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Resumen

El presente trabajo evalia la produccion de etanol, en un sistema continuo, con
células de levadura inmovilizadas, que opera a tasa de dilucion de 0,36 h y se
compara con un sistema en lote con células libres, utilizado tradicionalmente
en la produccion industrial de etanol. Los sistemas se evaltan con cuatro
sustratos diferentes: glucosa, sacarosa, miel virgen y miel residual. El reactor
se opera a temperatura de 35 °C, con solucion de concentracion de 100 g/1 de
azicares totales reductores y pH aproximado de 5,0. La productividad para el
sistema continuo presenta valores superiores a 9,42 g/l/h a diferencia del
sistema lote que alcanza productividad maxima de 3,39 g/l/h, lo cual hace del
sistema continuo una buena alternativa para la produccion de etanol a escala
industrial.

----------- Palabras clave: etanol, células inmovilizadas, sistema
continuo.

Abstract

This work shows the results of a study of ethanol production in a continuous
system with immobilized yeast cells. The system operates at a dilution rate of
0,36 h' and it’s performance is compared with a batch system with free cell,
which is the system typically used for the industrial production of ethanol.
The system were tested with four substrates: glucose, sucrose and cane
molasses (virgin and residual honey). The fermentor is operated at a 35 °C
with a solution containing 100 g/l total sugar and pH of about 5,0. The
productivity for the continuous system shows a higher value of 9,42 g/l/h
and the batch system reaches a maximum productivity value of 3,39 g/l/h.
Therefore, the continuous system appears to be a good alternative for the
industrial ethanol production.
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Introduccion

El etanol es el producto mas tradicional produ-
cido por fermentacion en el mundo, se utiliza
directamente para consumo humano y tiene
gran potencial de aplicacion como combustible
limpio [1]; puede utilizarse como aditivo a otros
combustibles obteniendo productos tan impor-
tantes como el gasohol. Actualmente en Co-
lombia existe creciente aumento en las importa-
ciones de etanol, que para 1997 alcanzaron un
valor proximo a los 28 millones de litros. Este fe-
némeno se debe a la baja productividad de la fer-
mentacion clasica (aproximadamente 0,056 g/l/h)
por la utilizacion de sistemas discontinuos y la
aparicion de inhibicion por producto a determi-
nadas concentraciones de etanol lo que lleva a
fermentaciones de larga duracion y altos cos-
tos de produccion [1, 2].

Lo anterior hace necesario implementar proce-
sos que aumenten la productividad de los
biorreactores por medio de técnicas que permi-
tan altas concentraciones de biomasa. La inmo-
vilizacion en geles es uno de los procedimientos
mas empleados [3], que con aplicacion en pro-
cesos de operacion en continuo, prevé ser el sis-
tema mas eficiente en la produccion de etanol
ya que se logran mayores velocidades de fer-
mentacion por mas tiempo [1], altas productivi-
dades volumétricas, mejor control del proceso [4],
menor influencia de condiciones ambientales
adversas como inhibidores, elimina el lavado de
células durante la fermentacion y reduce la inhi-
bicion por producto [2].

En este trabajo se evalué la produccion de etanol
en un sistema continuo de células inmovilizadas,
a escala de laboratorio, estableciendo una com-
paracion con sistemas discontinuos para cuatro
sustratos diferentes, glucosa, sacarosa, miel vir-
gen y miel residual. Este proyecto se enmarca
dentro de un macro proyecto en el que se busca
utilizar sistemas de inmovilizacion para la pro-
duccion de etanol hasta alcanzar una escala de
planta piloto.

Materiales y métodos

+ El microorganismo. Se utilizo una cepa co-
mercial de Saccharomyces cerevisiae seca
y activa, caracterizada mediante la prueba
bioquimica del API, y conservada como stock
en cultivos sobre placas de agar. Se hicieron
repiques mensuales sobre “agar sabouraud”
para garantizar la obtencion de células jove-
nes. El periodo de incubacién a 37 °C fue de
72 horas, tiempo en el cual se observa la for-
macion de colonias apropiadas para los dife-
rentes ensayos experimentales los cuales se
hicieron por duplicado.

« El medio de cultivo. Se evaluaron cuatro
tipos diferentes de sustrato: glucosa de alta
pureza, sacarosa comercial, miel virgen y miel
residual donadas por la Fabrica de Licores de
Antioquia. Cada litro de medio contiene: 100 g
de azucares totales reductores (ATR) y com-
plementado con 1 g de MgSO,.7H,0, 2 g de
KH,PO,, 3 g de (NH,),80,, 4 g de extracto
de levadura, y 3,6 g de peptona. El medio se
ajusté a pH de 5 antes de esterilizar durante
15 min a 15 psi (121 °C). Antes de su utiliza-
cion, la miel residual se clarifico sometiéndola
a una dilucion 1:2, se adicioné H,SO, a una
concentracion de 0,3% v/v seguido de un calen-
tamiento a 80 °C. El material insoluble genera-
do, se centrifuga (Hettich eba 8s) a 5.000 rpm
durante 30 min, separando el liquido
sobrenadante para utilizarlo como sustrato en
la experimentacion.

El desarrollo experimental se llevo a cabo en
dos etapas: primero se realizaron las evalua-
ciones de las fermentaciones por lote con cé-
lulas libres, seguidas de las fermentaciones en
continuo con las células inmovilizadas. En cada
caso se hizo seguimiento a la biomasa, el
sustrato y el producto.

+ Condiciones de los cultivos en lote. Para
la evaluacion del sistema en lote se emplea-
ron tres etapas, figura 1:
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. Preparacion de un cultivo de activacion
mediante la siembra de una Gnica colonia
en volumen de 50 ml con una concentra-
cion de sustrato de 10 g/l de ATR y un
periodo de incubacion de siete horas.

2. Preparacion del inoculo por la siembra de
10 ml de cultivo de activacion a 90 ml del
medio de cultivo de produccién e incuban-
do durante seis horas.

3. Preparacion del cultivo de fermentacion
por inoculacion de 50 ml del cultivo de
inoculo a 450 ml de medio de produccion.

Todos los experimentos se llevaron a cabo
a temperatura de 35 °C, pH 5,0 y agita-
cion a 150 rpm.

Cultive de produccion

Culvo de In6culo
activacion

.@ . =
Medio

solido 50 ml

Figura 1 Esquema de trabajo proceso discontinuo

* Condiciones del cultivo en continuo. Las
fermentaciones en continuo, figura 2, se reali-
zaron en un equipo de vidrio de 40 ¢cm de lar-
goy 2,7 em de didmetro interno, provisto de
una chaqueta para el control de la temperatu-
ra del cultivo en 35 °C. El reactor se llend has-
ta 70% de su capacidad con esferas de
alginato de calcio, de 3 mm [5] aproximada-

Escape de CO,

Bomba perstiltica

Recolecein de producto

Stock de medio
fresco

Biorreactor

Figura 2 Esquema de proceso continuo
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mente, que contenian las células de levadura
en su interior. Para iniciar el cultivo continuo,
se lleno el reactor con medio fresco y se dejo
operar en modo batch una noche, luego de
este periodo, se iniciaba la operacion en conti-
nuo y se realizaba seguimiento por un periodo
de seis tiempos de residencia (0,36 h *) [6]. El
flujo de operacion fue 1,4 ml/min.

* Inmovilizacién. Las células fueron colecta-
das de una fermentacion discontinua que se
detiene a una concentracion de 6 g/l. La
biomasa fue separada por centrifugacion a
5.000 rpm durante 15 min y luego mezclada
con alginato de sodio para obtener una solu-
cion al 1% en levadura y 2% en alginato de
sodio; esta solucion se gotea sobre una solu-
cion de CaCl, al 2% para obtener la cantidad
de esferas necesarias para empaquetar 70%
del volumen total del biorreactor.

* Métodos analiticos. En la determinacion de
ATR se utilizo el método colorimétrico del DNS
(acido dinitro salicilico) y lectura de absor-
bancia en espectrofotometro (Spectronic 20
Bush and Lamb) a 540 nm [7]. La concentra-
cion celular se determiné por densidad optica
a 600 nm y mediante una curva de calibracion
de peso seco. El alcohol se evalué por
cromatografia de gases en cromatografo
Perkin-Elmer sigma 300 y columna DB-WAX
de 30 m, 0,53 mm de diametro interno y 1,0
micras de espesor de pelicula. Se realizaron
analisis de viabilidad (Test de acidificacion) [8]
y vitalidad (tincion con azul de metileno) [9]
de las levaduras en los cultivos por lote a dife-
rentes tiempos de cultivo.

Resultados y discusion

Enla figura 3 (a, b, ¢, d) se muestran las cinéticas
de fermentacion para los cultivos por lote de cada
uno de los sustratos empleados.

Si bien el comportamiento cinético de todos los
cultivos es muy similar, se observa comporta-
miento atipico muy marcado en las fermentacio-
nes con miel residual. Mientras que la vitalidad
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Figura 3 Cinética de fermentaciones por lote. Condiciones: 150 rpmy 35 °C

celular, la maxima concentracion de biomasa, de
producto formado y la productividad del proceso
en los medios con glucosa, sacarosa y miel vir-
gen estuvieron del orden de 95%, 8,5 g/1,45 g/ly
3.3 g//h respectivamente; en cultivos con miel
residual se observé una disminucion de mas del
20% en estas variables. Lo anterior esta de acuer-
do con la presencia de ATR no consumidos que
representan el azacar no fermentable de la miel
residual, originando también menor formacion de
biomasa y por consiguiente valor bajo del rendi-
miento de sustrato en biomasa (Yx/s), como se
puede ver en la tabla 1.

Tabla 1 Resultados caracteristicos de las
fermentaciones por lote

Glucosa Sacarosa Miel Miel
virgen residual

X.. (@) 8420 8,630 8320 6730

P (g/) 47,500 45,700 44,500 35,500
Yx/s 0,077 0,089 0,081 0,067
Yp/s 0,467 0,494 0,485 0,375
p (h) 0,390 0,330 0,320 0,270

Prod. (g/\/h) 3,390 3,270 3,180 2,530

94 oo ----- Universidad de Antioquia



En las fermentaciones se obtiene un rendimiento
de sustrato en producto muy cercano al
estequiométrico reflejandose alta eficiencia de
la conversion, mientras que con miel residual el
rendimiento es cercano solamente al 70% del
valor tedrico. A pesar de esto, no se observa
diferencia significativa de la velocidad de creci-
miento en los cultivos con cada sustrato. De lo
anterior se puede concluir que la miel residual
genera los mas bajos rendimientos y productivi-
dades de los cuatro sustratos estudiados.

En la evaluacion de fermentaciones en continuo
se realizo seguimiento de sustrato y producto a
un intervalo de tiempo de tres horas, valor esti-
mado como tiempo de retencion. El periodo total
de analisis fue de dieciocho horas, equivalente a
seis tiempos de retencion, valor que tedricamen-
te duplica el tiempo de estabilizacion del siste-
ma. La figura 4 (a, b, ¢, d) muestra la cinética de
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fermentacion para los cuatro sustratos en culti-
VO continuo.

La no presencia de sustrato en el tiempo cero,
en las fermentaciones en continuo para todos los
medios excepto la miel residual, para la cual se
observa remanente debido a los azlcares no
fermentables, v la alta concentracion de alcohol
de este mismo instante se debe a la correspon-
dencia con la fase final del periodo batch previo
a la operacion en continuo.

Al comparar el cultivo continuo con respecto al
cultivo en lote, se observan diferencias conside-
rables en las variables principales como lo es la
productividad, en la cual se evidencia notorio
aumento. Asi, la productividad para glucosa pasa
de 3,39 g/l/h para el sistema en lote, a 9,42 g/l/h
en el continuo, tabla 2, lo cual indica que la pro-
ductividad se triplica con respecto al cultivo en
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Figura 4 Cinética de fermentaciones en continuo. Condiciones: 0,36 h™'y 35 °C
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lote: a su vez la sacarosa presenta un cambio de
3,27 g/l/ha 12 g/Uh; en miel virgende 3,18 g/l/ha
9,54 g/l/h y para miel residual un incremento de
2,53 g/l/ha 11,94 g/l/h. El valor para la producti-
vidad del sistema continuo esta evaluada con base
en el volumen de liquido contenido en el reactor
durante la operacion del sistema.

Tabla 2 Resultados caracteristicos de las
fermentaciones en continuo

Glucosa Sacarosa Miel Miel
virgen residual
P (g/) 15,700 20,000 15,900 19,900
Yp/s 0,349 0,340 0,182 0,247

Prod. (g/t/h) 9,420 12,000 9,540 11,940

La miel residual se presenta como sustrato de
interés en la produccion de etanol bajo el siste-
ma utilizado, no solo por el gran aumento en la
productividad, sino también por ser un material
residuo de los ingenios azucareros con caracte-
risticas muy contaminantes, lo cual solucionaria
un problema ambiental y se lograrian rendimien-
tos importantes a nivel fermentativo.

La utilizacion de la inmovilizacion en alginato de
calcio permite un mejor manejo de la levadura,
lo que hace mas ficil el control de lecho activo
en el reactor durante el proceso continuo; a la
vez la membrana que envuelve el microorganis-
mo no permite que sustancias toxicas que pue-
dan presentarse en el medio, interfieran con el
proceso fermentativo.

Los procesos de fermentacién que operan bajo
los sistemas en lote presentan periodos de pro-
ceso en los cuales no se desarrolla produccion
de alcohol, estos tiempos obedecen principalmen-
te a los trabajos de vaciado, limpieza y llenado
de los fermentadores; procedimientos que indus-
trialmente generan grandes pérdidas. A pesar que
los sistemas continuos requieren una etapa preli-
minar para la obtencion de biomasa necesaria
en la inmovilizacion, un proceso continuo con

células inmovilizadas permite periodos de pro-
duccion de mayor duracion que pueden alcanzar
tiempos de ocho dias, disminuyendo ostensible-
mente los tiempos improductivos de los sistemas
en lote.

El sistema continuo con células inmovilizadas para
la produccion de etanol, permite realizar fermen-
taciones con valores de productividad hasta cua-
tro veces por encima de los valores obtenidos a
partir de los sistemas tradicionales o sistemas en
lote; esto hace de gran interés la profundizacion
en el estudio de esta tecnologia y su factibilidad
a un nivel comercial de produccion.

Para proximos estudios se debe optimizar el sis-
tema operativo de la fermentacién en continuo
involucrando un analisis directo de variables de
gran influencia en el rendimiento del proceso
como lo son la concentracion celular en el lecho
del reactor, la relacion de empaque que se va a
utilizar, la concentracion de sustrato en el medio
fresco y la relacion de flujo de alimentacion, va-
riables que presentan relaciones directas entre
si y que hacen el desarrollo experimental depen-
diente de las variables que se parametrizan. Exis-
ten ademas otras variables indirectas que influ-
yen en la operacion de este sistema y no deben
determinarse a la ligera: relaciones dimensionales
del reactor y el diametro de las esferas de alginato
de calcio. El determinar los valores 6ptimos para
estas variables es la fase preliminar para desa-
rrollar un disefio que permita el proceso de esca-
lado del sistema.

Los resultados obtenidos en el desarrollo del pre-
sente trabajo se convierten en la base del estu-
dio de optimizacion del sistema disefiado y la
evaluacion del proceso continuo con células de
levadura inmovilizadas, analisis experimental pos-
terior a este, dentro del macro proyecto.
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