol 2mg/L
Acid nicotinic 0,4mg/L
Piridoxina-HCI 0,4mg/L
Tiamina-HCI 0,4mg/L
Sal calcica d’acid pantoténic 0,2mg/L
Riboflavina 0,2mg/L
Acid p-aminobenzoic 0,2mg/L
Acid folic 0,002mg/L
Biotina 0,002mg/L
Agent antiespumant (KM-72, 0,5mL/L

67



Disseny d’un bioreactor per a la produccid de cel-lulosa bacteriana

polimer Shinetu, Tokyo)

Taula 13: Medi de cultiu utilitzat per Tohru Kouda

L’estudi d’Angela Faustino (veure Annex ) es va realitzar amb les segiients condicions:

Aquest estudi va comparar diferents medis de cultius amb el rendiment i la productivitat
de BC obtingudes. Els medis utilitzats van ser el classic HS, un medi basat en sérum de
llet, un medi basat en fruita en descomposicid i tres medis més basats en diferents
proporcions de serum de llet i fruites en descomposicio.

Per obtenir el medi de cultiu basat en fruites en estat de descomposicié, 250g de fruita es
van processar amb 400mL d’aigua desionitzada en un blender. Després els sucs es van
filtrar i centrifugar a 4000g durant 20min.

Tots els medis van ser esterilitzats a 121°C durant 30min i emmagatzemats a 4°C i amb
un pH =6.

Medi HS:

COMPONENT QUANTITAT

Glucosa 20g/L
Peptona 5g/L
Extracte de llevat 5g/L
Fosfat sodic anhidre 2,7g/L
Acid citric mono hidratat 1,15g/L

Taula 14: Medi de cultiu HS utilitzat per Angela Faustino

Medi basat en fruites i/o serum de llet:

COMPONENT

Mores, raim, pinyes i pomes recol-lectades d’un mercat

Sérum de llet obtingut d’una industria local

Taula 15: Medi de cultiu de fruites utilitzat per Angela Faustino

A continuacio (Figura 41) es mostren les caracteristiques dels diferents medis de cultiu
estudiats en funcié del percentatge de fruita, sérum de llet 0 medi HS i la corresponent
relacié C:N (massa de carboni/massa de nitrogen):
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Culture media  Milk whey (%) Rotten fruit (%) HS (%) CN

M, - - 80 6.9
M, 80 - - 17.7
M, - 80 - 576
M; 30 60 - 356
M. 50 40 - 242
M; 30 50 - 275

Figura 41: Caracteristiques dels diferents medis de cultiu

A la grafica seguent (Figura 42) es mostren els resultats de I'estudi; a I'eix y, el rendiment
de la BC en mg/L. A l'eix x, els diferents medis de cultiu (MO, M1, M2, M3, M4 i M5) i la
durada de la fermentaci6 en hores.
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Figura 42: Resultats de I’estudi

Tal i com es mostra en aquesta grafica, per al medi HS, el temps optim de fermentacié
sbén 48 h. El mateix passa amb el medi basat en serum de llet.

El medi basat Unicament en fruites va resultar ser el de més elevat rendiment i
productivitat. Tal i com es mostra a la grafica, no hi ha diferéncia entre les 72 i les 96h
(veure barra d’error) i el rendiment va ser de 60,2 mg/mL. La productivitat va resultar ser
de 0,63 mg/mL:h.

Aquest estudi defineix els parametres cinétics de rendiment i productivitat com:
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Ypis=(dS/dT)/(dPgc/dt) Eq. 7.1

Pec=Cac/t Eq.7.2

f) RENTAT DEL PRODUCTE

Pel que fa al rentat del producte, cada estudi en fa petites variacions pero tots consten
d’un rentat amb aigua i NaOH i una posterior centrifugacio i/o assecat.

L’estudi d’Angela Faustino procedeix de la seglient manera:

El medi de cultiu va ser diluit amb 3 parts d’aigua per cada part de medi de cultiu, escalfat
posteriorment a 80°C durant 20 minuts i centrifugat per eliminar els components residuals.
Posteriorment, el precipitat es va rentar amb 3 parts d'NaOH a 0,1M per cada part de
producte per dissoldre els components cel-lulars i posteriorment rentat diverses vegades
amb aigua desionitzada.

L’estudi de Tohru Kouda procedeix de la seglient manera:

La cel-lulosa produida es va esbandir en aigua destil-lada i posteriorment es va
submergir en NaOH 1M a 60°C durant 90min per eliminar les cél-lules que poguessin
quedar. Després la BC es va rentar amb aigua destil-lada i assecats 50°C durant 24h.

Seleccio de les condicions optimes

En base als valors d’oxigen, temperatura, pH, substrat, durada i produccié de cada cicle,
creacio de l'inocul, esterilitzacio del medi i rentat del producte reportats per altres
investigadors, es decideix operar en les seguents condicions:

a) OXIGEN DISSOLT

La font que indica la quantitat d’oxigen és [lestudi realitzat per Tohru Kouda i
col-laboradors, on l'aeracié elegida va ser de 0,5vvm. Aixi doncs, s’ha decidit prendre
aguesta dada pel fermentador.
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b) TEMPERATURA

S’ha escollit una temperatura de 30°C, ja que tots els estudis inclouen aquest valor dins
els rangs proposats i la majoria coincideix en que és el valor optim per dur a terme la
fermentacio. Una petita variacié d’aquest valor, no afectara notablement al rendiment.

c) PH

Pel que fa al pH del sistema, la millor opcié per a produccions industrials és propera a 4,
mentre que per temes de corrosié I'dptim és el pH més basic possible (rondant els 6). Es
per aix0, que s’ha elegit treballar a pH=5.

d) CREACIO DE L’INOCUL | ESTERILITZACIO DEL MEDI

En base als estudis realitzats, per a la creacié de I'indcul es procedira de la manera
seguent:

e Comprar un cep d’Acetobacter Xylinum subsp. Sucrofermentans

e Aquest cep es pot replicar a la mateixa planta per no haver de comprar ceps nous
cada vegada que calgui fer inocul, tenint en compte que tenen una vida util
limitada, ja que acaben mutant

e 1mL d’aquest cep s’inoculara amb 200mL de medi HS i s’agitara en un tanc de
500mL durant 48h a 30°C amb una agitacié de 150 rpm

e Elmedi de cultiu final s'inoculara amb 10° CFU per cada litre de substrat

e L’indcul pot ser emmagatzemat a 4°C després d’haver estat esterilitzat

Tots els medis seran esterilitzats abans d’entrar al bioreactor a 121°C durant 30 minuts.

e) SUBSTRAT, DURADA | PRODUCCIO DE CADA CICLE

Arribat a aquest punt, és necessari decidir quin substrat és el més adequat pel
fermentador que es vol dissenyar. Des d’un inici, aquest treball t¢ com a base la reduccio
de I'impacte ambiental, tant per a la producci6 de bioplastics que se’n pugui fer de I'is de
la cellulosa com en totes les parts que componen el mateix estudi. Es per aixd que s’ha
decidit triar com a substrat restes d’agricultura com les que es descriuen a l'estudi
esmentat anteriorment, amb l'afegit que, segons demostra la mateixa investigacio, el
rendiment i la produccio de la cel-lulosa augmenten en comparacio al medi HS.
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Havent vist també que certs additius augmenten notablement la produccié de cel-lulosa, i
en base a l'estudi de Tohru Kouda, s’ha decidit afegir al medi de cultiu els seguents
additius amb la seglient concentracio:

e Acid nicotinic: 0,4 mg/L

e Piridoxina: 0,4 mg/L

e Acid p-aminobenzoic: 0,2 mg/L

o Agent antiespumant KM-72: 0,5mL/L

Per tant, la base del substrat sera el suc de fruita que s'obté de mesclar aigua
desionitzada amb fruites malmeses en un blender del volum pertinent amb una filtracié i
centrifugacié posterior d’'una durada de 20min. Seguidament s’afegiran els additius
esmentats i I'indcul per introduir la mescla al bioreactor.

Pel que fa a la productivitat, ha calgut estimar-la en base a I'estudi de Tohru Kouda, ja
gue al tractar-se d’un cultiu agitat |a fiabilitat és major.

Aquest estudi reporta dades de productivitat que oscil-len entre 5 i 20 g/L. Tenint en
compte que s’han afegit certs additius i que el medi de fruites en I'estudi d’Angela
Faustino és el més productiu, s’estima que la productivitat amb el substrat escollit sera de
20 g/L.

La durada del cicle també s’ha estimat en base als dos estudis esmentats. Tenint en
compte que en el cas del cultiu agitat la fermentacié optima durava 72h i que en el cultiu
estatic que utilitza el medi de fruites en estat de descomposicioé I'dptim no es diferenciava
entre 72 i 96 hores, s’ha estimat una durada del cicle optima de 72h.

f) RENTAT DEL PRODUCTE

El producte es submergira en una dissoluci6 1M d’NaOH a 60°C durant 90 minuts per
eliminar-ne les cel-lules i posteriorment s’esbandira amb aigua destil-lada (3 parts d’aigua
per cada part de volum de producte). Després es filtrara i s’assecara a 50°C durant 24h.

A continuaci6 (Figura 43) es mostra un diagrama resum.
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Equacions involucrades

a) CINETICA DE LA REACCIO [43] [44]

El creixement microbia és I'increment de les cél-lules o 'augment de la biomassa. Aquest
creixement es pot modelar matematicament per preveure 'augment de la poblacié en un
cultiu microbia, i d’aquest model en depén el disseny del bioreactor.

Els microorganismes presenten un creixement catalitic que es pot descriure seguint el
seglient model matematic:

dx Eq. 8

dt
On x és la concentracio cel-lular, i és la velocitat especifica de creixement it és el temps
de creixement. Aquesta equacio diferencial, es representa graficament com:

Fase estacionaria

Fasze

exponencial Fase e

mLerte

Fasgede
latencia

log del mmers de bacterias

tiempo

Figura 44: Fases del creixement microbia

Fase de creixement cel-lular o fase de laténcia:

Es una fase d’adaptacié on no hi ha creixement microbia, tot i que el metabolisme esta
actiu. S’assimila el medi de cultiu i es processa segons les necessitats nutricionals.

Fase exponencial:

En aquesta fase hi ha duplicacio cel-lular de manera accelerada. Al temps en que una
cél-lula es duplica se’l coneix com temps de duplicacié o regeneracié.

Fase estacionaria:
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En aquesta fase, la velocitat de divisio cel-lular decreix fins al punt que les noves cel-lules
sén produides al mateix ritme que moren les cél-lules velles, i per tant el nimero de
cel-lules és constant.

Fase de mort cel-lular:

En aguesta etapa ja no és possible la divisié cel-lular, i per tant les cél-lules moren i la
poblaci6 decreix exponencialment en unes condicions no representades matematicament
a I'equacio 8.

Aixi doncs, el terme p fa referencia a la velocitat especifica de creixement cel-lular i és la
relacio de creixement de la cel-lula en funcié dels nutrients del medi.

Aquesta variable s’obté amb la seglent equacié de Monod:

Substrat (S) + cel-lules (X) =» cél-lules (X) + producte (P)

S

- Eqg. 9
Ks+S g

U = umax

On:

e S és la concentracio del substrat limitant
e umax és la constant de velocitat maxima de creixement

e Ks ésla constant de Monod; valor de la concentracié del nutrient limitant a la que

la velocitat especifica de creixement és la meitat de la maxima

X: concentracio de les céel-lules
P: concentracié de producte

Per a valors de S inferiors a Ks, la velocitat de creixement és funcié d’'una forma lineal de
S, mentre que per a valors superiors, deixa de dependre’n.

La velocitat de creixement de les cél-lules és un procés que es produeix en paral-lel al
consum del substrat i a I'obtencié del producte.

La relacié entre aquests tres processos no sempre segueix una mateixa pauta, sind que
depén de cada tipus de microorganisme.

De manera general, Gaden estableix una classificaci6 que es basa en tres tipus
diferenciats de sistemes:

Tipus 1: Productes associats al creixement. La formacié de producte és funcié del
consum de substrat i en gran mesura és proporcional a la mateixa.
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Tipus 2: Productes parcialment associats al creixement. La formacié de producte depén
només indirectament del consum del substrat.

Tipus 3: Productes no associats al creixement. La formacié del producte no depén del
consum del substrat.

Les expressions de la velocitat de formacio de productes per cada un d’aquests sistemes
es basa en I'equacié proposta per Luedeking i Piret:

rP=arx+f-X=a-f-X+[-X Eq. 10

A partir d’'aquesta equacid, es pot apreciar que la velocitat de formacié del producte
depen de dos termes; un associat al creixement (a-f-X) i un altre associat a la
concentracio de cél-lules (8-X). Per tant, per a una fermentacié del tipus 1, com és el cas
de la cel-lulosa bacteriana tal i com s’ha vist anteriorment, I'expressié es redueix a
rP=a-'rXx.

En aquest cas, el parametre a coincideix amb la definicié de rendiment; producte/cél-lules
0 Ypix.

L’equacio de Monod s’utilitza com a parametre de disseny dels bioreactors ja que és
'equacié que s’assembla més al comportament poblacional de microorganismes i que
depén de la quantitat de substrat que conté el bioreactor.

En cas que l'equacié de la velocitat de creixement es trobi en un sistema Batch, i
depengui a la vegada de la concentracié del substrat, s’ha d’introduir el concepte de
rendiment de la reacci6 entenent-se com:

Eg. 11.1
Y=-dx/dS
Fent les substitucions i modificacions pertinents, I'equacio final és la seguent:
YSo+Yks+x,. [x; Yk ¥YSo
In|— )+ 1 = Umirl Eq. 11.2
VS +xs “(xu YSs + %o \YSo +%5— 2z ) ™ g

Aquesta equacié és una variant de I'equacié de Monod per a sistemes que depenen
directament de la concentracio del substrat.

L’equacio de Monod descriu el creixement cel-lular. Si observem aquesta equacié des del
punt de vista cinétic, adopta la forma seglent (aquesta equacié és I'equaciéo de Monod
(11.1) integrada):
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re=dXdt=pumS-XKs+S Eq.11.3

On ry és la velocitat de creixement de les cél-lules.

Amb aquesta forma de I'equacié es dissenyen les corbes de creixement optimes en
Bioreactors.

b) CAPACITAT DE PRODUCCIO

L’objectiu principal d’aquest treball estableix una produccié de 300 Kg/any, és a dir, una
produccio corresponent a la d’'una planta pilot.

Si s’estableix que el reactor treballa 40 setmanes I'any, és a dir, 280 dies I'any dedicant la
resta de dies a la neteja i manteniment dels equips, es pot obtenir la quantitat de producte
que cal obtenir de manera setmanal. S’ha establert que el cicle de treball 72h (3 dies), per
tant, la quantitat de producte setmanal és la segient:

300 Kg 1any 7 dies
B _ ) ) = 7,5Kg de BC /setmana Eq. 12.1
setmanal = "o 280 dies  1setmana Ry /

Per tant, els kilograms que cal obtenir en cada cicle (3 dies) de treball son:

7,5Kg 1setmana 3 dies

Peicle = = 3,21 Kg de BC/cicle Eq. 12.2

1 setmana 7 dies 1cicle

Sabent que la produccié esperada pel medi de cultiu triat és de 20 g/L es pot estimar el
volum de substrat que ha de tenir cada cicle, i en consequéncia el volum que ha de tenir
el reactor.

c) VOLUM DEL FERMENTADOR NECESSARI PER A LA PRODUCCIO
ESTABLERTA

Tenint en compte que el volum util d’'un bioreactor és aproximadament un 70% del volum
real, i si s’estableix que per a un reactor BATCH de configuracié vertical el diametre sol
ser 2/3 de I'altura, s’han calculat les dimensions del bioreactor com:
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3,21 Kg BC 1L substrat

Vsubstrat = , = 160,5 L de substrat/cicle Eq. 12.3
1cicle 0,02 Kg BC
Eqg. 12.4
Vsubstrat=70%-Vfinal a
Eq. 12.5
Vinal===22=229,28 L = 250 L

Tenint en compte que el volum de substrat necessari és de 160,5 L per cada cicle, es pot
calcular la quantitat de fruites ('estudi d’Angela Faustino utilitza mores, pinyes, raim i
pomes) que seran necessaries per cada cicle del reactor.

La mescla inicial de restes de fruita es barreja en un blender amb una quantitat equivalent
de 1,6 mL d’aigua per cada gram de fruita.

La mescla utilitzada en I'estudi de referéncia és de 250 g de fruites i 400 mL d’aigua.

En aquest cas, cal calcular els mL totals de la mescla resultant per poder escalar el valor
als 160,5 L de substrat necessaris. Cal mencionar que en el calcul del rendiment entés
com I'absorcio dels polisacarids per la bactéria no es computaran els additius afegits, ja
que no son assimilats per la bactéria. Per facilitar els calculs s’ha despreciat del volum
total la quantitat d’additius, ja que representa un percentatge del total molt baix.

Es pren com a valor una quantitat a parts iguals dels 4 tipus de fruites presents en el
substrat.

e 400 mL d’aigua
e 62,59gde mora
e 62,5 g de pinya
e 62,5gderaim

e 62,5gdepoma

La densitat de les segtients fruites es troba a la taula 16.

FRUITA DENSITAT VOLUM EN 62,5 g
Mora 965,25 mL /1000 g | 60,32 mL

Pinya 946,07 mL /1000 g | 59,12 mL

Raim 950,57 mL /1000 g | 59,41 mL

Poma 1000 mL /1000 g 62,5 mL
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Volum total de fruites | 241,35 mL

Taula 16: densitat de les fruites utilitzades com a substrat

Per tant, la quantitat total de substrat a base de restes de fruites i aigua és de:
Vsuc de fruita = 241,35 mL + 400 mL = 641,35 mL de mescla.

Escalant els valors, la quantitat d’aigua i fruita que cal mesclar per obtenir el substrat
necessari per a un cicle del reactor és de:

e 87,76 L de fruita
e 145,45 L d’aigua

A través de la densitat, i tenint en compte que un 10% de la fruita sera desestimada
després de la filtracio (la pell, pinyols, etc), els grams de fruita necessaris (prenent un
volum de 21,94 L de cada fruita) és de:

e Mora: 22,72 Kg + 10% = 25,0 Kg
e Pinya: 23,19 Kg + 10% = 25,5 Kg
e Raim: 23,08 Kg + 10% = 25,4 Kg
e Poma: 21,94 Kg + 10% = 24,134 Kg

Tot i aix0, es poden triar altres fruites en funcié de la temporada i dels residus de fruita
disponibles, ja que aquestes quantitats sén facilment recalculables i no variaran
excessivament, ja que totes les fruites tenen una densitat molt similar.

Aixi doncs, s’estableix un volum del bioreactor de 250 L. El reactor consta d’una part
cilindrica i d’'una cupula semiesfeérica al final. Aixi doncs;

Vcilindre = %-DZ -h=250L =0,25 m® Eq. 12.6
D=2/3h
Vclpula = %naz(Br —a) Eq.12.7

On a és 'alcada de la cupulair el radi.
S’ha establert una algada de la cupula de a=12cm=0,12m

Vreactor = 0,25m? = %' (% h)? - h+ iﬂ(0.12)2(h -0,12) Eq. 12.8
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h =0,90m=90cm
D=0,60m=60cm

Disseny del fermentador

a) Condicions essencials d’operacio

A T'hora d’escollir quin tipus de cultiu era el més adequat per a la produccio
preestablerta de 300 Kg/any, s’ha decidit triar el cultiu agitat, ja que els estudis
realitzats puntualitzen que la produccié a nivell industrial és rendible utilitzant aquesta
opcid. Cal esmentar que les aplicacions finals del producte seran especifiques ja que
amb aquest métode s’obté la cel-lulosa en forma de pellets i per tant, no s’obté en
forma de biofilm, producte del qual se'n deriven certes aplicacions meédiques
esmentades anteriorment.

La bacteria elegida és [I’Acetobacter Xylinum (o Gluconacetobacter Xylinum)
subespécie sucrofermentans, ja que és la bactéria que reporta rendiments més
elevats per a la produccio de cel-lulosa bacteriana.

b) Parts essencials del fermentador

e Vas

El reactor elegit és un fermentador discontinu de tanc agitat. La geometria
d’aquests reactors és cilindrica i les dimensions del vas tal i com s’ha vist en
I'apartat anterior son:

h=90cm
D=60cm

Aquest vas constara de 4 peus a mode de suport per elevar-lo a certa altura.
El material triat pel vas és un acer inoxidable del tipus A316L, ja que és un
material comu entre els bioreactors, econdmic, facil de netejar i resistent a la
corrosio.

e Canonades d’alimentacio: determinar les alimentacions necessaries

El bioreactor tindra dues canonades per entrar-hi I'alimentacié. Una d’aquestes
es destinara exclusivament a la mescla provinent del prefermentador i I'altre a
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la mescla provinent de l'esterilitzacid, que conté el substrat i els additius. Els
dos ports es situaran a la tapa superior del vas. S’afegiran dos ports més per si
algun dia fossin necessaris (per afegir addicions, correctors de pH o altres), i
altres ports més petits poder introduir-hi sondes.

Totes les canonades del sistema seran d’acer inoxidable per les bones
propietats envers la corrosié i per comoditat i economia.

Canonades de sortida

A la tapa inferior del vas hi haura una canonada de la sortida del producte final,
d’aquesta manera el producte baixa per efecte de la gravetat i no cal
bombejar-lo.

Valvules de control a I’entrada i a la sortida

Tant les alimentacions d’entrada com la sortida del producte han de constat de
valvules per regular-ne el cabal. S’han escollit valvules de bola ja que sén
senzilles, barates i compleixen els requisits necessaris per al bioreactor de
mida planta pilot.

No s’ha cregut necessari I'is d’'un actuador, ja que incrementaria el preu i al
ser una escala pilot amb el control manual és suficient.

Figura 45: Valvula de bola de la marca BAC VALVES S.A.
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e Agitador i motor

El sistema d’agitacié és dels punts més rellevants en el disseny del bioreactor,
ja que d’aquest sistema en depén la homogeneitat de la mescla en tots els
punts del vas. Cal tenir en compte que la produccié de cel-lulosa bacteriana no
és una fermentaci6é estandard, ja que a mesura que es va creant el producte,
el fluid passa en un estat no newtonia de manera gradual.

Segons 'estudi de Tohru Kouda, que comparava diferents tipus d’agitaciéo amb
la produccié final de BC, els agitadors més adequats van resultar ser els
Maxblend i les portes amb impulsors de turbina. En la Figura 46 es mostren
els diferents agitadors que van contemplar la investigacio.

=
— b

= - T

Tutbine  Helical ribbon Sd?rﬁﬁ Gate with turbine ~ Maxblend

Figura 46: Agitadors estudiats per Tohru Kouda

Figura 46: Reactor amb agitador tipus Maxblend
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S’ha decidit utilitzar un sistema d’agitaci6 Maxblend de les mateixes
dimensions (escalades) que les de I'estudi de Tohru Kouda:

h = distancia entre la base del vas i 'impulsor =5 mm
L = amplada de I'impulsor = 145 mm
ds = diametre de I'anell o plat ruixador = 70 mm

El fermentador utilitzat era de 130 mm de diametre. Escalant les dimensions
per a un fermentador de 600 mm de diametre, els valors obtinguts son els
seglients (els valors s’han arrodonit a la unitat):

h = distancia entre la base del vas i 'impulsor = 23 mm
L = amplada de I'impulsor = 670 mm

ds = diametre de 'anell o plat ruixador = 323 mm

Esquema de I'agitador:

L=670 mm

h =23 mm

ds =323 mm

Figura 47: Esquema de I’agitacio tipus Maxblend

Pel que fa a la potéencia, I'estudi de Tohru Kouda estableix un valor d’1W/L en
el cas del Maxblend. Per tant, en un fermentador de 250 L amb un volum de
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substrat de 160,5 L, la poténcia del motor sera de 200 W per tenir un cert
marge i arrodonir el valor.

El material de I'agitador sera també acer inoxidable.

Sistema de control de pH (pH-metre)

A la tapa del fermentador hi haura una entrada per un sistema de control de
pH. S’ha escollit un pH-metre senzill amb una segona entrada per acid sulftric
per tal de mantenir el pH constant.

El pH metre elegit és el que es mostra a la Figura 48 que aguanta fins a 6 bar
de pressio, altes temperatures (fins a 140°C) i s’utilitza per mesurar el pH en
reactors.

Figura 48: pH-metre de la marca Mettler-Toledo

Sistema de control de temperatura (termometre)

La part superior del vas constara també d’un port per a un termometre i un
sistema termostat que mantingui la temperatura del bioreactor a 30°C. El
termometre escollit ha de ser prou llarg per entrar en contacte amb el medi. El
de la Figura 49 és de la marca PCE-instruments.

84



Disseny d’un bioreactor per a la produccid de cel-lulosa bacteriana

Figura 49: Termometre de la marca PCE-instruments

Camisa d’aigua per mantenir la temperatura constant

Per mantenir la temperatura del bioreactor, s’ha elegit una camisa d’aigua.
Aquesta anira incorporada en el disseny del bioreactor i s’escalfara a 30°
mitjangant un intercanviador de calor amb la linia d’esterilitzacié per optimitzar
costos.

Sistema d’aeracio

El sistema d’aeracié inclou un compressor, un anell ruixador, canonades
d’entrada i sortida de l'aire, filtres, manometres per regular el flux d’entrada de
I'aire i una sonda de medicio de I'oxigen dissolt.

Es una de les parts més importants del fermentador, ja que és una reaccio
aerdbica i cal assegurar que la bactéria té I'oxigen necessari per proliferar. Cal
alimentar el bioreactor de manera continua i constant.

En apartats anteriors, s’ha establert que el flux d’aire optim és de 0,5vvm, no
obstant, com que els calculs dels experts anteriors s’han fet amb reactors més
petits, a mode de prevencié s’ha decidit augmentar-lo a 1vvm per assegurar-se
que I'oxigen no sigui un reactiu limitant de la reaccié.

Aixi doncs, el cabal d’entrada d’oxigen ha de ser el seglent:
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0, = m3gas 1min
g m3 fermentador-minut  60s

3
- 0,25m? de fermentador = 4,16 - 1073 mT Eq.13.1

3
Qg = 41610737 = 250292 Eq. 13.2

min

o Deflectors

Els deflectors s6n elements soldats dins el vas del bioreactor que permeten
reduir els vortex del fluid dins del tanc, augmentant I'eficacia de I'agitacio.
Aquests obliguen al liquid a realitzar un recorregut sinués a través del vas,
desviant les particules quan apareixen dins la seva regi6 i trenquen el
moviment circular que imposen els impulsors generant una major turbulencia i
mesclat. També augmenten la transferéncia de calor.

Normalment se’n col-loquen quatre equitativament espaiats, pero si no és el
cas, es recomana posar-ne un nombre parell.

Es per aixd que s’ha decidit incorporar quatre deflectors tal i com es mostra a

la Figura 50.
Agitador
Tanque
Deflector
Figura 50: Vas amb deflectors
[56]
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c) Disseny

A continuacié es mostra el disseny del fermentador fet amb Solidworks®. A I'Annex I
s’incorporen les diferents peces en format Solidworks® on es mostren amb detall
totes les mesures i planols del fermentador.

Figura 51: Vas amb camisa
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Figura 52: Vas amb deflectors i seccio de I’agitador
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Figura 53: Tapa del bioreactor amb ports i boca d’home
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Figura 54: Tapa bioreactor amb cargols i palometes

90
Figura 55: Peus del bioreactor amb aixeta per mostres



Disseny d’un bioreactor per a la produccid de cel-lulosa bacteriana

Figura 56: Planol del vas
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Figura 57: Renderitzat del fermentador
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Figura 58: Renderitzat de la secci6 frontal del fermentador
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d) Rendiment

El rendiment d’aquest fermentador s’estimara en base a la produccié estimada.
Realitzant una comparativa entre la quantitat de polisacarids presents en el medi de
cultiu inicial i la quantitat de producte en forma de BC obtingut es pot estimar la
guantitat assimilada per les bacteéries i per tant, el rendiment del fermentador.

Per cada cicle del reactor, s’introdueix un volum de medi de cultiu de 160,5 L,
obtenint-se una produccio de 3,21 Kg de BC (20g/L).

Per altra banda, el medi de cultiu es basa, tal com s’ha vist anteriorment, en 22,72 Kg
de mora, 23,19 Kg de pinya, 23,08 Kg de raim i 21,94 Kg de poma (aquests valors
ja tenen en compte el 10% que s’ha eliminat per filtracid) per cada cicle.

Es d’esperar que el rendiment varii lleugerament en funcié de les fruites que s'utilitzin
com a substrat. Aixi doncs, cal determinar els polisacarids presents en la fruita per
poder estimar el rendiment. Per falta de recursos bibliografics, s’han pres dades
Unicament de la pinya, tenint en compte que el rendiment no es veura afectat
significativament si s’afegeixen les altres fruites.

En la Taula 16 es mostren els diferents polisacarids presents en el suc de residus de
pinya un cop esterilitzats, i el pes de cada un dins els 87,76 L de fruita present al
substrat:

Polisacarid Concentracio Grams en 87,76L de fruita
Dextra 1,5¢g/L 131,64 g

Sucrosa 40,1 g/L 3519,18 g

Glucosa 23,6 g/L 2071,10¢g

Galactosa 2,19/l 184,29 g

Fructosa 15,6 g/L 1369,05¢g

TOTAL 7,27 Kg

Taula 16: polisacarids presents al suc de residus de pinya

Aixi doncs;

_ 321KgdeBC

= —_— .. — 0
7,27 Kg de BC 100 = 44,15 %

n
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Un rendiment d’un 44,15 % és un valor prou bo considerant que es tracta d’'una planta
pilot, no obstant, si es vol escalar a nivells industrials caldria millorar aquest valor per
assolir el maxim de beneficis i el minim de pérdua de material.

e) Seguretat

A continuacio es descriuen les condicions de seguretat que cal dur a terme al manipular
el bioreactor.

Cal que el personal dugui, en tot moment, els equips de proteccié seguents:

L

Bata de laboratori

Ulleres de proteccio //r\

Sabates de seguretat
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Guants de nitril

Cofia

Taula 17: material de protecci6

L’altura del bioreactor no és elevada i per tant el risc és menor; no cal elevar-se per
carregar-lo o netejar-lo.

L’NaOH que es fa servir per netejar-lo es altament corrosiu, aixi que s’estableix la neteja
com una de les operacions més critiques en quant a seguretat.

Pel que fa al producte, esta a un pH més basic que la pell i per tant cal evitar-ne el
contacte directe amb pell i mucoses fins que no sigui net i sec.

Els correctors de pH (acid sulfaric, per exemple), sobn també components de pH molt
basic i cal vigilar-ne la manipulacio.

Sera necessaria la preséncia de dutxes i renta-ulls a la planta pilot.

Cal tenir estipulat un pla de contingencia en cas que es donés alguna situacié de risc
potencial, que dependra de la planta pilot.
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5. Estudi economic

L’estudi econdmic d’aquest projecte contempla els materials necessaris per construir el
bioreactor, un hipotétic temps de muntatge i el pressupost del projecte. Cal remarcar que
el projecte és a escala planta pilot, i que per tant caldria escalar els preus en cas que es
volgués industrialitzar.
Aquest estudi no ha contemplat els costos de:

Bombes

Valvules

Canonades

Sistema d’esterilitzacio
Instal-lacié de vapor

Bombona d’oxigen / sistema de subministrament
Cargols necessaris per les juntes en zones que no siguin la tapa del bioreactor

El cost de soldar

Les dades que es mostren a continuacio sén orientatives.

Component E:l?tl;ri Unitats Preu total
Vas (AC 316, 3mm gruix) 100 €/m2 4m? 200 €
Tapa (AC 316, 3mm gruix) 100 €/m2
Agitador Maxblend 500 €/u 1 600 €
Conjunt de cargols tapa 4 €/u 8 32 €
Bioreator | Serpenti 500 €u |1 500 €
Anell ruixador (AC 316, 3mm gruix) | 500 €/u 1 500 €
Motor 200 W 900 €/u 1 900 €
pH-metre 95 €/u 1 95 €
Termdmetre 50 €/u 1 50 €
Total Bioreactor
Operaris 4
Dies 2 setmanes
Muntatge g, 1.500 €/mes
Total muntatge
Mesos dedicats 6
Cost Enginyers 1
projecte | sajari mensual
Total cost projecte 12.000 €
TOTAL 19.277 €
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El preu final del bioreactor amb els equips esmentats és de 19.277 €. Afegint a aquest
valor un 21 % d’iva, el preu final és de 23.326 €.

6. Estudi ambiental

En aquest apartat s’estudia 'impacte ambiental del reactor durant la seva explotacio.

Cal mencionar que és un reactor escala planta pilot, i en aquest cas és un reactor
relativament petit, per tant I'impacte que pugui produir sera quantitativament inferior al del
reactor escalat per a la produccié a nivell industrial.

Per una part, el residu principal del bioreactor és el medi de cultiu sobrant de la
fermentacio, i 'NaOH amb aigua residual del rentat del producte. Aixi doncs, cal tractar
aquests residus un cop produits abans d’eliminar-los.

El medi de cultiu sobrant consta de restes de fruita i diferents additius, a més de restes de
la bactéria activa, amb una acidesa de pH = 5. Es necessari neutralitzar aquest residu
mitjancant NaOH abans d’eliminar-lo. L'NaOH amb I'aigua residual, per altra banda, es
neutralitzara amb acid sulftric per poder-se eliminar de manera segura.

Cal estudiar també I'impacte que tindra el reactor en quant a emissions de CO,. La font
d’emissiéo de CO, més notable del bioreactor recau en el consum d’energia eléctrica que
requereix el motor de 'agitacié, comptabilitzada aproximadament en:

0,2 kW - 280 dies - 24 h/dia = 1.344 kWh

Segons la Comissio Europea, cada kWh consumit genera 0,65 kg de CO,, aixi doncs,
aguest bioreactor generara un total de 873,6 kg de CO, anuals. Aquesta dada és
relativament baixa si la comparem, per exemple, amb les emissions de dioxid de carboni
anuals d’un cotxe que realitzi 20.000 km/any, a un consum de 120g de CO, per cada km;
2.400 kg de CO..

Per altra banda, un cop estudiats els contaminants potencials de I'explotacié del
bioreactor, cal mencionar també I'impacte positiu que aportara.

Cal tenir en compte que la cel-lulosa bacteriana és una alternativa a la cel-lulosa vegetal,
'obtencié de la qual genera un impacte ambiental quantitativament major al de la
produccié de cel-lulosa bacteriana, quan implica la tala d’arbres i I'esgotament dels
recursos naturals amb tot el que aixd comporta.

A més, la principal matéria prima de la cel-lulosa bacteriana que s’obtindria amb aquest
disseny, a part dels bacteris, son restes de fruita malmeses; un residu biodegradable que
es reaprofita com a matéria primera, disminuint I'impacte de la destruccid de la mateixa i
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reduint I'impacte ambiental potencial de triar una matéria primera processada com ara la
glucosa comercial.

En conclusio, I'explotacié d’aquest fermentador no tindria un fort impacte negatiu cap al
medi ambient, ja que els beneficis ambientals que aporta tant el seu producte com la seva
materia primera podrien arribar practicament als nivells d’emissions per consum eléctric.
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7. Planificacio del projecte
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8. Conclusions

En conclusio, aquest projecte ha aconseguit I'assoliment dels seus objectius tant principal
com secundaris proporcionant un disseny complert d’'un bioreactor per a la produccié de
cel-lulosa bacteriana a escala pilot.

El disseny realitzat, és un reactor discontinu agitat tipus Maxblend que permet produir
3,21 Kg de cel-lulosa bacteriana mitjancant la bacteria I’Acefobacter Xylinum subsp.
Sucrofermentans en cada cicle de 72 hores del reactor, afegint una quantitat de 160,5 L
de substrat.

El substrat indicat per a aquest bioreactor és un medi a base de fruita malmesa o en estat
de descomposicié, a base de 25 Kg de mores, 25,5 Kg de pinyes, 24,1 Kg de poma i 25,4
Kg de raim i additius com l'acid nicotinic, la piroxidina, I'acid p-aminobenzoic i un agent
antiespumant.

La mescla dins el reactor ha d’estar a unes condicions de 1 vvm., 30°C, i pH=5, i el
reactor esta dimensionat amb un volum de 250 L.

Durant el procés d’explotacié del reactor no hi ha un alt nivell de riscos; la seguretat a la
planta pilot és equivalent a la seguretat que s’ha de tenir en compte en un laboratori amb
reactius acids i basics.

El cost final de I'equip és de 12.277,87 € amb l'iva inclds i les emissions de CO, anuals es
computen amb 873,6 kg de COs,.

Aixi doncs, es pot concloure que s’ha aconseguit dissenyar un bioreactor per a la
produccié de cel-lulosa bacteriana respectués amb el Medi Ambient i amb un rendiment
del 44,15 %, valor que es considera eficient.

En la lectura d’aquestes dades cal tenir en compte que no s’ha realitzat cap estudi
experimental.
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