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Produccion de etanol a partir de
harina de yuca utilizando diferentes
estrategias en modo continuo*

Hader Castafio Peldez** | Carlos Mejia Gomez*** | Oscar Rios Mdrquez**+*

Ethanol production from yucca flour by the
use of several strategies in a continuous way

Producdo de etanol a partir de farinha de
mandioca utilizando diferentes estratégias em modo continuo

RESUMEN

Introduccion. La produccion de etanol a partir de materias primas amilaceas involucra las
etapas de coccion, licuefaccion, sacarificacion, fermentacion y destilacion. Las bases tecnologi-
cas del proceso han sido estudiadas, pero deben ser mejoradas por medio de la introduccion
de innovaciones que permitan reducir los consumos de energia y generen una mayor produc-
tividad volumétrica de etanol. Objetivo. El proyecto evalia la produccion de etanol a partir
de la conversion de harina de yuca por medio del estudio independiente en modo continuo de
los procesos de licuefaccion, sacarificacion y fermentacion (LSFC), el acoplamiento en serie de
las tres etapas y la integracion de las etapas de sacarificacion y fermentacion en forma simulta-
nea (SFSC). Materiales y métodos. Las enzimas Termamyl 120 L y glucoamilasa AMG 300L
fueron utilizadas en los procesos de licuefaccion y sacarificacion. La levadura Saccharomyces
Cerevisiae fue utilizada en el proceso de fermentacion. La estrategia experimental evalué el
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efecto de la tasa de dilucion (D h') (0,07,0,1,0,15,0,20,0,25 y 0,30) sobre la conversién y productividad de los
procesos independientes. Con la identificacion de la D que permitio integrar los procesos, se procedio a evaluar
el acoplamiento del proceso LSFC y en modo SSFC. Resultados. De acuerdo con la D seleccionada (0,1 h™')
durante la ejecucion del experimento, se alcanzaron valores de productividad, concentracion y rendimiento de
etanol: fermentacioén (4,5 g/lh, 5,8 % v/v, 0,4 g/g), LSFC (5 g/lh, 5,4% v/v y 0,46 g/g) y SFSC (4,75 g/lh,4,7 %v/v y 0,4
glg), respectivamente. Conclusiones. Se determiné que a una D= 0,1 h"' fue posible desarrollar las estrategias
LSFC y SFSC. No se presentaron mayores diferencias en los valores de productividad, concentracion y rendi-
mientos en las diferentes estrategias de proceso evaluadas en continuo. Se valido técnicamente la integracion de
los procesos en modo continuo

Palabras clave: etanol, modo continuo, SFSC, LSFC, harina de yuca
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ABSTRACT

Introduction. Ethanol production from starchy raw materials includes the cooking, liquefaction, saccharifica-
tion, fermentation and distillation stages. The technological bases of the process have been studied, but must
be improved by means of the introduction of innovations that allow an energy use reduction and higher vo-
lumetric ethanol productivity. Objective. The project evaluates the ethanol production from the conversion
of yucca flour by means of the independent study in a continuous way of the liquefaction, saccharification and
fermentation processes (LSFC), the serial connection of the three stages and the integration of the saccharifi-
cation and fermentation stages in a simultaneous way (SFSC). Materials and methods. The Termamyl 120 L
y glucoamylase AMG 300L enzymes were used in the liquefaction and saccharification processes. The Saccha-
romycesCerevisiae yeast was used in the fermentation process. The experimental strategy evaluated the effect
of the dilution rate (D h-1) (0,07,0,1, 0,15, 0,20, 0,25 and 0,30) on the conversion and the productivity of the
independent processes. With the identification of the D that allowed the integration of the processes, an eva-
luation was performed to the coupling of the LSFC process and in the SSFC mode. Results. According to the
D chosen (0,1 h-1) during the execution of the experiment, the values productivity, concentration and ethanol
yield obtained were: fermentation (4,5 g/lh, 5,8 % v/v, 0,4 g/g), LSFC (5 g/lh, 5,4% v/v and 0,46 g/g) and SFSC (4,75
g/lh, 4,7 %v/v and 0,4 g/g), respectively. Conclusions. Developing the LSFC and SFSC strategies was possible at
a D= 0,l h-1.There were no significant differences in the productivity, concentration and yield in the strategies
serially evaluated. The integration of the processes in a continuous way was technically validated.

Key words: ethanol, continuous way, SFSC, LSFC, yucca flour.

RESUMO

Introducido. A produgao de etanol a partir de matérias primas amilaceas envolve as etapas de cocgao, lique-
facdo, sacarificagao, fermentagdo e destilagdo. As bases tecnoldgicas do processo foram estudadas, mas devem
ser melhoradas por meio da introdugao de inovagoes que permitam reduzir os consumos de energia e gerem
uma maior produtividade volumétrica de etanol. Objetivo. O projeto avalia a produgio de etanol a partir da
conversao de farinha de mandioca por meio do estudo independente em modo continuo dos processos de
liquefagao, sacarificagao e fermentagao (LSFC), o acoplamento em série das trés etapas e a integragao das etapas
de sacarificagdo e fermentagdo em forma simultanea (SFSC). Materiais e métodos. As enzimas Termamyl 120
L e glucoamilasa AMG 300L foram utilizadas nos processos de liquefagio e sacarificagao. O fermento Saccha-
romyces Cerevisiae foi utilizada no processo de fermentagdo. A estratégia experimental avaliou o efeito da taxa
de dilui¢ao (D h-1) (0,07,0,1,0,15,0,20,0,25 e 0,30) sobre a conversao e produtividade dos processos indepen-
dentes. Com a identificagdo do D que permitiu integrar os processos, procedeu-se a avaliar o acoplamento do
processo LSFC e em modo SSFC. Resultados. De acordo com o D selecionado (0,| h-1) durante a execugao
do experimento, atingiram-se valores de produtividade, concentragdo e rendimento de etanol: fermentagio (4,5
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g/lh, 5,8 % viv, 0,4 g/g), LSFC (5 g/lh, 5,4% viv e 0,46 g/g) e SFSC (4,75 g/lh, 4,7 %viv e 0,4 g/g), respectivamente.
Conclusdes. Determinou-se que a um D= 0,| h-| foi possivel desenvolver as estratégias LSFC e SFSC. Nao se
apresentaram maiores diferengas nos valores de produtividade, concentragio e rendimentos nas diferentes estra-
tégias de processo avaliadas em continuo.Validou-se tecnicamente a integragiao dos processos em modo continuo

Palavras importantes: etanol, modo continuo, SFSC, LSFC, farinha de mandioca.
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INTRODUCCION

La tecnologia para la produccion de etanol a partir de materias primas amilaceas involucra las etapas
de coccion, licuefaccién, sacarificacion, fermentacion y destilacion'. Las bases tecnoldgicas del pro-
ceso se encuentran bastante estudiadas, pero deben ser mejoradas por medio de la introduccién
de innovaciones que permitan reducir los consumos de energia y generen una mayor productividad
volumétrica de etanol. La estrategia de proceso evaluada en esta investigacion permite incrementar
la productividad volumétrica y reducir los consumos de tiempo y energia al integrar las etapas en
forma simultanea en modo continuo.

Los granulos de almidon para ser transformados en etanol requieren de tres etapas® |) Licuefaccion:
proceso hidrolitico en donde los granulos de almidon se hidratan y se dilatan en condiciones de alta
temperatura (coccion) y en donde las enzimas amilo-liticas (alfa amilasas) hidrolizan las moléculas de
almidon produciendo maltodextrinas, que son moléculas de diferentes longitudes de cadena, deri-
vadas del almidén y que se caracterizan por su grado de polimerizacion. 2) Sacarificacion: proceso
enzimatico en donde enzimas glucoamiloliticas (glucoamilasas o también conocidas como amilogloco-
sidasas) hidrolizan los enlaces carboxilicos terminales de las moléculas de maltodextrinas en glucosa.
3) Fermentacioén: transformacion de azlcares fermentables, producto de la hidrolisis del almidén
(maltosa y glucosa), en etanol. Esta transformacion es mediada por levaduras y bacterias: tienen im-
portancia industrial la levadura Saccharomyces cerevisiae y la bacteria Zymomonas mobilis.

Los modelos de produccion de etanol se soportan en estrategias de proceso en modo discontinuo,
lote alimentado y continuo. La principal desventaja del modo discontinuo radica en los altos costos
operativos en los que se incurre durante las actividades preparativas de cada lote, y en los gastos de
preparacion de los inéculos industriales. La principal ventaja de los procesos continuos se centra en
la potencialidad de alcanzar altos niveles de productividad de etanol, y presenta como restriccién el
peligro de contaminacién del proceso debido a los largos periodos de operacion'**.

La produccién de etanol a partir de yuca en el pais no presenta antecedentes a escala industrial; existe
solo un proyecto (proyecto Canta Claro) de iniciativa privada en el departamento del Meta que esta
préximo a entrar en operacion con una capacidad de 25.000 L/dia, pero se desconocen los resultados
obtenidos a la fecha®.

Atthasampunna et al.,* como estrategia de reduccion de costos de produccién, evaluaron la produc-
cion de etanol a partir de almidon de yuca a través de procesos de coccion a alta y baja temperatura,
alcanzado eficiencias promedio del 90% y valores medios de productividad de 1,35-1,40 g/Lh de eta-
nol, respectivamente. Se ha utilizado la estrategia de proceso desacarificacion y fermentacion simul-
tanea (SSF) en modo discontinuo para la produccion de etanol a partir de almidon de yuca, logrando
reducir los tiempos de proceso hasta un 50%, e incrementar los valores de productividad en un 30%
(1,0 vs 1,3 g/Lh)’.

La yuca como sustrato para la produccion de etanol puede ser utilizada como tubérculo fresco sin pe-
lar, tubérculo fresco pelado y trozos deshidratados de yuca pelada. Independiente de la presentacién
de la yuca, se requiere una molienda previa antes de la coccién. Srikanta et al.®encontraron, por medio
de un estudio comparativo de produccién de etanol en discontinuo a partir de las diferentes presen-
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taciones, que las productividades del proceso dependen de la forma de la materia prima: 0,82, 0,92
y 1,27 g/Lh para yuca sin pelar, yuca pelada y chips deshidratados de yuca pelada, respectivamente.

Para mejorar la eficiencia del proceso de obtencion de etanol a partir de yuca se han desarrollado
una serie de investigaciones en modo continuo, pero que infortunadamente solo involucran la etapa
de fermentacion de jarabes glucosados, o procesos de evaluacion de estrategias SSF en modo conti-
nuo®''. La produccién en continuo a través del proceso SFSC (sacarificacion-fermentacion simultanea
en continuo) con uso de levaduras autofloculantes operando a una D de 0,042 h™' permiti6 alcanzar
productividades del orden de 3,58 g/L-h, y eficiencias de rendimiento del 86,2%”.

Roble et al.'" evaluaron la produccién de etanol con levaduras inmovilizadas en una matriz biologica
de la esponja Loofa en un reactor continuo tipo airlift, y encontraron productividades de 1,7 g/L-h,
valores relativamente bajos para este modo de operacion.

Tripetchkul y Ishizaki'? investigaron la produccién de etanol a partir de hidrolizados del almidén de
sago, utilizando como microorganismo la bacteria Zymomonas mobilis y alcanzando productividades de
I'1,1 g/L-h. La produccion en continuo de etanol a partir del tubérculo del Topinambur presenté pro-
ductividades de 12,5 g/L-h a una D de 0,36h"', un valor sustancialmente alto frente a la productividad
alcanzada en modo discontinuo (3,3 g/L-h)'3.

Este proyecto evalla la viabilidad técnica de la produccién de etanol en continuo a partir de harina
de yuca por medio del estudio independiente de los procesos de licuefaccion, sacarificacion y fer-
mentacion (LSFC), el acoplamiento en serie de las tres etapas y la integracion en modo continuo de
las etapas de sacarificacion y fermentacion en forma simultanea (SFSC). Se hace una evaluacién del
efecto de la D sobre los rendimientos, productividades y concentraciones de etanol. La investigacion
es inédita porque a la fecha no hay reportes de integracion de las tres etapas de proceso en modo
continuo, y sus resultados podran ser escalados industrialmente mejorando la competitividad de la
cadena productiva de etanol de yuca.

MATERIALESY METODOS

Materiales

Harina de yuca procesada en la Planta Piloto de la Universidad de Antioquia, localizada en el Munici-
pio de Mutata, fue utilizada como sustrato para la produccién de etanol. La variedad ICA Copiblanca
fue la variedad de yuca utilizada en este proyecto. Para la obtencion de la harina de yuca el tubérculo
fue lavado, picado, triturado, deshidratado y tamizado hasta obtener un tamano de particula de 0,246
mm. La harina fue secada por tres horas en estufaa 100 +/- 0.1°C antes de su uso con el objetivo
de reducir la carga microbiana y evitar la contaminacién de los procesos.

Las enzimas utilizadas en el proyecto fueron las enzimas Termamyl 120L y AMG 300L producidas
por Novozymes, las cuales fueron compradas en el mercado local. La levadura Sacharomyces cerevisiae
marca Ethanol Red de la casa Fermentis fue utilizada como microorganismo fermentativo. Los pro-
cesos fueron desarrollados en Biorreactores de 5 L de volumen util (B-Braund, New Brunswick y
Bioengineering)

Evaluacion de los procesos de fermentacion, sacarificacion y fermentacion en
modo continuo independiente

Con el propésito de evaluar el efecto de la tasa de dilucion sobre los rendimientos de los tres proce-
sos en modo continuo e independiente y definir la tasa a la que se pueden acoplar los tres procesos
en serie, se desarrollaron los siguientes montajes:
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Proceso de licuefaccion en continuo

El proceso en continuo inicié con la alimentacién y cosecha simultanea a un sistema de licuefaccion
en lotes con 2 horas de proceso, que se desarroll6 a 85 °C, pH 5,5, 6,67 Hz y una carga enzimatica
0,4 KNU/g almidon de la enzima Termamyl [20L y una concentracion inicial de harina de 200 g/L. La
alimentacion de la lechada de harina de yuca se realizé a una concentracion de 200 g/L, 25 °C, pH 5,5
y concentracion de Ca ** de 20 mg/L suplementado como CaCl,. El proceso en continuo conservé
las condiciones del proceso en modo discontinuo. Debido a que la enzima se encontré en medio
libre fue necesario alimentar enzima fresca a un flujo que permitiera conservar la carga de enzima en
el medio. Se hizo seguimiento al proceso hasta alcanzar condiciones de estado estacionario, tiempo
en el cual fueron ajustados los flujos para evaluar otras D. En el biorreactor fueron controlados la
temperatura, pH y agitacion.

Proceso de sacarificacion en continuo

El montaje del sistema se inicia con el desarrollo de un proceso de sacarificacion por lotes de las
maltodextrinas, producidas en el proceso de licuefaccion de harina de yuca. El sistemas por lotes
opero por seis horas y presentd como condiciones iniciales de proceso: 60 °C, pH 4,5, 6,67 Hz y una
carga enzimatica de AMG 300L, 75 g/l de A.R. (concentracion final de azicares reductores del proce-
so de licuefaccion), alcanzando una conversién en A. R. del 90%. Cumplidas las seis horas de proceso
por lotes, fueron alimentadas y cosechadas simultdineamente las corrientes de alimento y producto,
respectivamente. La corriente de alimentacion presento las siguientes condiciones: concentraciéon de
75 g/L de AR, 25 °Cy pH 5.5.

El proceso en continuo conservo las condiciones del proceso por lotes. Fue necesario alimentar en-
zima fresca a un flujo que permitiera conservar la carga de enzima en el medio. Debido a que el pH
de la corriente de alimentacion permanecié a pH 5,5 y el pH del proceso debia estar en un valor de
4.5, fue necesario controlar esta variable del sistema en el biorreactor mediante la adicion de acido
citrico ajustando el punto de control a 4,5. Se hizo seguimiento al proceso hasta alcanzar condiciones
de estado estacionario, tiempo en el cual fueron ajustados los flujos para evaluar otras D. Se contro-
laron en el biorreactor la temperatura, agitacién y pH.

Proceso de fermentacion en continuo

Como es caracteristico del arranque de los sistemas biolégicos en modo continuo, el proceso fue ini-
ciado en modo discontinuo. Las condiciones iniciales del sistema en modo discontinuo fueron: con-
centracion inicial de sustrato So= 175 g/L glucosa, pH 4,5,37 °C,6,67 Hz y un inéculo de levadura de
0.75 g/L (activado 30 minutos en un medio a las mismas condiciones de proceso del cultivo continuo;
no fue necesaria la adicion de sales segin metodologia de Acosta el al.'*). Como medio fermentativo
del proceso fueron utilizados los jarabes glucosados obtenidos de la sacarificacion enzimatica del
licuado de la harina de yuca.

Después de 6 horas de proceso de fermentacién en modo discontinuo y garantizando que se alcanzara
la fase de crecimiento exponencial, se inicié en forma simultanea la alimentacion de la corriente fresca
de sustrato y el cosechado de la corriente de producto. Las condiciones del proceso:T, pH y agitacion
en modo continuo fueron las mismas del proceso discontinuo. El proceso fue monitoreado por medio
del seguimiento a las concentraciones de A.R., glucosa y etanol. Una vez se alcanzaron las condiciones de
estado estacionario (no variabilidad en las concentraciones del medio), se procedié a ajustar los flujos
de alimentacién y de producto para satisfacer los valores de las otras tasas de dilucién.

Licuefaccion, sacarificacion y fermentacion en serie en modo continuo
Una vez fue estudiado el efecto de D sobre los rendimientos de los procesos, se seleccioné la D
que permitiera acoplar los tres procesos en serie. El proceso requirié del uso de tres biorreactores
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operando con un volumen util de 5 L y de bombas peristalticas para ajustar los flujos de alimentacion
y cosechado de los tres procesos correspondientes a la tasa de dilucion de operacién. Fue necesario
suministraren la corriente de alimentacion en los procesos de licuefaccion y sacarificacion las enzimas
Termamyl 120L y AMG 300L a las relaciones operadas y descritas en modo independientes.

El arranque del sistema en continuo requirié que los procesos de fermentacién y sacarificacion en
discontinuo se montaran en simultaneo, y luego de 4 horas de operacién de estos procesos se dio
inicio al proceso de licuefaccién. Los flujos de alimentacion y cosechado de los tres biorreactores
iniciaron después de 2 horas de operacion del proceso de licuefaccion. En los biorreactores fueron
controlados la temperatura, pH, y agitacion. Las condiciones de proceso de las operaciones en
continuo fueron las utilizadas en las etapas de evaluacion en continuo en modo independiente. La
alimentacion fresca al sistema conservé las mismas propiedades del flujo de alimentacion del proceso
de licuefaccién en modo continuo independiente, garantizando la concentracion de Ca** en el sistema
reactivo. El proceso fue desarrollado hasta alcanzar condiciones de estado estacionario.

Sacarificacion-fermentacion simultanea en modo continuo

Para evaluar la viabilidad técnica de desarrollar el proceso SFSC, se realizé el montaje del sistema en
un biorreactor de 5 L alimentado con maltodextrinas,a 25 ° C, pH 5,5 y 75 g/l de A.R. El proceso
SFSC arranco con la alimentacion y cosechado simultaneo después de seis horas de fermentacion en
discontinuo. El sistema en continuo conservé las propiedades del proceso de fermentacion en lotes.
El sistema fue alimentado con una corriente adicional por donde se suministré la enzima AMG 300
L. El proceso fue controlado a 37 °Cy 6,67 Hz y pH 4.5. El seguimiento del proceso se realizé hasta
garantizar condiciones de estado estacionario.

Métodos analiticos

La harina de yuca fue caracterizada bromatoldgicamente siguiendo los métodos de la AOAC'".
Humedad (AOAC 925 45 modificado Ed. 15), cenizas (AOAC 923 03 Ed. 16), proteinas (AOAC 968
05 Ed. 15), carbohidratos (calculo por diferencia de componentes diferentes a carbohidratos), grasa
(AOAC 920 39 Ed. 15), calorias (calculo a partir de grasa, proteinas y carbohidratos) y almidén cuan-
titativo (espectrofotométrico).

A partir de tres tiempos de retencion fueron tomadas muestras para analisis de A.R., glucosa y etanol;
los analisis se desarrollaron por triplicado. Los perfiles de fermentacién (concentracion frente a tiem-
po) de etanol y glucosa se cuantificaron por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) usando
un cromatografo Agillent 1200, y una columna BioRad Aminex HPX-87H (300x 7,8 mm); como fase
movil se utilizé una solucién de 0,012 N de acido sulfurico grado HPLC con un flujo de 0,5 mL/min,
con una temperatura de columna de 338,15 K utilizando detector de indice de Refraccién Agillent.
Los azucares reductores se determinaron por el método de Millerusando un espectrofotometro UV
visible Genesys 20'®.

RESULTADOSY DISCUSION

Analisis bromatolégico de la harina de yuca variedad Copiblanca

En la tabla | se muestra la composicién de la harina de yuca variedad Copiblanca. Se puede observar
el alto contenido de proteina de la harina, caracteristica de la variedad de yuca utilizada (3,03%) que
permite soportar los requerimientos de fuente de nitrégeno del microorganismo en los procesos
fermentativos.
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Tabla I.Analisis bromatolégico de la harina de yuca variedad Copiblanca

Parametro Valor %
Humedad 13,2
Cenizas 2,15
Proteinas 3,03
Carbohidratos 81,48
Grasa 0,16
Calorias Kcal/g 3394
Almidoén cuantitativo 62,23

Proceso de licuefaccion en continuo

El proceso de licuefaccion en continuo solo fue posible evaluarlo a la tasa de dilucion de 0,1 h', ya
que a tasas inferiores se presentaron problemas de obstrucciones de la suspension en las mangueras
de alimentacion de la bomba peristaltica; y a tasas de dilucion mayores, el control de temperatura
del biorreactor no permitid que se controlara la temperatura a 85 °C, lo que presentd problemas
de gelatinizacion. En la tabla 2 se aprecia que el proceso en continuo permitié alcanzar conversién
de almidon en A.R. del 40%, lo que representa concentraciones de A.R. de 65 g/L; estos valores son
muy similares a los resultados obtenidos en modo discontinuo'*. El proceso permitié alcanzar una
productividad media de 6,1 g/L-h de AR (61,6 g/LA.R.x 0,I h')

Tabla 2. Licuefaccion en modocontinuo

Tiempo (h) | TR (h) | A.R.(g/l)| Conversion %
0 0 67,8 41
16 1,6 50,8 31
27 2,7 61,6 39
38 3,8 65,6 40
50 5.0 66.7 40

TR Tiempos de Retencion = |/D

Proceso de sacarificacion en continuo

El proceso de sacarificacion en modo continuo presentd niveles de conversion de almidon en azu-
cares reductores similares a los encontrados en procesos discontinuos'. En la tabla 3, se oberva que
no hubo diferencia apreciable entre los niveles de conversion y A.R. obtenidos en las tasas de dilucion
evaluadas. Los valores de productividad alcanzados a las diferentes tasas de Dilucién (P (g/L-h) = AR
(g/L) x D (h")) fueron 15 g/L-h, 29,4 g/L-h y 48 g/L-h, valores muy superiores a las productividades
alcanzadas por Hoshino, et al.'’, utilizando la enzima auto precipitante D-AS (3,6 g/L-h a una D de 0,
h'). Es importante aclarar que en nuestro sistema, la enzima se encontré libre, por lo que se requirié
alimentar enzima fresca a la corriente de alimentacion.
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Tabla 3. Sacarificacion en modocontinuo
(concentracion de A.R.y conversioén a los 4 TR)

Tasa dilucion || Concentracion A.R. (g/l)| Conversion (%)

0,1 150 90,4
0,2 147,36 89,3
0,3 159,02 96,4

Proceso de fermentacion en modo continuo

En la tabla 4 se muestran para cada una de las D evaluadas, los valores de concentracion de etanol, la
concentracion de glucosay productividad de etanol. Se observo, como era de esperarse, que a medi-
da que se incrementa el flujo de alimentacion (aumento de D) los valores de concentracion de etanol
disminuyen; los valores de concentracién de glucosa presentaron un comportamiento contrario; esto
se explica porque en la medida que se incrementa el flujo de alimentacion, disminuye el tiempo de
retencion, ya que las células de levadura no permanecen el tiempo suficiente en el biorreactor para
desarrollar el proceso metabolico. Los valores de productividad mayores se alcanzaron a las tasas de
dilucién de 0,07 y 0,1 h™' (4,1 g/L-h), valores mayores a los alcanzados en procesos por lotes (1.3y 2.5
g/L-h)’. La maxima concentracion de etanol se alcanzé a una tasa de dilucion de 0,07 h' (6,90% v/v),
valor interesante para procesos continuos. Los valores de las productividades son bajos comparados
con los sistemas de reciclo multietapas (12,7 g/L-h)'® e inmovilizacién de biomasa (29,64 g/L-h a D
0,11 h"')", y mayores a los reportados en sistemas con uso de levaduras autofloculantes (3,58 g/L-h
a D=0,042h") "% (2,41 g/L-ha D = 0,027 h"")%.

Tabla 4. Fermentaciones en modo continuo
(concentraciones de etanol y glucosa y valores de productividades evaluadasa 4 TR)

Tasa dilucién Concentracion Concentracion C.;Iucosa Productividad
etanol (% v/v) etanol g/L residual (g/L) (g/L-h)
0,07 6,90 53,82 48 4,1
0,1 5,20 41,11 57 4,1
0,15 2,42 19,14 84 2,9
0,2 2,11 16,67 119 33
0,25 1,69 13,31 115 33
0,3 1,44 11,38 108 3,4

Acoplamiento en serie de las etapas de licuefaccion, sacarificacion y
fermentacién en modo continuo (LSFC)

Las tablas 5 y 6 muestran los resultados del seguimiento del sistema acoplado en continuo de las
etapas de licuefaccion, sacarificacion y fermentacion para la produccion de etanol a partir de harina
de yuca.En la tabla 5 se observa cémo a la tasa de dilucion de 0,1 h*' fue posible acoplar las tres eta-
pas del proceso y alcanzar las condiciones de estado estacionario, hecho que demuestra la viabilidad
técnica de la integracion de los procesos.
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Tabla 5. Sistema de licuefaccion, sacarificaciéon y fermentacion acoplados en continuo
(concentraciéon de A.R.de los procesos acoplados en serie en modo continuo)

Tiempo TR Alimentacion | Licuefaccion | Sacarificacion | Fermentacion
(h) fresca (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
2 0,2 4,3 75,8 150,5 108,6
10 I 5 68,2 149,6 76,2
23 2,3 6,5 65,6 158,8 63,7
32 3,2 3,7 68,8 155,4 66,9
35 3,5 3,3 72,3 148,6 58,1
42 4,2 5 68,4 148,3 59,8
59 59 4,7 67,4 51,7 57
62 6,2 4,9 70,7 147,9 58,4
64 6,4 5 72,5 148,9 61,1

Las tablas 5 y 6 permiten observar que a partir de los 4,2 TR se alcanzaron condiciones de estado es-
tacionario en las tres etapas del sistema. La suspension de harina de yuca mantuvo una concentracion
homogénea en el intervalo 3,3-6,5 g/L de A.R. durante el proceso, lo que evidencia la calidad microbiolo-
gica de la corriente de alimentacion al proceso de licuefaccion; la concentracion de A.R. en condiciones
de estado estacionario en el proceso se licuefaccion se mantuvo en el intervalo 67,4-72,5 g/L; se alcanzo
una concentracion de A.R. en el intervalo de (148,3-148,6)g/L en condiciones de estado estacionario
en el proceso de sacarificacion; y en la etapa de fermentacién se alcanzaron concentraciones de etanol
y glucosa en g/L en los intervalos de (40,99-46,66) y (53,48-54,77), respectivamente. La productividad
alcanzada en el proceso de acoplamiento de la tres etapas bordeo valores medios de 4,38 g/L-h, valores
mayores como era de esperarse frente a los procesos desarrollados en forma discontinua.

Tabla 6. Sistema de licuefaccion, sacarificaciéon y fermentacion acoplados en continuo
(valores de productividad, rendimiento y concentraciones

de etanol y glucosa en el biorreactor de fermentacion)

Ti(zrhr;po TR E(tgz;:())l G?glff)sa Prod;lclf:.vidad Etavr;‘c:l % Y pis || Rendimiento
2 0,2 95,7 93,62 N.A. 5,10 0,50 0,92
10 I 40,81 70,36 4,10 5,23 0,52 0.99
23 2,3 32,02 58,18 3,20 4,11 0,32 0,62
32 32 46,66 60,22 4,66 5,98 0,49 0,96
35 3,5 40,99 56,46 4,10 5,26 0,44 0,87
42 42 45,5 53,48 4,55 5,83 0,48 0,94
59 5,9 40,81 54,48 4,10 5,23 0,42 0,82
62 6,2 42,02 55,95 4,20 511 0,46 0,85
64 6,4 46,66 54,77 4,67 5,98 0,55 0.86
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Sacarificacion-fermentacion simultanea en modo continuo

En la tabla 7 se presentan los valores de las concentraciones de etanol, A.R. y glucosa en el en las
corrientes producto y de A.R. en la corriente de alimentacién del sistema SFSC. Se observé que a la
tasa de dilucién de 0,1 h'! fue posible desarrollar la estrategia de proceso SFSC, pues a partir de 2 TR
las concentraciones de sustrato y producto se acercaron a un intervalo estrecho de concentracion.A
partir de 2 TR se alcanzaron en condiciones de estado estacionario concentraciones de etanol de 35
g/L, que representan productividades de 3,5 g/L-h de etanol y rendimientos teéricos del 68%, rendi-
mientos inferiores a la estrategia de LSFC en serie, en donde los rendimientos del proceso acoplado
bordearon el 100%. En estudios realizados por Castafo et al.’,se alcanzaron incrementos de produc-
tividad del 30% (1,3 g/L-h de etanol) utilizando la estrategia sacarificacion y fermentacion simultaneas
(SFS) por lotes usando como materia prima almidon de yuca, y las enzimas liquozyme y spirizyme,
cuando compararon los resultados contra un proceso en donde los procesos de sacarificacion y fer-
mentacion se desarrollaron en forma independiente (1,0 g/L-h).Valores similares de concentracién de
etanol y rendimientos fueron encontrados por Neves,et al?' utilizando la estrategia de proceso SFS
a partir de harina de trigo en modo discontinuo, lo que pone de manifiesto el éxito en el desarrollo
del proceso en continuo.

Tabla 7. Seguimiento a las concentraciones de substrato y producto en el Sistema SFSC

P | si F
Tiempo Alimento roducto del sistema SSFC Productividad

TR A.R Glucosa Y p/s Rendimiento

") AR@D (@) Etanol gn gll gl-h ’

0 0 77,3 133,4 16,19 124,09 1,62 0,47 0,92

12 1,2 78,9 80,4 42,26 67,25 4,23 0,48 0,95

21 2,1 78,9 73 37,28 64,63 3,73 0,39 0,77

33 3,3 77,6 70,2 33,89 59,64 3,40 0,35 0,68

36 3,6 74,6 68,9 35,31 59,81 3,53 0,35 0,68

48 4.8 75.2 69.7 35.24 59.02 3.52 0.34 0.68

La produccion en continuo a través del proceso SFSC con uso de levaduras auto-floculantes operan-
do a una D 0,042 h' permitié alcanzar productividades del orden de 3,58 g/L-h y eficiencias de ren-
dimiento del 86.2%, muy similares a los resultados de este proyecto'’. Los valores de concentracion
de etanol en el sistema LSFC son mayores a los producidos en el proceso SFSC (4,38 vs 3,5 g/L-h).
La comparacion de las concentraciones de A.R. en las corrientes de entrada y salida permite concluir
que el proceso enzimatico opero sin inconvenientes, pese a que el proceso se realizd a una tempe-
ratura inferior a la reportada como &ptima segun la casa fabricante (40 °C vs 60 °C). Este hecho fue
reportado en otras investigaciones "2y fue suficiente para garantizar el metabolismo de la levadura.
Al comparar la concentraciones de A.R.y glucosa en el sistema, se aprecia que la eficiencia del proce-
so de sacarificacion, tomando como base la carga de almidon alimentado al proceso de licuefaccion,
se aproximo al 95%, pues fue dejada de sacarificar una concentracion equivalente de 10 g/L de A.R.

Comparacion de los procesos FC,LSFC, SFSC

En la tabla 8 se puede evidenciar el éxito de la estrategia del proceso al acoplar las etapas de licue-
faccion, sacarificacion y fermentacion en modo continuo operando en serie a una tasa de dilucion de
0,1 h',pues los valores de productividad alcanzados fueron iguales frente al control (fermentacion
en continuo operando a la misma tasa de dilucion). La estrategia de proceso SFSC presento una re-
duccion en el valor de productividad. No hubo diferencia en los valores de concentracion de etanol
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alcanzados en los procesos (5,4 %v/v); solo se presentd una diferencia en concentracion en el proceso
FC (fermentacion en continuo) que opero a una tasa de dilucion de 0,07 h™',que alcanzé una concen-
tracion de 6,9% viv.

Tabla 8. Analisis comparativo de los resultados
de las estrategias de proceso SFSC,LSFCy FC.

Proceso D h'  Productividad g/L-h Etanol % viv Y pls Rendimiento

SFSC 0, 35 54 0,39 0,77
LSFC 0, 4.38 54 0,46 0,91
F continuo 0,1 4,1 5,2 0,40 0,78
F continuo 0,07 4,1 6,9 0,48 0,94

Al comparar los resultados del proceso de acoplamiento LSFC (Licuefaccién sacarificacion fermenta-
cion simultanea en modo continuo) con los procesos LSFS (Licuefaccion sacarificacion fermentacion
simultaneas en modo discontinuo)? y el proceso LSF (Licuefaccion, sacarificacion y fermentacion
independientes en modo discontinuo)’ se observa que el proceso LSFC presenta el mayor valor de
productividad (4,3 g/L-h vs 2,5 g/L-h y 3,21 g/L-h, respectivamente. En la tabla 9 se apreciaque la con-
centracion de etanol alcanzada en el proceso LSFC fue menor a las concentraciones de los procesos
LSFS y LSF (5,40 % v/v vs 14,62y 14 % vlv, respectivamente).

Se recomienda a la misma tasa de dilucion utilizada, evaluar el efecto de la concentracion del inoculo
sobre el porcentaje de consumo de sustrato en el proceso discontinuo que sirve de arranque de
los procesos en continuo.

Tabla 9 Comparacion de estrategias de proceso de produccion de
etanol a partir de harina de yuca

Modo Productividad g/l-h | Etanol %v/v | Y p/s | Rendimiento%
LSFS discontinuo 2,5 14,62 0,44 92
LSF Independientes 3,21 14 0,44 92
LSFC 4,1 5,38 0,39 77
CONCLUSIONES

Es factible técnicamente el acoplamiento en serie de los tres procesos en modo continuo: licuefac-
cion, sacarificacion y fermentacion. Los procesos de sacarificacion y fermentacion simultaneos se
pueden desarrollar en modo continuo. Los procesos se pudieron integrar a una tasa de dilucion de 0, |
h-'.Se alcanzaron productividades de 4,38 g/Lh de etanol con concentraciones de 5,4% v/v, que equi-
vale a rendimientos del 90%. Se alcanzaron productividades superiores a las estrategias de proceso
LSFS en discontinuo y LSF independientes en modo discontinuo. Los resultados de esta investigacion
pueden ser utilizados por la industria nacional de produccion de alcohol etilico para ser usado como
oxigenante bioldgico de gasolinas, como respuesta a los requerimientos de la Ley 693 de 2001; como
alcohol etilico potable para la fabricacion de bebidas, y en la industria de perfumes. Los resultados de
la investigacion fortalecen tecnolégicamente la cadena productiva de la yuca (productores agricolas
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y procesadores industriales) al validar la viabilidad técnica de integrar en modo continuo y en forma
simultanea los procesos de licuefaccion, sacarificacion y fermentacién, y demostrar que se alcanzaron
mayores productividades comparados con los procesos discontinuos, hecho que representa mayor
economia en el proceso por reduccion de costos de operaciodn al integrar los procesos en una sola
etapa, permitiendo incrementar la capacidad de procesamiento de la plantas de proceso.
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