ARTICULO CORTO

Produccion de etanol a partir de yuca en condiciones
de alta concentracion de solidos (VHG)

Ethanol production from cassava using very high gravity conditions
(VHG)

Mabel Beatriz Esquivia Mercado®, Hader Ivdn Castaiio Peldez", Lucia Atehortiia Garcés™ ",

KK KKK

Alejandro Acosta Cdrdenas™ ™", Carlos Eduardo Mejia Gémez

Resumen

La investigacion realizada evalda el efecto del medio fermentativo y la concentraciéon de azdcares iniciales sobre la
produccion de etanol en sistemas batch, cuando se emplean sacarificados de harina de yuca (Manihot esculenta), como
fuente de carbono. El diseno experimental ejecutado fue de tipo bifactorial de efectos fijos y analiza la productividad
de bioetanol en cuatro medios fermentativos diferentes, dos de los cuales se suplementaron con sacarificados de harina
de yuca variedad Copiblanca. Las concentraciones de azicares iniciales evaluadas en estos sustratos fueron de 250,
300 y 350 g/L. Estos tratamientos fermentativos fueron inoculados con una variedad etanologénica comercial de S. ce-
revisiae a una concentracion de 0.05% (p/v). Las condiciones de proceso incluyeron un volumen final de 150 mL, una
incubacion a 35°C por 48 horas, agitacion constante de 150 rpm y pH entre 4.0 y 4.5. Los sacarificados provenientes
de esta variedad de yuca usados como fuente de carbono, mostraron ser excelentes sustratos para la obtencién de
etanol. Se evidenciaron aumentos de mas del 500% en términos de productividad volumétrica con respecto al control
experimental y se alcanzaron concentraciones finales de etanol del 14.7%v/v, asociadas a rendimientos producto/sus-
trato de 0,48 g/g y productividades de 2,4 g/L/h. Estos parametros cinéticos fueron logrados con el medio fermentativo
mas simple evaluado, medio compuesto por los sacarificados como fuente de carbono y como unica fuente nutricional,
bajo concentraciones de azicares iniciales de 250g/L; lo que demuestra la aptitud de estos sustratos para efectos de
produccion etandlica.

Palabras clave: Bioetanol, sacarificados de harina de yuca, fermentaciones con alto contenido de sélidos.

Abstract

This research exposes the fermentative medium and initial sugar concentration effect on ethanol production in batch
systems, when used glucose syrups derivatives of cassava (Manihot esculenta), as a carbon source. The experimental
design was factorial and analyzes the productivity of bioethanol in four different fermentation media, two of which were
supplemented with cassava flour sugared. The initial sugar concentrations tested on these substrates were 250, 300
and 350 g / L. These fermentative treatments were inoculated with a commercial ethanolic variety of S. cerevisiae at a
concentration of 0.05% (w / v). The process conditions included a final volume of 150 mL, incubation at 35 ° C for 48
hours , constant stirring at 150 rpm and pH between 4.0 and 4.5. The saccharified from this cassava variety showed be
excellent substrate for the bioethanol production, achieving increases of 550% in terms of volumetric productivity over
the control experiment, the above, allowed us to achieve final concentrations of ethanol of 14.7% v / v, yields product /
substrate of 0.5 g / g, and productivities of 2.4 g / L / h. Most interesting is that these kinetic parameters were achieved
with the simplest fermentation medium evaluated, the mean was compound of saccharified as a carbon source and
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as a sole source of nutrition, and its initial concentration of sugars was 250g / L; the above shows the ability of these

substrates for ethanol production purposes.

Keywords: Bioethanol, cassava flour saccharified, very high-gravity fermentations.
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Introduccién

La avanzada crisis ambiental y la futura crisis energé-
tica y econdémica, pueden ser enfrentadas con la pro-
duccién de biocombustibles, la cual seria exitosa si se
establecen tempranamente politicas que regulen su al-
cance y que protejan aspectos tan importantes como
la seguridad alimentaria de las comunidades involucra-
das en la explotacion de los recursos renovables desti-
nados para tal propdsito.

Debe tenerse en cuenta que no son solo ambienta-
les los beneficios de los combustibles ecolégicos tales
como el biodiesel y el bioetanol, ya que alrededor de
estas interesantes estrategias de energia alternativa, se
tejen importantes unidades de negocios, que promue-
ven el desarrollo rural e impactan positivamente el em-
pleo en el campo; muestra de ello es Brasil, pais que se
vio obligado con la crisis de los precios del petréleo en
la década de los setenta a cambiar las fuentes conven-
cionales de abastecimiento energético, creando toda
una industria del etanol que en el ano 2000 alcanzo
los 700.000 empleos a partir de uso de biomasa pro-
cedente de la cana, Menéndez (2001). Experiencias
como estas son seguidas por paises que le han apos-
tado a la produccion de alcohol carburante a partir de
biomasa vegetal, tales son los casos de EEUU con los
cultivos de maiz, India con la cafa de azdcar y Tailan-
dia con biomasa de yuca, Lan et al. (2007).

Son diversas las estrategias fermentativas asociadas
a la produccién de etanol a partir de biomasa vege-
tal; sin embargo, una de las mejor calificadas por sus
interesantes ahorros energéticos e hidricos, eficiente
autocontrol microbiano y altas concentraciones finales
de etanol, ha sido el modelo fermentativo bajo condi-
ciones de alto contenido de sélidos; modelo caracte-
rizado por fermentaciones a contracciones superiores
de 270 g/L Bai et al. (2004). La aplicacion de este mo-
delo ha ofrecido resultados satisfactorios en materia
de produccién etandlica, logrando porcentajes finales
de etanol y rendimientos producto/sustrato que os-
cilan entre 12 a 18%v/v y 0.45 a 0.49 g/g respecti-
vamente, a partir de sustratos amilaceos procedentes
de trigo son regularmente suplementados con fuentes
de nitr6geno y micronutientes especificos, Jones et
al. (1994). Las optimizaciones de este tipo de medios
de cultivo han sido evaluadas, a fin de disminuir los
tiempos de fermentacion y los costos de producciéon
por concepto de la suplementacién nutricional, punto
en el que el sorgo dulce ha ofrecido una interesante
alternativa; recientes reportes revelan que solo con la
suplementacion de la fuente de nitrégeno, este sustra-
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to ofrece porcentajes de etanol proximos al 15%v/v
y rendimientos producto/sustrato entre 0.49 y 0.5 g/g,
bajo cinéticas de fermentacion cercanas a las 56 ho-
ras, (Nuapeng et al., 2011; Chan et al., 2013). Parte
del éxito de estas estrategias fermentativas depende
del tipo de cultivo amilaceo empleado y su contenido
propio de nutrientes, variable que juega un papel de-
terminante en la viabilidad técnico-econémica de los
modelos evaluados y que definen su adaptacién a las
realidades del sector industrial alcoholero.

La industria del etanol en América Latina es promiso-
ria dada la biodiversidad de sus cultivos amilaceos y
la riqueza y extension de sus tierras disponibles para
uso agricola. Colombia es uno de los paises de mayor
productividad en materias primas de enorme peso en
la produccion futura de biocombustibles con cultivos
que incluyen cafa de azdcar, sorgo dulce, remolacha,
maiz, cebada y yuca, Bochno (2008). Este dltimo cul-
tivo ha sido propuesto por el Ministerio de Minas y
Energia, después de la cafa azucarera, para la obten-
cion de bioetanol de primera generacion; decision que
no es gratuita, ya que tiene la capacidad de tolerar la
sequia y los suelos degradados, con lo que ha asegura-
do su importancia econémica a nivel mundial. La yuca
se adapta a diferentes condiciones agro ecolégicas, cli-
maticas y su cultivo requiere de poca tecnologia, ade-
mas presenta bajo costo de produccién, poca mano
de obra requerida, alta estabilidad de sus rendimientos
y un largo periodo de cosecha. Soportado en estas
ventajas agroindustriales, el Ministerio de Agricultura 'y
Desarrollo Rural en 2001 inicia el proyecto “Alianzas
Productivas para la Paz”, bajo el cual se estudiaron 40
variedades yuca, de estas se seleccionaron 12 expo-
nentes a abril de 2003 y son las que actualmente se
tienen sembradas en mas de 110 hectareas en Mutata
- Uraba Antioquefo. Entre las variedades selecciona-
das como clones de altos rendimientos se cuentan Co-
piblanca, Copiroja, la Verdnica y Ginnés con las que se
puede lograr hasta 25 t/ha, MADR (2001).

En resonancia a este llamado socio-econémico y
medioambiental, y con el fin de contribuir al fortale-
cimiento de la cadena productiva de la yuca, se de-
sarrolla el presente estudio aplicado cuyo propésito
es evaluar la aptitud de los sacarificados de harina de
yuca variedad Copiblanca (clon seleccionado como
de alto rendimiento de acuerdo a los dltimos estudios
del CIAT en el Uraba Antioquefno), para efectos de su
bio-conversién a etanol con una cepa comercial de
demostrada capacidad etanologénica, cuando se em-
plean condiciones de alto contenido de sélidos.
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Materiales y métodos

Microorganismos y condiciones de cultivo

Los microorganismos empleados fueron dos varieda-
des nativas de S. cerevisiae obtenidas por estudios de
bioprospeccién microbiana para estos propésitos y
facilitadas por el Laboratorio de Biotrasformacion de
la Universidad de Antioquia, y una variedad etanolo-
génica comercial de Saccharomyces cerevisiae (cuya
referencia no es reportada en este trabajo). Las condi-
ciones de manejo incluyeron su mantenimiento bajo
temperaturas de refrigeracion en placas de agar PDA
(Papa Dextrosa Agar) y su respectiva reactivacion en
caldos YM (Yeast Medium), para su posterior inocula-
cion en los medios alternativos evaluados.

Seleccion de la cepa etanologénica

La seleccion de la cepa de S. cerevisiae incluyo crite-
rios de etanol-tolerancia y produccién etandlica en
medio estandar modificado YM (Yeast Medium). Se
manejo la misma composicion nutricional del medio
base, sélo que la fuente de carbono fue reemplazada
en origen y concentracion por sacarificados de harina
de yuca variedad Copiblanca a 100g/L en términos de
azlcares fermentables, respectivamente, a fin de gene-
rar un reto osmolar primario con la fuente de carbono
de interés para el presente estudio. Las condiciones
de cultivo incluyeron el uso de Erlenmeyers de 250
mL, en donde los voliumenes finales fueron de 150 mL
mantenidos en condiciones de anaerobiosis, se mane-
j6 una agitacion de 150 rpm y una temperatura de
35 °C. El pH del proceso fermentativo oscilé entre 4.0
y 4.5 y el in6culo de levadura utilizado fue del 0.05%
(p/v). El tiempo de cultivo evaluado fue de 24 horas
con muestreo Unico a final de proceso.

Preparacion de hidrolizados de harina de yuca
variedad Copiblanca

Se realizaron suspensiones de harina de yuca variedad
Copiblanca al 40% p/v, a las cuales se les ajusté el pH a
5.5 previa adicion de Ca** a 30 ppm. Las suspensiones
fueron licuadas durante 2.5 horas a una temperatura
de 83°C, empleando para tal fin una amilasa comercial
Termamyl® 120 L a una dilucién de 0.5 mL/L. Poste-
riormente el material licuado fue llevado a un pH de
4.5 por adicion de NaOH y sometido a sacarificacion
durante 6 horas a 60 °C, la enzima utilizada en este
proceso fue una amiloglucosidasa comercial AMG®
300L a una concentracion de 1.5 mL/L. Ambas enzi-
mas con actividades de 120 KNU/g y 300 AGU/ml res-
pectivamente, son ofrecidas por Novozymes a través
de Coldanzimas Ltda. en Colombia. Los sacarificados
obtenidos fueron objeto de analisis bromatoloégico.

Medios de fermentacién

Se evaluaron dos medios de fermentacion, cada uno
de los cuales cont6 con su respectivo control; los me-

dios estudiados fueron: Sacarificado de harina de yuca
variedad Copiblanca (MS), el cual fue obtenido por la
licuefaccion y posterior sacarificacion de la harina de
yuca, siendo el sacarificado obtenido el dnico nutriente
empleado en este medio. Medio Formulado (MF), cuya
composicion fue obtenida por balance estequiométri-
co empleando para ello la constitucién bioquimica de
la levadura. En este balance se consideré el nitrégeno,
potasio y magnesio propio de las materias primas em-
pleadas. La fuente de carbono fue suplementada a par-
tir de los sacarificados de harina de yuca; las fuentes
de nitr6geno y micronutrientes fueron suplementadas
por sales de uso convencional en la industria alcoho-
lera (ver tabla 1).

Los controles manejados hacen referencia al Control
del Sacarificado (CS), que emplea como fuente de car-
bono y uUnico constituyente glucosa anhidra y al Con-
trol del Medio Formulado (CF), este presentd la misma
composicion que el medio obtenido por formulacién
(MF), sin embargo la fuente de carbono fue suplemen-
tada por glucosa anhidra.

Los niveles de concentracion de azlcares iniciales
(CAl) objeto de evaluacion fueron: 350, 300 y 250 g/L
en términos de glucosa, tanto para los medios suple-
mentados con sacarificado como para aquellos que se
trabajaron con glucosa anhidra.

Condiciones de fermentacion

Las fermentaciones fueron llevadas a cabo en sistemas
discontinuos para lo cual se hizo uso de Erlenmeyers de
250 mL, en donde los volimenes de fermentacion fueron
de 150 mL mantenidos en condiciones de anaerobiosis,
se manejo una agitacion de 150 rpm y una temperatura
de 35°C. El pH del proceso fermentativo oscil6 entre 4.0
y 4.5 y el inéculo de levadura utilizado fue del 0.05%
(p/v). Las cinéticas de fermentacion se evaluaron durante
48 horas con muestreos cada 8 horas.

Muestreo y andlisis de muestras

Los muestreos se realizaron por extraccion de 5mlL
del fermentado manteniendo las condiciones de anae-
robiosis; del volumen extraido TmL fue usado para
cuantificacion de biomasa por peso seco, el material
restante fue sometido a centrifugacion a 4000 rpm
durante 10 minutos, el sobrenadante obtenido fue
empleado para determinacion de azdcares reductores
por DNS vy para andlisis de glucosa por GOD-PAD; la
cuantificacion de etanol, fue realizada por HPLC em-
pleando un cromatégrafo Agillent 1200 y una colum-
na BioRad Aminex HPX-87H (300x 7.8 mm), la fase
movil manejada fue una solucién de 0.012 N de 4cido
sulfdrico con un flujo de 0.5 mL/min y una temperatu-
ra de 65°C, para las lecturas fue utilizado un detector
de indice de refraccion. Los estudios de viabilidad se
apoyaron en la técnica de azul de tripan. Las células
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Tabla 1. Composicién de los Medios Fermentativos.

. Composicion del Medio Fermentativo en g/L
Compuesto Nutricional

MS MF CS CF
Azlcares fermentables via . .
Sacarificados de Harina de Yuca 250-300-350 250-300-350
Glucosa 250-300-350" 250-300-350"
Fosfato de Amonio 13 13
Fosfato de Potasio 7
Sulfato de Magnesio 4 4

La composicién de los medios fermentativos se definié por el origen de los azticares fermentables y la presencia 6 ausencia de suplementacién con

sales fermentativas.

*  Concentracién de azicares iniciales obtenida a partir de sacarificados de harina de yuca var. Copiblanca;

** Concentracién de aztcares iniciales obtenida a partir de glucosa.

con capacidad proliferativa se cuantificaron por siem-
bra en PCA con el consecuente célculo de UFC/mL.

Los sacarificados fueron sometidos a andlisis de protei-
nas por el método 968.05 de la AOAC, la determina-
cion de cenizas solubles fue realizada por el método
923.03 de la AOAC, la cuantificacion de la fibra solu-
ble se realizé por el método 31.012 de la AOAC. La
determinacion de oligosacaridos desde DP2 a DP10
(cadenas de glucosa de 2 unidades hasta 10 unida-
des), fue realizada por HPLC con una columna Bio-
Rad Aminex HPX-87P (300x 7.8 mm), la fase mévil fue
agua MilliQ desgasificada con un flujo de 0.5 mL/min
y una temperatura de 85°C, las lecturas se hicieron en
un detector de indice de refraccion.

En las harinas, la determinacién de almidén post-hidré-
lisis acida se realizé por el método 906.03 de la AOAC.
Los andlisis de grasa y humedad se realizaron por los
métodos 925.45 y 920.39 referidos en la AOAC, res-
pectivamente.

Diseiio experimental y andlisis estadistico

El disefio experimental utilizado es de tipo bifactorial
de efectos fijos, cuyos factores fueron la concentra-
cion de azdcares inicial (CAl) y el tipo de medio de fer-
mentacion, los cuales fueron evaluados a 3 y 4 niveles
respectivamente.

Las variables de respuesta analizadas fueron rendi-
miento etandlico y productividad volumétrica de eta-
nol, via Andlisis de Varianza, para lo que se empleé el
paquete estadistico Statgraphics plus v 5.1.

Resultados y discusién

Cepa etanologénica seleccionada

La viabilidad post-fermentacién fue considerada como
el indicador de tolerancia al etanol, el cual es bioqui-
micamente mas toxico que el adicionado al medio de

cultivo, esto debido al paso trans-membranal obligato-
rio, propio de los procesos de excrecion de este pro-
ducto metabdlico, Bai et al. (2008).

La produccion etandlica fue medida en términos del
rendimiento Yp/s (g etanol/g glucosa), obtenido en
fermentaciones de 24 horas bajo concentraciones de
azucares iniciales de100g/L.

Los resultados mostraron que la cepa de mejor des-
empeno etandlico y mayor etanol-tolerancia fue la
variedad comercial de Saccharomyces cerevisiae, con
valores de rendimiento y viabilidad post-fermentacion
de 0.5g/g y 88% respectivamente. Los datos de esta
evaluacion comparativa se muestran en la tabla 2.

Sacarificado de harina de yuca variedad
Copiblanca obtenido

La harina de yuca variedad Copiblanca llevada hasta
procesos de sacarificacion, permitié la obtencion de
jarabes de glucosa cuya composicién se muestra en la
tabla 3. El sustrato bio-convertible a etanol presente en
las harinas de yuca var. Copiblanca, corresponde a su
fraccion de almidon, la cual fue valorada en un 78.7%
p/p base seca. El contenido de humedad fue del 13.6%,
proteina del 4.4%, fibra 4.1%, cenizas del 1,9% e in-
solubles del 6.8 %, base himeda. No se encontraron
azucares libres en la harina de yuca empleada.

La conversion enzimatica de la fraccién de almidones
presentes en la harina de yuca a azdcares fermenta-
bles por la levadura, corresponde al 97%; el 3% res-
tante se hall6 en forma de azdcares reductores con
cadenas iguales o superiores a 4 unidades de glucosa
(Dp4 a Dp10).

Los sacarificados procedentes de la harina de yuca
variedad Copiblanca sometida a procesos de hidro-
lisis enzimatica, presentaron en materia de azucares
fermentables, solo mondémeros (glucosas), ya que
hubo ausencia de maltosas y maltotriosas, siendo el
siguiente oligosacarido de menor tamano presente en
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los sacarificados obtenidos, las maltotetrosas cuya es-
tructura no es compatible para su bioasimilacion por
S. cerevisiae, Zhu et al. (2005), por esta razén la base
de calculo para los rendimientos producto/sustrato se
redujo solo a la glucosa como Unico azlcar presente
en nuestros sacarificados tedéricamente fermentable
por la levadura.

Por cada unidad de glucosa, se obtienen 2 unidades
de etanol, por lo que se afirma que tedricamente por
cada 180 gramos de glucosa se generan 92 gramos
de etanol, resumiéndose lo anterior en un rendimiento
esperado del 0.51 g/g como consecuencia de la es-
tequiometria propia de esta biorreaccion. Por lo que
los hallazgos anteriores permiten afirmar que por cada
gramo de harina de yuca variedad Copiblanca, se ob-
tienen 0.43 gramos de etanol.

Tabla 2. Evaluacién de la Etanol-Tolerancia de cepas de
Saccharomyces cerevisiae en Medio YM modificado.

Viabilidad Post- Y /s
Cepa de S. cerevisiae Fermentacion P.
A (8/8)
(%)
S. cerevisiae (cepa nativa 1) 72.02 0.43
S. cerevisiae (cepa nativa 2) 67.33 0.39
S. cerevisiae var. comercial 88.25 0.50

Este medio estdndar es conocido como YM, medio universal para le-
vaduras y que se comporta como medio base en esta evaluacién com-
parativa, cabe aclarar que se suplementé con sacarificados de harina
de yuca hasta alcanzar 100g/L en aztcares reductores.

Tabla 3. Composicién del sacarificado de harina de yuca

variedad Copiblanca

Componente Porcentaje
Glucosa 84.1
Oligosacaridos (Dp4-Dp10) 2.9
Proteina 4.3
Fibra soluble 2.5
Cenizas solubles 1.2
Insolubles totales 5.0

Composicién en porcentaje de base seca de sacarificado.

Efectos del medio de cultivo y la concentracion de
aziicares iniciales sobre la produccion de etanol

La generacion de etanol a partir de sacarificados de ha-
rina de yuca presenta resultados asociados a amplios
rangos de produccién, en donde se hacen claros los
efectos de la concentracién de azicares iniciales, asi
como el tipo de medio de fermentacién empleado (ver
figura 1).

Particularmente, el uso de los sacarificados de harina de
yuca como fuente de carbono y dnica fuente nutricio-
nal (MS), muestra un impacto positivo en la produccién
de etanol, debido a que no presenta efectos inhibitorios
sobre la viabilidad celular, (aspecto de vital importancia
en la industria de etanol, que regularmente emplea el re-
uso de la biomasa de levadura para efectos de nuevas
fermentaciones) y en la productividad etandlica.

Un indicador indirecto de la inhibicion metabdlica de
la levadura, es el grado de asimilacién de la fuente de
carbono y su consecuente desviacion hacia etanol y/o
biomasa, parametro medido en términos de glucosa
residual; para el caso, a mayor glucosa residual, me-
nor grado de asimilacion, lo que revelaria una mayor
inhibicion microbiana. Este pardmetro se muestra al-
tamente sensible dependiendo del tipo de medio fer-
mentativo empleado y la concentracion de azucares
iniciales evaluada (ver tablas 4, 5,6 y 7).

La figura 2 permite identificar el medio sacarificado
con una CAl de 250 g/L (MS 250), como el medio mas
favorable para la produccién de etanol y expone una
comparacion de los rendimientos para cada medio de
fermentacién empleado. La produccién etanélica me-
dida en términos de concentracion final de producto
resulta ser interesante cuando se trabaja como medio
de fermentacion el sacarificado de harina de yuca sin
suplementar (MS), alcanzando porcentajes del 14.7%
v/v. Este valor se encuentra en el limite superior de
lo convencionalmente esperado, dado que las produc-
ciones etandlicas en sistemas batch oscilan entre 3.2
a 12.7%v/v, Sanchez et al. (2005).

Tabla 4. Produccién de etanol en medio sacarificado.

Parametro Medio Sacarificado
C’t\'z(:i';ﬁ::)de 250 300 350
P (%v/v) 14,70 12,62 11,81
S(g/L) 7,04 26,40 43,10
Yp/s (g/g) 0,48 0,36 0,30
Qs (g/Lh) 5,06 5,70 6,39
E (%)) 93,42 71,22 59,42

P, Concentracién final de Etanol en % v/v; S, Glucosa residual en g/L;
Yp/s, Rendimiento producto/sustrato en g/g; Qs, Consumo volumé-
trico de sustrato en g/Lh; E, Porcentaje de Rendimiento con respecto
al tedrico en %. Las concentraciones de glucosa iniciales fueron de
250,300y 350 g/L. Los pardmetros fermentativos son calculados con
un tiempo de 48h.

Productividades de 2.42 g/Lh, asociadas a concentra-
ciones de etanol de 14.7%v/v, son experimentadas
con los sacarificados de harina de yuca variedad Copi-
blanca sin ningdn tipo de adicién de sales o enzimas
reductoras de viscosidad. La composicion quimica del
sustrato es suficiente para soportar la produccion de
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Tabla 5. Produccién de etanol en medio formulado.

Parametro Medio Formulado
C’XZ(;:';':SI)de 250 300 350
P (%v/v) 3,10 0,82 1,04
S(g/L) 76,02 94,68 90,63
Yp/s (g/g) 0,14 0,03 0,03
Qs (g/Lh) 3,62 4,28 5,40
E(%)) 27,51 6,17 6,19

P, Concentracidn final de Etanol en % v/v; S, Glucosa residual en g/L;
Yp/s, Rendimiento producto/sustrato en g/g; Qs, Consumo volumé-
trico de sustrato en g/Lh; E, Porcentaje de Rendimiento con respecto
al tedrico en %. Las concentraciones de glucosa iniciales fueron de
250,300y 350 g/L. Los pardmetros fermentativos son calculados con

un tiempo de 48h.

Tabla 6. Produccién de etanol en control medio sacarificado.

Parametro Control Sacarificado
C’X;;::::)de 250 300 350
P (%v/v) 2,34 2,72 2,31
S (g/L) 85,76 83,25 88,94
Yp/s (g/8) 0,11 0,10 0,07
Qs (g/Lh) 3,42 4,52 5,44
E (%)) 22,00 19,38 13,66

P, Concentracién final de Etanol en % v/v; S, Glucosa residual en g/L;
Yp/s, Rendimiento producto/sustrato en g/g; Qs, Consumo volumé-
trico de sustrato en g/Lh; E, Porcentaje de Rendimiento con respecto
al tedrico en %. Las concentraciones de glucosa iniciales fueron de
250,300y 350 g/L. Los parametros fermentativos son calculados con
un tiempo de 48h.

Tabla 7. Produccién de etanol en control medio formulado.

Parametro Control Formulado
C’XZ(;:;'::)de 250 300 350
P (%v/v) 1,03 1,34 0,83
S(g/L) 91,14 90,1 92,02
Yp/s (g/g) 0,05 0,05 0,03
Qs (g/Lh) 3,31 4,37 537
E (%)) 10,01 9,86 4,97

P, Concentracién final de Etanol en % v/v; S, Glucosa residual en g/L;
Yp/s, Rendimiento producto/sustrato en g/g; Qs, Consumo volumé-
trico de sustrato en g/Lh; E, Porcentaje de Rendimiento con respecto
al tedrico en %. Las concentraciones de glucosa iniciales fueron de
250,300y 350 g/L. Los pardmetros fermentativos son calculados con
un tiempo de 48h.

etanol, ya que estos resultados se obtuvieron en el
medio sacarificado. Lo anterior, puede deberse a que
estos sacarificados presentan otros componentes que
incluyen derivados proteicos, cenizas y sales, los cua-
les contribuyen al adecuado desarrollo de la levadu-
ra en estado de anaerobiosis, facilitando el curso de
la via metabdlica fermentativa (ver tabla 3). El uso de
otro tipo de harinas, mas que del componente amila-
ceo de manera independiente, ha mostrado resultados
interesantes. Procesos de sacarificacion fermentacion
simultanea (SSF) de masas de papa con 304 g/l de
carbohidratos disueltos, uso de enzimas reductoras
de viscosidad y suplementacion del medio con sales,
alcanzaron concentraciones de etanol de 16.61 %v/v
y rendimientos de 89.7%, Srichuwong et al. (2009).

Por otro lado, Lim et al, en 2013 alcanzaron concen-
traciones de etanol de 14.92% v/v, fermentando ma-
sas de papa en condiciones de alta concentracién de
solidos (28% p/v). En este estudio se usaron también
enzimas reductoras de viscosidad y se suplementé el
medio con sulfato de amonio. Los resultados fueron
similares a los encontrados en este proyecto. Resulta-
dos obtenidos con otros sustratos como la patata en
condiciones de alta concentracion de solidos, también
son correspondientes a nuestros hallazgos; Cao et al.,
en 2011 manejaron condiciones de proceso SSF con
concentraciones de carbohidratos de 284 g/l, alcan-
zando concentraciones de 15.5% v/v y rendimientos
de etanol del 87.8%. Mejores resultados fueron los ob-
tenidos por Zhang et al, en 2010, utilizando xilanasa
para reducir la viscosidad del medio; en este caso la
concentracion final de etanol obtenida fue del 17%
v/v, a partir de medios con 300 g/I de carbohidratos.

Otras experiencias con harina de yuca incluyen las re-
portadas por Yingling, et al, en 2011, que alcanzaron
concentraciones de 18.46% p/p (22 %v/v), fermentan-
do masas de yuca en condiciones SSF, concentracio-
nes muy superiores a las alcanzadas en este proyecto;
mostrando las ventajas de los estudios de optimizacion
multiobjetivo en los procesos fermentativos. Este hecho
pone de manifiesto la necesidad de incorporar técnicas
de optimizacién a nuestros resultados y mejorar los ren-
dimientos y concentraciones finales de etanol, ademas
de explorar la posibilidad de evaluar la estrategia de
proceso de sacarificacion y fermentacion simultanea.

Sin embargo, se observa que los sacarificados de hari-
na de yuca var. Copiblanca suplementados con sales
de acuerdo a formulaciéon estequiométrica (MF) no fa-
vorecen la produccién etandlica, aunque debe tenerse
en cuenta que las concentraciones de azdcares y séli-
dos disueltos manejadas en la experimentacion fueron
altas, lo que se traduce en fuertes osmolaridades den-
tro de los medios fermentativos, las cuales aumentan
cuando la fuente de carbono es suplementada con
sales de convencional uso en fermentacion (adicién
de sales a los sacarificados de harina de yuca). Este
aumento de osmolaridad puede superar la tolerancia
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Figura 1. Comparacién de la produccién de etanol en el
tiempo en Medios de Fermentacién. MS, Medio Sacarifica-
do; MF, Medio Formulado; CS, Control Sacarificado; CF,
Control Formulado. Las concentraciones de azucares ini-
ciales fueron de 250,300 y 350 g/L. Los andlisis de etanol
fueron realizados por triplicado con coeficientes de variacién
menores al 3%.

de la levadura frente a esta variable, lo que explica-
ria el comportamiento de los resultados obtenidos. Lo
anterior indica que los modelos de suplementaciéon
deberian manejar fuentes complementarias de alto
valor nutricional especifico en materia de nitrégeno y
micronutrientes y que a su vez aporten la menor os-
molaridad posible; tal es el caso de la suplementacion
con matrices biologicas tipo extracto de levadura en
bajos niveles y que ofrecen un ajuste nutricional ade-
cuado para efectos de la produccion de bioetanol y el
incremento de sus parametros cinéticos, Nuapeng et
al. (2010); sin embargo, este tipo de fuentes suplemen-
tarias estan asociadas a altos costos, punto que debe
ser analizado para valorar la viabilidad técnica de su
aplicacion a escala industrial.

Con un p-valor de 0.000, el medio fermentativo con-
firma un efecto estadisticamente significativo sobre la
productividad de etanol, la anterior afirmacién e emi-
te con un 95,0% de confianza. Esto es totalmente co-
herente con lo observado en la figura 2, en donde es
claro el positivo impacto de los sacarificados de harina
de yuca sin suplementar (MS), sobre los parametros
cinéticos de la fermentacion etandlica (ver figura 3).

Por otro lado la concentracion de azicares iniciales
(CAl), evidencia el favorecimiento practico de la pro-
duccién etandlica conforme baja su nivel; este com-
portamiento puede explicarse dado que al disminuir la
concentracion de azdcares iniciales disminuye el efec-
to inhibitorio por sustrato generado por los azdcares
presentes en los hidrolizados de harina de yuca. Lo
anterior confirma que las mejores condiciones para la
produccion de etanol incluyen el medio sacarificado
sin suplementar (MS), cuando se trabaja con concen-
traciones iniciales de aztcares de 250g/L (ver figura 4).

Conclusiones

Los sacarificados de harina de yuca como fuente tnica
nutricional mostraron ser un interesante sustrato, ya
que la produccion de etanol bajo su uso fue ain ma-
yor que cuando se empled suplementacion con sales
fermentativas y glucosa anhidra, esta ultima es de facil
consumo por la levadura al tratarse de un monémero
y es considerada como la fuente de carbono estan-
dar para este tipo de biorreacciones, Monsalve et al.
(2006); lograndose aumentos de mas del 500% en
términos de productividad volumétrica con respecto
a este control.

El uso de los hidrolizados de harina de yuca sin suple-
mentar (MS), como medio alternativo para la fermen-
tacion etanodlica demostré favorecer en alto grado los
rendimientos y productividades de etanol, los cuales
oscilaron entre 0.48-0.30 g/g y 2.4-1.9 g/Lh, respecti-
vamente, llevando estos parametros a los limites supe-
riores de lo reportado por la literatura para procesos
batch. Estos niveles se obtienen en sustratos amilaceos
sin suplementar, es decir, con el medio mas simple de
los evaluados en este trabajo experimental (MS).

Los hallazgos del estudio realizado evidencian la apti-
tud de los sacarificados de harinas de yuca como me-
dios fermentativos interesantes para la produccion de
bioetanol a través de variedades comerciales de S.
cerevisiae.
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