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1. RESUMEN

La vinaza es el principal subproducto de la produccion de bioetanol a partir de cafia
de azucar y es producido en gran abundancia, por lo que las investigaciones
guiadas a brindar un uso alternativo y sostenible han sido una prioridad en los
altimos afos. En este sentido, el enfoque del Grupo de Investigacion en Productos
Naturales de la Universidad Icesi esta dirigido a la extraccion de productos quimicos
de alto valor a partir de recursos renovables, desarrollando tecnologias de
procesamiento eficientes que se consoliden en oportunidades econémicas para la
region. En el proyecto actual pretendemos establecer las condiciones para la
extraccion a escala semipiloto del 4cido trans-aconitico (ATA) otorgandole un uso
sostenible a la vinaza. El acido trans-aconitico, es un compuesto quimico de alto
interés comercial para la industria de polimeros debido a su capacidad para generar
agentes entrecruzantes y plastificantes. El método de valoracion e identificacion por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) de ATA y las condiciones de
extraccion liquido-liquido empleando como solvente acetato de etilo a escala
laboratorio fueron determinadas en proyectos anteriores; obteniéndose tres
condiciones de extraccion: muestra de vinaza con pH 2.0, temperatura de 20°C -
25°C y tiempo de extraccion de 3 horas en agitacion constante.

En este proyecto, se empled la planta de extraccion semipiloto de la Universidad
Icesi, para establecer las condiciones de extracciobn de acido trans-aconitico
mediante la extrapolacion de las condiciones obtenidas a escala laboratorio
mencionadas anteriormente y la estimacion de la relacion masica éptima en
términos del volumen de muestra (vinaza) y solvente (acetato de etilo). La relacién
masica se obtuvo a través de un disefio experimental a escala de laboratorio de
cuatro test en los cuales se modific6 la cantidad de muestra y solvente,
respectivamente, y se cuantificé el contenido de ATA por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiencia (HPLC) de cada fase obtenida. Se defini6 como relacion masica
optima la relacion 1:5 (experimento 2) con un rendimiento en promedio de ATA del
28,05%. Seguidamente, con el fin de asegurar la reproducibilidad del procedimiento,
se realizaron tres ensayos de extraccion del acido trans-aconitico a escala
semipiloto obteniendo un rendimiento promedio de 31,25% de ATA, con una
desviacion estandar relativa (RSD) de 36,00%. Finalmente, se fijaron las
condiciones de extraccién a escala semipiloto asi: muestra de vinaza pH 2,0,
temperatura de 20°C -25°C, tiempo de extraccion 3 horas en agitacion y relacion
masica 1:5. Ademas, teniendo en cuenta estas condiciones se elaboro un protocolo
de extraccién de &cido trans-aconitico a escala semipiloto, contribuyendo asi al
desarrollo de la bioprospeccion de productos naturales en el pais y
aprovechamiento de residuos industriales.

Palabras clave: acido trans-aconitico, condiciones de extraccion liquido a liquido,
escala semi piloto, HPLC, vinaza.
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2. ABSTRACT

Vinasse is the main by-product of bioethanol production and sugar production and
production in large quantities so that research has been put to alternative and
sustainable use has been a priority in recent years. In this regard, the focus of the
Research Group on Natural Products of the ICESI University is aimed at the
extraction of high-value chemical products from renewable resources for efficient
processing technologies that consolidate economic opportunities for the region. In
the current project, we aimed to establish the conditions for the semi-pilot scale
extraction of trans-aconitic acid (ATA) from vinasse, developing a sustainable use of
this residue. Trans-aconitic acid is a chemical composed of high commercial interest
for the polymer industry due to its capacity to generate cross-linking agents and
plasticizers. The method of identification by High-Efficiency Liquid Chromatography
(HPLC) and liquid-liquid extraction conditions that use as solvent ethyl acetate to
scale obtaining three extraction conditions: vinasse sample with pH 2.0, a
temperature of 20 ° C -25 ° C and extraction time of 3 hours in constant agitation.

In this project, the semi-pilot extraction plant of the ICESI University was used to
establish the trans-aconitic acid extraction conditions by extrapolating the laboratory-
scale conditions mentioned above and estimating the optimum mass ratio in terms
of the sample volume (vinasse) and solvent (ethyl acetate). The mass ratio was
obtained through an experimental design at a laboratory scale of four tests in which
the amount of sample and solvent was modified, respectively, and the trans-aconitic
acid content was quantified by High-Efficiency Liquid Chromatography (HPLC) of
each phase obtained. The 1: 5 ratio was defined as the optimal mass ratio
(experiment 2) with a yield of 28,05% ATA. Then, to ensure the reproducibility of the
procedure, three trans-aconitic acid extraction tests were carried out on a semi-pilot
scale obtaining an average yield of 31,25%, with a relative standard deviation (RSD)
of 36,00 %. Finally, the extraction conditions were set on a semi-pilot scale, such as
vinasse sample pH 2.0, a temperature of 20 ° C -25 ° C, extraction time 3 hours in
agitation and 1: 5 mass ratio. In addition, a trans-aconitic acid extraction protocol
was developed, thus contributing to the development of the bioprospecting of natural
products in the country and the use of industrial waste.

Key words: trans-aconitic acid, liquid-liquid extraction conditions, semi pilot scale,
HPLC, vinasse.
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3. INTRODUCCION

La cafia de azUcar se utiliza preferiblemente para la produccion de azucar y una vez
realizada dicha produccion se generan componentes (mieles) que pueden ser
usadas como fuente o materia prima para la produccién de Bioetanol, un compuesto
utilizado actualmente como alternativa a los combustibles fosiles. Emplear el
bioetanol como combustible confiere la ventaja de reducir las emisiones de gases
de efecto invernadero (ej. CO2), ademas, al ser un compuesto biodegradable es
amigable con el medio ambiente, el 85% se degrada en aproximadamente 28 dias,
mientras que los combustibles fésiles pueden durar afios para degradarse (Stryer,
Berg, & Tymoczko, 2013).

Si bien el bioetanol es un compuesto que reduce el efecto invernadero, la
produccion de éste a su vez genera un gran volumen de residuos de vinaza. Segun
el Grupo de Investigacion en Eficiencia Energética y Energias Alternativas (GEAL)
de la Sede Palmira de la Universidad Nacional de Colombia, durante el 2011 los
ingenios azucareros del Valle Geografico del Rio Cauca produjeron 351 millones de
litros de bioetanol al programa de alcohol carburante colombiano, los cuales
generaron como residuo alrededor de 877,5 millones de litros de vinaza, (Centro de
desarrollo UNIVERSIA, 2012); es decir, la vinaza generada en este proceso supera
de una a tres veces la produccion del mismo bioetanol. Esto representa una
dificultad para los ingenios azucareros, ya que la disposicion final da origen a
problemas de contaminacion y salubridad (Paez, Mufioz, Candela, Tamoh, &
Valdes-Abellan, 2016), como lo son la presencia de plagas y malos olores (Zufiga
& Gandini, 2013). Es por esto qué, en los ultimos afios se han estudiado tecnologias
alternativas, viables ambientalmente, para aprovechar las vinazas como fuente de
compuestos organicos, tales como el acido trans-aconitico, con potencial uso en la
industria plastificante.

Una de las alternativas para aprovechar las vinazas como proveedor del &cido trans-
aconitico es realizar la extraccién liquido-liquido de dicho &cido, empleando como
solvente el acetato de etilo (ACOET). Investigaciones previas han definido el método
de cuantificacién por cromatografia de alta eficiencia (HPLC) y han establecido las
condiciones de extraccion a escala laboratorio.

En la presente investigacion se establecieron las condiciones de extraccion del
acido trans-aconitico a escala semipiloto extrapolando las condiciones obtenidas a
escala laboratorio por proyectos anteriores (pH, tiempo de extraccion y
temperatura), al estimar la relacion masica 6ptima en términos de volumen de
vinaza y solvente necesarias para dicha extraccion, al cuantificar el ATA por HPLC
y al realizar tres extracciones a escala semipiloto asegurando reproducibilidad de
las mismas; luego de definir las condiciones al realizar lo descrito anteriormente, se
elabor6 un protocolo de extraccion a escala semipiloto de ATA, contribuyendo asi
al aprovechamiento de las vinazas como fuente de este acido.

15



4. DESCRIPCION DEL PROYECTO

4.1. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DE LA PREGUNTA DE
INVESTIGACION

La industria azucarera del Valle del Cauca ha logrado pasar de productos bésicos
como el azucar a la fabricacién de etanol y la cogeneracion de energia, gracias a
su decidido impulso a la innovacién. Para dicha consolidacion, el sector azucarero
cuenta en su balance con 13 ingenios, 1.200 caficultores, dos empresas
generadoras de energia, una productora de papel, una empresa sucroquimica, mas
de 40 empresas de alimentos, ocho de alcoholes y mas de 50 proveedores
especializados (ASOCANA, 2017).

Tiendo en cuenta los problemas que actualmente enfrenta el mundo en materia
medioambiental, la produccion de bioetanol, se ha convertido en una fuente de
energia renovable y sostenible, ademas de ser estratégica para el pais porque
genera empleo formal, beneficia el medio ambiente, le permite reducir su
dependencia y mantener las reservas de fuentes energéticas no renovables, como
la gasolina u otros combustibles fosiles derivados del petréleo (Garcia C. , 2008).
Otra ventaja del bioetanol colombiano es que el proceso se realiza con cafia de
azucar, y esta es mas eficiente que otros cultivos en el almacenamiento de energia
proveniente de la radiacion solar. La cafia de azlUcar almacena esta energia en
forma de biomasa, liberando 40 toneladas de oxigeno hacia la atmdsfera y fijando
60 toneladas de didxido de carbono (ASOCANA, 2017).

Si bien, a la produccion de bioetanol se le atribuyen las ventajas mencionadas,
durante dicho proceso productivo se genera un subproducto denominado vinaza, el
cual es un potencial residuo contaminante para las aguas subterraneas si no es
sometido al proceso adecuado para que sea utilizado como fertilizante y dicho
proceso se lleva a cabo al concentrar la vinaza en su totalidad, al transformarla en
compostaje y siendo distribuida en el campo (ASOCANA, 2017). Recientes
investigaciones realizadas por integrantes del Grupo de Recursos Hidricos
Direccion Técnica Ambiental, Corporacién Auténoma Regional del Valle del Cauca,
CVC Caliy CENICANA (Centro de Investigacion de la Cafia de Azlcar de Colombia)
indican que durante los ultimos afios en el departamento del Valle del Cauca la
vinaza ha sido arrojada de forma directa a los campos y esto ha generado que este
residuo se convierta en un contaminante de los cuerpos acuiferos (Paez, Mufioz,
Candela, Tamoh, & Valdes-Abellan, 2016), debido a que su alta carga organica
provoca la proliferacion de microorganismos que agotan el oxigeno disuelto en el
agua ocasionando que los cuerpos de agua contaminados sean mas dificiles de
emplearlos como fuentes de agua potable (Garcia & Rojas, 2005).
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Teniendo en cuenta lo anterior y al resaltar que cada litro de etanol genera entre
1,00y 14,00 L de vinaza, durante los ultimos afios se ha incrementado el interés por
parte de las lineas de investigacion de brindar un uso alternativo a este subproducto;
es por eso qué, para abril del 2018, se establecieron las condiciones para la
extraccion a escala semipiloto del acido trans-aconitico (ATA) a partir de vinazas
residuales, extrapolando las condiciones definidas a escala laboratorio por
proyectos anteriores, obteniéndose un protocolo de extraccion de dicho acido a
escala semipiloto reproducible industrialmente que garantiza el aprovechamiento de
este residuo, al tener en cuenta que los desechos generados durante la esta
extraccion pueden ser utilizados como materia prima para la produccién de biogas
por el Laboratorio de Bioprocesos de la Universidad Icesi.

4.2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE
4.2.1. INDUSTRIA AZUCARERA EN COLOMBIA

En Colombia, el sector azucarero se encuentra ubicado en el valle geografico del
rio Cauca, abarca 47 municipios desde el norte del departamento del Cauca, la
franja central del Valle del Cauca, hasta el sur del departamento de Risaralda, tal
como se observa en la Figura 1.

Caldas
Risaralda

Quindio
Valle del
Cauca

Cauca

[— ==

Figura 1. Ubicacion geografica del sector azucarero en Colombia. (ASOCANA,
2017)

Esta distribucién se debe, segun lo afirma el Centro de Investigacion de la Cafia
(CENICANA), al clima privilegiado de dicha region, dado que a diferencia del resto
del mundo (con excepcion de Hawaii y el norte de Peru), se puede sembrar y
cosechar cafia durante todos los meses del afio. Segun los indicadores presentados
por ASOCANA, en esta region hay 225.560 hectareas sembradas de cafia azlcar
(Figura 2), de las cuales, el 25,00% corresponde a tierras propias de los ingenios y
el 75,00% restante a mas de 2.750 cultivadores de cafia (ASOCANA, 2017). Dichos
cultivadores abastecen a 13 ingenios de la region (Carmelita, Riopaila-Castilla,
Central Sicarare, Central Tumaco, Incauca, La Cabafia, Manuelita, Maria Luisa,
Mayaguez, Pichichi, Providencia, Risaralda y Sancarlos) (Perafan, 2009).
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Figura 2. Distribucion de las areas sembradas de cafa de azucar segun la
propiedad de los terrenos. (ASOCANA, 2017)

4.2.2. PRODUCCION DE BIOETANOL

Desde hace mas de 10 afios, el Sector Azucarero Colombiano se ha convertido en
fuente de energia, no solo a través de la produccion de azucar, sino también de
bioetanol y la cogeneracion eléctrica. Segun los registros obtenidos por ASOCANA,
cinco de los trece ingenios mencionados anteriormente, tienen destilerias anexas
para la produccién de alcohol carburante (Incauca, Manuelita, Providencia,
Mayagiiez y Risaralda). (ASOCANA, 2017)

El bioetanol, es generado a partir de la energia almacenada en forma de biomasa
de las mieles finales (mieles B) obtenidas después de la produccion de azlcar, es
decir después de los procesos de cristalizacion y centrifugacion (CENICANA, 2004);
estas mieles son utlizadas por los ingenios teniendo en cuenta que son
provenientes de la cafia de azucar y este es cultivo exclusivamente tropical que
crece durante todo el afio, tal como se mencioné anteriormente, por lo tanto, la
incidencia de la radiacion solar oscila alrededor de 1,500,000 Kcal anuales por cada
metro cuadrado sobre el campo de dicho cultivo, de esta energia la cafia de azucar
fija, al realizar fotosintesis de tipo C4, alrededor de 13,160 Kcal en cada metro
cuadrado de cultivo y tras el proceso industrial, en el etanol producido por cada
metro cuadrado del cultivo se recuperan 3,116 kcal, es decir el 0,21 % de la energia
solar incidente. (Garcia C. , 2008)

Todo lo anterior hace que el proceso de obtencion de bioetanol a partir de la cafa
de azucar sea mas eficiente en comparacién con otros cultivos (maiz, celulosa de
madera, sorgo, patatas, trigo); un maizal que a diferencia de la cafia se localiza a
latitudes elevadas y por tanto recibe menos insolacion, fija 8,500 Kcal en cada
metro cuadrado (Garcia C. , 2008) a lo largo de todo el periodo de crecimiento.

Emplear bioetanol como combustible en lugar de combustibles fosiles (carbon,
petréleo y gas natural) confiere la ventaja reducir las emisiones de gases de efecto
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invernadero (ej. CO2), puesto que por cada kg de petréleo quemado se emiten 7,10
kg de CO2, mientras que por cada kg de alcohol quemado se emiten 0,90 kg de COz2
(Singer, 1981), ademas, al ser un compuesto biodegradable el 85,00% se degrada
en aproximadamente 28 dias, mientras que los combustibles fosiles pueden durar
afos para degradarse.

4.2.2.1. RESIDUOS DE LA PRODUCCION DE BIOETANOL

El proceso productivo del bioetanol (Figura 3), como se menciond, contempla como
primer paso la produccion de azucar; la fraccidbn que se exprime para extraer el
azucar de la cafa contiene 44,00% de sacarosa y 7,00 % de otros azucares, la
fraccion restante, esta formada por fibras: celulosa, hemicelulosa y lignina (Aguirre,
y otros, 2010). La sacarosa resultante se emplea como fuente de glucosa en las
primeras etapas de fermentacion alcohdlica que llevan a cabo las levaduras
(Saccharomyces cerevisiae), siendo este proceso la base de la produccion de
bioetanol; la ganancia neta de la fermentacién de una molécula de glucosa son 2
moléculas de etanol y 2 moléculas de ATP (Adenosin Trifosfato). En general, el
proceso de fermentacion alcohdlica se lleva a cabo por dos etapas, en la primera
etapa, se obtienen 2 moléculas de piruvato, 2 moléculas de ATP y 2 de NADH a
partir de 1 molécula de glucosa por medio del proceso de glucolisis. En la segunda
etapa, intervienen dos procesos enzimaticos por medio de los cuales, en primer
lugar, a través de la accion de la enzima piruvato descarboxilasa se obtienen una
molécula de acetaldehido y una molécula de CO: (Dioxido de carbono) por cada
molécula de piruvato; y, en segundo lugar, por medio de la enzima alcohol
deshidrogenasa se obtiene una molécula de etanol, este paso requiere que el NADH
obtenido durante el proceso de glucolisis de la primera etapa sea convertido en
NAD*. De esta forma, la ganancia neta de la fermentacion de una molécula de
glucosa son 2 moléculas de etanol y 2 moléculas de ATP, tal como se menciond.

Una vez terminado el proceso de fermentacion, se procede a realizar la separacion
del alcohol del agua, por medio del proceso de destilacidn, en el cual el etanol al ser
una sustancia volatil, punto de ebullicién 78,37 °C, (Carretero, 2006) se separa del
agua (punto de ebullicibn 100,00°C) al alcanzar la temperatura de su punto de
ebulliciébn, mediante evaporacién y posterior condensacion. Al finalizar este proceso
se obtiene, el alcohol destilado, el cual puede estar en su forma de alcohol hidratado
debido al agua, y requiere ser sometido al proceso de deshidratacion; por otra parte,
se obtienen, aguas residuales, las cuales son llevadas a tratamiento para su
posterior uso y las vinazas como subproducto liquido de la destilacion del etanol
proveniente de la fermentacion.
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Figura 3. proceso de produccion de Bioetanol. (ASOCANA, 2017)
4.2.3. VINAZA

Como bien se ha dicho, las vinazas son los residuos que se obtienen después del
proceso de destilacion de azucares fermentados de la cafia de azUcar; esta
compuesta por materiales organicos y nutrientes minerales que hacen parte de
compuestos y constituyentes vegetales, dado que su origen es la planta de cafia,
tales como: amino&cidos, proteinas, lipidos, &cidos diversos, enzimas, bases,
acidos nucleicos, clorofila, lignina, quinonas, ceras y azucares (Garcia & Rojas,
2005), ademas de los componentes elementales arrastrados por el vapor de agua,
asi como cantidades de azlcar residual y componentes volatiles, sustancias
inorganicas solubles en las cuales predominan los iones K, Ca y SOa4, células
muertas de levadura, sustancias organicas resultantes de los procesos metabdlicos
de levaduras y microorganismos contaminantes, alcohol y azlcar residual,
sustancias organicas insolubles y sustancias organicas volatiles.

Con respecto a las sustancias organicas presentes se encuentran una amplia gama
de compuestos, alcoholes, aldehidos, cetonas, esteres, acidos y azucares (Figura
4).
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Compuestos Concentracion
Mo volatiles: (%, mim)
Gliceral ’ 2.70
Acido aconitico 1.78
Sorbitol 1.39
Fructosa + glucosa 1.30
Acido lactico 1.28
Acido citrico 0.80
Acido 2,4 dihidroxipentanedioico 0.71
Acido quinico 0.71
Trehalosa 0.31
Acido malico 023
Sucrosa 0.21
2,3 Butanodiol 021
Acido succinico 0.07
Acido gicolico 0.06
Fendlicos: (mg/ka)
Acido Piroglutamico 165
Acido ltacdnico 93
Acido Fumarico 93
3-metoxi-4-hidroxifenilglicerol 54
Acido p-hidroxi-benzoico 48
Acido Palmitico 34

Figura 4. Compuestos organicos presentes en la vinaza. (Garcia y Rojas, 2005)

4.2.4. ACIDO ACONITICO

Entre los componentes organicos de mayor concentracion presentes en la vinaza
(Figura 4), se encuentra el 4cido aconitico, un acido alifatico insaturado tribasico, de
formula molecular CeéHsOs que presenta dos isémeros geométricos cuyas
estructuras moleculares se muestra en la Figura 5, ambos se producen
naturalmente en las plantas de cafia de azlcar en proporciones variables mediante
el ciclo de Krebs.
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¢ a HO

Figura 5. (A) Estructura del acido cis-aconitico, (B) Estructura del acido trans-
aconitico; (a, b y c), representan los hidrogenos ionizables de cada uno. Los pKa
respectivamente son: 2,8 (a), 4,6 (b) y 6,3 (c). (Gil, 2007)

4.2.4.1. ACIDO TRANS-ACONITICO

El isbmero trans es el mas estable de los dos, puesto que, en condiciones
adecuadas de temperatura y pH, el isomero cis forma una mezcla en equilibrio en
la que predomina el isémero trans (Stryer, Berg, & Tymoczko, 2013). Esta propiedad
le permite al acido trans-aconitico (ATA) ser un candidato adecuado para la
formacion de polimeros amorfos, ramificados e insolubles en agua, tras una
reaccion de condensacion con 1,6 diaminohexano (Vasquez, 2014) y, por lo tanto,
se utiliza cada vez mas en la industria de procesamiento de alimentos como un
acidulante o intermediario reactivo en la sintesis organica de plastificantes y
tensoactivos (Malmary, y otros, 1995).

4.2.4.1.1. TECNICAS DE EXTRACCION

Para realizar la extracciéon del ATA a partir de las vinazas residuales se han
empleado varios métodos entre los mas frecuentemente empleados estan:
precipitacion, extraccion por intercambio idnico y extraccion liquido-liquido, siendo
este ultimo el mas empleado a escala laboratorio y semipiloto (planta de extraccion).
Esta técnica de separacion se basa en la distribucion de los componentes a separar
entre las fases liquidas involucradas, es decir, el componente a extraer se transfiere
de la primera fase a la segunda. Estudios demuestran que al realizar la extraccion
liquido-liqguido de ATA utilizando acetato de etilo a diferentes tiempos y
temperaturas, se obtiene un rendimiento de 34,00 — 69,00% y una pureza de
99,90% de ATA (Gil, 2007), y ello se ilustra en la Figura 6.
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Table 1. Yield and purity of aconitic acid extracted from molasses

Temperature

30°C

40°C

Time 1h 3h &h 3h 6h
Yields 344418 434407 409+ 06 630+ 18 688+05
Purity 99902 996 £ 0.7 99.5 =04 99908 99602

Figura 6. Tabla comparativa del rendimiento y pureza obtenida para la extraccion
de ATA con acetato de etilo a diferentes tiempos y temperaturas. (Gil, 2007)

De igual forma, con el fin de determinar la eficiencia y selectividad del acetato de
etilo (ACOET) como solvente de extraccion de ATA, éste se compard con dos
solventes mas: el butanol y tributil fosfato, y se encontré que con el butanol se
obtuvo una mayor cantidad de ATA pero con poca selectividad, a diferencia del
acetato de etilo en el cual su rendimiento no fue tan bueno pero tuvo la mejor
selectividad de los tres solventes utilizados (Zapata, 2007); dichas comparaciones
se muestran las Figuras 7 y 8. Esto comprueba una vez mas que el acetato de etilo
es un solvente adecuado para realizar la extraccion liquido-liquido del ATA.
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Figura 7. Rendimiento de extraccion del acido trans-aconitico con diferentes

solventes y condiciones de pH. (Zapata, 2007)
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Figura 8. Comparacion de la pureza del &cido trans-aconitico en diferentes
solventes y condiciones de pH. (Zapata, 2007)

Cabe resaltar que, para realizar una extraccién de este tipo, se deben tener en
cuenta los siguientes parametros: la capacidad de ionizacion del compuesto a
extraer, que depende del pH en el cual se encuentre la muestra que contiene el
compuesto de interés, la temperatura y la relacion de la cantidad de compuesto en
cada una de las fases, lo cual depende de solvente empleado. En el proceso de
extraccion liquido- liguido se denomina matriz a la solucibn que contiene el
componente a separar, vinaza (A); el componente transferido (ATA) se indica con
(C), y el liquido utilizado para extraer el componente C de la matriz, se denomina
fase organica B (ACOET), tal como se muestra en la Figura 9. Dos etapas
adicionales de dicha extraccion son: la recuperacion de disolventes y la limpieza del
refinado (Muller, 2002).

Feed mmd —2>> Extract
A+C B+C

Raffinate phase ~|_}l ¢ |~ Extract phase
—»

Sulgent = P Raffinate
A

Figura 9. Representacion de la extraccion liquido-liquido. (Muller, 2002)
4.2.4.1.1.1. EXTRACCION A ESCALA SEMIPILOTO

Es importante destacar que la extraccion a escala semipiloto del ATA a partir de
vinazas residuales se realiz6 por primera vez por medio de este proyecto
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investigativo y para tal fin, se extrapolaron las cuatro condiciones o parametros de
extraccion de ATA a escala laboratorio a partir de vinazas residuales obtenidas por
Jeyson Ruiz en su proyecto de grado “Establecimiento de condiciones de extracciéon
de Acido trans-aconitico a partir de vinazas residuales mediante cromatografia
liquida”; y estas son:

1. pH= 2,0 de la muestra de vinaza

2. Tiempo de extraccidon con agitacion constante de 3,0 horas
3. Temperatura ambiente 20°C — 25 °C

4. Relacion 1:2 (muestra: ACOET)

Con las cuales se obtiene dos fases denominadas Fase Orgénica y Fase Acuosa;
siendo la primera la fase que contiene en mayor proporcion el ATA, compuesto de
interes.

4.2.4.1.2. TECNICAS DE CUANTIFICACION

Para andlisis y cuantificacion de ATA extraido a partir de vinazas residuales se ha
empleado la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con detector de arreglo
de diodos, la cual se fundamenta en las interacciones o afinidad que tiene el analito
con la fase movil o con la fase estacionaria; de esta forma, teniendo en cuenta la
afinidad del analito se elige el tipo de columna, y la fase movil se elige de acuerdo
con el solvente. Segun esto, se debe tener en cuenta que el ATA no presenta una
buena retencion en columnas cromatograficas hidrofébicas y, por tanto, se ha
buscado emplear columnas de fase reversa con grupos polares incrustados en ella
para aumentar las interacciones hidrofilicas (Montoya, Londofio, Cortés, &
Izquierdo, 2014).

5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Establecer las condiciones para la extraccion a escala semipiloto del 4cido trans-
aconitico (ATA) a partir del subproducto vinaza obtenido de la produccion de
bioetanol.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.2.1. Determinar el procedimiento de extraccion a escala semipiloto del acido
trans-aconitico (ATA).
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5.2.2. Cuantificar por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) el contenido

extraido del &cido trans-aconitico (ATA).

5.2.3. Asegurar la reproducibilidad del procedimiento de extraccion del acido trans-

aconitico (ATA) empleando la planta semipiloto.

6. METODOLOGIA

6.1.

REACTIVOS EMPLEADOS

Tabla 1. Nombre, casa comercial y pureza de los reactivos empleados para el
desarrollo del trabajo de investigacion.

6.2.

6.3.

Reactivo Casa Comercial Pureza
Acetato de Etilo Agenqumicos LTDA. | 99.8%
Acido Sulfarico MERCK 95-97%

MATERIALES Y EQUIPOS

Material de vidrio

Balanzas analiticas con precision de 1x10“ g con agitacion magnética
graduada

Planchas de calentamiento y agitacion

Béascula de aproximadamente 300 Kg

Equipo rotaevaporador

Montaje de destilacion para la recuperacion del solvente acetato de etilo
(ACOET)

Planta semipiloto de extraccion de la Universidad Icesi

Equipo de Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con detector de
arreglo de diodos

RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

La muestra de vinaza utilizada se obtuvo mediante el convenio realizado con el
Ingenio Manuelita, con el cual se adquirié 50,00 L de Vinaza Concentrada 40° Brix.
Dicha muestra fue acidificada siguiendo como referencia las condiciones de
extraccidon de ATA establecidas a escala de laboratorio por Jeyson Ruiz en su
proyecto de grado “Establecimiento de condiciones de extraccion de acido trans-
aconitico a partir de vinazas residuales mediante cromatografia liquida”. (Ruiz,
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2016). En los cuales se establece que la muestra debe tener un pH de 2,0 para que
la extraccion de ATA sea Optima.

Figura 10. Proceso de recoleccion de la muestra de vinaza proveniente del
Ingenio Manuelita.

6.4. DISENO, EXPERIMENTAL REALIZADO PARA DETERMINAR LA
RELACION MASICA (VINAZA: ACOET)

Para determinar la relacion masica, es decir la cantidad en volumen de vinaza y de
solvente Acetato de Etilo (ACOET) necesaria y éptima para realizar la extraccion de
ATA a escala semipiloto, se realizaron cuatro experimentos a escala laboratorio
variando la cantidad en volumen de los componentes mencionados; este disefio fue
efectuado debido a que al reproducir a escala semipiloto la cuarta condicion de
extraccion de ATA obtenida a escala laboratorio por Jeyson Ruiz en su proyecto de
grado (Relacion 1:2 (muestra vinaza: ACOET)) tal como se menciona en la teoria,
no se obtuvieron las dos fases es decir, es decir no hubo extraccion. De igual forma,
cabe resaltar que adicionalmente se realizaron extracciones a escala semipiloto con
relaciones de 1:3, 1:4 y 1:5 muestra vinaza: ACOET, respectivamente; mediante las
dos primeras relaciones no se consiguio la separacion de las fases, mientras que
con la tercera relacion si se logroé dicha separacién. Asi que, con el fin de corroborar
este hallazgo y encontrar la relacion por medio de la cual se obtuviera mayor
contenido de ATA, al realizar comparaciones, fueron efectuados cuatro
experimentos como se describen a continuacion:
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6.4.1. Experimento 1: Relacién 1:2 (muestra vinaza: ACOET)

Tomando 10 mL de Vinazay 20 mL de ACOET
Realizado por triplicado

6.4.2. Experimento 2: Relacion 1: 5 (muestra vinaza: ACOET)

Tomando 5 mL de Vinaza y 25 mL de ACOET
Realizado por triplicado

6.4.3. Experimento 3: Relacion 1:10 (muestra vinaza: ACOET)

Tomando 1 mL de Vinazay 10 mL de ACOET
Realizado por triplicado

6.4.4. Experimento 4: Relacién 1:20 (muestra vinaza: ACOET)

Tomando 1 mL de Vinazay 20 mL de ACOET
Realizado por triplicado

Este procedimiento se realizO6 manteniendo constantes las tres condiciones de
extraccion de ATA siguientes obtenidas por Jeyson Ruiz a escala laboratorio en su
proyecto de grado.

1. pH= 2,0 (tal como se menciond en el item anterior)
2. Tiempo de extraccidén con agitacion constante de 3,0 horas
3. Temperatura ambiente 20°C — 25 °C

Para dicho fin, se emplearon tres planchas de calentamiento y agitacion para las
tres repeticiones por experimento realizado (Figura 11), manteniendo solamente en
funcionamiento la agitacién. Una vez terminado el tiempo de tres horas para cada
experimento, se procedio a determinar por HPLC el contenido de ATA en cada una
de las fases obtenidas y sus respectivas repeticiones, habiendo eliminado
previamente el ACOET y secado dichas muestras; con el fin de definir la relacion
masica con mayor porcentaje en contenido de ATA. Cabe resaltar que, las
preparaciones de cada una de las muestras llevadas al HPLC siguieron los
lineamientos reportados en el item 6.6.1.
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Figura 11. Montaje para el disefio experimental realizado para determinar la
relacion masica (vinaza: acetato de etilo) éptima.

Obtenida la relacion masica 6ptima se prosiguio a realizar la extraccion de ATA a
escala semipiloto, tal como se detalla a continuacién.

6.5. EXTRACCION DE ACIDO TRANS-ACONITICO EN PLANTA SEMIPILOTO

Para realizar la extraccion de ATA a escala semipiloto, se empleé la planta de
extraccién semipiloto disponible en la Universidad Icesi, construida por Process
Solutions and Equipment (PSE), en el afio 2016. El esquema general de la planta
se puede observar en la Figura 7, en la cual se distinguen los siguientes
componentes principales:

1. Percolador: tanque coénico truncado de acero inoxidable en el cual se
introduce la muestra y el solvente, el cual tiene una capacidad total de 20, 0
L y se debe llenar en un 80,00%. (Process solutions and equipment PSE
S.AS, 2016)

2. Concentrador: intercambiador de coraza y tubos, con arreglos tipo TEMA,
empleado para introducir la muestra recolectada con solvente, el cual
posteriormente sera recuperado.

3. Tanques colectores de solvente: tanques cilindricos simétricos de acero
inoxidable utilizado para almacenar el solvente que ha sido destilado y
recuperado.

Cabe resaltar que, se emple6 este equipo porque realiza la separacion de
componentes de interés (ATA) de una muestra sélida o liquida (Vinaza) basado en
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las diferencias de solubilidad de la misma en determinado solvente (ACOET), siendo
estos de volimenes mayores de 1,00 L.

CONDENSADOR

::::::

GITAl

BONsBA

x o Hva = 1 couecromres 1 TRAMPA
SOLVENTE De vacio

CONCENTRADOR

Figura 12. Esquema general de la planta semipiloto de la Universidad ICESI. (Cruz
y Villegas, 2016)

Para asegurar la reproducibilidad de la extraccion de ATA a escala semipiloto
empleando la planta de extraccién semipiloto de la Universidad Icesi, se realizaron
tres extracciones, en las cuales se mantuvieron las condiciones anteriormente
descritas: las tres establecidas por Jeyson Ruiz en su proyecto de grado y la cuarta,
determinada por medio el disefio experimental realizado (la relacion mésica).
Adicionalmente, las tres extracciones siguieron los parametros establecidos en el
Protocolo de extraccion de acido trans-aconitico (ATA) a partir de vinazas residuales
a escala semipiloto (Anexo 1), el cual fue obtenido después de realizar varios
intentos y pruebas teniendo en cuenta las condiciones mencionadas.

Con lo anterior, para cada una de las tres extracciones se realizé lo siguiente:

6.5.1. CARGA DEL SISTEMA

La muestra de vinaza y el solvente (ACOET), medidos previamente para alcanzar
la relacion masica éptima determinada, fueron introducidos al tanque percolador
junto con el aspa de agitacion grande; este sistema fue puesto en funcionamiento
hasta el término de tres horas, a temperatura ambiente.
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6.5.2. RECOLECCION DE LAS FASES

Una vez terminado el tiempo de extraccion con agitacion constante de tres horas se
recolectaron las fases obtenidas: Fase Acuosa F.A y Fase Organica F.O, las cuales
fueron medidas. La F.A fue enviada al Laboratorio de Bioprocesos de la Universidad
ICESI, como precursor de la digestion anaerobica, y la F.O obtenida recibio el
tratamiento descrito a continuacion.

6.5.3. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

6.5.3.1. CONCENTRACION DE LA MUESTRA Y RECOLECCION DEL
SOLVENTE

Una vez recolectada la F.O, se procedié a concentrarla: definido como el proceso
por medio del cual se elimindé el solvente (ACOET) de la misma, dejandola
parcialmente seca. Este proceso se realizo introduciendo la cantidad de F.O medida
al tanque concentrador de la planta semipiloto. Terminado el proceso de
concentracion de la muestra, se procedid a recolectar y medir la cantidad de
muestra de F.O concentrada y del solvente ACOET recuperado.

6.5.3.2. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA DE LA FASE ORGANICA
CONCENTRADA

La F.O concentrada obtenida se llevé al equipo rotaevaporador, con el fin de
eliminar residuos de ACOET y agua, hasta asegurar que la muestra estuviera
totalmente seca. La muestra seca obtenida fue llamada biomasa de ATA, siendo
ésta la cantidad de Acido Trans-aconitico (ATA) obtenida al final de todo el proceso
de extraccion y tratamiento de la muestra, y para la cual se requiere un proceso
adicional de purificacién para el ATA empleando la técnica de cromatografia de
intercambio i6nico realizado por Juan David Giraldo asistente del Laboratorio de
Productos Naturales de la Universidad Icesi, teniendo en cuenta la presencia de
otros acidos orgénicos.

6.6. CUANTIFICACION DE ACIDO TRANS-ACONITICO POR HPLC

Para esta etapa se seguiran los pasos establecidos en el proyecto desarrollado por
la estudiante Sandra Orozco, denominado “Validacion del método cromatografico
HPLC-DAD para la determinacion de Acido trans-Aconitico presente en la melaza
proveniente de la cafia de azucar”. Por medio del cual, se plante¢ la validacion de
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un método analitico de cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de
arreglo de fotodiodos (HPLC-PDA) y la elaboracion del procedimiento analitico
estandar (POE) de dicho método; contribuyendo asi al desarrollo de nuevas
investigaciones en torno a los métodos de extraccion del ATA, tal como el presente
proyecto investigativo.

El método cromatografico HPLC-PDA de cuantificacion de ATA que se valido, en el
proyecto mencionado, consistié en la preparacion de una curva de calibracion de
estandar de dicho &cido en Agua tipo | entre 20 y 200 ppm, dicha preparacion se
realizé de la siguiente manera:

Solucién Stock:

1. Se llevo un peso de 10,00 mg de estandar de ATA en un balén volumétrico de
20,00 mL

2. Adicionando 10,00 mL de agua Tipo | y agitando manualmente por 5 minutos

3. Se complet6 el volumen con agua Tipo |, se tap6 y agitdé manualmente por un
minuto

4. Por ultimo, se rotuld el balébn como Solucién Stock

Estandares de la Curva de Calibracion:

1. En 5 balones volumétricos de 10,00 mL, se adicionaron alicuotas de 0,4, 1,2, 2,
3y 4,0 mL de la Solucién Stock a cada balon

2. Se complet6 el volumen de cada uno de los balones con agua Tipo | y se agitd
manualmente por 5 minutos

3. Se rotulé cada solucion estdndar como 20, 60, 100, 150 y 200 ppm,

respectivamente

Se tomo6 1 mL de cada solucién estandar

Se filtr6 por membrana de 0,22 um y se llevo a un vial de inyeccién cada una de

las soluciones estandar

6. El procedimiento de los pasos (4) y (5) se repitieron, hasta tener tres viales de
inyeccion por cada solucién estandar

o s

Y, las condiciones cromatogréaficas empleadas fueron las siguientes (Ruiz, 2016):

Equipo HPLC con detector PDA. (Chrom Elite Merck)
Columna: XBridge 2,5 um 75 mm x 4,6 mm

Flujo: 0,6 mL/min

Temperatura: 25°C

Fase movil: Agua pH 2,5 (Con HCI): Acetonitrilo (95:5)
Longitud de onda: 240 nm.

Volumen de inyeccion: 10 L

Tiempo de retencion aproximado: 2,7 minutos

ONOORWNE
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6.6.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA HPLC

El fin de cuantificar por HPLC el contenido de ATA de las muestras obtenidas en
este proyecto investigativo es realizar comparaciones de la cantidad obtenida de
ATA, de muestras iniciales de vinaza y muestras obtenidas a partir de la extraccién
de dicho compuesto, y con esto realizar un seguimiento de la extraccion, es decir,
por medio de los cromatogramas obtenidos identificar si cada vez que se realizan
procedimientos para efectuar la extraccion de ATA a escala semipiloto en efecto se
obtiene una mejor extraccion de este compuesto. Todas las muestras llevadas a
HPLC para realizar la cuantificacion del contenido de ATA, fueron en primer lugar
llevadas a sequedad, eliminando el solvente ACOET y agua remanente, y, en
segundo lugar, se llevé a cabo el procedimiento establecido por Jeyson Ruiz en su
proyecto de grado “Establecimiento de condiciones de extraccion de acido trans-
aconitico a partir de vinazas residuales mediante cromatografia liquida”.

1. Se pesaron 50,00 mg de muestra seca en un beaker
2. La muestra del paso (1) fue llevada a un balén de 10,00 mL hasta aforo,
empleando agitacion manual para asegurar disolucion

Con lo cual se lleg6 a una concentracion de 5 mg/mL lo que es igual a 5000 mg/L,
y a su vez es igual a 5000 ppm. (ecuacion 1)

50 mg __ 1000 mL

mg _ mg _

oL O = 5000 — = 5000 ppm (1)
3. Se tomo6 1,00 mL de muestra
4. Se filtr6 por membrana de 0,22 um, llevando dicho contenido a un vial de

inyeccion

6.7. MATRIZ DE MARCO LOGICO

OBJETIVOS ACTIVIDADES SUPUESTOS INDICADORES
Capacitacion para | Disponibilidad de Relacion del

Determinar el
procedimiento de
extraccion a
escala semipiloto
del acido trans-
aconitico (ATA)

el manejo de la
planta semipiloto

Revision de las
condiciones de
extraccion del

la planta
semipiloto de la
Universidad ICESI

Disponibilidad de
reactivos: solvente

volumen requerido
de solvente de
extraccién Acetato
de Etilo (ACOET)
y de subproducto
vinaza obtenido.
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acido trans-
aconitico ATA a
partir de vinazas
residuales,
determinadas a
escala laboratorio
por otros
proyectos de
grado

Determinacion de
la cantidad de
vinaza y solvente
Acetato de Etilo
(ACOET) a utilizar
para la extracciéon

Acetato de Etilo
(ACOET)

Disponibilidad de
la muestra de
vinaza del Ingenio
Manuelita

Control de pH,
tiempo de
extraccion y
temperatura
realizado.

Establecimiento
del protocolo de
extraccion de ATA
a escala
semipiloto
realizado.

Cuantificar por
Cromatografia
Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC)
el contenido
extraido del acido
trans-aconitico
(ATA).

Capacitacion para
el manejo del
equipo de
Cromatografia
Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC)

Cuantificacion por
Cromatografia
Liguida de Alta

Eficiencia (HPLC)
del 4cido trans-
aconitico (ATA)

extraido mediante

planta semipiloto

Revision de los
resultados
obtenidos por

Disponibilidad del
equipo de
Cromatografia
Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC)

Extraccion de ATA
a escala
semipiloto
realizada

Cuantificacién por
HPLC de cantidad
de ATA realizada

Identificacion y
comparacion de la
cantidad de ATA
con su estandar
realizada

34




Cromatografia
Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC)
del acido trans-
aconitico (ATA)
extraido a escala
laboratorio por
otros proyectos de
grado

Asegurar la
reproducibilidad
del procedimiento
de extraccion del
acido trans-
aconitico (ATA)
empleando la
planta semipiloto.

Realizaciéon dos
extracciones del
acido trans-
aconitico (ATA)
empleando la
planta semipiloto,
replicando las
condiciones
determinadas a
escala laboratorio
por otros
proyectos de
grado y
empleando la
relacion de
voliumenes de la
muestras y
solvente de
extraccion
encontrada

Disponibilidad de
la planta
semipiloto de la
Universidad ICESI

Disponibilidad del
equipo de
Cromatografia
Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC)

Minimo dos
extracciones de
ATA controlando

las condiciones de
pH, temperatura y
la relacion de
voliumenes
realizadas.

Verificacion por
HPLC de la
cantidad de ATA
de las diferentes
extracciones
realizada.
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mediante este
proyecto

Comparacion
mediante la
cuantificacion por
HPLC la cantidad
obtenida de ATA
determinando asi,
el rendimiento de
las extracciones
realizadas

7. RESULTADOS

A continuacion, se presentan los detalles experimentales realizados para en primer
lugar, establecer el procedimiento de extraccidén a escala semipiloto del &cido trans-
aconitico (ATA), en términos de la relacién del volumen requerido de solvente de
extraccion Acetato de Etilo (ACOET) y del subproducto vinaza, manteniendo
constantes las condiciones ya establecidas para dicha extraccion; en segundo lugar,
al realizar la cuantificacion por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) el
contenido extraido del ATA; y en tercer lugar, para asegurar la reproducibilidad del
procedimiento de extraccion del mencionado acido empleando la planta semipiloto.

7.1. RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

Una vez recolectada la muestra de 50,00 L de vinaza proveniente del Ingenio
Manuelita, se realiz6 la medicion del pH de llegada el cual fue de 4,42 y se procedio
a realizar la cuantificaciéon por HPLC de ATA siguiendo los parametros contenidos
en el item 6.6.1. para la preparacion de la muestra para HPLC, con el fin de
identificar la presencia de ATA a este pH. En la Figura 13, se muestra el
cromatograma arrojado, por medio del cual se evidencia la concentracion de ATA
reportada en ppm de 139,60 ppm.
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Figura 13. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
proveniente del Ingenio Manuelita con un pH de 4,42.

Es decir, el porcentaje de ATA en esta muestra inicial de llegada es de 2,79%.
Teniendo en cuenta que la concentracion de la muestra es de 5000 ppm (item
6.6.1.) y que la concentracion de ATA en esta muestra fue de 139,60 ppm, se aplicé
la siguiente relacion (ecuacion 2) para determinar el porcentaje (ecuacién 2.1
muestra del célculo).

100 %

Cantidad ppm de ATA X 5000 ppm de muestra % de ATA (2)
139,60 ppm X 5010‘;0;:‘)’m = 2,79% (2.1)

Adicionalmente, siguiendo los lineamentos del item 6.3 de recoleccion y preparacion
de la muestra, la anterior muestra, fue llevada a pH 2,08 y se cuantificé la cantidad
de ATA presenté: 657,30 ppm (Figura 14). Empleando la ecuacion 2 se determiné
gue esta muestra contiene 13,31% de ATA.
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Name
Retention Time
Raw Amount
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g
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Figura 14. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
llevada a pH 2,08.

7.2. DISENO EXPERIMENTAL REALIZADO PARA DETERMINAR LA RELACION
MASICA (VINAZA: SOLVENTE)

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos al realizar los cuatro
experimentos mencionados en el item 6.4. Para los cuales se siguieron las tres
condiciones descritas:

1. pH=2,00
2. Tiempo de extraccidén con agitacion constante de 3,0 horas
3. Temperatura ambiente 20°C — 25 °C

Cabe resaltar que, al finalizar el tiempo de extraccién con agitacion constante en
todas las repeticiones de cada experimento realizado se presentaron dos fases, F.A
y F.O. La primera, se caracteriz6 por presentar una consistencia viscosa y
coloraciébn marrén, y situarse en la parte inferior del beaker, mientras que la
segunda, se caracteriz6 por presentar una consistencia poco viscosa y coloracion
naranja, ademas de situarse en la parte superior del beaker. Estos nombres fueron
dados de acuerdo con la afinidad de cada fase, siendo la F.A afin al agua y, por lo
tanto, contener componentes afines al agua y la F.O afin al solvente organico
empleado (ACOET) vy, por lo tanto, contener en mayor proporcion el ATA
(compuesto organico).

Para cada una de las repeticiones y su respectiva fase se prepardé una muestra
siguiendo los parametros contenidos en el item 6.6.1., la cual fue al equipo HPLC
para realizar la cuantificacion de ATA.
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7.2.1. EXPERIMENTO 1 (RELACION 1:2)

Tabla 2. Resultados obtenidos al realizar el experimento 1 (relacién 1:2 - Vinaza:

ACOET)
RELACION 1:2
NUumero de repeticion Imagen Cromatograma Concentracion
ppm de ATA
Repeticion 1 (1x) | F.O Figura 18 931,53 ppm
F.A Figura 19 32,66 ppm
Figura ~ 15. Fases
obtenidas al realizar el
experimento 1 (relacion
1:2) repeticion 1. Parte
superior F.O e inferior
F.A.
Repeticion 2 (2x) | F.O Figura 20 964,81 ppm
F.A Figura 21 36,79 ppm

Figura 16. Fases
obtenidas al realizar el
experimento 1 (relacion
1:2) repeticion 2. Parte
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superior F.O e inferior
F.A.
Repeticion 3 (3x) | F.O Figura 22 544,16 ppm
F.A Figura 23 43,39 ppm
Figura 17. Fases
obtenidas al realizar el
experimento 1 (relaciéon
1:2) repeticion 3. Parte
superior F.O e inferior
F.A.
i g 3 o 3
. 48 ! f i

Figura 18. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.A obtenida del experimento 1, repeticiéon 1.
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Figura 19. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.O obtenida del experimento 1, repeticion 1.
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Figura 20. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.A obtenida del experimento 1, repeticidn 2.
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Figura 21. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.O obtenida del experimento 1, repeticion 2.
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Figura 22. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.A obtenida del experimento 1, repeticidon 3.
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Figura 23. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la
muestra de la F.O obtenida del experimento 1, repeticion 3.
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Obtenidas las concentraciones en ppm de ATA de cada fase y su respectiva
repeticion, tal como se muestra en la Tabla 2, se procedi6 a calcular el porcentaje
de ATA para cada fase y su respectiva repeticion, empleando la ecuacién 2; los
promedios (x ) de los resultados del calculo del porcentaje de ATA, se muestran en
las Tablas 3y 4, para las repeticiones de la F.A y F.O, respectivamente.

Adicionalmente, se procedié a calcular la Desviacion Estandar Relativa (por sus
siglas en inglés RSD) para la cantidad de ATA obtenida en porcentaje por cada
repeticion en cada fase, los resultados se muestran en las Tablas 3 y 4, para las
fases F.A y F.O, respectivamente. El célculo se efectu6 empleando las siguientes
ecuaciones: 3y 4, teniendo en cuenta que por medio de la ecuacién 3 se obtuvo la
desviacién estandar, necesaria para calcular el RSD mediante la ecuacién 4,
ademas que X es el promedio de las concentraciones de ATA obtenidas en
porcentaje, que x es el resultado de la concentracion de ATA en % obtenida para
cada repeticion y que n es igual a tres, es decir al nUmero de repeticiones.

T(x-%)?
s = (2 ©

x 100% 4)

RSD =

X«

Tabla 3. Resultados en términos de porcentaje de ATA obtenido en el experimento
1 (relacion 1:2) en la F.A.

RELACION 1:2 FASE ACUOSA

REPETICION | CONCENTRACION % ATA | PROMEDIO RSD
ppm % %
1 32,66 0,65 0,75 14,00
2 36,79 0,74
3 43,39 0,86

Tabla 4. Resultados en términos de porcentaje de ATA obtenido en el experimento
1 (relacion 1:2) en la F.O.

RELACION 1:2 FASE ORGANICA

REPETICION | CONCENTRACION % ATA | PROMEDIO RSD
ppm % %
1 931,53 18,63 16,26 28,00
2 964,81 19,29
3 544,16 10,88
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7.2.2. EXPERIMENTO 2 (RELACION 1:5)

Tabla 5. Resultados obtenidos al realizar el experimento 2 (relacion 1:5 - Vinaza:

ACOET)
RELACION 1:5
Numero de repeticion Imagen Cromatograma Concentracion
ppm de ATA
Repeticion 1 (1x) | F.O Figura 27 1451,49 ppm
F.A Figura 28 24,39 ppm
B - -
Figura 24. Fases
obtenidas al realizar el
experimento 2 (relacion
1:5) repeticion 1. Parte
superior F.O e inferior
F.A.
Repeticiéon 2 (2x) | F.O Figura 29 1389,05 ppm
F.A Figura 30 37,37 ppm
Figura  25. Fases
obtenidas al realizar el
experimento 2 (relacion
1:5) repeticion 2. Parte
superior F.O e inferior
F.A.
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Repeticion 3 (3x)

F.O

F.A

Figura 26. Fases
obtenidas al realizar el
experimento 2 (relacion
1:5) repeticion 3. Parte
superior F.O e inferior
F.A.

Figura 31

44,30 ppm

Figura 32

1367,57 ppm

Name
Retention Time

2,040

0,307

ATA 2833

Venres

Figura 27. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.A obtenida del experimento 2, repeticion 1.
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Figura 28. Cromatograma del &cido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.O obtenida del experimento 2, repeticion 1.
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Figura 29. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.A obtenida del experimento 2, repeticion 2.
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Figura 30. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.O obtenida del experimento 2, repeticion 2.
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Figura 31. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.A obtenida del experimento 2, repeticidon 3.
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Figura 32. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.O obtenida del experimento 2, repeticion 3.

Tal como se calcul6 para el experimento 1, para el experimento 2 se determino el
contenido de ATA en porcentaje para cada repeticion obtenida de cada fase, los
promedios de los porcentajes y el RSD empleando las ecuaciones 2, 3 y 4,
respectivamente; los resultados de estos calculos se encuentran consignados en
las Tablas 6 y 7, respectivamente parala F.A. y F.O.

Tabla 6. Resultados obtenidos en términos de porcentaje de ATA en el experimento
2 (relacion 1:5) en la F.A

RELACION 1:5 FASE ACUOSA
REPETICION | CONCENTRACION % ATA | PROMEDIO RSD
ppm % %
1 24,39 0,48 0,70 29,00
2 37,37 0,75
3 44,30 0,88

Tabla 7. Resultados obtenidos en términos de porcentaje de ATA en el experimento
3 (relacion 1:5) en la F.O.

RELACION 1:5 FASE ORGANICA

REPETICION | CONCENTRACION % ATA | PROMEDIO RSD
ppm % %
1 1451,49 29,02 28,05 3,00
2 1389,05 27,78
3 1367,57 27,35
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7.2.3. EXPERIMENTO 3 (RELACION 1:10)

Tabla 8. Resultados obtenidos al realizar el experimento 3 (relacion 1:10 - Vinaza:

ACOET)

RELACION 1:10

Numero de repeticion Imagen Cromatograma Concentracion
ppm de ATA
Repeticion 1 (1x) | F.O Figura 36 48,63 ppm
F.A Figura 37 28,24 ppm
Figura 33. Fases
obtenidas al realizar el
experimento 3 (relacion
1:10) repeticion 1. Parte
superior F.O e inferior
F.A.
Repeticion 2 (2x) | F.O Figura 38 50,15 ppm
F.A 1 Figura 39 15,98 ppm
Figura 34. Fases
obtenidas al realizar el
experimento 3 (relacion
1:10) repeticion 2. Parte
superior F.O e inferior
F.A.
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Repeticion 3 (3x) | F.O Figura 40 49,52 ppm

F.A Figura 41 11,34 ppm

Figura 35. Fases
obtenidas al realizar el
experimento 3 (relacion
1:10) repeticion 3. Parte
superior F.O e inferior
F.A.

Figura 36. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.A obtenida del experimento 3, repeticion 1.
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Figura 37. Cromatograma del &cido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.O obtenida del experimento 3, repeticion 1.
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Retention Time

2,193
ATA 2,627
3,927

3,200

Figura 38. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.A obtenida del experimento 3, repeticion 2.
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Figura 39. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.O obtenida del experimento 3, repeticion 2.
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Name
Retention Time

2,103

ATA 2,613

|
3,160

Figura 40. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.A obtenida del experimento 3, repeticion 3.

|
ATA 3,393

Figura 41. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.O obtenida del experimento 3, repeticion 3.

De igual manera para este experimento, se calcul6 el contenido de ATA en
porcentaje para cada repeticidon obtenida de cada fase, los promedios de los
porcentajes y el RSD empleando las ecuaciones 2, 3 y 4, respectivamente; los
resultados de estos calculos se encuentran consignados en las Tablas 9 y 10,
respectivamente parala F.Ay F.O.
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Tabla 9. Resultados obtenidos en términos de porcentaje de ATA en el experimento
3 (relacion 1:10) en la F.A.

RELACION 1:10 FASE ACUOSA

REPETICION | CONCENTRACION % ATA | PROMEDIO RSD
ppm % %
1 24,39 0,56 0,37 46,00
2 15,98 0,32
3 11,34 0,23

Tabla 10. Resultados obtenidos en términos de porcentaje de ATA en el
experimento 3 (relacion 1:10) en la F.O.

RELACION 1:10 FASE ORGANICA

REPETICION | CONCENTRACION % ATA | PROMEDIO RSD
ppm % %
1 48,63 0,97 0,98 2,00
2 50,15 1,00
3 49,52 0,99

7.2.4. EXPERIMENTO 4 (RELACION 1:20)

Tabla 11. Resultados obtenidos al realizar el experimento 4 (relacion 1:20 - Vinaza:

ACOET).

RELACION 1:20

Numero de repeticion Imagen Cromatograma Concentracion
ppm de ATA
Repeticién 1 (1x) | F.O Figura 45 48,69 ppm
F.A Figura 46 9,04ppm

Figura 42. Fases
obtenidas al realizar el
experimento 4 (relacién
1:20) repeticion 1. Parte
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superior F.O e inferior
F.A.

Repeticion 2 (2x)

F.O

F.A

Figura 43. Fases
obtenidas al realizar el
experimento 4 (relacion
1:20) repeticion 2. Parte
superior F.O e inferior
F.A.

Repeticion 3 (3x)

F.O

F.A

Figura 44. Fases
obtenidas al realizar el
experimento 4 (relacién
1:20) repeticion 3. Parte
superior F.O e inferior
F.A.

Figura 47 50,32 ppm
Figura 48 7,78 ppm
Figura 49 53,99 ppm
Figura 50 8,33 ppm
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Figura 45. Cromatograma del 4cido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.A obtenida del experimento 4, repeticion 1.

2,700

ATA 3,187

Figura 46. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la
muestra de la F.O obtenida del experimento 4, repeticion 1.

3,093

ATA 2560

2173

Figura 47. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.A obtenida del experimento 4, repeticion 2.

55



ATA 33277

Figura 48. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.O obtenida del experimento 4, repeticion 2.

ATA 2633

2,267
3,140

Figura 49. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.A obtenida del experimento 4, repeticion 3.

Name
Retention Time.
500 500

300 300

ATA 3,067
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Figura 50. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la F.O obtenida del experimento 4, repeticion 3.

Por ultimo, para dar por terminada la etapa del disefio experimental, para este
experimento 4, se calcul6 el contenido de ATA en porcentaje para cada repeticion
obtenida de cada fase, los promedios de los porcentajes y el RSD empleando las
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ecuaciones 2, 3 y 4, respectivamente; los resultados de estos calculos se
encuentran consignados en las Tablas 12 y 13, respectivamente parala F.Ay F.O.

Tabla 12. Resultados obtenidos en términos de porcentaje de ATA en el
experimento 4 (relacion 1:20) en la F.A.

RELACION 1:20 FASE ACUOSA

REPETICION | CONCENTRACION % ATA | PROMEDIO RSD
ppm % %
1 9,04 0,18 0,17 6,00
2 7,78 0,16
3 8,33 0,17

Tabla 13. Resultados obtenidos en términos de porcentaje de ATA en el
experimento 4 (relacion 1:20) en la F.O.

RELACION 1:20 FASE ORGANICA
REPETICION | CONCENTRACION % ATA | PROMEDIO RSD
ppm % %
1 48,69 0,97 1,01 1,00
2 50,15 1,00
3 49,52 0,99

Los resultados obtenidos y explicados anteriormente no fueron parametrizados de
acuerdo con la cantidad inicial de vinaza utilizada, es decir, la cantidad en mL de
vinaza empleada para realizar los cuatro experimentos no fue la misma, por tal
motivo fue necesario realizar una correccion en términos de la concentracion o
cantidad de ATA para la F.O (dado que en esta fase se presenta mayor contenido
de ATA) de todas las relaciones realizadas, con sus respectivas repeticiones; con
el fin de calcular la concentraciobn que se obtendria por experimento al utilizar la
misma cantidad en mL de vinaza y asi realizar la comparacion y eleccién de la
relacion con mayor contenido de ATA. Esta correccion se hizo dividiendo la cantidad
en ppm de ATA obtenida mediante los cromatogramas de la F.O de todas las
relaciones (datos consignados en las Tablas 4, 7, 10 y 13) entre la cantidad en mL
reales de vinaza utilizados para cada experimento (ecuacion 5), de este modo para
la relacion 1:2, 1:5, 1:10 y 1:20, se dividié por 10,00 mL, 5,00 mL, 1,00 mL y 1,00
mL, respectivamente; esperando que al realizar esta operacién se obtuviera la
concentracion de ATA para todas las relaciones asumiendo que se unificaron las
cantidades de vinaza tomadas para todos los experimentos. La ecuacién 5.1,
muestra el célculo realizado para la repeticion 1 de la relacién 1:2, de igual forma
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se procedié para las demas concentraciones de cada repeticion; los resultados
obtenidos al efectuar esta correccion se muestran en la Tabla 14.

Concentracién de ATA en ppm

. — , = Concentracion de ATA corregida (5)
mL de vinaza utilizados por experimento
931,53 ppm
———F = 93,15 ppm 5.1
10 mL 42 PP (5.1)

Tabla 14. Resultados obtenidos en términos de contenido de ATA en ppm al realizar
la correccidn parametrizando la cantidad de vinaza inicial utilizada en las
repeticiones de cada relacién para la F.O.

CORRECCIONES AL CONTENIDO DE ATA EN ppm
PARA LAS TRES REPETICIONES DE LA FASE
RELACIONES ORGANICA
REPETICION 1 REPETICION 2 REPETICION 3

1:2 93,15 96,48 56,42
1:5 290,29 277,81 273,52
1:10 48,63 50,15 49,52
1:20 48,69 50,15 49,52

Con estos resultados corregidos no se observa una tendencia en amento de la
concentracion o cantidad de ATA que permita realizar una comparacion y eleccién
de la relacion con mayor cantidad de ATA. Sin embargo, teniendo en cuenta los
siguientes tres puntos se establecié como relacion 6ptima la relacion masica de 1:5
para efectuar la extraccion de ATA a escala semipiloto. En primer lugar, tal como se
especificé anteriormente, al reproducir a escala semipiloto las condiciones
establecidas para realizar la extraccion de ATA a escala laboratorio, no se observo
separacién de las fases en las relaciones 1:2, 1:3 y 1:4, pero si en la relacion 1:5.
En segundo lugar, los resultados obtenidos mediante este disefio experimental (los
corregidos y los no corregidos) muestran que para la relacion 1:5 hay mayor
cantidad de ATA en la F.O en comparacion con las demas relaciones. Y en tercer
lugar, al evaluar la viabilidad de utilizar las relaciones 1:10 y 1:20 a escala
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semipiloto, se infiere que en el caso de utilizarlas no se estaria optimizando la
extraccion de ATA a partir de vinazas residuales, puesto que esta materia prima
estaria en una proporcion muy baja teniendo en cuenta que es un gran contenido
en Litros de ACOET (10 y 20 veces mas que la vinaza) y la proporcion del
subproducto utilizado seria minima (menos de 1,00 L).

7.3. EXTRACCION A ESCALA SEMIPILOTO

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos al realizar tres extracciones
de ATA a escala semipiloto empleando la planta de extraccién semipiloto de la
Universidad Icesi. Para cada extraccion se siguieron las siguientes condiciones:

pH= 2,00.

Tiempo de extraccion con agitacion constante de 3,0 horas.
Temperatura ambiente 20°C — 25 °C.

Relacion masica 1:5 (vinaza: ACOET) determinada tal como se
explica en el item anterior.

PwpndPE

Cabe resaltar que, para realizar cada una de las extracciones descritas a
continuacion se siguieron los parametros establecidos en el Protocolo de extraccion
de acido trans-aconitico (ATA) a partir de vinazas residuales a escala semipiloto
(Anexo 1); esto con el fin de asegurar la reproducibilidad de la extraccion de ATA a
escala semipiloto empleando la planta de extraccion semipiloto de la Universidad
Icesi. Es importante destacar que, las cantidades empleadas de la muestra de
vinaza y solvente ACOET fueron diferentes para cada extracciéon debido a la
disponibilidad que se tenia de dicho solvente, pero para cada extraccion se aseguré
la relacién masica 6ptima obtenida de 1:5.

7.3.1. PRIMERA EXTRACCION EN PLANTA SEMIPILOTO

Los resultados obtenidos al realizar la primera extraccion, siguiendo las condiciones
y protocolo establecido, fueron:

1. Preparacion de la muestra:
La muestra de vinaza fue llevada a pH de 2,08.

2. Carga al sistema:
Siguiendo la relacidon masica 6ptima obtenida: se midieron 2,59 L de vinaza
y 12, 95 L de ACOET, la ecuacion 6 representa el calcul6 para establecer la
cantidad de ACOET que se midieron para asegurar la relaciéon masica 1:5.
(ecuacion 6.1 muestra del calculo).
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Segun las especificaciones dadas por Process Solutions and Equipment PSE
S.A.S, fabricantes de la planta de extraccién, el percolador donde se
introduce la muestra (vinaza) y el solvente (ACOET) previamente medidos,
tiene una capacidad es de 20,00 L y éste debe ser llenado a un 80,00 %, es
decir debe ser llenado a un volumen maximo de 16,00 L (ecuacién 7); asi
qué, se hizo necesario realizar el calculo del volumen total en litros
adicionados al percolador en esta extraccion (ecuacion 8), el cual fue de
15,54 L (ecuacion 8.1).

Litros vianza X 5 = Litros de ACOET (6)
2,59 L vianza X5 = 12,95 L de ACOET (6.1)
20,00 L Cap. total percolador X % = 16,00 L vol. max. percolador (7)
Litros vinaza + Litros ACOET = Litros totales adicionados al percolador (8)
2,59 L vinaza + 12,95 L ACOET = 15,54 L totales (8.1)

3. Recoleccion de las fases:
Pasadas las tres horas de extraccién con agitacion constante, se obtuvieron
dos fases y se realiz6 el célculo del volumen total recolectado (ecuacion 9),
las cuales fueron recolectadas segun su orden de salida, la primera la F.A,
con un volumen recolectado de 10,00 L y la segunda la F.O con un volumen
de 5,00 L, para un total de 15,00 L (ecuacién 9.1); obteniéndose, con una
pérdida (ecuacion 10) de 0,54 L en el proceso de extraccion (ecuacion 10.1).

Litros de F. A. recolectada + Litros de F.O recolectada =
Litros de volumen recolectado (9)

10,00 L de F.A. recolectada + 5,00 L de F.O recolectada =
15,00 L de volumen recolectado (9.2)

Litros volumen total adicionado al percolador —
Litros volumen recolectado después de la extraccion =
Litros pérdidos en el proceso de extraccion (20)

15,54 L volumen total adicionado al percolador —
15,00 L volumen recolectado después de la extraccion =
0,54 L pérdidos en el proceso de extraccion (10.1)

Tal como se menciond, la F.A. fue entregada al Laboratorio de Bioprocesos de la
Universidad Icesi, para su uso como precursor de la digestion anaerdbica, teniendo
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en cuenta que en esta fase no presenta un porcentaje de ATA significativo en
comparacién con la F.O; sin embargo, se realizé la cuantificacion de ATA en la F.A
para esta primera extraccion a escala semipiloto, el resultado obtenido se muestra
en la Figura 51.

Figura 51. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la fase acuosa de la extraccion 1 a escala semipiloto.

4. Concentracion de la F.O y recuperacion del ACOET:

La F.O fue concentrada en la planta de extraccion y simultdneamente se
realiz6 la recuperacion del solvente siguiendo el protocolo (Anexo 1).

Una vez concentrada la muestra de F.O, se realizo el calculo para determinar
la cantidad de litros total obtenida en este paso (ecuacion 11), es decir se
obtuvieron 1,90 L de F.O concentrada y 2,90 L de ACOET recuperado, para
un total de 4,80 L (ecuacion 11.1); obteniendo a partir de la ecuaciéon 12 una
pérdida de 0,20 L, teniendo en cuenta el volumen de 5,00 L adicionado de
F.O para concentrar, el volumen recolectado de la F.O concentraday ACOET
recolectado el cual fue de 4,80 L (ecuacion 12.1).

Litros de F.O concentrada +
Litros de ACOET recuperado = Litros totales (11)

1,90 L de F. O concentrada +
2,90 L de ACOET recuperado = 4,80 L totales (11.1)

Litros de F. O para concentrar — Litros volumen total recuperado =
Litros de pérdida (12)

5,00 L de F.O para concentrar — 4,80 L volumen total recuperado =
0,20 L de pérdida (12.1)

5. Tratamiento de la muestra de la F.O concentrada:
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La muestra de F.O concentrada obtenida de 1,90 L fue introducida a un balén
con peso de 314,500 g, y se llevo al equipo: rotaevaporador, con el fin de
eliminar residuos de ACOET y agua siendo las condiciones establecidas en
el protocolo (Anexo 1); esto con el fin de llevar a sequedad la muestra.

Una vez se obtuvo la muestra seca se peso arrojando como resultado 473,88
g; aplicando la ecuacién 13 se calculd el peso de biomasa seca de ATA de
159,88 g (ecuacion 13.1). A dicha muestra de biomasa de ATA obtenida, se
le realizé la respectiva cuantificacion por HPLC siguiendo los lineamientos
establecidos en el item 6.6.1. para la preparaciéon de la muestra para HPLC.

g peso balon y muestra — g peso balon vacio = g de biomasa seca de ATA. (13)

473,88 g peso balon y muestra — 314,50 g peso balén vacio =
159,88 g de biomasa seca de ATA. (13.1)

Al realizar la cuantificacion de ATA de esta biomasa proveniente de la F.O se obtuvo
una concentracion de 2201,20 ppm (Figura 52) y al emplear la ecuacién 2 arrojé un
porcentaje de contenido de ATA de 44,00%.

3000 | 3000

mAl
mAU

|
ATA 3,067 22012

f_

-1000 T T v T v T T -1000

MMMMM

Figura 52. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la fase organica seca (biomasa de ATA) de la extraccion 1 a escala semipiloto.

7.3.2. SEGUNDA EXTRACCION EN PLANTA SEMIPILOTO

Los resultados obtenidos al realizar la segunda extraccion, siguiendo las
condiciones y protocolo establecido, fueron:

1. Preparacion de la muestra:
La muestra de vinaza fue llevada a pH de 2,08.

2. Carga al sistema:
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Siguiendo la relacion masica 6ptima obtenida: se midieron 1,40 L de vinaza
y 7,00 L de ACOET, establecidos empleando la ecuacion 6 para asegurar la
relacion masica 1:5; con un volumen total en litros adicionados al percolador
en esta extraccion de 8,40 L (ecuacion 8).

3. Recoleccion de las fases:
Pasadas las tres horas de extraccién con agitacion constante, se obtuvieron
dos fases, la primera la F.A, con un volumen recolectado de 450 L y la
segunda la F.O con un volumen de 3,70 L, para un total de 8,20 L (célculo
realizado empleando la ecuacion 9); con una pérdida de 0,20 L en el proceso
de extraccion (ecuacion 10).
De igual forma, la F.A fue entregada al Laboratorio de Bioprocesos de la
Universidad Icesi, para su uso como precursor de la digestion anaerdébica,
teniendo en cuenta que en esta fase no presenta un porcentaje de ATA
significativo en comparacioén con la F.O.

4. Concentracion de la F.O y recuperacion del ACOET:
Una vez concentrada la muestra de F.O se obtuvieron 1,00 L de F.O
Concentrada y 1,70 L de ACOET recuperado, para un total de 2,70 L
(ecuacion 11); con una pérdida de 1,00 L, teniendo en cuenta el volumen de
3,30 L adicionado de F.O para concentrar, el volumen recolectado de la F.O
concentrada y ACOET recolectado el cual fue de 1,70 L (calculo realizado
empleando la ecuacién 12).

5. Tratamiento de la muestra de la F.O concentrada:
La muestra de F.O concentrada obtenida de 1,00 L fue introducida a un balén
con peso de 185,150 g, y se llevé al equipo: rotaevaporador. La muestra seca
arrojo un peso total de 223,72 g, obteniendo un peso de biomasa seca de
ATA de 38,57 g (ecuacion 13). A esta muestra de biomasa de ATA se le
realizd la respectiva cuantificacion por HPLC siguiendo los lineamientos
establecidos en el item 6.6.1. para la preparacién de la muestra para HPLC.

La biomasa seca de ATA cuantificada por HPLC arroj6 una concentracion de
1319,50 ppm (Figura 53) y se estim6 un porcentaje de contenido de ATA de 26,39%
por medio de la ecuacién 2.
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Figura 53. Cromatograma del 4cido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la fase orgénica seca (biomasa de ATA) de la extraccién 2 a escala semipiloto.

7.3.3. TERCERA EXTRACCION EN PLANTA SEMIPILOTO

Los resultados obtenidos al realizar la tercera y Ultima extraccion a escala
semipiloto, siguiendo las condiciones y protocolo establecido, fueron:

1. Preparacion de la muestra:
La muestra de vinaza fue llevada a pH de 2,08.

2. Carga al sistema:
Siguiendo la relacion masica 6ptima obtenida: se midieron 1,70 L de vinaza
y 8,60 L de ACOET, establecidos empleando la ecuacién 6 para asegurar la
relacion masica 1:5; con un volumen total en litros adicionados al percolador
en esta extraccion de 10,30 L (ecuacion 8).

3. Recoleccion de las fases:
Pasadas las tres horas de extraccidén con agitacion constante, se obtuvieron
las dos fases. La primera la F.A, con un volumen recolectado de 4,50 L y la
segunda, la F.O con un volumen de 6,15 L, para un total de 9,90 L (ecuacion
9); con una pérdida de 0,40 L en el proceso de extraccion (calculo realizado
empleando la ecuacion 10).
De igual forma, la F.A. fue entregada al Laboratorio de Bioprocesos de la
Universidad Icesi.

64



4. Concentracion de la F.O y recuperacion del ACOET:
Una vez concentrada la muestra de F.O se obtuvieron 1,00 L de FO
Concentrada y 2,70 L de ACOET recuperado, para un total de 3,75 L
(ecuacion 11) con una pérdida de 0,00 L, teniendo en cuenta el volumen de
3,75 L adicionado de F.O para concentrar, el volumen recolectado de la F.O
concentrada y ACOET recolectado el cual fue de 2,75 L (ecuacion 12).

5. Tratamiento de la muestra de la F.O concentrada:

La muestra de F.O concentrada obtenida de 1,00 L fue introducida a un balon
con peso de 185,150 g, y se llevo al equipo: rotaevaporador. Se obtuvo un
peso de 223,72 g de muestra seca + balon y a partir de este peso se calculo,
por medio de la ecuacién 13, el peso de biomasa seca de ATA de 38,57 g.
A dicha muestra de biomasa de ATA obtenida se le realizé la respectiva
cuantificacion por HPLC siguiendo los lineamientos establecidos en el item
6.6.1.

En la cuantificacion de ATA de la biomasa seca de ATA se obtuvo una
concentracion de 1165,50 ppm (Figura 54) y con un porcentaje de contenido de ATA
de 23,31%, calculado mediante la ecuacion 2.
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Figura 54. Cromatograma del acido trans-aconitico obtenido a partir de la muestra
de la fase organica seca (biomasa ATA) de la extraccién 3 a escala semipiloto.

Cuantificadas las concentraciones en ppm y calculados los porcentajes de ATA de
cada biomasa de ATA obtenida de cada una de las tres extracciones (Figura 55),
los cuales se encuentran registrados en la Tabla 11, se procedié a calcular el
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promedio de los mismos, el cual fue de 31,25%. Adicionalmente, en la Tabla 11, se
registrdo el RSD obtenido, el cual fue de 36,00%, dato calculado empleando las
ecuaciones 3y 4, respectivamente.

Tabla 15. Resultados obtenidos en términos de porcentaje de ATA en las tres
extracciones realizadas a escala semipiloto.

EXTRACCIONES A ESCALA SEMIPILOTO

EXTRACCION CONCENTRACION % ATA | PROMEDIO RSD
ppm % %
1 2201,20 44,00 31,25 36,00
2 1319,50 26,39
3 1165,50 23,35

Figura 55. Biomasa de ATA obtenida de las tres extracciones a escala semipiloto
realizadas. (1), (2) y (3) Biomasa de ATA obtenida de las extracciones 1, 2y 3,
respectivamente.

8. DISCUSION

La vinaza puede definirse como el efluente resultante de la produccién de alcohol a
partir de la fermentacion y la destilacion de residuos de cafia de azucar; (Zufiga &
Gandini, 2013) esta se caracteriza por ser un liquido de color marrén, presentar pH
bajo y gran contenido de compuestos organicos suspendidos (Garcia & Rojas,
2005), tales como los presentados en la Figura 4; dentro de los cuales se encuentra
el acido aconitico, el cual presenta dos isbmeros, cis y trans (Figura 5), siendo el
isdbmero trans es el mas estable de los dos (Stryer, Berg, & Tymoczko, 2013).

Al realizar la cuantificacién por HPLC de una muestra de vinaza recién recolectada
del proceso de produccion de bioetanol del Ingenio Manuelita, se confirmé lo
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anteriormente descrito: la presencia del isbmero trans, es decir, la presencia del
acido trans-aconitico (ATA), en un porcentaje de 2,79% y la evidencia de la
presencia de otros acidos organicos en la vinaza, al observar sefiales adicionales
en el cromatograma arrojado al realizar la cuantificacion (Figura 13). Cabe resaltar
que dicha muestra presentaba un pH de 4,42, con lo cual se afirma lo reportado en
teoria, la vinaza se caracteriza por presentar pH bajos.

La muestra de vinaza descrita anteriormente fue llevada a un pH de 2,08, y para
este caso el porcentaje de ATA presente fue de 13,31 % (Figura 14). Se obtuvo un
aumento en la concentracion en términos de porcentaje cuantificada de ATA, esto
se puede deber a que este acido, tal como se muestra en la Figura 5 y ha sido
descrito en el marco teodrico, presenta en su estructura quimica tres hidrégenos
ionizables, los cuales tienen un pKa de 2,8, 4,6, y 6,3 (Malmary, y otros, 1995), y a
un pH menor (2,08) al pKa de sus hidrégenos éste acido organico se encuentra en
su forma no disociada, por tanto, mantener un pH de 2,0 (menor al pKa de los
hidrogenos ionizables) asegura la presencia y cuantificacibn en mayor proporcion
del ATA. Por otra parte, para restringir la disociacion del ATA, realizar y mejorar su
extraccion, tal como ha sido especificado en el marco teorico, se emplea el solvente
acetato de etilo (ACOET); puesto que con este solvente se obtiene un rendimiento
de 34,00 — 69,00 % y una pureza de 99,90% de ATA (Gil, 2007) y ello se ilustra en
la Figura 6.

De esta manera, conociendo el pH 2,0 confrmado mediante este proyecto
investigativo, el solvente adecuado, la temperatura y el tiempo para realizar la
extraccion liquido-liquido de ATA, estos Ultimos determinados en proyectos
anteriores, se hizo necesaria establecer la relacion masica 6ptima en términos de la
cantidad en volumen de vinaza a pH 2,0 y ACOET para llevar a cabo la extracciéon
del mismo a escala semipiloto. El resultado de la relacion masica Optima se
determind al reproducir a escala semipiloto las condiciones establecidas a escala
laboratorio (relacion 1:2), con la cual no se encontrd separacion de las fases y por
tal motivo, se procedio a realizar las extracciones con relaciones de 1:3, 1:4y 1:5,
respectivamente; las dos primeras al igual que en la relacion 1:2, no presentaron
separacion mientras que con la Ultima relacion (1:5) si se obtuvo separacién. Para
corroborar dichos resultados se efectuaron cuatro experimentos a escala laboratorio
cada uno por triplicado mencionados en el item 6.4. y con los cuales se obtuvieron
los siguientes hallazgos.

En primer lugar, al terminar el tiempo de extraccion con agitacion constante de tres
horas, para los cuatro experimentos se obtuvieron dos fases (Tablas 2, 5, 8 y 11);
denominadas fase acuosa F.A y fase organica F.O, la primera fase o fase acuosa
contenia el componente a separar, y una vez realizada la extraccion este
componente fue transferido a la segunda fase o fase organica donde se encontraba
el solvente. Tal como se reporta en la teoria, en esta extraccion se pueden distinguir
tres componentes: la vinaza acidificada que contiene el componente a separar o
primera fase, el componente transferido (ATA), y el solvente ACOET o segunda fase
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utilizado para extraer el ATA de la vinaza. Asi que, lo obtenido es consecuente
respecto al tipo de extraccion realizada (liquido- liquido), la cual se basa en la
distribucion de los componentes a separar entre dos fases liquidas involucradas, es
decir, el compuesto a extraer se transfiere de la primera fase a la segunda.

En segundo lugar, al realizar la cuantificacion de ATA en cada fase obtenida, se
encontro que la F.A para las cuatro extracciones con sus respectivas repeticiones
presentaban un contenido bajo de ATA; se obtuvieron en promedio 0,75% de ATA
con una Desviacion Estandar relativa de RSD de 14,00%, es decir (0,75 + 14,00
%), 0,70+ 28,00%, 0,37+6,00% y 0,17+5,00% (Tablas 3, 6, 9y 12 ), para los
experimentos 1, 2, 3, y 4, respectivamente. Esto tiene sentido debido a lo explicado
anteriormente, el ATA es transferido de la primera fase F.A a la segunda fase F.O,
y por tanto su cuantificacion en la F.A es baja en comparacion a la cantidad presente
de ATAenlaF.O, lo cual se explica a continuacion. Cabe resaltar que la desviacion
relativa estandar o por sus siglas en inglés RSD, es la relaciéon entre desviacion y
promedio (Brennan, 2018).

En tercer lugar, los resultados obtenidos al realizar la cuantificacion de ATA en la
F.O obtenida para cada repeticion de los cuatros experimentos realizados, arrojaron
los siguientes resultados en promedio de contenido de ATA expresado en
porcentajes, 16,26+28,00%, 28,05+3,00%, 0,98+2,00% y 1,01+5,00%, para los
experimentos 1, 2, 3 y 4 (Tablas 4, 7, 10 y 13), respectivamente. Con estos
resultados se puede inferir que la F.O presenta mayor contenido de ATA que la F.A
y que la relacibn masica por medio de la cual se obtuvo mayor contenido en
porcentaje de ATA en promedio fue la relacion 1:5 del experimento 2, con un
porcentaje de 28,05%, el cual es mayor en comparacion con los demas porcentajes
de ATA en promedio obtenidos.

En cuarto lugar, para realizar el disefio experimental y para la obtencion de los
resultados explicados anteriormente, la cantidad de vinaza inicial utilizada no fue
igual en todos los experimentos, por tal motivo, se hizo necesario realizar una
correccion en términos de la concentracion o cantidad de ATA en ppm para la F.O
de todas las relaciones realizadas, con sus respectivas repeticiones. Los resultados
corregidos se muestran en la Tabla 14, pero con estos no se observa una tendencia
en amento de la concentracién que permita realizar una comparacion y eleccién de
la relacion con mayor cantidad de ATA; asi que, se establecié como relacion éptima
la relacion mésica de 1:5 para efectuar la extraccion de ATA a escala semipiloto
teniendo en cuenta tres razonamientos: el primero, teniendo en cuenta lo
mencionado anteriormente, al no observar separacion de las fases a escala
semipiloto en las relaciones 1:2, 1:3 y 1:4, pero si en la relacion 1:5. El segundo, los
resultados obtenidos mediante el disefio experimental realizado (los corregidos y
los no corregidos) muestran que para la relacion 1:5 hay mayor cantidad de ATA en
la F.O en comparacion con las demas relaciones. Y el tercero, en caso de utilizar
las relaciones 1:10 y 1:20 a escala semipiloto, la vinaza estaria en una proporcion
muy baja teniendo en cuenta que es un gran contenido en Litros de ACOET (10 y
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20 veces mas que la vinaza) y no es viable utilizar la planta semipiloto para una
proporcién tan baja de materia prima.

Con respecto a las tres extracciones realizadas a escala semipiloto, estas se
realizaron siguiendo las tres condiciones establecidas en el proyecto de grado
anterior (muestra de vinaza a pH 2,0, temperatura ambiente de 20°C — 25°C y
tiempo de extraccidon con agitacion constante de tres horas), adicionalmente, se
incluyo la condicién establecida mediante este proyecto investigativo cuyo resultado
se menciono anteriormente, relacion masica 1:5.

Para las tres extracciones, tal como para la extraccion de ATA en el disefio
experimental, se obtuvieron dos fases la F.A y F.O; la primera, fue entregada al
Laboratorio de Bioprocesos de la Universidad Icesi, teniendo en cuenta los
resultados arrojados por el disefio experimental por medio de los cuales se infiere
gue en esta fase el ATA se encuentra en baja cantidad respecto a la cantidad que
se cuantifica en la FO, ademés, el cromatograma arrojado al realizar la
cuantificacion de ATA de la F.A obtenida en la primera extraccién (Figura 51) se
muestra un pico menor de ATA en comparacion a las unidades mAU (milésima de
una unidad de absorbancia o unidad de absorbancia a partir de espectroscopia UV-
visible) del arrojado por el cromatograma obtenido a partir de la biomasa seca de la
F.O (Figura 52). Esta comparacion se realiza respecto a la altura de los picos
obtenidos, las mAU obtenidas para el pico de ATA cuantificado de la F.A tiene un
méaximo de 300 mAU mientras que el pico de ATA cuantificado de la F.O tiene
alrededor de 3900 mAU de altura méaxima, asi que en altura, el pico de ATA obtenido
a partir de la F.O se presenta 13 veces mas que el pico de ATA obtenido a partir de
la F.A, y con ello mayor contenido de ATA en la F.O. Cabe resaltar que, la
mencionada F.O recibidé un tratamiento por medio del cual se eliminé el solvente
ACOET, agua remanente y se llevo a sequedad obteniendo en total para las tres
extracciones un peso de 239,32 g de biomasa de ATA (Figura 55), los cuales fueron
entregados al grupo de investigacion en Productos Naturales, para su posterior
purificacion del ATA.

A cada una de las muestras de biomasa de ATA obtenidas de cada extraccion se
les realizé la respectiva cuantificacion de ATA por HPLC, obteniendo un porcentaje
de 44,00%, 26,39% y 23,35% de ATA para cada biomasa de las extracciones 1, 2
y 3, respectivamente; con un promedio de 31,25 % y un RSD de 36,00% (Tabla 15),
esta variacion se debe principalmente a que todo el proceso es manual, las fases
se recolectan del percolador de manera manual, asi que la separacion de las dos
fases esta limitada por la agilidad y rapidez con la cual se cambie de erlenmeyer
para recolectar las dos fases, ademas, durante el proceso el extraccion se
presentan perdidas que si bien son pequeiias (tal como se describe en los
resultados) interfieren en la cuantificacion total del ATA. A pesar de esta pequefia
variacion, se asegura reproducibilidad de la extraccion de ATA a escala semipiloto
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siguiendo las condiciones mencionadas que conforman el procedimiento de
extraccion a escala semipiloto (Anexo 1).

9. CONCLUSIONES

9.1. Se determind el procedimiento de extraccion a escala semipiloto del acido trans-
aconitico (ATA), manteniendo las condiciones de temperatura, pH y tiempo de
extraccion establecidas en proyectos anteriores, y estableciendo la relaciéon méasica
Optima de 1:5 (experimento 2) para realizar dicha extraccion, dado que en este se
presentd un mayor porcentaje de ATA en comparacion con los demas experimentos
realizados.

9.2. Se cuantificé por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) el contenido
extraido del &cido trans-aconitico (ATA) de todas las extracciones de ATA
realizadas encontrandose que el contenido en porcentaje de ATA en la fase acuosa
en mucho menor en comparacion con el contenido presente de ATA en la fase
organica.

9.3. Se asegurd la reproducibilidad del procedimiento de extraccion del acido trans-
aconitico (ATA) empleando la planta semipiloto, manteniendo las condiciones de
temperatura, pH y tiempo de extraccion establecidas en proyectos anteriores, y la
relacion masica optima de 1:5 (experimento 2) determinada mediante el presente
proyecto.

9.4. Serealiz6 el Protocolo de extraccién del acido trans-aconitico (ATA) a partir de
vinazas residuales a escala semipiloto.

10. RECOMENDACIONES

10.1. Una vez obtenida la muestra de vinaza proveniente del Ingenio Manuelita,
ésta debe almacenarse en el refrigerador, con el fin de evitar degradacion de
la misma; ademas debe procesarse en un periodo de tiempo no menos de 2
meses.

10.2. Para realizar las extracciones a escala semipiloto empleando la planta de
extraccion de la Universidad ICESI, se deben seguir los lineamientos
consignados en el Protocolo de extraccion de acido trans-aconitico (ATA) a
partir de vinazas residuales a escala semipiloto (Anexo 1.)

10.3. Buscar una alternativa mas eficaz para realizar la recoleccion de las fases
una vez termine la extraccion en la planta semipiloto.
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12. ANEXOS

ANEXO 1. Protocolo de extraccion de acido trans-aconitico (ATA) a partir de vinazas residuales a escala
semipiloto.

ANEXO 2. Protocolo de extraccién de &cido trans-aconitico (ATA) a partir de vinazas residuales a escalaz=
Fosemipiloto.

REALLZADD
Katherine Apach_ . .__

Firma- F:-lt':"l--r-.m lhlh.lllIIE 'Ebl

Firma:

Cango: Estudiante de Quimica
FarmacEutica

Cargo: Asasor de proyecto
de grado

Cargo: Director de proyecio de
arado

Fecha: 190ABR/2013

Fecha:
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1. OBJETIWVOS

11. Estshlecer el protocolo de extraccidn de Acido Trans-Aconiico pressnte
=n la vinaza empleando como solvente el Acetato de Etilo.

1.2. Determinar la metodologia para &l proceso de edraccitn de Acido Trans-
Aconitico haciendo uso de la planta de exdraccion semipiloto.

41.2. Describir las operaciones imeoclucradss =n el tratamiento de les fases
obtenidas en el proceso de exiraccion de Acido Trans-Aconitico en la
plants de extraccidn.

2. ALCANCE

Estz documento esta dirigide a personal del Laboratoric de Producios Maturales
de la Universidad ICESI| y demds interesados en realizer la extraccidn de Acido
Trans-sconitico 8 partir de vinazas residuales.

ey Fiead chmias

Las vinazas son los residucs que se obtienen despuss del procesc de destilacidn
de azucares fermentados de la cafia de azdcar, estd compuesta por materiales
organicos y nuirientes minerales gue hacen parte de compuestos y consfituyentes
wegetsles, dado gque su orgen es la plants de cafa, tales como: aminoacidos,
proteinas, lipidos, acidos diversos, enzimas, bases acidos nudleicos, dlorofila,
lignina, quinonas, ceras y srucares (Garcia & Raojas, 2005).

Enire los componentes organicos de mayor concentracidn presentes en la vinazs,
== encuentra el dcido aconitico, un dcido alifatico insaturado tribdsico, de fdrmula
miolecular CeHeCw que presents dos isdmercs geométricos Cis y Trans, ambos se
producen naiurslmente en las plantas de cana de azicar en proporciones
wariables mediante =l ciclo de Krebs, pero =l isdmero trans es &l mas establs de
los dos: puesto gue. en condicicnes adecuadas de tempearstura v pH, &l isdmere
cis forma una mezcla en equilibrio 2n la gue predomina el isomero trans [ Stryer,
Berg, & Tymoczko, 2013). Esta propiedad ke permite al &cide trans-aconitico (ATA)
=sar un candidato adecuado para la formacion de polimercs amorfos, ramificados e
insalubles en agua, tras wna resccitn de condensacidn con 1.8 diaminohexano
[Wésquez, 2014} y. por lo tanto, se uiiiza cada wez mas en la industria de
procesamiento de alimentos como wn acidulante o intermediano reactive en la
sintesis ocrganica de plastificantes. y tensoactivos (Malmary, y ciros, 1905)

Para reslizar la exraccion del ATA a pariir de las vinazas residusles se han
ampleados wvarios meétodos entre los mas frecuentements emplesdos estén:
precipitacidn, extraccidn por intercambio idnico vy extraccidn liguide-liquido, siendo
este dltimo =l mas emplesdo = escals lsborstoric y semipilotc (plarta de
axtraccion).

4. RESPONSAEILIDAD ¥ AUTORIDAD

4.1. 5Se recomienda que =l procedimisnto == reslice entre dos personas para
avitar accidentes, respaldar yo relevar en las actividades del procesao.

rmza s P chmin Froiocoks de sciacciin de Acdo Tress-Acositios Fagine T <w




PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ACIDD | JMERC: LAF-001-03

PAGINAS: 3de 17

] 5 ] TRANS-ACONITICO (ATA) A PARTIR DE

VINAZAS RESIDUALES A ESCALA SEMIPILOTO | FECHA DE EMISION

1WABRIZ01E

4.2, La{s) persona(s) encargadais) de la extraccidn debe seguir paso a paso &l
procedimientio de acuerdo con 2l profocolo.

4.3 La{s) persona(s) encargadals) de la exiraccion debe seguir las normas de
seguridad de westuario y comportamiento durante el proceso. Teniendo en
cuenta gue el equipd ¥ el solvente (Acetato de Eflo) utilizados son de alto

riesgo.

44. La{s) persona(s) encargada{s) deben identificar la ubicacion de botiguin
pare primeros suxilios, equipo antiderreme & informar acerca de cualguier
eventuslidad.

5. DEFINICIONES

5.1. Extraccion: Separscion de componentes de unas muesira solidad o liguida.
La separacion == relsciona con las diferenciss de solubilidad de los
componentes.

52 Extraccion liquido-iguido: Transferancia de wna sustancia de una fass 2
otra. En este tipo de extraccidn se denomina matriz & la solucidn que
confiene el componente a separar, vinaza (A) el componente transferido
[ATA) se indica con {C), v el liquido ufiizado pars exiraer el componanie C
de la matriz. se denomina fase organica B (scetato de efile), tsl como se
miuesira en la Figura 1.
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—n
Ed"M'!rl [==ce | Ll Fllﬂlh!l!

Figura 1. Representacitn de la extraccidn Nguido-liquido. (Muller, 2002)
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532,

54,

Fase acuosa: Disclucidén acuosa. Una vez terminade 2l tiempo dal proceso
de extraccion en la planta semipiloio. es la primera fase o extracto que se
recolects. Se carscteriza por presentsr una consistencia viscosa
coloracion marmén (Figura 2) ademas. tsl como lo indica su nombre,
presenta mayor proporcidn de componentes afines agua.

|

Figura 2. Muestra visual de |a fase acuosa.

Fase organica: Una wez terminado el fiempo del proceso de extraccion en
la planmts semipiloto, es la segunds fase o exracto que se recolects. Se
caracieriza por presenfar una consistencia poco viscosa y coloracon
naranjs (Figura 3). Ademas, es la fase que contiena en mayor proporcidn el
Acido Trans-aconitico debido a la infersccion con & solvente Acetato de
Etilo.

Figura 3. Muestra visuzl de |a fase organica.
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55 Destilacion por amrastre de vapor: Procese de separscion de sustancizas 6.2 1. Verificar existencia y modo de uso da juego de llaves de fuercas
que componen una muestrs mediante vaporizacion y condansacion. 6.2.2. Diligencisr formatos pars regisiro de mansejo dal eguipo

56. Rotaevaporador: Equipo de destilacidn rotario asociade 8 un bafic maria,
Se basa en la separscidn (soheente-solute) por media reduccicn de |a

presion atmosférics, evaporacién y condensacion. 63. MATERIALES

57. Matriz o biomasa de ATA [Acido Trans-aconitico): Cantidad de Acido £.3.1. Erlenmeyer de 2000 y 5000 mL
Trans-sconifice obtenida al final de fodo el proceso de edracion y £.2.2. Probetas de 1000 mL y 5000mL
tratamients de |z muesitrs. Esta reqguiers un proceso  sdicional de £.3.2. Embudos grandes de pléstico
purificacion para el ATA, teniendo en cuenta qué en esie todswia hay €.2.4. Cubetss plésticas
presencia de otros acidos organicos. §.3.5. Frasco lavador

6.3.6. Pap=s| parsfilm
§.3.7. Trapeador y pafcs de limpizza

6. MATERIALES Y EQUIPOS 64. REACTIVOS

61. ELEMENTOS DE HIGIENE ¥ SEGURIDAD PERSONAL 6.4.1. Vinara proveniente del Ingenio Manuelits, scidificads a pH 2,00 con scido

sulfirico
Utilizar los siguientes elementos de proteccion personal: 6.4.2. Acetsto de Etilo
6.1.1. Bsta de laboratorio anfifluido (por debajo de las rodillas) 6.5 EQUIPOS

6.1.2. Pantzlon largo

6.1.3. Guantes de nitrio §.5.1. Plants de extraccién semipioto

6.1.4. Guantes de I&tex para uso industrial §.5.2 Bacula de aproximadaments 300 Kg
6.1.5. Guantes y delantsl de camaza (para manipulacidn del equipo o recipientas £.5.3. Rotsevaporsdor

cuando estos estén en contacto con altas temperaturas)
6.1.6. Gafas de segundad
6.1.7. Tapsbocas yo mascara full face
6.1.8. Calzado carrade con suela antideslizante.

7. DESCRIPCION DEL PROCESD

6.2. REQUERIMIENTOS DE OPERACION
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Figura 4. Panal de control de operacidn.
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Tabla 1. Componentes del panel de control de operacion presentados en la Figura 4.

Mombre

Interruptor principal

Bombillo testigo encendido del sistema

Encendido agitadaor

Bombillo testigo agitador

Encendido bomba acsite

Bombillo testigo bomba aceite

Encendido resistencia 1

Bombillo testigo resistencia 1

Encendido resistencia 2

Bombillo testigo resistencia 2

Encendido resistencia 3

Bombillo testigo resistencia 3

Encendido bomba vacio,

Bombillo testigo bomba de vacio

‘anador de welocidad del agitador

Confrolador temperatura aceite termico

Temperatura enfrads condensador

Temperatura salida condensador

Temperatura extractor

Temperatura concentrador

W
1
2
E]
F
5
[5]
T
[
]
10
11
12
13
14
15
16
17
12
19
20
21
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Figura 5. Esquema general de planta de extraccion semi-pilote. (Cruz & Villegas, 2017)
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7.4. ADECUACION DE LA PLANTA DE EXTRACCION

7.4.1. Verificar qua tanques v vélvules se encuentran limpios v sin blogquecs que
impidan su funcionamisnto.

7.1.2. Se debe asegurar que |as termocuplas se encuentren conectadas.

7.2. PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION DE ACIDO TRANS-ACONITICO
7.21. EXTRACCION EN LA PLANTA SEMIFILOTO
7:211. CARGA DEL SISTEMA:

1. Empleando las probetzs de 1000 ml y 5000 ml, medir la cantidad
suficiente de Winaza y sclvente Acetato de Efilo para obiener una relacicn
mdsica de 1:5 (vinaza: sclvente).

2. Obfenida la medicion pivotear el tangue percolader en un angulo de 45° &
introducir, en primer lugar, la muestra de vinaza al tangue percolador de
forma directs, y en segundo lugar &l salvente.

. Acoplar a |z tapa del tanque percolador el 2spa de agitacion grande.

. Desbloguesr el soporte pivotante y fijar el tanque percolader en posicicn
vertical

5. Ajustar la tepa sl tangue con la sbrazsders, teniendo en cuenta que el

empaque quede comectamente ubicado.

Acoplar el motor del sgitador al eje de agitacidn de |a tapa.

. Verificar que |as valvulas de drenaje (W-14) y (V-15), valvula de carga (V-

10} y slivio (W-11) se encuentren cerradas.

P

i

7212 CONDICIONES DEL PANEL DE CONTROL:

1. Abrir tablero del panel de control, subir interruptor, cerar y encender el
panel de control girando |a perilla ded imtermuptor principal.

2. Encender el motor del agitsdor y regulsr |z velocided de sgitacion a 85.00
Heriz (142,5 RPM).

Winazas Fescum e Fraiccsio de sxiraccdn de Azids Tre=a-Azo=Nics Pigirm 10 &u 17
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3. El panel controlador s2 debe encontrar aprocdimeadaments con las siguientes

condiciones:
Parametro Ajuste
Temperaiura del exiractor NfA
Temp=ratura del NfA
concentrador
Temperatura entrads del NfA
condensador
Temperatura salida del NfA
condensador
Contral de temperatura del NfA
aceite
Agitador 8500 Hertz

7213 PARADA DEL PROCESO DE EXTRACCION

1. Pasadas las (3) fres horas de extraccidn (sgitacidn). detener |z agitacion
oprimienda la tecla stop del panel de control y apagar girando ls perilla del
agitador.

7214 RECOLECCION DE LAS FASES

. Para recolectar las fases obfenidas, se debe ubicar dos o tres erlenmeyer

de 5000 mL en la boquilla de la valvula [WV-14), abrir Iz valnla, permific el
llenado y cemar de nuewa.

NOTA:
En este paso se recolectan dos (edractos) fases obtenidas de |s

extraccidn: en orden de salids, la primers es Is fase acuosa y la segunds
la fase organica.

‘WinaTas Femdusien Proioos
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T.2.2.

Se debe realizar I2 recoleccidn de las dos fases temiendo en cuents las
diferencias de coloracion de éstas, es decir, la primera fase en salir es la
fase acuosa y ests presenta una coloracidn marrdn y consistencia viscosa,
sa debe recolectar dicha fase en el primer erlenmeyer ubicado bajo =
bequilla. Tan pronfo coma s= vaya cbservando el cambio en coloracidn del
extracio obtenido, cambiar de erenmeyer con el fin de recolectar la fase
organica, la cusl presenta una coloracion naranja y pocs viscosidad. En
las Figuras 3 vy 4, respectivamente para la fase acuosa y orgénica se
puede distinquir la diferencia de ésfas en cusnto a su coloracidn,

Se debe medir la cantidad de volumen recolectada de las dos fases,
empleando las probetzs de 1000 mbL y 5000 ml, con elfin de assgurar
trazabilidad.

Lz fase acuosa cobtenids y previemente medids serd enviada sl
Lsboratoric de Bioprocesos de la Universidad ICESl, para gue ses
empleada como precursos de |a digesticn anaercbica.

Lz fase organica obienida y previamente medida recibird el fratemiento
descrito & continuacidn.

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

T221. EDNQEHTRACICIH DE LA MUESTRA (FASE
ORGANICA) Y RECUPERACION DEL SOLVENTE

Una wez recolectads |a fase organica donda se encuentra el compuesto de interés

(ATA),

== necesano concentrar dicha muestra y recuperar el solvente utiizado

(Acetato de Efilo), para tal fin se deben seguir kos pasos descritos scontinuacian:

1.

Garantizar el flujo de agua de refrigeracian, para lo cusl se debe verificar e
contenido de agua en 2l fangue [reservorio de agua de enfriamienta), y &
cormecto funcionamiento de su bomba. Abrir las valvulas (W-25) y (V-25). (Si
duranie el proceso se interrumpe la entrada de agua, s= debe suspender
inmediatamente la cperacidn).

. Verificar que & nivel de aceite en el tanque calefactor este al T0% de su

capacidad y permifir la recirculacion del aceite abrir kas valvulas [W-03) y (V-
05}, y cermrar las vahulas (V-06) y (V-07).

. Pars gjustar las condiciones en el Panel de control. encender las perillas:

Interruptor principal, Bomba de aceite, resistencia 1 y resistencia 2.

. Ajustar |z temperafura da cperacién en el Panel de condrol de |2 bambsa de

aceite 3 83°C.

‘Wirmray Feidusien Froiocois de sxiacciin de Acids Tress-Acnsitios
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5. Mieniras =& slcanza la ternperatura de 23°C, ntroducir la muestra (fase
organica) en el concentrador pormedio de los slivios (V-19) o (V-18), con
ayuca del ebudo grands de pléstico.

NOTA:
# En este paso se debe asegurar que la vahula [W-21 inferor) se
encuenire carrada, puesio que de lo confrario s muestra introducida
en el concentrador saldra por dicha valvula,

+ Una vez infroducida la musstra asegurar que las véhulas [V-18) v
[\-18) se encuentren cemradas.

8. Asegurar uniiones universales (U-4), (U-5) y (U-8)

7. Werificar que las wahulas (W-2B). (V-28), (W-20) y (V-31 wisor) se
encueniren camadas y las vahvulas (W-21 superior), (V-23), (V-27) y [V-32)
estén abiertas.

2. Abrr lzs walvulas (W-32) y (V-23) para el tangue colector izquierdo o [W-32)
y (W-37) pars el tangue colector derecho.

8. Una vez e slcance |a termperafura de 83°C en el tangue de fluido calefacior
abrir valvula (W-07) v camar valvula (V-05) para permitic &l paso del fluide
calefactor al concentrador.

10.Revisar en el Panel de confrod que la temperstura del concentrador se
encusnire en 70°C, para permitic ks destilacidn por arrastre de vapor del
Acetato de Etilo.

11.Revisar en el Pansl de controd que la temnperaturs de sslida del
condensador no 28 mayor a 32°C.

NOTA:
= En el Panel de confrol == debe encontrar aproximadamente con las
siguientes condiciones:

Parametro Ajuste
Temperaturs ded exiractor 28 "C
Temperatura del FER
concentrador
Temperatura entrads del TG
condensador
Temperatura salida del 25°C
condensador
Conirol de temperatura del B3 C
aceite
Agitador MNEA
Winezay Fes dusis Proiocoio de sximccitin de Adids Tress-Acositios Pagira 11 =m 1T
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* Alcanzar las condiciones anteriormente descrites pusde tardar
aprodimadamentz (1) una hora une wez se de el paso del fluido
calefactor al concentrador,

# El seguimienic de estz operscion se debe reslizar una wvez se
observe acumulacion de condensado en el visar.

12. Una wez termine el proceso de destilacidn y por medio del visor no se
observen gotas del destilado, spagar en el Panel de control las resistencias
Ty 2.

13. Camrar valvula {W-07) v abrir valwula {V-05) para permitir ka recirculacion del
aceite.

NOTA:
* Permitir que la bomba de aceite continde la recirculacion del aceite
hasta disminuir la temperstura del sisterna.

14, Suspender |a circulacion del scaite girande |z perilla bomba de aceite en el
panel de control (tanque de fluido calefactor) y apagar la bomba de
recirculacion de aceite.

15. Apagar interruptor principal. girando la perilla.

16. Abrir el tablero del Panel de control v bajar interruptor.

17. Apagar la bomba del tanque de agua de enfriamiento.

7222 RECOLECCION DE MUESTRA CONCENTRADA Y
SOLVENTE

PELIGRO POR IRRITACION CUTANEA
PRECAUCION:

Para la recoleccion del extracto concentrado y del solvente, se debe dejar
enfriar el sistema totalmente.

Winazan Fss cumisn Protoosio e sxiracciin de Adds Tress-Acositics Figirm 14 = 1
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. Una vez este tofalmente frio el sistema, abeir vahwulas vahwulas de alivio del

concentrador [W-18) y (V-18).

. Ihicar por debajo de valvula (W-21 inferior] un erlenmeyer de 5000 mL

para pamitir &l vacismients del tanque concentrador de la muestra (fase
organica concentrada).

. Terminada |z recoleccién medir el wolumen obtenide de la muestra

concentrads emplzande las probetas de 1000 mbL y 5000 mL

. Abrir alivios (W-34) para colector derecho o (V-38) para el colector izguisrdo.
. bicar debsjo de la vélvula (V- 35) para colector derecho o (V-40) para

colector izguierdo, un erdenmeayer da 5000 mL-

. Abrr la vahnda (W-38) para colector derecho o (W-40) para colecior

izquierdo, para recolectar el soheente recuparado.

. Terminado la recoleccion cerrar alivios (V-34) o (V-38) y la vahulz V-38)

para colector derecho o (WV-40) para colector izquisrdao, respectivamente.

. Medir |z cantidad de solvents recuperado empleando las probetas de 1000

il y 5000 miL.
NOTA:
s El solvents recuperado obtendic en esta pase, seré empleado en
futuras extracciones.

7223 TRATAMIENTD DE LA MUESTRA DE LA FASE
ORGANICA CONCENTRADA

. En un balén para rotaevaporador de 1000 mL, adicionar sproxdmadamente

H00mL de la cantidad colectada del exdracto.

. Rotzevaporar el contenido vy recuperar el sohente (Acetato de Etile) pars

emplearo en futuras exdracciones.

Condiciones aprosimadas del rotasvaporador:

Parametro Ajuste
acio 245 mbar
Rotscion 130 rpm
Temperatura de baro 40°C

{Repstir el procaso para todsa la cantidad recolectada).

3. Asegurar que = muesira este totalmente seca.
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NOTA:
# 5i la musstra no se observa totslmente  seca,  sjustar el
rotasvaporador en las siguisntes condiciones para eliminar =l agus
que la muesirs pueds confener.

Condiciones aproximadas del rotaevaporador:

Parametro Ajuste
Vacio 120 mbar
Ruotscion 180 rpm
Tempersturs de banio BO°C

4. Transvasar muestra seca contenida an el balén & un besker previamente
pesado, 51 es necesario sgucionar gotas de agus fipo |, para reslizar este
paso.

5. Reportar la cantidad en gramos de la muesira seca contenids en el beaker,
ests serd llamada matriz o biomasa que contiene el Adido Trans-aconitico
[ATA)

G. Rotular y guardsr adecusdamente.

NOTA:
* Esto con &l fin de permitir que posteriores proyecios investigativos
reslicen |z purificacion del Acido Trans-sconitico [ATA).

& RECOMENDACIONES

Para la realizacian de la presente extraccién es necesario tenar en cusnta:

Usar tode el equipe de seguridad durante la operacidn de la planta.

Para manipular las muestras se debe usar guantes de nitrilo. si es necesario usar
doble guante para evitar posibles molesfiss o imitaciones.

Mo sobrepasar las canfidades especificadas, respecic s la relacidn maésica

especificada
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Las tempersturas del aceite evidenciadas en el tablero confrolador no deben
superar los valores especificados.
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