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1. MEMORIA JUSTIFICATIVA

1.1 Introduccion

Este estudio trata sobre la produccién de bioetanol a partir de un subproducto de la
remolacha y la actividad metabolica de un tipo de hongo. Se pretende dar a conocer el
uso de los reactores bioldgicos, la cinética de los organismos implicados, la evolucion
de las distintas variables, los diferentes sustratos posibles. En definitiva, el disefio de
una planta piloto donde la produccion de alcohol a través de la actividad de unos
microorganismos concretos sea eficiente. Y para ello se aplica la biotecnologia.

La biotecnologia trata de unir los conocimientos cientificos e ingenieriles y aplicarlos a
procesos donde se ve involucrada la actividad de microorganismos y mediante su uso se
obtienen bienes y servicios.

La biotecnologia representa una integracion de diferentes conocimientos y disciplinas
cientificas que abarcan la Bioquimica, la microbiologia y la Ingenieria Quimica.

Esta disciplina utiliza agentes bioldgicos de distinta naturaleza, desde plantas o
animales hasta microorganismos, células de tejidos animales o vegetales, enzimas, para
obtener productos de utilidad en muy diversos campos, tales como el farmacéutico,
médico, agricola, ambiental, desarrollo de nuevos combustibles...

Las diferentes aplicaciones de la biotecnologia van desde la obtencion de antibidticos,
acidos organicos, alcoholes por procesos fermentativos hasta la depuraciéon de aguas
residuales. Y mediante la aplicacion de la ingenieria genética se puede obtener la mejora
de diferentes animales y plantas y hacer asi mas eficientes tales procesos.

La Ingenieria Bioquimica se centra en el desarrollo de tecnologias basadas en la
utilizacion de catalizadores de origen bioldgico, aplicando los principios de la ingenieria
quimica a tales procesos.

El ingeniero quimico debe ocuparse tanto de las areas a nivel molecular y celular como
en la resolucion de problemas en la produccion de productos de interés industrial. Sus
tareas comprenden los siguientes puntos:

e Mantenimiento 'y seleccion de  Dbiocatalizadores:  enzimas,
microorganismos o cé¢lulas animales o vegetales que tengan una actividad
catalitica.

e Disefio y operacion del sistema de reaccion (reactores enzimaticos,
biorreactores con biocatalizadores inmovilizados o libres, sistemas de
cultivo celular, tiempo de aireacion, potencia de agitacion, condiciones
de operacion...)

e Desarrollo de sistemas de monitorizacion y control de procesos
biotecnoldgicos.
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e Disefio y operacion de los procesos de recuperacion y purificacion de
productos.

e Andlisis y sintesis de procesos biotecnoldgicos.

Este proyecto se ha realizado para conseguir asi un mayor campo de aplicacion de los
ingenieros quimicos, ya que en los planes de la carrera de esta escuela no se tiene
ninguna asignatura donde se trabaje de forma intensa con reactores bioldgicos y se
disefien tales procesos de operacion.

1.2 Areas de aplicacién

El bioetanol se utiliza como sustitutivo de la gasolina, bien como unico combustible o
en mezclas. Por razones de miscibilidad entre ambos productos no se debe sobrepasar
una concentracion superior al 20% en volumen de etanol en la mezcla final.

El uso de mezclas, como la anteriormente especificada, no requiere cambios
significativos en el motor del vehiculo. Para ello el alcohol debe ser deshidratado a fin
de eliminar los efectos indeseables del agua en la mezcla.

El empleo de etanol como tnico combustible debe realizarse en motores
especificamente disefiados para tal biocombustible.

El bioetanol hace aumentar el octanaje de la gasolina y esto aumenta su calidad.
Ademas al usar esta mezcla se esta reduciendo el consumo de este combustible fosil, ya
en peligro de extinciéon. Con el uso del bioetanol se comienza a valorizar los
combustibles fosiles.

El bioetanol es una apuesta fuerte para el futuro de los combustibles. En capitulos
posteriores se vera como influye este producto en muchos sectores, tanto econémicos
como sociales, medioambientales y cientificos. Ademas se pueden reabrir las puertas a
industrias obsoletas como las de la cana de azucar, y asi producir un aumento del
producto interior bruto del pais haciendo que este aumento no sea consecuencia directa
de un aumento de la contaminacion global sino todo lo contrario.

1.3 Antecedentes

En este apartado se ha realizado una busqueda de los diferentes proyectos presentados
en la escuela relacionados con este tema en cuestion.

Realmente, no existe proyecto de semejanza con €ste, pero si hay algunos que tratan el
disefio de tanques de fermentacion para la produccion de la cerveza y su posterior
almacenamiento. Este proyecto se hace llamar “Disefio de tanques de fermentacion y
guarda de 6000 hl de capacidad para una fabrica de cerveza”. Fue realizado en el 1998.

Existe otro que se titula de la siguiente forma “Planta para la obtencion de azucar de
orujo por el método continuo de extraccion y posterior fermentacion dirigida para su
conversion den alcohol”. Realizado en 1980
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1.4 Objetivos

Este proyecto tiene varios objetivos, el primero y fundamental es el estudio de la
evolucion de los diferentes parametros que afectan al proceso de produccion de
bioetanol. Para ello se centra en un periodo largo de experimentacion donde se realizan
diferentes experimentos y asi se comparan los resultados con las predicciones teodricas
previamente desarrolladas. Otra meta es el disefio de una planta de produccion de
bioetanol en base a tal fase experimental.

Y como objetivo intrinseco a todo esto, se hace una introduccion al mundo de la
biotecnologia, la microbiologia, los biocombustibles y al funcionamiento de los
biorreactores.

De manera mas concreta se recogen en los siguientes puntos los objetivos marcados:

e Comprender el proceso de fermentacion y todos los aspectos relacionados con
él.

e Conocer de manera precisa el proceso de fermentacion de melaza de remolacha
empleando Saccharomyces Cerevisiae como microorganismo, y controlar asi las
variables del proceso.

e Obtener etanol mediante el proceso de separacion a partir de la fermentacion.
e Analizar los factores que afectan al proceso en cuanto al rendimiento y duracion.

e Diseflo de una planta piloto de produccion de etanol.

1.5 Metodologia experimental

El procedimiento experimental consta de varias fases, la primera trata el disefio de
experimentos, la segunda en la operacion con el reactor y la tercera se refiere al proceso
de separacion, es decir, la destilacidn, la cuarta es la metodologia llevada a cabo para la
siembra y cultivo de los microorganismos.

En la primera se disefian diversos experimentos donde se establecen valores diferentes a
las variables para poder asi descubrir el caso mas optimo y la influencia de éstas en el
proceso.

La segunda fase es la de la reaccidn, se hace un estudio del funcionamiento del reactor y
mediante la medicion de los parametros precisos y se halla la evolucion de las variables
fundamentales, y con esto se saca un rendimiento del reactor y la cinética para cada
caso.

En la tercera se prepara una columna sencilla de destilacion y mediante ésta se separa el
producto, etanol, del producto final del reactor. Asi se puede obtener el rendimiento
global del proceso. Ademas de sacar el rendimiento de la propia columna.

Entre estas fases aparecen otras actividades como la siembra. Mantenimiento y cultivo
de las levaduras. El procedimiento de la esterilizacion, la preparacion del sustrato. ..
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La fase experimental es lo mas importante del proyecto ya que este tltimo se basa en
ella y asi se comparan los analisis tedricos con los préacticos. Con todo ello se llega al
disefio de una planta piloto de produccién de etanol.
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1.6 Resumen del proyecto

Este proyecto consta de cinco capitulos que describen el desarrollo de la fase
experimental, la aplicacion de ésta al disefio de una planta de produccioén de etanol,
conclusiones generales y futuras lineas de investigacion. Ademas se incorporan una
serie de anexos donde se desarrollan conceptos generales y especificos del proceso en
cuestion.

El primer capitulo es la presente Memoria Justificativa, a modo de introduccion del
propio proyecto, se explica el area de aplicacion de tales operaciones, se definen
conceptos fundamentales para la compresion del estudio, se marcan los objetivos y se
pone de manifiesto la metodologia seguida en la fase experimental. También se buscan
antecedentes a este estudio, los cuales nos pueden ayudar para la compresion y mejora
de lo ya existente.

El segundo capitulo se refiere al periodo experimental. Es el méas importante ya que en
¢l esta basado todo el estudio. Se realiza una descripcion de los experimentos llevados a
cabo, del procedimiento seguido para la siembra de la levadura, la esterilizacion del
sustrato, la preparacion de este mismo. Ademas de definir las condiciones y el modo de
operacion. A través de este apartado se obtienen las conclusiones basicas para poder
realizar el disefio de una planta piloto de produccién de etanol.

En la fase experimental se realizan una serie de experimentos para poder asi llegar a
conocer cuales son las condiciones Optimas del proceso. Ademas se desarrolla el modo
de conseguir sustrato, levaduras, el mantenimiento de éstas, el modo de operacién y la
instrumentacidn necesaria para realizar tales experimentos con un rigor considerable.

Se ha usado un tanque de dos litros de capacidad, el sistema de agitacion procura una
mezcla perfecta. Este reactor tiene la posibilidad de aireacion.

El producto obtenido se ha llevado a una sencilla columna de destilacion. De aqui se
separa el etanol y se obtiene la cantidad total producida en cada experimento,
dependiendo ésta del rendimiento de conversion de cada estudio empirico.

Ademas en la fase experimental se comprueban que las predicciones teoéricas coinciden
con los resultados de los experimentos.

En el tercer capitulo se recoge el disefio basico de una planta piloto de produccion de
etanol. Este se basa en una cinética de reaccion sencilla como la de Monod para el
crecimiento celular.

En el disefio de la planta piloto, se usan los datos empiricos obtenidos en el capitulo
anterior y diferentes datos tabulados para llegar asi a un boceto de lo que seria una
planta piloto para la produccion de etanol. Aqui se disenan el modo del proceso, los
tipos de tanques y su disposicion, la capacidad de éstos, la velocidad de dilucidn, las
variables de operacion, el sistema de agitacion y de aireacion y su potencia y caudal
respectivamente.

En los capitulos 4 y 5 se establecen unas conclusiones finales y unas futuras
investigaciones que puedan mejorar lo realizado. Estas conclusiones se refieren tanto a
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las condiciones de operacion, a los resultados, al disefio de la planta como al modo de
operar para la obtencion de bioetanol.

Sobre las futuras lineas de investigacion se puede decir, resumidamente, que mejorando
las condiciones de esterilizacién, usando un método de separacion mas eficiente,
utilizando biocatalizadores inmovilizados y recirculando la corriente de salida, se puede
mejorar considerablemente el rendimiento global del proceso.

Aparte de estos cinco capitulos se tiene un anexo donde se explican conceptos
fundamentales para entender todo el proceso que este proyecto presenta.

El anexo 1 se refiere a las nuevas tecnologias que se estdn desarrollando en el campo de
la investigacion de los combustibles alternativos. De una forma general se hace un
repaso a tales investigaciones que se estdn dando en toda Europa. También se define
cada tecnologia y cada combustible. Se explica el porqué de la busqueda insistente de
un nuevo combustible.

El carburante ideal debe cumplir una serie de caracteristicas que hace practicamente
imposible llegar a su encuentro. Por un lado se busca una independencia del exterior, es
decir, Europa pretende el desarrollo de una tecnologia capaz de autoabastecerla. Por
otro, se quiere reducir la emision de los gases de invernadero y cumplir asi con el
acuerdo de Kyoto.

El carburante que sustituya a la gasolina o al gasoil debe tener las ventajas de éstos y no
sus inconvenientes. Debe dar una autonomia al vehiculo considerable, una seguridad
aceptable y una disponibilidad adecuada. Es decir, se debe llegar a una infraestructura
tal como la del mercado de los combustibles tradicionales.

Los biocarburantes son la alternativa mas al alcance entre muchas.

Por un lado se encuentra el hidrogeno, que seria el combustible idoneo, por su ausencia
de didéxido de carbono en su combustion. Ademds tiene una gran capacidad de
almacenar energia. Pero no se dispone de la tecnologia necesaria para reducir los costes
de inversion. Ademas su generacion se hace a través del uso de otra energia y ésta no
debe nunca emitir gases de efecto invernadero ya que entonces no se solucionaria el
problema.

El anexo 2 ahonda maés en el propio tema de interés, el bioetanol. Se intenta explicar en
¢éste las caracteristicas generales y mas especificas, sus diferentes usos y su presencia en
diversos paises.

El bioetanol es llamado bioetanol porque su sintesis se hace a través de las reacciones
biologicas. Se considera un combustible alternativo porque reduce la emision de gases
de efecto invernadero y ademas también disminuye el consumo de gasolina.

Por otro lado se ve como una alternativa viable ya que la inversion inicial no es muy
costosa porque se puede aprovechar el motor de la gasolina y la infraestructura de
abastecimiento existentes para potenciar el mercado de este tipo de combustible.
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El anexo 3 define el proceso de fermentacion, las variables por el cual se rige, los
fenémenos a tener en cuenta. Y se hace un esquema del proceso a escala laboratorio y a
escala industrial.

La fermentacién es un proceso que realizan muchos microorganismos, efectuando
reacciones sobre algunos compuestos orgdnicos y liberando energia. Soélo en
condiciones fermentativas se da la oxidacion parcial de los 4tomos de carbono del
compuesto organico y una pequeiia cantidad de la energia potencial disponible se libera.

Los anexos 4 y 5 tratan de los microorganismos y del sustrato. De su eleccion y de sus
caracteristicas.

El trabajo con microorganismos hace mas dificil el control del proceso. Se debe
procurar un buen alimento para obtener grandes conversiones de los azucares en etanol.

Los microorganismos utilizados son hongos, levaduras de la especie Saccharomyces y
de la clase Cerevisiae. Esta fue obtenida de la facultad de biologia. Estaba conservada a
-72 °C con nitrégeno liquido. Para su reanimacion se introdujo durante 48 horas en una
estufa a 32 °C sobre un sustrato solido llamado YPD.

En estos anexos se explica como se obtienen las colonias de una cepa, como se
mantienen y como se desarrolla su crecimiento.

Para ello se ha de elaborar un caldo de cultivo idéneo para conseguir los objetivos
marcados.

Este caldo debe tener una serie de macro y micronutrientes tales que propicien la buena
actividad de las células. Esto se consigue adicionando en su justa medida algunos
elementos, tales como el nitrogeno, el fosforo, algunas vitaminas,...

El anexo 6 deja paso a la cinética. La cinética de la biomasa, del producto y del sustrato.
Aqui se desarrollan las ecuaciones y los modelos que se aplican a estos tipos de
procesos.

El anexo 7 muestra las diversas formas de operar con un mismo reactor, el de tanque
agitado. Ademads se hace una breve descripcion de las nuevas tecnologias aplicadas al
desarrollo de innovadores reactores donde el rendimiento se hace mucho mayor, pero
también incrementan los costos de inversion.

El modo de operar es muy importante y condiciona las variables de operacion. El uso de
un modo u otro depende del objetivo del proceso y de la escala a la cual se estd
trabajando.

Por un lado estan los reactores de mezcla perfecta y los de flujo en piston. Dentro de
cada modalidad existen diversas formas trabajo, en continuo, discontinuo,
semicontinuo. La disposicion de los reactores puede ser en serie, trabajando con
recirculacion. El uso de biocatalizadores inmovilizados, libres. ..

Existen infinidades de combinaciones, cada una de ellas con ventajas e inconvenientes.
La eleccion de tales dependera de las condiciones del proceso, del producto final a
producir y de un conveniente andlisis de costes.
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2. FASE EXPERIMENTAL
2.1 Introduccion

En este estudio sobre la produccién de bioetanol a través de melaza y la actividad de las
levaduras Saccharomyces, se han llevado a cabo una serie de experimentos.

Estos experimentos se han realizado con la finalidad de obtener la cinética seguida por los
reactivos y productos. Ademas sirve como base para el desarrollo de un modelo matemaético.
Sabiendo las tendencias de las variables de operacion en el proceso y fijando otras, se puede
llegar a simplificar un sistema de ecuaciones complejos y resultar asi un modelo sencillo y a
la vez representativo. Esto es mediante el uso de una funcion objetivo. Tal funcioén se puede
optimizar y conseguir asi el disefio mas eficiente.

Mediante la fase experimental se obtienen las tendencias de las variables del proceso. Ademas
con ella se puede comprobar las hipotesis y las teorias que se han desarrollado en los capitulos
anteriores.

Se ha de decir, que con el equipo utilizado de medida, no se ha podido hacer un seguimiento
continuo de las variables necesarias para hallar la cinética de forma experimental. Pero si se
ha podido estudiar la evolucion de importantes factores como el pH, la concentracion de un
parametro que relaciona a todos los experimentos, tal pardmetro se refiere a la concentracion
de sacarosa junto con la de alcohol, ya que su medida se realizaba a través del refractometro,
y éste no era capaz de separar los dos componentes por separado. También se ha podido
estudiar la influencia de la aireacion en el proceso y de la agitacion.

Con la instalacion de una columna de destilacion sencilla se hallo la cantidad final de alcohol
obtenida en cada experimento, esto indicard el rendimiento de cada uno de los susodichos
experimentos.

Sabiendo todo lo anterior, la cinética se obtendra de la bibliografia recogida y mediante el
estudio de experimentos de mayor rigor.

Los pasos seguidos en el periodo experimental, de forma esquematica, han sido los que se
describen a continuacion.

e Preparacion del sustrato.

e Siembra e incubacidon de microorganismos.

e Operacion en el reactor de mezcla perfecta.

e Decantacion del producto obtenido.

e Separacion del etanol mediante una columna de destilacion.

e Filtracion de la fase densa, pesada de microorganismos producidos.
e Calculos

e Observaciones en base a los resultados graficos y analiticos.

e Incidencias, errores, hipotesis aplicadas.
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2.2 Preparacion del sustrato

Se parte de melaza, un subproducto de la remolacha. La melaza contiene una gran cantidad de
azucares, en forma de sacarosa, en una proporcion cercana al 45%. A causa de esta excesiva
cantidad de azucar es conveniente diluirla para poder usarla como sustrato de la levadura. Las
diluciones se realizaran a diferentes concentraciones siendo el mdximo de azicar permitido
alrededor del 20% en volumen.

En un recipiente de agua caliente se echara una cantidad precisa de melaza viscosa y se
agitard para conseguir una buena disolucion.

Una vez obtenida la mezcla ésta se filtrard para quitar las impurezas de la propia melaza.
Estas impurezas son de caracter s6lido y pueden ser negativas para el proceso de
fermentacion.

Cuando ya se tiene diluida la melaza, se le afiade 5g/l de fosfato diamodnico, esto hace mas
nutritivo al sustrato, ya que se afiade macroelementos como el fosfato y el nitrogeno ausentes
en el sustrato original. La cantidad a afnadir de esta sal dependera de la cantidad en gramos de
melaza que se ha usado para realizar la disolucion.

La disolucion de melaza tiene un pH alto que se ve incrementado por la adicion del fosfato.
Este pH se ha de disminuir hasta uno acido ya que uno demasiado basico es perjudicial para la
actividad de las levaduras.

Entonces, la disolucion se acidificara llegando a un pH minimo de 4. Este pH acido evita la
contaminacion del sustrato con otros microorganismos sin interés industrial.

Al acidificar el sustrato se consigue un medio hostil apto para un pequefio grupo de
microorganismos. Este pequefio grupo corresponde a la Saccharomyces, que es el hongo que
fermentard los azucares y los transformard en etanol.

Ademas, el sustrato serd calentado hasta unos 80 °C, donde las bacterias y hongos existentes
en ¢l desapareceran, pero las esporas permaneceran ya que se ha de llegar a una temperatura
de unos 120°C para romperlas. Asi que con este hecho ya se introduce un factor que restara
eficiencia al proceso de produccion de etanol.

Después se enfriard rapidamente haciendo pasar agua por las paredes exteriores del recipiente
que lo contenga. Hacia una temperatura cercana a los 30°C estara listo para ser usado como
caldo de cultivo y fermentativo.

De forma esquematica, los pasos a seguir para la preparacion del sustrato son los siguientes:

e Dilucion de la melaza

e C(larificacion

e Filtracion de la mezcla

e Adicion de macronutrientes y micronutrientes
e Acidificacion

e Esterilizacion
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1. Dilucion de la melaza

De la dilucion dependera la cantidad de sacarosa introducida el reactor.
A través del uso del refractometro, previamente calibrado, se hallara la cantidad en %v/v de
sacarosa. Esta variara desde un 12% a un 20% en los sucesivos experimentos.

La cantidad de aztcares fermentables no puede ser excesiva ya que crearia una situacion
perjudicial en el desarrollo de la actividad de las levaduras. Estas se agobiarian y su actividad
disminuiria fuertemente.

Tampoco puede ser deficiente, ya que la carencia de los elementos nutritivos evitaria el
desarrollo pleno de las funciones vitales de los microorganismos y como consecuencia se
reduciria la produccion de etanol.

Los g/l de sacarosa afiadidos variaran para asi obtener diferentes experimentos en donde se
puedan comparar los resultados y ver asi la eficiencia de cada experimento.

1

- :% fi

- |

Fig.1 Melaza sin diluir Fig. 2 Dilucion de la melaza en agua caliente

Fig. 3 Homogenizacion de la mezcla
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2. Clarificacion
La disolucion de la melaza en agua debe clarificarse antes de ser usada como sustrato. Esta
clarificacion se puede hacer mediante el uso de un centrifugador o a través de la

sedimentacion por gravedad.

En este caso se dejo sedimentar en una columna durante 24 horas. Asi se recogid el
clarificado y éste fue filtrado en la siguiente etapa.

La clarificacion favorece la transferencia de oxigeno y ademés reduce la formacion de
espumas.

3. Filtracion de la melaza

El clarificado se dejo reposar sobre varios papeles de filtro y se recogio en varios Erlenmeyer.
Las impurezas quedaron en el filtro y se obtuvo un sustrato mas puro.

4. Adicion de macronutrientes y micronutrientes

La melaza proveniente de la remolacha contiene una gran variedad de macronutrientes y
vitaminas tales como los que se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 1. Composicion detallada de la melaza

Componentes % v/v
Sacarosa 45 -52
Agua 15-20
Cenizas 8-12
No Azucar orgénica 20-22
No Azucar inorganica 9-10
Nitrogeno total 2-3

La melaza tiene una densidad de 1,3 a 1,4 kg/m’. La composicion de la melaza es muy
variable ya que depende del tipo de cultivo y el proceso seguido para la fabricacion del
azucar. La sacarosa contenida en la melaza va acompanada de pequenas cantidades de
rafinosa y de azucar invertido. El no azlcar estd compuesto por materias orgédnicas
nitrogenadas, no nitrogenadas y cenizas.

La materia orgdnica no nitrogenada comprenden los &acidos organicos tartaricos, malico,
citricos... y también pectina, pentosa y las gomas.

La adicion de nitrogeno y fosforo a través del fosfato diamonico aporta una mejora en la
calidad del sustrato.
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La adicion de esta sal dependera de la cantidad en masa absoluta de melaza utilizada, ésta se
pesara previamente a su dilucion.

5. Acidificacion

En esta etapa se pretende bajar el pH y crear un medio hostil donde no puedan vivir
microorganismos diferentes a la Saccharomyces Cerevisiae. El pH se acidifica hasta uno que
permita la vida de las levaduras, éste estd en un rango de 4 a 4,5.

A través de la adicion de éacido clorhidrico y de un agitador magnético que homogenice la
mezcla se acidifica el medio de fermentacion. Un indicador de pH mide de forma continua la
disolucion hasta que se obtiene una mezcla acida. El volumen de acido adicionado depende de
la cantidad de disolucion a acidificar, si ésta es de aproximadamente 1200 mililitros, la
cantidad de acido oscila entre unos 50 ml y 70 ml.

6. Esterilizacién

La esterilizacion es de vital importancia en la produccion de bioetanol a través de la levadura,
ya que si coexisten otras especies que no realizan la tarea de fermentacion via alcoholica, el
rendimiento del proceso baja de forma considerable. Esto quiere decir, que la materia nutritiva
es consumida por un mayor nimero de microorganismos y no es transformada en etanol sino
en otros subproductos que no tienen interés industrial. Se crea una competencia entre diversos
microorganismos en el medio de fermentacion, una lucha por el consumo de nutrientes.

Se debe sefalar, que en las actuales condiciones del laboratorio, donde se ha operado, es
imposible llegar a la esterilizacion.

Teniendo en cuenta lo dicho anteriormente, se intentd el siguiente procedimiento,
esterilizacion por via térmica.

El sustrato es calentado a unos 80°C mediante una placa. El tiempo de calentamiento es corto,
alrededor de unos 15 minutos para un volumen de 1000 ml.

Previamente se calienta el reactor a unos 70 °C. Esto se realiza a través del uso de un baifio
térmico, el cual hace circular agua hacia una camisa que envuelve al reactor.

Se introduce el sustrato calentado y se mantiene la temperatura durante 30 minutos. Después,
se hace burbujear aire a través del medio y mediante la camisa comienza a circular agua a
temperatura ambiente. Asi comienza el periodo de enfriamiento rapido, donde se hace pasar al
sustrato de 75°C a 30°C.

Con todo esto se consigue la reduccion de bacterias y hongos, pero no se llega a romper las
esporas, ya que para ello se debe alcanzar mayores temperaturas, alrededor de los 120°C.

De todas formas, un calentamiento excesivo de sustrato causa la descomposicion de la materia
organica de dicho sustrato, y con ella la de los nutrientes.

Proyecto Fin de carrera Fase Experimental Pagina 12




[\)

‘ Proyecto Fin de carrera Disefio de una planta piloto para la produccion de bioetanol

Por ello es preferible un periodo de calentamiento y enfriamiento rapido, y una fase de
mantenimiento corta a una temperatura alta.

2.3 Siembra e incubacion de los microorganismos

La Saccharomyces Cerevisiae pertenece al reino de los hongos. Es una levadura y es muy
utilizada en la produccion de cervezas, vinos,...

La usada en concreto en este estudio pertenece a la cepa IFI 256 silvestre. Proviene del norte
de Espafia. Por este motivo, aguantan bajas temperaturas, pero se desarrollan mejor a unos
30°C. Este cultivo se mantiene en un medio so6lido, de agar. Se debe conservar en frio, y
dependiendo de la temperatura de almacenamiento su duracidon serd mayor o menor. Si se
guarda en un frigorifico puede durar hasta un mes. Si se mantiene a -20°C su duracion sera
mayor. Y para almacenarlo como stock a -80°C es necesario el uso de glicerol o leche. Asi se
evita la cristalizacion de la levadura y su consecuente rotura. Este almacenamiento a tan baja
temperatura precisa de nitrégeno liquido.

Cuando se mantiene el cultivo a unos 5°C es necesario repiques periddicos cada mes en medio
de cultivo fresco.

El cultivo fresco so6lido usado es el llamado YPD. En ¢l se realiza la siembra de la levadura en
forma de zigzag a través de un palillo de dientes esterilizado. El motivo de esta forma de
siembra es para conseguir diferentes colonias isogenéticas, de iguales genes.

Este cultivo se realiza sobre una caja de petri, una vez que se ha hecho la siembra se introduce
en una estufa y se mantiene a 32°C durante 48 horas. Asi se desarrollan mediante el consumo
de nutrientes y el efecto de una calida temperatura que hace aumentar su crecimiento.

Si se pretende una duracién mayor del cultivo, éste se ha de guardar en nitrégeno liquido, se
tomaran 828 Ml de cultivo estacionario de 48 horas y se le adicionaran 172 pl de glicerol 87.
Su congelamiento se hara en nitrogeno liquido a unos 80°C bajo 0.

Asi se asegura su almacenamiento en un largo periodo de tiempo, haciendo posible su uso en
cualquier momento activandolo con calor.

Otro método usado, y quizas el mas eficiente es la liofilizacion, pero es muy complejo y se
requiere de mayor tecnologia.

La liofilizacién consiste en sacarle el agua a una sustancia congelada omitiendo el estado
liquido. Se congela una solucidon acuosa de la sustancia quimica que se desea liofilizar y, a esa
baja temperatura que impide cambios quimicos de deterioro, se le somete a un alto vacio que
hace pasar el agua del estado solido al estado gaseoso, sin pasar por el estado liquido. Es una
forma de secar un producto quimico a temperaturas bajisimas, sin el deterioro que produciria
el recalentamiento.

Tal vez el método mas satisfactorio sea el descrito anteriormente, aunque pueden emplearse
con éxito cualquier otro método que asegure la estabilidad, o sea que no se produzcan
cambios en las propiedades bioquimicas del microorganismo.
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1. Procedimiento de siembra

Se parte de una caja de petri que contiene la cepa IFI 256 de la levadura Saccharomyces
Cerevisiae. Se ha de crear una atmoésfera reductora donde se pueda operar sin riesgo de
contaminacion. Con un mechero de laboratorio se obtiene un pequefio radio de ambiente
reductor. Este mechero se coloca bajo una campana. Antes de comenzar el proceso de siembra
se prepara el sustrato.

Fig.4 Cultivo de Saccharomyces Cerevisiae en YPD sdlido.

El cultivo de la izquierda esté sano. El de la derecha esta contaminado.

Se ha de esterilizar los recipientes en donde se van ha realizar las inoculaciones del sustrato.
Estos seran erlenmeyer de 250 ml. Se introduciran en la estufa y se calentaran hasta 120 °C.
Cuando se alcanza tal temperatura se mantiene la operacion de esterilizacion durante 10
minutos. Después se transportaran hacia zona de operacion reductora y se meteran en un bafio
de agua fria. Asi se conseguird enfriarlos rapidamente. El agua no debe introducirse en el
interior de tales recipientes.

Fig. 5 Fase de esterilizacion y siembra en atmdsfera reductora.

Las bocas de los erlenmeyer se haran pasar por la llama del mechero. Después se introducira
una cierta cantidad de sustrato debidamente elaborado y a una temperatura no superior a los
40°C. Con la ayuda de un palillo de diente previamente esterilizado se cogerd una
pequenisima muestra de levadura de la caja de petri. Bastara con deslizar el palillo de diente
de forma suave por unas de las colonias en zigzag existentes sobre el agar. Este palillo se
introducira en el erlenmeyer y se realizard una pequefia agitaciéon manual.
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Fig. 6 Fase de siembra y repiques periodicos.

Para esterilizar el palillo, se introduce en un bafio de agua hirviendo y después, htimedo, se
pasa por la llama del mechero.

Normalmente, para la esterilizacion del material a usar en la siembra y en el proceso de
fermentacion, se requiere de un autoclave. Este es un recipiente donde se pueden introducir
todos los elementos que requieran esterilizacion y se someten a presion con vapor. Ademas
todos los conductos y sistemas deben ser sometidos a un chorro de vapor.

En este caso se carecia de un autoclave y se hizo de una forma sencilla que no aseguraba el
100% de esterilizacion.

Sin embargo, se ha de tener en cuenta, que en el proceso de fermentacion se genera alcohol. Y
¢éste actiia como desinfectante de microorganismos extrafios al proceso. Por ello, el riesgo de
contaminacion disminuye. Ademds la acidificacion del sustrato también previene de la
existencia de microorganismos competentes por los nutrientes.

También se podia haber usado una olla a presion.

Después de inocular con los hongos el sustrato, el erlenmeyer es tapado con algodén llevado a
una estufa donde se dejara incubando durante 72 horas y a una temperatura de unos 32°C.

Durante este periodo la colonia de levadura sumergida en el medio se alimentara de los
nutrientes existentes y crecera hasta llegar al estado estacionario. Depositandose en la parte
inferior del recipiente, ya que tales microorganismos sedimentan bien. En esta incubacion es
aconsejable introducir agitacion en la mezcla.

Al cabo de los tres dias, se puede encontrar una fina capa blancuzca con tintes marrones en el
fondo del erlenmeyer. Esta capa es la levadura generada. Se procuran unas condiciones donde
se fomente el crecimiento de la levadura, que es el objetivo marcado para la posterior siembra
del reactor de fermentacion.
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Cuando se obtiene esta capa, cuidadosamente se extrae el liquido clarificado, es decir, el
alcohol producido mezclado con los demas elementos.

Una vez separadas ambas fases se puede proceder de dos formas para obtener la levadura.
Una seria filtrar la levadura y posteriormente usarla, de forma humeda o seca para inocular el
reactor u otras siembras.

La otra seria usar directamente este pequefio volumen de sustrato inoculado para sembrar el
reactor.

Las dos opciones son aceptables y la usada en este caso es la segunda, porque asi se evita usar
otros recipientes e instrumentos que no llegarian a ser totalmente esterilizado, a causa de la
falta de medios.

El proceso de siembra se suele realizar en serie, es decir, que a partir de un medio inoculado
donde se ha llegado al crecimiento estacionario de los microorganismos, se repica otros
medios de sustratos frescos en diferentes recipientes.

Y através de la siembra de estos nuevos medios se sigue inoculando otros.
Asi se consigue aumentar la cantidad inicial de levadura contenida en la caja de petri que fue
sacada del congelamiento. Y ademas se renueva haciendo que su calidad mejore.

En el proceso de siembra se ha utilizado cantidades de sustratos diferentes contenidos en
erlenmeyer de iguales tamanos. Asi se puede estudiar la velocidad de dilucién. Y como afecta
el aire en el crecimiento de los microorganismos.

También se vario el pH en las distintas siembras para estudiar su influencia en la situacién
planteada, ademas de afiadir diversas cantidades de sales.
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2.4 Operacion en el reactor

Para la realizacion del estudio, se utiliza un reactor de mezcla perfecta de capacidad 2 litros.
Con un agitador y una camisa envolvente para su calefaccion con la ayuda de un baio
térmico. Ademads se tiene una entrada inferior de aire que procura la cantidad de oxigeno
disuelto necesario para la fermentacion en el reactor.

Fig. 7 Reactor y bafio térmico.

En principio se opera en discontinuo para estudiar la cinética del proceso con la intencion de
operar en un futuro en continuo. Sin embargo las expectativas variaran al no encontrar unas
buenas condiciones para realizar el proyecto. Como el reactor es de pequefio volumen se
prefiere operar en discontinuo y semicontinuo para todo el estudio de la fermentacion.

A través de un refractometro se mide la variacion de un parametro conforme avanza el
proceso. Este parametro corresponde a la concentracion de sacarosa en el medio. Aunque no
se puede decir con plena certeza que no intervengan otros compuestos en la sefial que resulta
de su medicion, ya que el propio etanol también es analizado por dicho instrumento.

Para calibrar el refractometro a este estudio, se toma una cantidad conocida de melaza, la cual
se diluye a una concentracion determinada. De esta mezcla se toma una alicuota que se lleva
al refractémetro y se puede comprobar que mide la misma concentracion en %v/v. Antes de
tal procedimiento se toma una mezcla conocida de azucar disuelta en agua y se demuestra el
calibrado del refractdmetro para la medicioén de azlcares.

Para realizar este proyecto se requiere el uso de un cromatografo de liquidos para hallar las
diferentes concentraciones de etanol, sacarosa y biomasa en los diversos tiempos que ocupa el
proceso. Asi se puede trazar una curva para cada compuesto y mediante una regresion obtener
la cinética de cada componente.

Sin embargo, al ser esto una tarea imposible ya que se carece de medios suficientes, se hace el
estudio a través del parametro de concentracion de sacarosa medido por el refractometro.
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Fig. 8 Formacion de espumas causada por la aireacion.

Este parametro no representa la evolucion de los azlicares conforme avanza el tiempo ya que
en ¢l también influye la cantidad de alcohol producido. Por eso, como se verd mas adelante,
este factor de concentracion ira disminuyendo hasta llegar a un valor en cual se compensa la
cantidad de alcohol producida con la de aziicares consumidos.

Se podria pensar que tal parametro no es representativo, pero si se ve desde el punto de vista
comparativo entre los diversos experimentos, puede dar muchos datos y explicar las
situaciones dadas en tal periodo experimental.

En este estudio se llamaré a tal concentracion, concentracion de sacarosa, aunque se tendra en
cuenta todo lo dicho anteriormente. Por tal motivo, la cinética del sustrato no se obtendra
mediante los resultados obtenidos sino que se hard mediante la bibliografia y otros
experimentos ya realizados.

Se puede hacer la siguiente aclaracion, en el instante inicial, la medicion de tal parametro,
corresponde a la concentracion de sacarosa inicial existente en el sustrato. Esto no deja de ser
una aproximacion.

Se han hecho siete experimentos, los cuales han transcurrido a diferentes condiciones de
operacion. En tales experimentos se ha estudiado la evolucion del pH, que a su vez es
controlado y fijado en un valor constante. También se ha estudiado la evolucion de la
concentracion de nutrientes conforme avanzaba el proceso. La temperatura, la aireacion, la
adicion de sustrato fresco y el reciclaje o no de las células han sido los pardmetros variables
de un experimento a otro. El tiempo también es un factor muy importante porque llegado a un
instante determinado la fermentacidn se ve estancada, a causa de las altas concentraciones de
alcohol en el medio, de la escasez de nutrientes y del crecimiento estacionario de las
levaduras.
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Fig. 9 Reactor de mezcla perfecta con aireacién Fig. 10 Reactor de mezcla perfecta sin aireacion.
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EXPERIMENTOS

A continuacion se describen los experimentos desarrollados con sus condiciones y sus
mediciones.

Experimento 1

e Fecha: Comienzo: 28/12/05, Final: 30/12/05.
e Duracion: 72 horas.
e Temperatura de operacion: 35°C (controlado).
e Presion atmosférica
e Concentracion inicial de sacarosa: 13’ 1%v/v.
e  pHipiciai: 4,7 (controlado).
e Volumen de sustrato: 1250 ml.
e Volumen de levadura en solucioén: 200 ml (correspondientes a 1,2 g levadura filtrada).
e Tiempo de aireacion: 2 h de aire intenso.
e Agitacion inicial = 88 rpm.
e Masa de nutrientes anadidos ((NH3),HPO,), en este caso no se afiadio ningin nutriente
adicional.
Mediciones EXPERIMENTO 1
Temperatura: 35 °C
Tiempo C Caudal de aire
(h) (%) B (cc/min)
1 10,1 4,79 125
2 10,1 4,79 125
3 10,1 4,79 0
4 10,1 4,80 0
5 10,1 4,79 0
24 8,5 4,53 0
25 8,5 4,47 0
26 8,5 4,47 0
27 8,5 4,47 0
28 8,5 4,47 0
29 8,5 4,47 0
48 8,1 4,60 0
49 8,1 4,60 0
50 8,1 4,60 0
51 8,1 4,60 0
52 8,1 4,30 0
70 8,0 4,30 0
71 8,0 4,30 0
72 8,0 4,30 0
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Graficos
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Hay que indicar, que el pH se fue midiendo cada hora pero también se controlaba
estableciendo su valor en un rango de valores tales como 4,6 — 4,7. Esto se consiguid
adicionando 4cido clorhidrico o hidréxido sodico.
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Experimento 2

Condiciones de operacion

Fecha: Comienzo: 03/01/06, Final: 06/01/06.

Duracion: 72 horas.

Temperatura de operacion: 35°C (controlado).

Presion atmosférica.

Concentracion inicial de sacarosa: 13%v/v.

PHiniciai: 4,6 (controlado).

Volumen de sustrato: 1250 ml.

Volumen de levadura en solucion: 1,5 g de levadura obtenida del primer experimento
mas 0,05 ml de levadura nueva disuelta en agua destilada.

Tiempo de aireacion: 10 h totales de aireacion, intensa e intermedia.

e Agitacion inicial = 88 rpm.

e Masa de nutrientes anadidos ((NH3),HPO,), no se adicidén ninguna sal.

Mediciones
EXPERIMENTO 2

Temperatura: 35°C

Tiempo C Caudal de aire
h) | (%) PH (cc/min)
1 12,75 4,51 75
2 12,75 4,51 75
3 12,75 4,51 75
4 12,75 4,64 75
5 12,75 4,79 75
24 8,00 4,51 125
25 8,00 4,40 125
26 8,00 4,51 0
27 8,00 4,47 0
28 8,00 4,47 0
29 8,00 4,47 0
48 8,00 4,34 0
49 8,00 4,28 0
50 8,00 4,28 125
51 8,00 4,24 125
52 8,00 4,24 125
70 8,00 4,24 0
71 8,00 4,20 0
72 8,00 4,20 0
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Evolucion del parametro Cs frente al tiempo
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Experimento 3

Condiciones de operacion

Fecha: Comienzo: 09/01/06, Final: 13/01/06.

Duracion: 96 horas.

Temperatura de operacion: 33°C (controlado).

Presion atmosférica.

Concentracion inicial de sacarosa: 18,1%v/v.

PHiniciai: 4,06 (controlado).

Volumen de sustrato: 1100 ml.

Volumen de levadura en solucion: 250 ml levadura disuelta en sustrato. equivalente a
1,5 g de levadura seca.

Tiempo de aireacion: 2 h totales de aireacion, intensa e intermedia.
e Agitacion inicial = 88 rpm.

e Masa de nutrientes anadidos ((NH3),HPO,) = 4,2 g.

Mediciones
EXPERIMENTO 3
Temperatura: 33°C
Tiempo C Caudal de aire
(h) (%) n (cc/min)
1 16,00 4,02 125
2 16,00 4,07 50
3 16,00 4,07 0
4 16,00 4,09 0
5 16,00 4,07 0
24 13,50 4,04 0
25 13,50 4,05 0
26 13,25 4,05 0
27 13,25 4,05 0
28 13,00 4,05 0
29 13,00 4,05 0
48 11,00 4,12 0
49 11,00 4,12 0
50 11,00 4,12 0
51 11,00 4,12 0
52 11,00 4,12 0
70 10,00 4,03 0
71 10,00 4,03 0
72 10,00 4,04 0
95 10,00 4,00 0
96 10,00 4,00 0
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Evolucion del parametro Cs frente al tiempo
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Experimento 4

Condiciones de operacion

Fecha: Comienzo: 17/01/06, Final: 22/01/06.

Duracion: 72 horas.

Temperatura de operacion: 25°C (controlado).

Presion atmosférica.

Concentracion inicial de sacarosa: 18 %v/v.

PHiniciai: 4,04 (controlado).

Volumen de sustrato: 1100 ml.

Volumen de levadura en solucion: 250 ml levadura disuelta en sustrato, equivalente a
1,5 g de levadura seca.

Tiempo de aireacion: 2 h totales de aireacion, intensa e intermedia.
e Agitacion inicial = 88 rpm.

e Masa de nutrientes anadidos ((NH3),HPO,) = 4,2 g.

Mediciones
EXPERIMENTO 4
Temperatura: 25 °C
Tiempo C Caudal de aire
(h) (%) el (cc/min)
1 16,90 4,05 125
2 16,90 4,05 125
3 16,50 4,05 0
4 16,50 4,20 0
5 16,50 4,20 0
24 14,80 4,01 0
25 14,20 4,00 0
26 14,20 3,99 0
27 14,20 4,00 0
28 14,20 4,00 0
29 14,20 4,00 0
48 11,75 3,99 0
49 11,75 4,00 0
50 11,75 4,00 0
51 11,50 4,00 0
52 11,50 4,00 0
70 10,80 4,00 0
71 10,80 4,00 0
72 10,80 4,00 0
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Evolucion del parametro Cs frente al tiempo
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Experimento 5

Condiciones de operacion

Fecha: Comienzo: 23/01/06, Final: 27/01/06.

Duracion: 96 horas.

Temperatura de operacion: 35°C (controlado).

Presion atmosférica.

Concentracion inicial de sacarosa: 20,5 %v/v.

PHiniciai: 4,01 (controlado).

Volumen de sustrato: 1000 ml.

Volumen de levadura en solucioén: 250 ml levadura disuelta en sustrato, equivalente a

1,5 g de levadura seca.

e Sin aireacion. Se lleva a cabo sin aire para comprobar dos hechos importantes, el
primero es que las levaduras son microanaerobicas, es decir que pueden desarrollar su
actividad en un medio con escaso oxigeno disuelto. Esto es beneficioso para la
produccion de bioetanol aunque también es perjudicial para el crecimiento de tales
hongos. Y al ser menor la cantidad desarrollada de microorganismos seran menor la
actividad total ejercida por estos dando lugar a menos alcohol. Ademads, también se
quiere comprobar el efecto del aire en relacion a la contaminacion del sustrato.

e Agitacion inicial = 88 rpm.

e Masa de nutrientes anadidos ((NH3),HPO,) = 4,2 g.

A este experimento le seguird otro, que es su continuacion. Este se llamara 5’ y se basaré en la
operacion en semicontinuo del reactor. Al cabo de las 72 horas, la concentracion de nutrientes
del sustrato es baja. Ha disminuido desde un 21% aproximadamente hasta alrededor de un
13%. Transcurrido este tiempo se le afade al reactor 300 ml de sustrato fresco de
concentracion alta en azlcares. Previamente se le extrajo 250 ml de producto obtenido a los
tres dias de fermentacion.

Las mediciones que se muestran en la siguiente tabla corresponden a la primera etapa donde
se opera en continuo y se establece un tiempo de 72 horas para poder asi comparar los
resultados con los demés experimentos. Los 250 ml extraidos servirdn para en futuro realizar
las operaciones de decantacion, filtracion y destilacion. Asi se podra saber la cantidad de
alcohol obtenida de forma absoluta.

Después se continuard midiendo hasta llegar al cuarto dia donde se parara el proceso y se haré
el mismo procedimiento tomado para los demas casos. El tiempo total de los experimentos 5y
5’ es de 96 horas.
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Disefio de una planta piloto para la produccion de bioetanol

Mediciones

EXPERIMENTO 5
Temperatura: 35 °C
Tiempo C Caudal de aire

(h) (%) Bl (cc/min)
1 21,50 4,04 0
2 19,60 3,98 0
3 19,35 3,64 0
4 19,35 3,79 0
5 19,35 3,88 0
24 18,50 3,83 0
25 18,00 4,03 0
26 17,75 4,13 0
27 17,75 4,13 0
28 17,00 413 0
29 17,00 4,13 0
48 15,50 4,07 0
49 15,50 4,07 0
50 15,25 4,13 0
51 15,25 4,13 0
52 15,25 4,13 0
70 13,75 4,05 0
71 13,75 4,05 0
72 13,00 4,05 0
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Evolucion del parametro Cs frente al tiempo

Concentracion S (%v/v)

Variacién Concentracion Sacarosa Experimento 5

—x— Variacion
Concentracién
Sacarosa
Experimento 5

50 100 150
Tiempo (h)

Evolucion del pH frente al tiempo

4,2
4.1

L 39
3,8
3,7
3,6

Variacion pH Experimento 5

—— Variacion pH
Experimento 5

50 100 150
Tiempo (h)
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Experimento 5’ (Continuacion del anterior)

Fecha: Comienzo: 27/01/06, Final: 28/01/06

Mediciones
EXPERIMENTO 5'
Temperatura: 35 °C
Tiempo c Cau@al de

W | % | P o
1 21,5 4,04 0
2 19,6 3,98 0
3 19,35 3,64 0
4 19,35 3,79 0
5 19,35 3,88 0
24 18,5 3,83 0
25 18 4,03 0
26 17,75 4,13 0
27 17,75 4,13 0
28 17 4,13 0
29 17 4,13 0
48 15,5 4,07 0
49 15,5 4,07 0
50 15,25 4,13 0
51 15,25 413 0
52 15,25 4,13 0
70 13,75 4,05 0
71 13,75 4,05 0
72 13 4,05 0
73 16,5 4,23 0
74 16,5 4,02 0
94 12,65 | 3,85 0
95 12,65 | 4,02 0
96 12,65 | 4,02 0
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Graficos

Evolucion del parametro Cs frente al tiempo

Variacion Sacarosa Experimento 5'
—~ 25
>
S
X 20
n
S 15 —e— Variacion Sacarosa
& Experimento 5'
—_ 10 N
1<
3
c S
3
0 T T
0 50 100 150
Tiempo (h)
Evolucion del pH frente al tiempo
Variacion pH Experimento &'

4,3

4,2 ]

4.1 -~
r ¢ ‘* \ T —&— Variacion pH
239 N Experimento 5'

3.8 J§\J

3,7 1

3,6 ‘ ‘

0 50 100 150
Tiempo (h)

Proyecto Fin de carrera Fase Experimental Pagina 32




‘ Proyecto Fin de carrera Disefio de una planta piloto para la produccion de bioetanol 2

Experimento 6

Condiciones de operacion

Fecha: Comienzo: 01/02/06, Final: 04/01/06.

Duracion: 72 horas.

Temperatura de operacion: 30°C (controlado).

Presion atmosférica.

Concentracion inicial de sacarosa: 18 %v/v.

PHiniciai: 4,50 (controlado).

Volumen de sustrato: 1100 ml.

Volumen de levadura en solucion: 250 ml levadura disuelta en sustrato, equivalente a
1,5 g de levadura seca.

Tiempo de aireacion: 3 h totales de aireacion, intensa e intermedia.
e Agitacion inicial = 88 rpm.

e Masa de nutrientes anadidos ((NH3),HPO4) = 0,6 g.

Mediciones
EXPERIMENTO 6

Temperatura: 30 °C

Tic?hm)po C (%) oH Catégslln?ﬁ)aire
1 19,10 | 4,50 0
2 19,10 | 4,50 0
3 19,00 | 4,44 75
4 18,50 | 4,44 125
5 18,00 | 4,35 125
24 18,00 | 4,35 0
25 18,00 | 4,35 0
26 18,00 | 4,10 0
27 16,25 | 4,10 0
28 16,00 | 4,10 0
29 16,00 | 4,10 0
48 15,00 | 4,08 0
49 15,00 | 4,08 0
50 15,00 | 4,02 0
51 15,00 | 4,02 0
52 15,00 | 4,02 0
70 14,25 | 4,00 0
71 14,25 | 4,00 0
72 14,50 | 4,00 0
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Evolucion del parametro Cs frente al tiempo

Variacién Concetracion Sacarosa Experimento 6
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Experimento 7

Condiciones de operacion

Fecha: Comienzo: 09/02/06, Final: 12/02/06.

Duracion: 72 horas.

Temperatura de operacion: 32°C (controlado).

Presion atmosférica.

Concentracion inicial de sacarosa: 17 %v/v.

PHiniciai: 4,00 (controlado).

Volumen de sustrato: 1200 ml.

Volumen de levadura en solucion: 200 ml levadura disuelta en sustrato, equivalente a
1,2 g de levadura seca.

Tiempo de aireacion: 3 h totales de aireacion, intensa e intermedia.
e Agitacion inicial = 88 rpm.

e Masa de nutrientes anadidos ((NH3),HPO,) = 4,2 g.

Mediciones

EXPERIMENTO 7
Temperatura: 32 °C

Tiempo C Caudal de aire

(h) (%) PH (cc/min)

1 14,75 4,06 0

2 16,00 4,06 0

3 15,75 4,06 0

4 15,25 4,06 0

5 15,00 4,06 0
24 14,25 3,98 75
25 14,25 4,02 75
26 14,25 4,01 75

27 14,25 4,01
28 14,25 4,01
29 10,75 4,01
48 10,75 3,80
49 10,25 4,01
50 10,25 4,01
51 10,25 4,01
52 10,25 4,01
70 10,25 4,00
71 10,25 4,00
72 10,25 4,00

OOl Oo|Oo|0o|j0o|O|O|O
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Evolucion del parametro Cs frente al tiempo
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2.5 Decantacion del producto obtenido

Después del proceso de fermentacion, para cada experimento, se toma el total contenido del
reactor y se introduce en una columna de una altura considerable donde se deja en reposo
varios dias. En estos dias precipitan por gravedad los microorganismos y las demas sustancias
de mayor densidad.

Después se separa la parte mas densa del clarificado. Este tltimo se deja de nuevo reposar
durante varios dias y se vuelve a repetir la operacion.

El clarificado quedard exento de materiales solidos, y serd la alimentacidon del proceso de
destilacion. Las medidas del pardmetro Cs en el clarificado, después de la separacion de las
dos fases, la densa y la ligera, son las que se presentan a continuacion.

CLARIFICADOS
= Cs inicial Cs final
(%viv) (%viv)
1 13,10 10,00
2 13,00 8,00
3 18,10 11,25
4 18,00 11,50
5 20,50 12,25
5 16,50 12,75
6 18,00 14,50
7 17,00 10,25

Fig. 11 Recogida del producto del reactor después del proceso
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La fase densa se filtrard para asi poder pesar la cantidad de materia solida obtenida. Entre esta
masa viscosa habra microorganismos tales como la levadura, pero también otros extrafios,
ademas de la formacion de un subproducto oscuro espeso. Pero todo esto se vera con mayor
claridad en el apartado de filtracion.

2.6 Separacion del producto mediante una columna de destilacion

La otra parte del proceso es la destilacion del producto obtenido. Previamente, se deja
decantar y asi se retira la fase mas densa, introduciendo el clarificado en la columna de
destilacion.

La columna de destilacion consta de un hervidor, de una columna de rectificacion, otra con
una camisa para la refrigeracion y condensacion del etanol, de un serpentin a la salida de la
misma también para refrigerar y un recipiente donde se recoge el destilado. También se tiene
un termometro a la salida de los gases de la columna de rectificacion.

Fig. 12 Columna de destilacion.

Mediante el control de la potencia del hervidor se puede conseguir mayor cantidad de
destilado y a mayor concentracion. Se ha de evitar llegar a los 100°C, ya que a esta
temperatura se estd destilando agua, y lo que se obtiene es un destilado con muy pequefia
concentracion de etanol. Por ello se ha de aplicar inicialmente una potencia alta pero cuando
la temperatura se va aproximando a los 100°C ésta se ha de poner al minimo y asi evitar llegar
a tal temperatura, que es la de ebullicion del agua.

A través de este proceso se completa asi la fase experimental, se obtiene el producto obtenido
y se puede calcular el rendimiento global de cada experimento.
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Aunque hay que tener en cuenta que la altura de la columna es baja y que su mecanismo es
sencillo, es decir, que se obtendran bajas concentraciones de alcohol.

A través de la medicion del indice de refraccion del destilado y utilizando las correlaciones
precisas se obtiene la concentracion de alcohol en %v/v y con ésta se puede hallar la cantidad
de alcohol producida total para cada caso, sabiendo el volumen del cual se parte.

Para cada experimento se obtienen los datos expuestos en la tabla que se presenta a
continuacion, ademds también de contener los rendimientos de cada proceso.
La ecuacion tomada para el calculo del rendimiento del proceso global es la siguiente:

_ Cet ’VD
Cso 'Vs

E 100 [1]

Siendo E la eficiencia del proceso global, Vp el volumen total de destilado resultante, Vg el
volumen total inicial de sustrato utilizado, C la concentracion de etanol en el destilado
obtenido y Cg es la concentracion de sacarosa inicial contenida en el sustrato.

Mediante el uso de la ecuacion [1] se calculan los rendimientos para cada experimento, estos
quedan representados en la siguiente tabla.

Exp IR Xi gos‘o, Vsm;:lsflnidal Ef)zl‘l,ol X]i \n’:lt Rend:;r)nento
1 1,3450 1250 13,1 163,8 25,75 135 34,76 21,23
2 1,3490 1250 13,0 162,5 33,75 100 33,75 20,77
3 1,3500 1100 18,1 199,1 35,75 125 44,69 22,45
4 1,3412 1100 18,0 198,0 18,25 320 58,40 29,49
5 1,3605 200 20,5 41,0 56,80 20 11,36 27,71
5 1,3450 1000 16,5 165,0 25,75 275 70,81 42,92
6 1,3545 1100 18,0 198,0 44,75 180 80,55 40,68
7 1,3543 1200 17,0 204,0 44,25 125 55,31 27,11
0 1,3360 500 11,5 57,5 7,75 40 3,10 5,39

Sinicial Scola Vcola
%V %V ml
13,100 9,25 660
13,000 7,75 780
18,100 11,50 745
18,000 14,00 580
20,500 7,50 180
16,500 7,50 650
18,000 12,75 765
17,000 10,75 980
11,500 9,50 460
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2.7 Filtracion de la fase densa. Pesada de los microorganismos producidos

Se toman varios Erlenmeyer, y sobre cada boca de éstos se coloca un embudo donde reside un
papel filtrante. Se introduce la fase densa, separada previamente del clarificado, y se deja en
reposo durante 24 h.

Fig. 13 Filtrado de la fase densa del producto de reactor.

Cuando ha transcurrido este tiempo se puede ver que sobre el papel filtrante se ha depositado
los posos del reactor. En esta masa viscosa que se obtiene, estan presente las levaduras
producidas, con un color claro que va adquiriendo tonos oscuros dados por otros subproductos
del proceso, como puede ser el provocado por la reaccion que dan el metabolismo de otros

microorganismos sin interés industrial.

Fig. 14 Depésito de la masa sélida sobre el papel de filtro.
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Contando con la posible contaminacion, se pes6 la materia sélida recogida para cada caso, y
se obtuvieron los resultados de la tabla siguiente. Se ha tenido en cuenta que el papel de filtro
pesaba un gramo antes de usar.

LEVADURA
Exp Masa Masa Ini

9 9
1 3,7 1,2
2 8,5 1,5
3 5 1,5
4 5,3 1,5
5 0,9 1,5
5 2 0
6 8,3 1,5
7 7,1 1,2
0 1,4 0

En esta tabla se puede ver un experimento que atiende al nombre de 0, este se refiere a la
filtracion de sustrato fresco, sin fermentar. Con ¢él se quiere demostrar la generaciéon de
productos solidos del proceso de fermentacion ya que la masa depositada en el caso de
tratarse de melaza meramente diluida, es muy pequena.

Figuras 15, 16, 17 y18

De las siguientes imagenes se puede ver en el centro de los filtrados correspondientes a los procesos de
fermentacién una capa mas clara, ésta es la correspondiente a las levaduras. En la foto inferior derecha se ve la
clara diferencia de depositos producidos en los procesos de fermentacién comparado con la mera filtracion del
sustrato sin ser sometido a la reaccion.

Fig. 15 Filtrado del sustrato fresco. Fig. 16 Levadura producida en el proceso en la
parte central del papel.

Fig. 18 Comparacion de la masa filtrada entre los
sustratos sometidos a la fermentacion y el sustrato
fresco.

Fig. 17 Levadura producida por fermentacion
mezclada con otros microorganismos extrafos.
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2.8 Calculos
Rendimiento

Para el calculo del rendimiento del proceso global, como se vio anteriormente, se puede usar
la siguiente ecuacion:

Y, =22 PR 2]
PTAS T 5,-S

La ecuacion [2] es el rendimiento respecto del producto segun el sustrato total consumido. Si
se supone que inicialmente la disolucion de melaza no contenia alcohol y ademas el sustrato
se agota por completo, se llega a la ecuacion [1] usada en el apartado 2.6.

Esta ecuacion se ha aplicado para cada experimento. En la tabla siguiente se indican los
diferentes rendimientos de operacion. El rendimiento maximo obtenido esta entorno al 42%.
Segun estas hipdtesis realizadas la ultima concentraciéon medida en el refractometro, al cabo
de 72 — 96 h, corresponde al alcohol formado.

Por otro lado, se podria pensar que no todo el sustrato es agotado, ya que al realizar la
destilacion y separar el alcohol del producto total sigue midiendo azicares en el
refractometro. Segin esto se podrian hallar otros valores de los rendimientos de cada
experimento. Se ha de tener en cuenta que el refractometro no es el instrumento mas idoneo
para medir azicares en una disolucion que también contiene alcohol. Ademas la columna de
destilacion no opera con un rendimiento del 100%.

En la siguiente tabla se tienen los resultados obtenidos.

RENDIMIENTO FORMACION DE PRODUCTO
EXp ?T/-](i O/Soi)/ VSacaIr%slalnicial \r:ﬁ VTotraTI]Fitanol YP/S
1 1250 13,1 163,75 135 34,76 21,23
2 1250 13,0 162,50 100 33,75 20,77
3 1100 18,1 199,10 125 44,69 22,45
4 1100 18,0 198,00 320 58,40 29,50
5 200 20,5 41,00 20 11,36 27,71
5 1000 16,5 165,00 275 70,81 42,92
6 1100 18,0 198,00 180 80,55 40,68
7 1200 17,0 204,00 125 55,31 27,11
0 500 11,5 57,50 40 3,10 5,39

El rendimiento del proceso también se puede calcular a través de la biomasa formada. Se
puede observar la tabla del apartado 2.7. En ella aparece la masa filtrada en una disolucion de
melaza fresca, sin ser sometida a fermentacion. Este peso medido puede ser restado a cada
masa obtenida en los demas experimentos ademds de la levadura inicial introducida en
alimentacion, asi se podra calcular el rendimiento correspondiente a la generacion de
microorganismos respecto del sustrato consumido.
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A través de la siguiente ecuacion se obtienen tal rendimiento:

AX X=X,
YX = —
XTAS S,-S

Sin embargo, el hecho de suponer que gran parte de la masa filtrada sea levadura es un error
grande ya que en el proceso las condiciones de esterilizacion son minimas. Aunque por otra
parte, la concentracion de alcohol y la alta acidez del caldo eliminan las bacterias que puedan
estar presentes.

Experimentalmente se encuentra la densidad de la melaza. Se toma una cierta cantidad,
medida en gramos, de melaza. Esta se disuelve en un litro de agua. Y se mide la
concentracion de sacarosa a través del refractometro. Este ultimo dard la concentracion de
azlcares en volumen. Como se sabe que la concentracion de sacarosa en la melaza sin diluir
es aproximadamente del 45% en peso, y se tiene la concentracion de la melaza, se puede
obtener la concentracion de sacarosa.

Asi se puede obtener la relacion existente entre g/l de sacarosa y %v/v de sacarosa.

Esta sucesion de célculos quedarian de la siguiente forma:

Experimento para hallar la relacion entre concentraciones en peso y volumen de sacarosa

gMelaza %D/ pSacarosa = gSacarosa
1lIAgua lagua

gMelaza =%p/ pMelaza

gTotales

Se pesan 423’5 gramos melaza en un recipiente de 2 litro de capacidad.
Se adiciona un litro de agua. Se pesa el total, corresponde a 1414,6 gramos totales.

Se supone que la concentracion de sacarosa en la melaza sin diluir es del 45% en peso.
Con esto se tiene 190,575 gramos de sacarosa/litro de agua.

Mediante el refractdmetro se obtiene la concentracion de sacarosa en % en volumen. Esta
corresponde al 23°5%.

A través de este experimento se pueden pasar a masa las concentraciones en volumenes de la
sacarosa de los diferentes experimentos y aplicar la ecuacion para el rendimiento en funcion
del crecimiento celular generado respecto del sustrato consumido en masa.
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A continuacion se obtiene la tabla con los valores obtenidos.

RENDIMIENTO SEGUN GENERACION DE LEVADURA

X Xinici Sinici S v
EXp fénal |r50|al é%(;}al g/| | Yx/s
1 3,7 1,2 13,1 106,24 1,25 1,88
2 8,5 1,5 13,0 105,43 1,25 5,31
3 5,0 1,5 18,1 146,79 1,10 2,17
4 5,3 1,5 18,0 145,98 1,10 2,37
5 2,0 1,5 20,5 166,26 0,20 1,50
S 2,0 0,0 16,5 133,82 1,00 1,49
6 8,3 1,5 18,0 145,98 1,10 4,23
7 71 1,2 17,0 137,87 1,20 3,57
0 1,4 0,0 11,5 93,27 0,50 3,00

Es claro que en el experimento de mayor rendimiento en formacion de producto, tendra un
valor minimo en el rendimiento de produccion de levadura, ya que el sustrato consumido se
ha utilizado para la obtencion de etanol y no para la fabricacion de microorganismos.

El experimento 2 de un bajo rendimiento en la produccidon de etanol, alcanza el maximo
rendimiento de elaboracion de levadura.

El experimento 5 de mayor rendimiento en la produccion de etanol, alcanza un rendimiento
minimo en la fabricacion de levadura.

Todo esto indica que los célculos efectuados son logicos.

Cinética

Si se considera que la concentracion de azicares corresponde a la concentracion de sacarosa
en la disolucion de melaza, se puede escribir la siguiente estequiometria de reaccion:

C,,H,,0,, + H,0 + SaccharomycesCerevisiae - 4CH,CH,OH +4CO,

A través de esta reaccion se puede obtener la cantidad de alcohol formado en funcion del
sustrato consumido, ya que se sabe la relacion molar existente entre ambas sustancias. Por
cada mol que reacciona de sacarosa se forman 4 moles de etanol. Se sabe la cantidad inicial y
final de azlcares en la disolucion de melaza. También se pueden hallar las masas moleculares
de cada molécula, se tiene la siguiente ecuacion:

B S,—S _4molesCH,CH,OH
PM(CIZHZZOII) lmOICIZHZZOll

.PM(CH,CH,OH)

Mediante esta relacion se podria obtener la cantidad de alcohol tedrica que se forma con el
tiempo para cada experimento. Y se podria realizar una tabla donde por cada valor de
concentracion de azlcares medidos se tenga una concentracion tedrica de alcohol en la
mezcla. Esta claro que esto no es del todo cierto pero al carecer de datos experimentales sobre
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la evolucion del etanol en el proceso, es preciso recurrir a tales valores para llegar a una
cinética aproximada del producto de reaccion.

Consumo de sustrato

Para la cinética del consumo de sustrato se puede utilizar la ecuacion de Michaelis y Menten.
La inversa de tal ecuacion se representa y asi se pueden hallar la constante de Michaelis y la
velocidad maxima de consumo, o también llamada velocidad especifica maxima. Ademas
servird para demostrar que tal ecuacion se ajusta bien a la evolucion del consumo de sustrato.
Por otro lado, la velocidad de desaparicion de sustrato se debera obtener de diferenciar los
valores medidos de azlcares respecto del tiempo.

Con todo esto se obtiene la ecuacion cinética de consumo de sustrato en funcidén de la
concentracion del sustrato.

_ OS5 _(M)naS

ST dt k,+S

1 k. ( 1 j 1
= — |+
— I (_rS )méx S (_rs )méx

Formacion de biomasa

Para modelar el crecimiento de la biomasa se utilizan las ecuaciones de Monod y su inversa.
Estas ecuaciones solo son aplicables al crecimiento exponencial. Mediante su representacion
se pueden obtener los datos de la velocidad de crecimiento maxima especifica y de la
constante de Monod. Finalmente, se halla la ecuacion cinética de crecimiento celular funcién
de la concentracion del sustrato. La velocidad de aparicion de biomasa se halla a través de la
diferenciacion de la biomasa respecto del tiempo.

En este caso, se carecen de datos para obtenerla.

_/umélx'S
# ks +S

1 kg ( 1 j 1
N —_ |+ —
H :uméx S /um'ax
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Formacion de producto

La velocidad de aparicion de producto puede relacionarse con la velocidad de consumo de
sustrato a través del rendimiento, que actuaria como una constante de proporcionalidad. De
igual forma se puede relacionar con la velocidad de formacion de biomasa, teniendo en cuenta
que este caso el valor del rendimiento variaria ya que estd referido a otras variables.

®__y a8
dt 2 dt
P _y X
dt o odt

Balance de materia

Se puede realizar un balance de materia para cada experimento. Se sabe la reaccion cinética y
la estequiometria del proceso. A través de tal ecuacion se puede obtener las relaciones
molares entre los reactivos y los productos. Ademas se conocen las cantidades iniciales de los
reactivos. Por otro lado se carece de datos sobre el diéxido de carbono producido. Sélo es
claro que se puede hacer un balance de materia tedrico pero no se puede comparar con el real,
ya que no se tienen datos suficientes.

C,,H,,0,, + H,0 + SaccharomycesCerevisiae — 4CH,CH,OH +4CO,
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2.9 Observaciones experimentales

1. Evolucion de la concentracion S

Como ya se dijo anteriormente, el parametro Cs no representa solo la concentracion de
sacarosa, aunque en su gran mayoria si, ya que en un principio es esta concentracion la que
lee el refractometro. A medida que avanza la reaccion de fermentacion aumenta la
concentracion de alcohol y entonces la sefial que indica el refractometro al medir las muestras
son una mezcla entre lo que lee por aztcares y por alcohol.

Como se puede observar de los graficos, de la curva que representa la evolucion de la
concentracion de sacarosa conforme avanza el tiempo se puede obtener los siguientes
resultados.

e La concentracion de azlicares disminuye conforme avanza la reaccion. Hecho
logico, si se tiene en cuenta que los microorganismos se alimentan de los
nutrientes para desarrollar sus funciones vitales y actividad catalizadora.

e Esta disminucion es mas rapida los primeros dias. En el momento inicial, las
levaduras se encuentran en su fase de crecimiento exponencial, pasado 48 h,
¢stas llegan a un crecimiento estacionario. Y a partir de las 72 horas,
comienzan a degenerar.

e A partir del tercer dia esta concentracion se estabiliza llegando a su minimo.

e Debido a errores de medida, como el uso del refractometro, la concentracion de
alcohol aumenta la concentracion total medida. Si se tuviese un cromatdgrafo
de liquidos calibrado para este caso a estudio, se podria ver como disminuye la
concentracion de azucares respecto del tiempo, y también se podria comprobar
la influencia del alcohol en el medio para el desarrollo de los microorganismos.

e A partir de una determinada concentracion de alcohol, para un tiempo
aproximado de 72 horas y una cierta cantidad de nutrientes, el proceso de
reaccion se estanca y se paraliza, haciendo que las levaduras lleguen a un
estado estacionario y partiendo de éste, entren en la fase degenerativa. Cuando
el medio se hace hostil, los seres microscopicos dejan de realizar correctamente
sus funciones vitales, y la actividad de tales seres se ve en decremento.

e FElalcohol y la escasez de nutrientes hacen disminuir la actividad de las
levaduras. Esto se da cuando el proceso es avanzado, a partir de las 72 h.

e Existen factores que hacen disminuir el rendimiento del proceso, como por
ejemplo la existencia de microorganismos ajenos, que luchan por el sustrato
compitiendo con nuestros microorganismos de interés.

También las impurezas causan el mismo efecto. Al coexistir diversas especies
de microorganismos, compiten de forma feroz por el alimento, asi que esto
repercute directamente sobre el rendimiento del consumo de nutrientes.
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Es decir, cuando los nutrientes que se consumen no se utilizan para sintetizar
etanol o para el desarrollo de las Saccharomyces, entonces se estd perdiendo
eficacia, y por ello se reduce el rendimiento.

Se demuestra la contaminacion a través del filtrado de la fase densa.

2. Evolucion del pH conforme avanza el proceso

El pH es un factor que se ha ido controlando a lo largo del desarrollo de la reaccion. Este
tiende a bajar con el paso del tiempo pero al ir controlandolo mediante la adicion de acido
clorhidrico o hidréxido sodico, llega a estabilizarse mas o menos bien.

Con esto se quiere decir, que la evolucidon de pH representada estd condicionada por la
cantidad de acidos y bases anadidas.

El pH es un parametro crucial ya que con €l se crea un medio hostil para un gran abanico de
microorganismos que harian disminuir de forma considerable el proceso. Y sin embargo
permitiria vivir a los hongos que estan habituados a medios acidos.

La introduccion de aire hace aumentar el pH a la vez que lo estabiliza, ya que en
experimentos donde no se ha introducido aire, el pH varia de forma mas evidente y tiende a
valores mas acidos. El hecho de que el aire basifique el medio puede explicarse por el diéxido
de carbono producido por el paso del aire a través del sustrato.

La aireacion provoca la formaciéon de espumas, en el caso a estudio, esta proliferacion de
espumas no es considerable, por ello no se ha adicionado antiespumantes.

En la fase experimental se hicieron varias pruebas que ponian de manifiesto el efecto
producido por el aire.

Con el objetivo de observar la influencia del aire en el proceso, se han hecho diferentes
experimentos donde se ha introducido en fases diferentes y se ha obtenido resultados
distintos. En otros casos se ha evitado la introduccién de aire.

En los experimentos 1, 3 y 4 se ha introducido un caudal de aire en la primera fase del
proceso de fermentacion. Este hecho tiene consecuencias beneficiosas y también
perjudiciales. Al introducir aire en las primeras horas, promueve el desarrollo del crecimiento
de las levaduras, asi se proliferan antes y aprovechan las 6ptimas condiciones del sustrato. Ya
que es en los primeros instantes cuando los nutrientes se encuentran en exceso. Pero el aire
también hace aumentar el pH, ademas de introducir microorganismos que vengan arrastrados
por €l. Si consideramos que se ha utilizado una corriente de aire de alta calidad, como es el
caso, solo habria que tener en cuenta, que como consecuencia de hacer tender al sustrato a su
neutralizacion esto puede originar una contaminacion del medio ya que éste ha pasado de ser
hostil a ser ideal para microorganismos extrafios al proceso.

Como conclusion se podria decir que el efecto de la proliferacion de levaduras causada por la
aireacion prematura es contrarrestado por el aumento del crecimiento de microorganismos
contaminantes, que compiten por los nutrientes existentes con las levaduras encargadas de la
fermentacion, generandose asi subproductos sin interés industrial.

Como se puede observar, la cantidad de microorganismos obtenidos de la filtracion del
producto mas denso resultante del proceso, es bastante mayor que la obtenida para los
experimentos en los cuales no se ha introducido aire, o se ha hecho pero en una fase mas
avanzada.

Proyecto Fin de carrera Fase Experimental Pagina 48




‘ Proyecto Fin de carrera Disefio de una planta piloto para la produccion de bioetanol Capitulo 2

En el experimento 5 y 5’ no se ha dado la aireacion del sustrato, y se demuestra que la
cantidad de depositos recogidos de tal caso es mucho menor que para los demads
experimentos. La masa filtrada es del orden de 4 veces menos que la media general de todos
los casos. Ademas, el aspecto de este filtrado es de un color més claro. Esto indica que la
cantidad de levaduras es mayor, ya que éstas dan este color marrén claro, mientras que
impurezas, subproductos sélidos de reaccion y otros microorganismos extrafios oscurecen la
produccion de levadura convirtiendo el deposito s6lido en marrén oscuro con tintes 10jizos.
En este proceso se evitd la introduccion de aire para prevenir la contaminacion e infeccion.
Ademas también se queria probar que las condiciones microanaerobicas son beneficiosas para
la producciéon de etanol. Y esto se comprueba en el rendimiento global del proceso para el
experimento 5°. Es el mayor de todos. Esto se puede deber a varios acontecimientos.

e Condiciones microanaerdbicas. La Saccharomyces Cerevisiae se desarrolla
muy bien en tales medios y emplea mayor energia en la produccion de alcohol
que en su desarrollo propio.

e Una temperatura optima. Los 35°C han hecho desarrollarse adecuadamente a
las levaduras.

e Minima contaminacién. Al no introducir aire, las condiciones de esterilizacion
marcadas al inicio se han mantenido durante todo el proceso y asi se ha
reducido el riesgo de contaminacion por parte de microorganismos extrafios a
la fermentacion.

e Operacion en semicontinuo. El experimento 5’ deriva del 5. Es decir, durante
72 horas se trabajo en discontinuo, con una concentracion inicial de azucares
del 20,5%. Al cabo de este tiempo, cuando la concentracion de sacarosa habia
bajado enormemente, se introdujo sustrato fresco en el reactor, y asi se mejoro
las condiciones nutritivas del medio, propiciando el aumento del rendimiento.

e Concentracion inicial de sacarosa Optima, del 20,5%.

En este caso, se puede observar que la evolucion del pH es mds inestable, y asi se demuestra,
que el aire lo estabiliza. Ademas también se ve en la curva de pH frente al tiempo, que el pH
baja mas que en los demds experimentos, ya que como se dijo, el aire tiende a neutralizar el
medio.

En el experimento 2 la aireacion se ha realizado en dos fases del proceso, en la inicial y en la
avanzada. Esto se dio asi porque en este caso se us6 microorganismos reciclados, es decir, que
ya habian sido usados en un experimento anterior. Por ello su actividad se veia reducida, el
aumento en horas de la aireacion respecto de los demas casos se debe a que asi se ayudaba a
acelerar el crecimiento de las levaduras, y con ¢€l, la actividad de tales microorganismos.

Proyecto Fin de carrera Fase Experimental Pagina 49




‘ Proyecto Fin de carrera Disefio de una planta piloto para la produccion de bioetanol Capitulo 2

3. Rendimiento

En este estudio, se trata de obtener la maxima cantidad de etanol posible.

Al realizarse diferentes experimentos con diversas condiciones de operacion, se pueden
observar cuales benefician la proliferacion de células y las que propician la fabricacion de
alcohol.

Atendiendo a las tablas del punto 2.8 se puede ver que cuando las condiciones de proceso
benefician el desarrollo del crecimiento de los microorganismos, estas mismas condiciones no
son buenas para la produccién de etanol, y viceversa.

Por eso, existen diferentes definiciones de rendimiento, las que se refieren al producto
formado segun el sustrato consumido, las que se refieren al crecimiento celular respecto al
sustrato consumido y otras mas.

2.10 Incidencias, errores, hipotesis aplicadas

Los errores mas significativos cometidos en el desarrollo experimental estan relacionados con
las condiciones precarias de esterilizaciéon en las que se ha dado el proceso. Ademas del
material de medida utilizado.

Con esto se quiere decir que se ha producido una contaminacion inevitable, ya que se carecia
de medios para realizar las tareas de de laboratorio exentas de microorganismos extrafios al
proceso.

Se ha de tener en cuenta que la acidificacion del sustrato y la propia produccion de alcohol a
medida que avanzaba el proceso ha reducido la contaminacién.

De todas formas el rendimiento global disminuye por estas razones y también por la
operacion de separacion.

La altura de la columna y su sencillez hacen reducir el rendimiento de tal operacion.

El célculo de la cinética de la reaccidon para el sustrato, el producto y la biomasa se hace
imposible a causa de no tener el material necesario para realizar un seguimiento continuo de
las variables tales como la concentracidon de cada sustancia.

Respecto a las hipotesis se considera que la concentracion inicial medida en el refractometro
del sustrato se refiere absolutamente a la cantidad de sacarosa, es decir, que inicialmente en el
sustrato no hay alcohol. Y esto se puede demostrar viendo la tabla correspondiente a la
operacion de destilado.

El experimento niumero 0 se refiere a la destilacion de sustrato fresco. Y se puede comprobar
que el volumen inicial de alcohol es muy bajo.

También se supondra que la masa obtenida de la filtracion corresponde a la levadura formada,
considerando que la contaminacion producida es contrarrestada por el efecto del alcohol y un

pH bajo. Esto se usard para los balances de materia.

En el esquema 1 esta representado el disefio de la operacion en la laboratorio.
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3. DISENO BASI,CO DE UNA PLANTA PILOTO
DE PRODUCCION DE ETANOL

3.1 Esquema del proceso de produccion de etanol

El proceso de fermentacién de la melaza mediante la actividad metabdlica de las levaduras
Saccharomyces Cerevisiae y produccion de alcohol no se basa unicamente en el tanque de
fermentacion, sino que comprende una serie de operaciones unitarias y de separacion.

La materia prima se obtiene de la industria azucarera, un subproducto de ésta, la melaza. Esta
se ha de disolver en agua hasta llegar a una concentracion de azlicares precisa. Después de la
operacion de disolucidn, se tiene la de filtracion, en ella se desechan las impurezas y fangos,
mediante el clarificado se obtiene el mosto que servird como sustrato para las células.

La siguiente etapa es la de acidificacion, llegando a valores bastante bajos y eliminando
microorganismos sin interés industrial. El pH final debe ser el idoneo para la levadura a
utilizar en el proceso.

Para terminar con este proceso de preparacion del sustrato, se esteriliza, siendo la via térmica
la mas usualmente utilizada. Con todo esto, se hacen alcanzar las condiciones de operacion
optimas del sustrato para su posterior inoculacion.

Asi se tiene un tanque, llamado comunmente, tanque madre, donde se encuentra sustrato
inoculado. Las condiciones a las cuales se opera en este tanque son tales que beneficien la
generacion y crecimiento de las levaduras. Asi pues, se introducird aire en altas cantidades
pero previniendo la posible contaminacioén del reactor, ya que la introduccion de aire hace
mejorar las condiciones de vida en el medio de cultivo, haciendo posible la existencia de
microorganismos diversos a los de interés metabolico.

Este reactor es de mezcla completa y su funciéon es inocular a otros tanques de mayor
volumen, donde se desarrolla la fermentacion.

La siguiente etapa corresponde al proceso de fermentacion, donde se propicia la produccion
de etanol a través de una buena alimentacion proveniente del tanque madre, una temperatura
de operacion 6ptima y una buena agitacion. Estos tanques son de mezcla perfecta, dotados de
un sistema de agitacion y aireacion, ademas de la adecuada instrumentacion para el control de
las variables. También poseen una camisa para su calefaccion o refrigeracion segiin convenga.
Inicialmente se encuentran llenos de sustrato fresco listo para recibir aporte de levaduras
disueltas en medio de cultivo, proveniente del tanque madre.

El producto de esta fase se debe separar a través de la destilacion y mediante la deshidratacion
se obtendra Etanol. Los demas productos van desde los granos secos de destileria soluble
(DDGS) hasta los fangos.

En el esquema, representado en el esquema 2, se puede ver cudles son los procesos
fundamentales en la produccion de etanol.
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3.2 Esquema de una planta piloto

Este proyecto esta basado fundamentalmente en la experimentacion. A escala laboratorio se
ha estudiado el comportamiento del proceso de fermentacion. A partir del cual se ha intentado
obtener unos rangos de operacion Optimos y unas condiciones de trabajo adecuadas para
aumentar la productividad del producto deseado.

Este apartado trata sobre el disefio de una planta piloto, teniendo en cuenta los datos obtenidos
en la fase experimental. Ademads de los datos de la fase experimental, a través de la busqueda
de informacion sobre experimentos ya realizados, se tomaran como referencia los resultados
de estas investigaciones.

Se ha propuesto un esquema a seguir en el proceso de fabricacion de etanol. Se puede ver en
es esquema 3.

Esta planta piloto consta de los siguientes equipos:

e Deposito. En €l se almacena la melaza ya preparada para ser usada como alimentacion
al tanque de inoculacion.

e Tanque madre. Se tiene un tanque con sustrato fresco donde se le adiciona una
cantidad de levadura, ésta se encarga de inocular el reactor y asi abastecer a los demas
tanques existentes de microorganismos suficientes para el desarrollo del proceso. Asi
la materia prima de levaduras requerida inicialmente es menor, ya que parte de los
microorganismos los fabrica el propio proceso.

e Tanques de fermentacion. En ellos transcurre el proceso de fermentacion. Estos
reactores contienen sustrato fresco y estan alimentados por el tanque madre que les
proporciona biomasa inoculandolos.

e Sistema de separacion. El alcohol obtenido de la fermentacion debe ser separado de
los demas subproductos.

e Sistemas de agitacion. Este sistema estd instalado en cada reactor y asi consigue
mejorar las condiciones de operacion, haciendo que tales tanques sean reactores de
mezcla perfecta.

e Sistemas de aireacion. Se suministra aire a cada tanque de fermentacion y al tanque
madre, los caudales difieren de un equipo a otro y también dependen del tiempo en el
que se encuentre el proceso.

e Calentamiento/refrigeracion. A través de una camisa o resistencia se calentaran los
reactores, suministrado esta agua una manta calefactora, esto es para mantener la
temperatura Optima. Si se desprende mucha energia de la reaccion, esta agua se
convertird en refrigerante.

e Lineas de proceso. Se tienen varias lineas, la de alimentacion, la de produccion, la de
dioxido de carbono, la del agua y la de fangos.

¢ Dispositivos de control. Tales dispositivos miden los valores de las variables de
control, controlan los caudales y las condiciones de operacion, como el pH y la
temperatura.
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Cada fermentador constara de un medidor de pH en continuo, de un termémetro y un medidor
de flujo. En el esquema 4 se ve con mas detalle las lineas que entran y salen del reactor, las
concentraciones iniciales y finales, el modo de operar y el sistema de calefaccion. En base a ¢l
se ha disefiado el reactor biologico.

Se parte de un deposito que contiene sustrato fresco preparado para ser utilizado. De este
deposito salen tres corrientes, una de ellas alimenta al tanque madre, las otras dos suministran
sustrato de manera continua a los dos fermentadores, una vez que haya comenzado el proceso
de fermentacion.

El tanque madre es alimentado de sustrato de forma discontinua. A este tanque también le
llega una cierta cantidad de levadura, ésta se introduce en el caldo de cultivo y se opera de tal
forma que se estimula el crecimiento de éstas. Cuando se ha llegado al crecimiento
estacionario (48 horas) se inoculan los otros dos tanques.

Esta alimentacion de microorganismos disueltos en el propio medio de fermentacion es
discontinua y sirve para inocular a los dos fermentadores.

Cuando los reactores estan ya inoculados se comienza la alimentacion continua de sustrato
fresco. Por otro lado va saliendo una corriente con el sustrato convertido en alcohol, en mas
células y en sustrato no convertido. Ademas por arriba sale didoxido de carbono que es otro
subproducto de reaccion.

Se suministra aire solo a un reactor. El tanque madre se aireard de forma continua ya que este
hecho beneficia la proliferacion de células. Sin embargo, los dos fermentadores no seran
aireados ya que las condiciones microaerobias mejoran la produccion de etanol.

El aire es bueno porque desplaza al dioxido de carbono y lo hace salir del reactor de forma
mas rapida, esto es beneficioso ya que evita el efecto inhibidor del didxido de carbono.
Ademas el aire también sirve como agitador de la mezcla. Por ello, los tanques de
fermentacion tendran una apertura superior a la atmosfera para hacer mas facil la salida del
diéxido de carbono.

Por otro lado, se podria pensar que esta apertura al ambiente aumentaria el riesgo de
contaminacion. Este riesgo se hace minimo cuando el medio es acidificado y la concentracion
de alcohol es alta, ya que convierten el medio de cultivo en hostil y aspero para la
supervivencia de microorganismos ajenos al proceso.

De cada fermentador sale una corriente de producto, estas dos corrientes se unen en una sola 'y
se llevan a un separador donde se obtendra el etanol y fangos.

El agua sale de un bafo calefactor y alimenta las chaquetas de cada reactor fijando la
temperatura de operacion a la indicada.
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3.3 Descripcion de los equipos de la planta piloto
Deposito

El depbsito tiene una capacidad de 1 m’. Es de plastico recubierto de lana de vidrio. Este
aislante se usa para evitar que existan cambios muy bruscos de temperatura entre el sustrato
contenido en el depdsito y el caldo de cultivo de los reactores a los cuales alimenta. El
depdsito contiene melaza en disolucion ya preparada para ser usada en el proceso. El pH de la
mezcla es 4acido pero no lo suficiente como para provocar corrosion y picaduras en el
deposito.

La salida de flujo del depdsito esta en la parte inferior. Constara de un medidor de nivel de
liquido para poder saber cuantos litros de sustrato contiene.

Su objetivo es meramente de almacenamiento. Se pretende que las propiedades del sustrato
almacenado no varien de forma considerable por varios dias.

Un pardmetro importante es la concentracion del sustrato, ya que éste es alimentado a los
otros reactores ¢ interviene de manera muy importante en los resultados finales. Por ello, el
material del cual estd compuesto el deposito debe ser inerte, tal que no interacciona con el
sustrato y no varie su naturaleza quimica y fisica.

Tanque madre

El tanque madre es una cuba de fermentacion microbiana, la cual es inoculada directamente
con una masa precisa de levaduras. Es igual que los otros dos reactores solo que su volumen
sera menor. Este corresponde a 25 litros mientras que los otros dos seran de 50.

Este reactor trabajara en discontinuo. Consta de un sistema de aireacion y de agitacion. A
través de las valvulas se controlara el aporte de aire, el suministro de sustrato proveniente del
deposito y la salida de flujo hacia los otros dos reactores.

El reactor es de acero inoxidable 316, para evitar una posible corrosion por el uso de
reguladores de pH en el sistema. Todos los reactores seran del mismo material.

La funcion de este reactor es crear en su medio las condiciones dptimas para el desarrollo de
la levadura y asi aumentar el crecimiento de ésta. Una vez conseguido esto, alimentara de
forma discontinua a los otros dos reactores, inoculandolos y haciendo posible el proceso de
produccion de alcohol.

Las condiciones 0ptimas de operacion en este reactor se refieren a una temperatura 6ptima
para aumentar el crecimiento de las células, una aireacion intensa para evitar altas
concentraciones de dioxido de carbono y dar condiciones aerobias y finalmente una buena
agitacion para conseguir una eficiente transferencia de materia y homogenizacion de la
mezcla.

Este tanque serd de mezcla completa, es decir que su concentracion en el interior es igual a la
de salida.

Las ecuaciones que lo modelan son las correspondientes al reactor de mezcla completa
discontinuo. El crecimiento de las células sera descrito por la ecuacion de Monod.
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La ecuacion de balance de materia se reduce a la siguiente expresion:

(Acumulacitn) = (GeneracionPor Re accion)

dvV-X) _y .,
dt X

Ya que los caudales de entrada y salida son cero.

Por otro lado la velocidad de crecimiento de las levaduras, considerando una cinética Monod
se puede escribir de la siguiente forma:

-S- X
f —px =K S X
dt Ks+S

Y el consumo de sustrato, a través del factor de rendimiento Yx/s.

daSs 1 opy-S-X

dt Yy Kg+S
s
Si se supone que Yx/s permanece constante, se puede obtener evaluar el crecimiento celular

en funcion del consumo de sustrato.

ry =

Xe+Yy S, =X+Y, -S

S S

Finalmente se obtiene el tiempo necesario para reducir la concentracion del sustrato limitante
a un valor fijado por el disenador.

Xe +Yx (Se _S)
(X, 4y (8, Ko ) LS ) =K Yy Lnm g (X, Y, 5, 8

S e S e S

Se ha aplicado la hipotesis de sustrato limitante, es decir, los microorganismos se alimentan
de muchos nutrientes existentes en el medio, pero so6lo uno es limitante, en este caso se ha
considerado que la sacarosa es el nutriente limitante.
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Para este reactor se ha de fijar varios parametros:

e Volumen del reactor

e Masa de levadura a afadir

e Concentracion inicial de sacarosa en el medio (depende de la concentracion del
sustrato almacenado)
Concentracion final de sacarosa, esto determina el tiempo de operacion
Material
Los parametros cinéticos y estequiométricos caracteristicos del proceso, Yx/s, Ks, m
Condiciones de operacion

- Temperatura

- pH (volumen de 4cido/base anadido)

- Presion

- Caudal de aire

- Potencia de agitacion

Fermentadores

Este tipo de reactor es cominmente llamado quimiostato. Opera en continuo y el flujo de
entrada y el de salida son iguales de manera que el volumen total contenido en el reactor es
constante. Constan de un sistema de agitacion que homogeniza la mezcla, tanto en
concentracion de biomasa, nutrientes y producto como en los pardmetros fisicos como la
temperatura y el pH.

La ventaja principal de operar en continuo es la retirada de producto y el suministro de
sustrato fresco al reactor. Asi las condiciones en el interior son mas beneficiosas y las
levaduras pueden seguir metabolizando los azucares y produciendo alcohol.

Las ecuaciones que definen a estos dos reactores son las especificas de reactores de mezcla
perfecta operando en continuo. La cinética considerada es la de Monod, sabiendo que se esta
haciendo una aproximacion. También se considerara régimen estacionario.

Cuando existe una baja concentracion de sustrato limitante o la concentraciéon de alguna
sustancia toxica aumenta de forma considerable, el crecimiento de las células pasa de ser
exponencial a estacionario.

Cuando el aporte de sustrato al reactor haga que la concentracion de azicares sea constante,
esto causara un estado de equilibrio, en el cual, la concentracion de biomasa también sera
constante. Se habra llegado al régimen estacionario.

Las ecuaciones del sistema se escriben para tal estado.
La ecuacion de balance de materia ya que el término de acumulacion es nulo.

Vory +Q- (X, =X)=0
Si se parte de que las concentraciones de etanol y levaduras son nulas en el caudal de entrada

de alimentacién de sustrato fresco (alimentacion estéril), se pueden escribir las siguientes
ecuaciones:
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Para la biomasa

D-K
X=Yy S, - S
s Hy — D
Para el sustrato
5 DK,
Hy — D
Para el producto
Yppu-X
p—_X
D
Y la velocidad de dilucion
p=2
\Y

Las variables X, S y P definen el estado del proceso. Son las concentraciones de biomasa,
sustrato y producto en el interior y a la salida del reactor.

D y S. son variables que se fijan desde el exterior, P, Ks, Yx/s € Yp/s son parametros cinéticos
y estequiométricos caracteristicos del proceso. Es decir, se pueden encontrar tabulados dadas
unas condiciones de operacion precisas.

Como se opera sin recirculacion se puede dar un problema que hay que tener en cuenta. El
lavado del reactor. Este se da cuando la velocidad de dilucion se iguala a la velocidad
especifica de crecimiento de las células (D = ).

Ocurriria lo siguiente:

D=y, 2D-X>u-X yaque p<<p,,

Esto significa que el flujo de biomasa hacia el exterior es mayor que flujo aportado por el
crecimiento celular. Y por tanto se produce un descenso considerable en la concentracion de
biomasa en el reactor, se tendria un valor infinitésimo de microorganismos. También la
concentracion del producto seria muy pequefia ya que la velocidad de dilucidon es maxima.

Operar cerca de las condiciones de lavado es beneficioso ya que la productividad se hace
maxima, pero es arriesgado ya que cualquier cambio en las variables del proceso
(temperatura, concentracion de entrada de sustrato, caudales...) pueden llevar a la fatalidad,
es decir, al lavado del reactor y hacer asi la concentracion de biomasa nula.

Es decir, operando en un punto proximo al critico se consigue maxima productividad celular y
de producto.

Por ello la velocidad de disolucion tiene una restriccion, su valor ha de ser menor que el
critico para que el reactor no entre en inestabilidad.
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S
D. =, ————, paraello D < g,
C H KS +5 p H

e
El valor de la velocidad de disolucion que maximiza la productividad, sin entrar en
inestabilidad, es el siguiente:

0,5

K .
D, =u, |1~ s
Ks +S,

Para caudales bajos la velocidad de dilucion tiende a cero y como consecuencia la
concentracion de sustrato en el interior del equipo se hace muy pequefia. Por lo contrario la
concentracion de biomasa aumenta haciéndose méaxima.

A medida que aumenta la velocidad de dilucion la concentracion de sustrato en el reactor va
aumentado, esto se traduce en una menor conversion del sustrato.
Por eso se ha de fijar el caudal adecuado de sustrato fresco.

Se debe de tener en cuenta que si se fija la velocidad de diluciéon a un determinado valor, se
puede llegar a las condiciones de equilibrio en el crecimiento celular. Para ello se ha de
igualar el ritmo de dilucion al coeficiente de crecimiento. Entonces la variacion de biomasa
respecto del tiempo serd nula y se llegara al equilibrio.

d—sz-m—x-D=x~(m—D)
dt
D:m9%=09 X =cte

En este equipo las variables a definir son las siguientes:

Flujo (de entrada y salida, son iguales)
Volumen del reactor
Concentracion de biomasa equilibrio
Factor de dilucién
Concentracion de entrada de sacarosa
Mm, Ks, Yxsis€ Yprs
Material
Condiciones de operacion
-Temperatura
- pH (volumen de acido/base afiadido)
- Presion
- Potencia de agitacion
- Condiciones anaerobias/aerobias
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Sistema de calefaccion

La planta consta de un equipo de calentamiento de agua para distribuirla por el interior de las
camisas de los reactores y conseguir asi fijar una temperatura éptima de operacion. Este bafio
térmico dispone de una bomba capaz de suministrar el caudal requerido para cumplir su
objetivo.

La temperatura a la que se debe llegar es de 32°C y no es necesaria mucha potencia de
impulsion.

Al ser el volumen de los reactores menor a 500 litros, el sistema de calefaccidon mediante la
chaqueta térmica es valido y suficiente.

Sistema de aireacion

La demanda de oxigeno depende de la naturaleza de los microorganismos, de la fase en
crecimiento en que se encuentren tales y de la naturaleza de la fuente de carbono.

El aire sera suministrado sélo al tanque madre ya que los otros trabajan mejor en condiciones
anaerobias.

El aire suministrado a través del compresor crea unas burbujas que se forman en el inyector,
difusor o también llamado sparger. Este suele estar situado por debajo de la zona de agitacion.
En este caso se tiene una linea de aire de alta calidad, si fuese necesario se le instalaria un
equipo de filtrado a la entrada al tanque madre, asi se reduciria la posibilidad de
contaminacion.

Este aire solo es suministrado al primer tanque en donde sucede la proliferacion de biomasa.
Los demads operaran bajo condiciones microaerobias, ya que existe oxigeno disuelto el medio
de cultivo.
Respecto al disefio de este sistema se deben de tener en cuenta las siguientes condiciones:
e El tanque madre es de un volumen relativamente pequefio, la homogenizacion
de la mezcla debe ser buena.
e Lalevadura se usa de forma libre, es decir, no queda inmovilizada bajo ningun
método, esto hace que los problemas de transferencia de oxigeno se minimicen
hasta el punto de poder despreciarlos.

Segun estas condiciones, a la hora de elegir el tipo de difusor de aire, se tomara el mas
econdmico y apto, ya que para este caso no existen problemas de transferencia de masa.
Existen varios tipos de inyectores, tubulares, de anillo, en cruz, dispositivos de conduccioén
abierta y difusores ceramicos porosos.

El tubular es el mas usado para microorganismos miceliales. Son poco propensos a la
obstruccion.

El difusor de tipo anillo es muy bueno porque cubre la maxima area del fermentador
asegurando asi una adecuada dispersion del oxigeno. La desventaja es que tiende a obstruirse.
El de cruz es mas econdmico y para asegurar una buena transferencia de oxigeno se utiliza en
sistemas agitados.
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Por otro lado el difusor ceramico poroso también consigue una gran dispersion y asi mejora la
difusion del aire.
En la figura 19 se muestran algunos tipos de difusores.

Para este equipo se ha de definir los siguientes parametros:

e Caudal de aire (0,5 -1,5 volumen / volumen liquido x minuto)
e Tiempo total de suministro (especificar horas de inicio y final)

|

0

0 o
o, 0

o0

o ©

conduceién abierta difusor cerdmico poroso

Figura 19. Tipo de difusores de aire en fermentadores.
Sistema de agitacion

La planta consta de un sistema de agitacion para procurar la mezcla completa en cada uno de
los reactores. Ademas también se encarga de romper las burbujas formadas por el aire
suministrado. Para el disefio de los agitadores se hace uso del nimero de potencia, éste varia
segun esté aireado el sistema o no. Esta correlacionado con el régimen del liquido en el
interior del reactor. Este se define a través del nimero de Reynolds. Finalmente se tiene una
correlacion donde influye también la geometria del tanque, obteniéndose la curva de potencia,
figura 20.

I
" ON’D’
2
Re=—pDN
Y7,
N, =bRe"

Siendo b = constante que depende de la geometria del tanque, x = exponente en funcién del
régimen de circulacion y tipo de impulsor.
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Para Re < 10, Régimen Laminar, el N,, disminuye con el Re y la relacion es:

b
N, =—
Re
Y la potencia suministrada al fluido se calcula mediante la siguiente ecuacion:

P =buN>D’

Para 10 < Re < 1000, zona de transicion donde la curva que relaciona el N, y el Re depende
de la geometria del tanque ademas de las condiciones de operacion.

Para Re > 10000, régimen es turbulento y Re no influye practicamente nada sobre el Nj,. Las
curvas se hacen planas en ese tramo y la potencia absorbida se calcula de la siguiente forma:

P=boN’D’
La introduccion de aire a un reactor agitado hace disminuir las necesidades de la potencia

suministrada. La agitacion en sistemas aireados se sirve de un parametro llamado “hold-up” o
retencion (&) de la fase gas.

Vg
PV, +Y,
pg:p(l_gg)

P
NP:pngDS

P
_gz&z(l_gg)
P p

Mediante esta ecuacion se calcula la disminucion de potencia debida a la aeracion.

Esta disminucion se ve afectada por todas las variables que alteren el valor de €, como puede
ser la velocidad de agitacion, el tamafio de burbuja, el tipo de agitador, la tension superficial,
la viscosidad,...

Para estimar las necesidades de potencia en un sistema aireado se hace uso de un moédulo
adimensional llamado modulo de aireacion (N,).

Este modulo se define como el cociente entre la velocidad superficial del gas y la velocidad
tangencial en el extremo del impulsor.

El valor de N, indica el grado de dispersion de las burbujas alrededor del impulsor.

Q
D> _Q
® ND ND?

La relacion entre el nimero de potencia y el moédulo de aireacion se obtiene mediante la
existencia de correlaciones empiricas para cada tipo de agitador.
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Los tipos de impulsores que existen son varios, los de turbina de disco (Rushton), la turbina
de palas planas, la hélice, de disco combinado y de turbina abierta con paso variable.

Hig
'l
£

Fig. 20 Esquema de diferentes tipos de impulsores de agitacién

La turbina de disco o Rushton con seis o cuatro hojas requiere mucha potencia aunque es
sencilla y facilmente intercambiable. El angulo de la paleta puede variar.

La de tipo hélice es la mds usada para el cultivo de células vegetales y animales ya que no
crea un efecto alto de cizalla.

El agitador mas efectivo es uno de turbina con deflectores. Combinando asi las ventajas de
uno y otro.

La potencia necesaria para mover los rodetes en los recipientes agitados utiliza la corriente
eléctrica. Para una determinada velocidad de agitacion la potencia necesaria depende de la
resistencia ofrecida por el fluido a la rotacion del rodete.

El consumo medio de potencia a escala industrial va desde los 1Kw para tanques de 0,1 m’
hasta 200 Kw.

Para un volumen de unos 50 litros se puede aplicar una potencia alrededor de los 80 Kw.

El rozamiento producido en la caja de cambios del motor del agitador y las juntas reducen la
energia transmitida por lo que la energia consumida por el motor del agitador serd siempre
mayor que la necesaria para la mezcla.

Para el disefio de este sistema, que se usarian dos tipos ya que el tanque madre y los otros dos
reactores tienen caracteristicas diferentes, se han de fijar las siguientes variables.
e Geometria del tanque
Tipo de agitador
Existencia de deflectores
Densidad del medio de cultivo
Viscosidad del medio de cultivo
Caudal de aireacion (volimenes de aire/volumen del fermentador y minuto) Si
existiese tal suministro
e Velocidad de agitacion

Con estas especificaciones y a través de la curva de potencia y de las proporciones estandar de
los fermentadores, se puede obtener la potencia a suministrar del sistema.
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Fig. 21 Relacion entre el nimero de potencia y el de Reynolds para diferentes tipos de impulsores.
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Fig. 22 Esquema de las proporciones y relaciones geométricas estandar para fermentadores
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Fig. 23 Sistemas aireados. Relacion entre el nimero de
potencia y el nimero de aeracion para turbinas de disco.
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3.4 Eleccion de parametros para el disefio
Sustrato

La concentracion de sacarosa en la disolucion final de sustrato ha de ser del 16,5% v/v.
Esto quiere decir que se tiene una concentracion de 134 g/l. Lo que indica que se necesitan
115 kg de melaza para disolverlas en un volumen de agua de 1600 litros.

La cantidad de fosfato diamonico a afiadir depende de la masa de melaza existente.
Si por cada 1000 kg de melaza se adicionan 500 gramos de fosfato, entonces la cantidad total
a afiadir serd de 57,5 gramos.

La disolucion tiene inicialmente un pH basico y éste se ha de acidificar hasta un valor de 4,5.
Para ello se ha de afadir una cierta cantidad de acido clorhidrico no muy diluido para no
diluir aun mas la melaza.

A escala laboratorio, con un reactor de capacidad 1 litro, eran necesarios 20 ml de acido
clorhidrico 0,5 molar. Para un volumen de 1600 litros seran necesarios unos 32 litros de
acido. Para disminuir la cantidad de 4cido a anadir se puede doblar su concentracion, 1M y asi
se consigue que la melaza quede menos diluida, a parte de ocupar un menor volumen. Asi que
se adiciona 16 litros de acido clorhidrico 1M.

La mezcla se ha de agitar muy bien. Esta seguira todos las etapas de preparacion ya indicadas
en capitulos anteriores hasta obtener un mosto listo para alimentar a los reactores.
Entonces, de forma esquematica, las condiciones que ha de cumplir el sustrato son:

e 115 kg de melaza

e 16,5 % v/v de sacarosa (nutriente limitante)

e pH=45

e Adicion de fosforo y nitrogeno a través del fosfato diamonico, 58 gramos

Deposito

En la eleccion del volumen del deposito se ha de tener en cuenta el caudal de alimentacion
continuo hacia los fermentadores.

Si se quiere suministrar un caudal de 10 I/h durante un tiempo de 72 horas, que es la duracion
de la operacion en continuo, se tiene un total de 720 1. 'Y como son dos reactores, el volumen
asciende a 1440. Por otro lado se ha de contar con el llenado de todos los reactores, adicion de
acido, esto haria un total a groso modo de 1500 litros.

e V=2m’(volumen liquido = 1600)
e Plastico

Tanque madre

V=251

mg = 10 gramos (Saccharomyces Cerevisiae, I[FI 255, microaerobia)
So=16,5%v/v

Se=11%v/v

Tanque de acero inoxidable 316
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o Yyxs= 1’2 gcélulas/ g sustrato

° Ks =5 g/ 1

* Um=0,24h"

e (Condiciones de operacion
- T=32°C
- pH=45
- P=1atm

= Qaire = O,8 vvim
- Pagitacion= 1,43 kw (ver en sistema de agitacion)

A través de la eleccion de los parametros se obtiene un tiempo de proceso de 18 horas. En
este tiempo se forma 54,55 g/l de biomasa.

Resultados finales
e Duracién de la inoculacion = 18 horas
e Velocidad de crecimiento = 3,03 g/lh
e (Concentracion final de biomasa = 54,55 g/l

Fermentadores

Son dos tanques de mezcla perfecta dispuestos es paralelo. Se pueden considerar
independientes. Tienen las mismas caracteristicas y por ello s6lo se disefiard uno de los dos.
e D=0,19h" (maxima productividad)
V=501
Q.=Qs=101/h
Xeq=54,55 g/l
So=16,5%v/v
Yxis = 0,8 g células/ g sustrato
Ks =5 g/ 1
Um= 0,24 h!
Yps = 1,6 g alcohol/g sustrato
Acero inoxidable
Condiciones de operacion
-T=32°C
-pH =4.,5
- Presion = 1 atm
- Pagitacion= 3,98 kw (ver sistema de agitacion)
- Condiciones anaerobias

Con esto se tiene que las concentraciones de biomasa, sustrato y producto en el interior y en la
corriente de salida del reactor son las siguientes:

e X=902¢/
e S=19gl
o P=1472¢/1
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Sistema de agitacion

Se tiene dos tipos de sistemas de agitacion ya que se tiene un tanque de mezcla perfecta de 10
litros sometido a aireacion y otros dos de 25 litros sin suministro de aire.
Para hallar la potencia a suministrar en los dos se van a escoger las siguientes variables:
®  Vinquem = 25 1 2 Dianquem = 0,30 m, Hianguem = 0,36 m (para el tanque madre)
®  Viermentador = 50 1 =2 Dfermentador = 0,30 M , Heermentador = 0,71 m (para los dos
fermentadores)
Peuttivo= 1100 kg/m’
Meuttivo = 0,01 kg/ms
Qaire = 0,8 vvim (para el tanque madre)
Vagitacién =250 Irpm
Tipo de impulsor: Turbina de disco

Calculo de la potencia a suministrar sin aireacion
De la figura 22 se establece el didmetro del impulsor.

D :I = 0,30 =0,Im
N.D2. @0,14100
Re = P __60 0.01 =45833,33 ~4-10* (Régimen turbulento)
7 ;

De la figura se calcula el nimero de potencia: Np =5

3
P=N,-p-N°D’ =5-1loo.(@j (0’3
60 ) | 3

5
j =3,98KW

Calculo de la potencia a suministrar con aireacion

N, = Q—g3 =0,0799 = 0,08
ND

a

3 .
Moy _gg.0,025. MmN
m’ fermentador - min 60s

Q, =08 =3,33-10"*m’/s

A través de la figura 5 y utilizando el numero de aireacion se puede calcular el nimero de
potencia y a partir de ahi, obtener la potencia a suministrar al gas.
Np=1,8

3
P=N, p-N°D* :1,8-1100.(@ (0’3
60 )\ 3

5
j =1,43KW

Antiespumantes

La mejor manera de evitar la formacion de espumas es mediante dispositivos mecanicos,
como los discos rotatorios de alta velocidad. Para tanques de fermentacion mas voluminosos,
estos discos carecen de la potencia necesaria para romper tales burbujas. Por ello se utiliza
unas sustancias quimicas llamadas antiespumantes.
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Estos aditivos tienen beneficios y desventajas. Por un lado hacen bajar la tension superficial y
con ello disminuyen la tendencia a coalescer de las burbujas. Esto es beneficioso ya que asi
aumenta el area interfacial de las burbujas al ser su didmetro menor y su cantidad mayor. Pero
por otro lado, la adicion de antiespumantes reduce la movilidad de la interfase actuando
directamente sobre el coeficiente de transferencia de masa, haciendo su valor menor.

Por todo esto, hay que discutir si netamente es bueno o no afiadir antiespumantes,
comparando los pos y los contra. La formacion de excesivas burbujas también hace disminuir
la difusion del oxigeno.

Productividad

La planta inicia su arranque llenando el primer reactor, tanque madre. Cuando se han
alcanzado las condiciones ideales de crecimiento, se suministra la masa de levadura
especificada anteriormente. Al cabo de 18 horas se tiene un cultivo es fase exponencial ya que
hasta que no se llegue a las 48 horas no se tiene la fase estacionaria.

El interés es inocular a los demas reactores en fase exponencial y que una vez dentro alcancen
la fase estacionaria.

La planta, para la primera vez que se arranque estara 18 horas mas 72 horas del proceso en
continuo en funcionamiento, es decir, 90 horas. Pero en la proxima operacion, el periodo de
crecimiento serd mas rapido porque el tanque madre ya estard inoculado de la anterior vez.

La concentracion de producto en la corriente de salida es de 147,2 g/1.

Productividad =t, -P-Q-N; =147-72-10-2=211,68kg

Donde t; es el tiempo total de proceso, P es la concentracion de producto a la salida, Q es el
caudal de salida, y Nr es el numero de reactores que operan.
Esta cantidad de alcohol se debe separar por destilacion de la corriente final del proceso.

211,8kgalcohol

PX ~ 15kgMelaza

Fig. 24 Algunos tanques de fermentacion
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4. CONCLUSIONES

4.1 Introduccion

Las conclusiones obtenidas en este estudio son muy variadas. Por un lado, la parte mas
importante, la fase experimental. Con ella se ha llegado a definir las variables mas apropiadas
para el desarrollo del proceso. También se ha obtenido una metodologia de trabajo, respecto a
la preparacion de sustrato, mantenimiento celular, modo de operar en el reactor...

Han existido dificultades en lo que respecta al seguimiento continuo de las variables del
proceso, y por ello no se ha podido completar la investigacion. Asi se han hecho suposiciones
para los calculos en el disefio de la planta.

Por otro lado esta la parte tedrica, de disefio de una planta de produccion de etanol. Esta se
basa en la experimental. Con ella se aplican las ecuaciones por las que se rige la fermentacion.

Con la parte de combustibles alternativos y un breve repaso a la situacion del mundo actual,
se llega a tener conciencia de la necesidad de un cambio en el modo de vida occidental.
Donde la vida util de los artilugios es mucho menor que la vida de estos mismos como
residuos.

Ademas, el consumo de los combustibles fosiles esta llegando a su fin y se debe dejar paso a
otra era, a la de los biocarburantes.

En este proyecto los rendimientos no han sido muy grandes pero se ha demostrado que se
puede obtener etanol a través de la melaza, que no es mas que un subproducto de la
remolacha, de manera sencilla y no muy costosa.

Si se mejoran las condiciones de operacion, respecto a las técnicas de esterilizacion,
separacion del producto final e instrumentos de medida, se puede obtener un mayor
rendimiento a escala laboratorio. A través de esta fase se puede desarrollar un modelo basado
en las ecuaciones del proceso. Con este modelo se puede obtener el disefio Optimo y asi
concluir en la construccion de una planta piloto de produccion de etanol.

4.2 Conclusiones

1. La alta concentracion de alcohol en el cultivo hace detener la actividad de las células,
a la vez que constituye una barrera a la posible contaminacién del proceso por
microorganismos extrafos.

2. La acidificacion restringe el tipo de microorganismos a habitar en el caldo de cultivo,
haciendo este rango minimo y mejorando asi la productividad.

3. Se evita la contaminacion por todos los medios para que la mayor parte de los
nutrientes sean transformados en etanol, mas células de interés y en el mantenimiento
de las actividades vitales de los microorganismos.

4. La aireaciéon es importante para desplazar mas rapido el didoxido de carbono del
reactor, ya que é€ste es toxico e inhibe la actividad de las células. Por otro lado hace
aumentar el pH de la mezcla y con ello abre el abanico a muchas bacterias,
reduciendo asi la eficiencia de la conversion de los nutrientes.
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Por ello el aire se suministra pasado un tiempo de proceso tal que el pH sea lo
suficiente bajo como para que un pequefio aumento no haga posible la contaminacion
del medio.

5. Para este estudio se ha considerado la hipotesis de nutriente limitante, es decir, los
demas nutrientes estan en exceso y solo la sacarosa esta en defecto. Es decir, todo
depende de ella.

6. La operaciéon en discontinuo a escala laboratorio se utiliza para obtener los
coeficientes estequiométricos y cinéticos.

7. La operacion en continuo es mas eficiente ya que va llegando sustrato fresco con el
caudal de entrada y se va retirando sustrato agotado.

8. La operacion en continuo con recirculacion hace posible la operacion con velocidades
de dilucién mayores, ya que evita el riesgo de lavado del reactor.

9. En toda planta existe un tanque inicial de menor volumen donde se inocula
directamente con levadura, ya sea seca o en fase latente. Este alimenta a los demas,
después de un tiempo, inoculandolos y asi rentabilizando el consumo de levadura
como materia prima. Ya que una gran mayoria de la levadura utilizada serd generada
en la propia linea del proceso.

10. Las condiciones microaerobias son ideales para la produccion de etanol.
11. Cuando se opera con células libres, la concentracion celular en la corriente de
recirculacion es pequefia y se debe instalar un separador antes de proceder a la

recirculacion.

12. El operar con células inmovilizadas aumenta la eficiencia aunque también se ven
alzados los costes de inversion.
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5. Futuras lineas de investigacion

En este proyecto se ha disefiado una planta piloto que trabaja con tanques de mezcla completa
y en continuo. Uno de los avances a introducir de forma casi inmediata seria trabajar con
recirculacion y con células inmovilizadas. Asi la concentracion celular seria mayor en la
corriente de recirculacion.

Otra solucion para aumentar la concentracion celular en la corriente de recirculacion
utilizando células libres, seria instalar un separador, ya sea por centrifugacion o por
decantacion por gravedad, y asi aumentar la concentracion de tales microorganismos.

El uso de células inmovilizadas puede aumentar de forma considerable el rendimiento de la
operacion ya que en la corriente se salida disminuiria la cantidad de células arrastradas hacia
el exterior.

Por otro lado, un cambio en la tecnologia del reactor seria una medida bastante buena para
aumentar la eficiencia del proceso. Para ello se deberia hacer un analisis de costes y estudiar
asi su rentabilidad.

Con los medios suficientes para realizar un seguimiento continuo de las variables
fundamentales como la concentracion de los azicares reductores, la biomasa, el etanol, el pH
y la temperatura, se podria obtener un modelo que describa el proceso.

Con este sistema de ecuaciones que rigen el funcionamiento del proceso, se puede hacer un
disefio 6ptimo a través de programas de simulaciéon como el Aspen plus, Matlab u otros.

Con este disefo se puede construir una planta piloto con base experimental y teorica,
ahorrando tiempo y nimero de experimentos.

Otra medida a aplicar es la de un control automatico que regule la temperatura, los caudales y
el pH.
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ANEXO 1

COMBUSTIBLES ALTERNATIVOS

1.1 Introduccion

Durante la tltima década el consumo del petroleo se ha mantenido practicamente sin cambios,
debido esencialmente a que la reduccion progresiva del petréleo como fuente de energia para
usos ajenos al transporte se ha visto compensada por el fuerte crecimiento del consumo para
este fin.

En los proximos veinte o treinta afios se espera que la produccion comunitaria de petroleo
disminuya pero sin disminuir su demanda.

Ademas de esta perspectiva de evolucion hay que tener en cuenta la necesidad de reducir las
emisiones globales de gases de efecto invernadero, y asumir los compromisos del tratado de
Kyoto. Para ello los paises industrializados deberéan iniciar sus programas de reduccion de la
emision de dioxido de carbono durante la proxima década.

Con todo esto se ha abierto una estrategia europea de seguridad y abastecimiento de energia,
donde el objetivo primordial es la sustitucion de estos combustibles fosiles por otros
alternativos en el uso de transportes. Esto provocaria una disminucion de los gases de efecto
invernadero como el decremento de las importaciones de petrdleo.

Cumpliendo tal objetivo también se reduciria la contaminacion por plomo y azufre, elementos
que forman parte de los combustibles actuales, y la mejora significativa de la eficiencia
energética actual.

Hay que tener en cuenta que cuando se usa el petroleo como combustible para el transporte no
se estd valorizando, ya que el rendimiento que se obtiene es muy bajo.

Cualquier cambio radical que afecte al suministro de combustible o a la tecnologia de los
motores utilizados en el transporte por carretera se enfrenta a una serie de dificultades.

El grueso de la poblacion se ha habituado a tener a su disposicion un automovil cuyo coste se
ha abaratado enormemente con el paso del tiempo, como también lo ha hecho el del
carburante, si se compara con la renta disponible.

En la actualidad sélo es necesario repostar cada 400-600 km, el combustible puede
encontrarse en todas partes y la operacion de repostar se realiza en pocos minutos.

El automovil puede servir tanto para llevar a una sola persona en un recorrido de pocos
kilémetros, como para llevar a toda una familia a la otra punta del continente.
Con esto se quiere decir que el uso del automovil no estd limitado ni optimizado.

Cada dia laboral las personas toman un coche de forma individual y se trasladan a su trabajo,
esto origina un atasco y hace insostenible el uso de las autopistas y carreteras, produciendo asi
una gran contaminacion y un mal humor generalizado consecuencias de las largas esperas
provocadas por el explosivo crecimiento del uso del automovil.

Proyecto Fin de carrera Combustibles alternativos Pagina




‘ Proyecto Fin de carrera Disefio de una planta piloto para la produccion de bioetanol Anexo 1

Ademas, no hay practicamente ninguna restriccion de seguridad que impida estacionar un
automovil, a pesar de que en su interior transporta una cantidad considerable de liquido
altamente inflamable.

Pocas personas estarian dispuestas a enunciar cualquiera de las ventajas que ofrece un
automovil hoy dia.

El transporte de mercancias no esté incluido en el anterior andlisis, ya que éste procura bienes
y servicio. Al igual que el transporte de pasajeros.

El potencial de penetracion de cualquier combustible alternativo para el futuro debe evaluarse
en funcion de estos criterios. Cada opcidn requerira tipos y niveles diferentes de inversiones
en equipos e infraestructuras.

La sustitucion de un porcentaje minimo del gasdleo por biodiesel o etanol es la mas sencilla,
en la medida en que la creacién de instalaciones de produccion de dichos combustibles
alternativos representa la inica inversion a largo plazo.

Las pilas de combustible de hidrogeno son la opcion més complicada ya que exigen una
tecnologia alternativa para los motores asi como importantes inversiones en instalaciones de
produccion de hidrégeno y un sistema de distribuciéon completamente nuevo.

La comodidad y el rendimiento de los automdviles, la seguridad del abastecimiento de
combustible y el mantenimiento de un nivel bajo de impacto medioambiental y un elevado
nivel de seguridad a un coste global reducido son requisitos que nunca serd posible satisfacer
por completo de manera simultanea.

La penetracion de cualquier tecnologia nueva en el sector del transporte depende del elevado
nivel de disponibilidad del combustible de que se trate.
Los combustibles alternativos que se podrian desarrollar hasta alcanzar un nivel igual o
superior al 5% del mercado total de combustibles de automocion de aqui al afio 2020 son los
siguientes:

e Biocarburantes

e Gas natural

e Hidrégeno

También se debe tener en cuenta la tecnologia de los vehiculos hibridos en los que se
combinan la combustion interna y la energia eléctrica. Esto permite unos niveles de ahorro de
combustible similares a los que pueden ofrecer los combustibles alternativos.

1.2 Eficiencia energética de los vehiculos a motor

Mejorando la eficiencia energética se consigue un ahorro de combustible y una reduccion de
los gases de efecto invernadero.

Se intenta reducir el consumo de combustible un 35% emitiendo asi 120 g/km de CO,. Esto
significaria un consumo de 5,8 litros por cada 100 kilémetros recorridos en le caso de tratarse
de gasolina y de 5,3 litros por cada 100 kilometros en el caso del gasoleo.

Para ello se deberan realizar cambios tecnoldgicos y las correspondientes evoluciones del
mercado.
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1.3 Biocarburantes

Desde que se produjo la primera crisis del petréleo en 1973 se ha considerado la biomasa
como una fuente de energia alternativa al combustible fo6sil, cuyo uso se ha fomentado en
algunos casos.

Existen algunos materiales bioldgicos que pueden usarse como combustible para el transporte
por carreteras son los siguientes:

e Los aceites vegetales (colza, soja, girasol...) pueden transformarse en un sustituto del

gasoleo denominado biodiesel que pueden mezclarse con el gasoleo convencional o
utilizarse en estado puro.

e La remolacha azucarera, los cereales y otros cultivos producen por fermentacién un
alcohol, bioetanol, que ademas de poder ser adicionados directamente a la gasolina o
ser utilizados como combustible de automocion en estado puro, también puede
incorporarse a la gasolina tras haber sido transformado en ETBE mediante su sintesis
con el isobutileno (subproducto de la destilacion del petrdleo). Por otra parte existen
suficientes indicios que permiten pensar que el fututo se podra producir bioetanol de
una forma econémicamente competitiva a partir de la madera o de la paja.

e Los residuos organicos pueden ser transformados en energia utilizable como
combustible de automocion. Los aceites usados (aceites de fritura) se pueden convertir
en biodiesel, mientras que el estiércol y los residuos orgéanicos de origen doméstico
permiten producir biogads. Los residuos vegetales suelen ser transformables en
bioetanol. Se ha de tener en cuenta que existen muchas limitaciones respecto al
rendimiento global de tales procesos pero también hay que considerar que tales
materias primas son gratuitas, y no solo esto, sino que su uso evita su acumulaciéon y
da solucion a la gestion de tales residuos.

e En un futuro se piensa que a través del tratamiento termoquimico de la biomasa se
podrian conseguir otros carburantes liquidos como el biodimetiléter, el biometanol, los
bioaceites y el hidrogeno.

En principio, los biocarburantes proporcionan una alternativa ideal ya que su contenido de
carbono procede de la atmosfera, por ello resultan neutros desde el punto de vista de emision
de didxido de carbono.

Por otro lado tienen la gran desventaja de que son costosos y requieren un consumo de
energia directo para el cultivo de las cosechas y la produccion de los combustibles. Este
inconveniente se puede reducir si se usan los propios residuos de los cultivos como
combustible de los procesos, es decir, como energia.

1.4 Gas natural

El gas natural estd compuesto fundamentalmente de metano y se puede usar como
combustible en un motor convencional de gasolina. Sin embargo requiere un equipo especial
de almacenamiento e inyeccion. Por ello para su uso a gran escala seria aconsejable utilizar
automoviles especialmente fabricados que el acondicionamiento de los vehiculos de gasolina
ya existentes.
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Para permitir que los medios de transporte lleven el combustible necesario para gozar de una
autonomia suficiente (mas de 400 kilometros), la conservacion del gas deberia hacerse a altas
presiones (200 bar) o en forma licuada a -162 °C. Desde el punto de vista técnico el uso de
altas presiones es el mas recomendable.

En Italia esta tecnologia esta totalmente desarrollada y comprobada. Existe una red de puntos
que aprovisionan este tipo de combustible.

Por un lado se podria pensar que el metano es un combustible alternativo ideal, ya que es
barato, de alto octanaje y emite menos cantidad de gases de efecto invernadero. Ademas
permite generar una cantidad de energia equivalente a la gasolina con una reduccion de las
emisiones de dioxido de carbono del 20 al 25%.

Se ha de tener en cuenta que no ofrece ventajas considerables sobre el rendimiento de los
motores de gasdleo mas desarrollados tecnoldgicamente.

El uso del gas natural en los autobuses hace posible una reduccion del ruido que resulta
sumamente interesente en las areas urbanas.

Respecto al objetivo marcado de conseguir mayor seguridad y abastecimiento del combustible
del futuro, la mayor parte del metano seria importado del exterior de Europa, asi que desde
este punto de vista no ofrece ninguna ventaja respecto a la gasolina. Aunque si se podria
pensar que con el aumento de la demanda del gas natural haria que todo el mercado no
dependiese so6lo del petroleo. La distribucion del gas natural a escala mundial es mas
uniforme que ka de los recursos petroliferos, su explotacion y distribucion es mas dificultosa.

El metano es un gas que produce un importante efecto invernadero. La ventaja tedrica sobre la
gasolina desde el punto de vista de las emisiones de diéxido de carbono se desvaneceria s6lo
si se produjese alguna pérdida minima durante su distribucion y almacenamiento o incluso al
repostar combustible.

En la préctica se ha comprobado que la ventaja real en cuanto a las emisiones de anhidrido
carbonico va desde un 15 a un 20%.

Si se ampliara el uso del metano a gran escala se deberia contemplar tales pérdidas y
minimizarlas. Ademas si se sustituyese el gasdleo por gas natural tales ventajas serian aun
menores porque el rendimiento de los motores diesel es mas elevado.

La energia utilizada para comprimir el gas natural a 200 bar representa una pérdida adicional
del 4% de energia.

El transporte de gas natural requiere unas medidas de seguridad adecuadas. El hecho de que el
metano sea mas ligero que el aire y se caracterice por su reducido intervalo de inflamabilidad
y elevada temperatura de ignicion espontdnea lo hace menos peligroso que la gasolina y el
GLP. Esto indica que el uso de gas natural como combustibles no limitaria el acceso a todos
los lugares, actualmente permitidos, a los automoviles que lo utilizasen.

Los costes de tales infraestructuras para el suministro de este combustible alternativo serian
moderados.
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1.5 Hidrogeno

Durante los ultimos afos, el uso de hidrogeno como combustible potencial para vehiculos de
motor ha sido objeto de un esfuerzo intensivo de investigacion. Las pilas de combustible de
hidrégeno dan como unico producto de combustion el agua. Asi que la emision de gases de
efecto invernadero es nula.

Usar el hidrogeno como combustible de automocién no se limita a las pilas de combustibles
sino que tal gas es un combustible perfecto para los motores de gasolina convencionales. De
hecho al ser el coste de los motores de combustion mucho menor que el de las pilas de
combustion se prefiere utilizar el gas como combustible, por lo menos, hasta que se reduzcan
tales costes de manera significativa y se mejore el rendimiento de conversion de las pilas.

El inconveniente principal de usar hidrogeno como combustible para los coches es la
generacion de gases de NOyx. Aunque su descomposicion es casi total y no deberia plantear
problemas, ya que es el tinico contaminante producido.

Es preciso recalcar que el hidrégeno no es una fuente de energia sino un portador de ella.
Suele decirse que el hidrogeno se puede sacar del agua pero esto no es asi desde un punto de
vista estrictamente quimico. Cualquier procedimiento de generacion de hidroégeno requiere el
uso de fuentes de energia, como ocurre con el otro portador de energia, la electricidad.

Como en el caso de la electricidad, las ventajas que puedan derivarse del uso del hidrégeno
como combustible, desde el punto de vista de seguridad del abastecimiento y de las emisiones
de gases de efecto invernadero, dependen de la fuente de energia que se tome para generarlo.

Si se usa una fuente de energia fosil como el carbon, la seguridad del abastecimiento se
incrementa pero se generan mayores cantidades de dioxido de carbono, ademas del azufre.

Si la produccion de hidrogeno se hace empleando alguna fuente de energia renovable o
nuclear se incrementa la seguridad del abastecimiento y ademds se reducen las emisiones de
diéxido de carbono, pero hay que tener en cuenta que este proceso tendrd sentido si esta
energia es adicional a los recursos necesarios para la generacion de electricidad.

El uso de hidrégeno con futuro portador de energia a gran escala presenta la ventaja de
permitir la generacion a partir de cualquier fuente imaginable de energia, a la que se afnade la
caracteristica, que no comparte la electricidad, de almacenaje de largos periodos de tiempo.

De todas formas hay que tener presente que el hidrogeno tendria que competir con la
generacion de electricidad a partir de fuentes alternativas de bajo consumo de carbono, como
el metano, o usando la energia nuclear, sin emision de didéxido de carbono.

Esto indica que so6lo seria ventajoso su uso si su produccion se basa en recursos energéticos
adicionales sin carbono o en un suministro adicional de gas natural. Este Gltimo caso se
deberia estudiar si es mas conveniente utilizar el metano como combustible de forma directa o
de forma indirecta a través de la conversion de hidrégeno para un uso posterior como pila de
combustible.

La produccién de hidrogeno a gran escala por electrolisis utilizando la energia del gas natural
o de la electricidad constituye un proceso industrial completamente desarrollado y con poco
margen para las innovaciones tecnologicas con las consecuentes reducciones econdmicas.
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La ventaja fundamental que presenta el hidrogeno como portador de energia es que ofrece
una gran capacidad de almacenamiento temporal con un mercado energético descentralizado
basado en combustibles no fosiles.

La distribucién del hidrogeno se basa en canalizaciones ya estudiadas y comprobadas, su
comercializacion a través de una red global depende de la existencia de una demanda
suficientemente numerosa. Hasta ese momento la distribucion mediante contenedores es mas
viable que la de las estaciones de servicio.

Uno de los grandes inconvenientes que se ha encontrado es el almacenamiento de una
cantidad suficiente de combustible en los vehiculos, ya que a volimenes iguales de hidrégeno
y metano, el primero solo posee un 30% del contenido energético del segundo. Por ello los
depositos para el hidrégeno serian demasiados grandes y pesados si se quiere almacenar una
cantidad suficiente de éste en los medios de transporte.

Se estan estudiando diversas técnicas para su almacenaje en los automoviles pero ninguna de
ella es comparable a la de los depositos de alta presion, 350 bar.

Esta alternativa seria la mejor de todas, seria ideal pero solo si se llega a un nivel alto de
tecnologia que haga abaratar de una forma muy considerable los costes de produccion y
distribucion del hidrégeno, ademas de nuevas innovaciones en lo que respecta
almacenamiento del combustible y de las pilas.

1.6 Otros combustibles y tecnologias
Automoviles eléctricos

Los automoviles eléctricos se vienen comercializando desde hace varios afios pero no han
conseguido suscitar gran interés en los consumidores.

La relacion entre el tamafio y coste de las baterias y la energia que contienen no permite
fabricar un automovil de tamafio, potencia y autonomia a un precio competitivo. Ademas
tiene la gran desventaja de la lenta recarga de las baterias.

En estos ultimos afos parece haberse perdido la esperanza de encontrar nuevas tecnologias
que hagan a tales coches mas eficientes.

El uso mas correcto para tales vehiculos es para recorrer distancias cortas ya que no producen
ruidos y ademas no contaminan.

Automoviles hibridos

Aunque no representan un combustible alternativo, los automoviles hibridos son una de las
posibles alternativas para un futuro cercano.

El disefio de los automoviles hibridos permite aprovechar los aspectos mas positivos de los
motores de gasolina o gasoleo y de los vehiculos eléctricos, evitando asi las desventajas
respectivas de cada uno por separado.
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Gracias a la recarga semicontinua que se produce durante la conduccion, las baterias pueden
ser mucho mdas pequefas y consecuentemente mas baratas que en un vehiculo enteramente
eléctrico.

Aungque el coste se ve incrementado asi como su peso a causa de algunas sofisticaciones tales
como el frenado regenerativo.

Estos automoviles son eficientes si se usan en ciudad, cuando las aceleraciones y las paradas
son frecuentes. Para largos recorridos donde se mantenga una velocidad alta y uniforme, estos
vehiculos no ofrecen ninguna ventaja con los existentes actualmente.

Metanol y dimetiléter (DME)

Tales combustibles se obtienen del gas natural. El metanol se puede usar en motores de
gasolina y el DME es un sustituto del gasoleo.

El metanol ofrece pocas ventajas sobre el gas natural. Su almacenamiento en los vehiculos es
mas facil ya que se encuentra en estado liquido.

En comparacion con el uso directo del gas como combustible, cabe sefialar que la pérdida de
energia que se registra en la transformacion de metano en metanol reduce la eficiencia de
conjunto e incrementa las emisiones globales de dioxido.

La alta toxicidad del metanol lo hace poco atractivo como combustible de automocion.

El DME posee unas propiedades fisicas similares a las del GPL, es gaseoso a temperatura
ambiente, pero se licua al ser sometido a varias atmosferas de presion. Al ser un combustible
adecuado para motores diesel ofrece una eficacia mayor y hace compensar la energia invertida
en el proceso de transformacion de gas natural en DME.

El uso del DME como combustible de automocién de motores diesel es equiparable al gas
natural en motores de gasolina en lo que respecta a las emisiones de gases de efecto
invernadero.

Ademas tiene otras ventajas, como su gran facilidad para licuarse. Su combustion es mas
limpia que la del gasdleo, plantea menos problemas en los equipos de control de emisiones.
Estos beneficios han suscitado el interés de los fabricantes de camiones y autobuses.

Combustible diesel producido a partir del gas natural

Mediante la sintesis Fischer Tropsch se obtiene este tipo de combustibles. Es un complemento
extraordinario para el gasoleo convencional. Sobretodo si no se tiene cerca un lugar de
produccion de gas natural.

La transformacién del gas natural en combustible diesel sigue una serie de etapas que requiere
un consumo de energia significativo y en las cuales se genera unas emisiones de didxido
carbdnico considerables.

Ofrece ventajas respecto a la seguridad del abastecimiento ya que amplia las posibilidades de
suministro de combustible de automocidén y ademas se consigue una buena mezcla de gran
indice de cetano.
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Gas licuado de petroleo (GLP)

Este combustible se ha utilizado durante décadas. Se obtiene mediante la destilacion del
petrdleo o a través de condensado de gas natural, la fraccion que se separa del metano durante
la produccion de tal gas. Las cantidades resultantes dependen del tipo de petréleo crudo, de la
clase y grado de refinamiento y de la especificidad de cada yacimiento.

El GLP es barato y respetuoso con el medioambiente, pero a medida que avanzan los tiempos,
la gasolina y el gasoleo van adquiriendo el mismo grado de limpieza.

El GLP es usado como materia prima en la industria quimica y para otros usos especificos. La
gasolina convencional también contiene butano, que es uno de los componentes del GLP,
pero la produccion de GLP a partir de fracciones mas pesadas del petroleo carece de sentido
respecto al objetivo de conseguir mayor seguridad del abastecimiento y también respecto a la
reduccion de emision de didxido de carbono.

Por ello se debe limitar su uso para el transporte y s6lo a través del GLP disponible de forma
natural.

1.7 Conclusiones

De toda la amplia gama de combustibles alternativos y tecnologias posibles, las tres opciones
que se indican a continuacion muestran un potencial de gran envergadura, superior, en cada
caso, al 5% del consumo total de combustibles de transporte) para los proximos veinte afios:

e Biocarburantes

e (Gas natural

e Hidrogeno/pilas de combustible

1.8 Reparto actual de diversos tipos de combustibles en la UE y potencial para el uso de
biocarburantes

Tipos de combustibles existentes en el mercado

Los biocarburantes para transporte podrian comercializarse en estado puro para vehiculos
especialmente adaptados o en forma de mezcla con otros combustibles en una proporcion que
no afecte al rendimiento de los motores. Entre los biocarburantes disponibles cabe destacar el
biodiesel, el bioetanol y el ETBE (etil ter-butil éter) producido este ultimo a partir del
bioetanol.

Otros posibles biocarburantes son el biogés, el biometanol, el biodimetiléter y los bioaceites.
Aunque en para éstos sirva el motor convencional para gasolina o diesel, se ha de tener en
cuenta la posible necesidad de recipientes especiales para su transporte.

El bioetanol puede utilizarse como combustible de automocion por si solo o en una mezcla
con los carburantes convencionales. Técnicamente, la mayor parte de los vehiculos
matriculados en la UE pueden funcionar con una mezcla de combustible que presente una
proporcion de bioetanol de hasta el 15%.
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El biodiesel se utiliza en estado puro o mezclado con gasoleo convencional. En la actualidad,
Alemania, Austria y Suecia utilizan biodiesel al 100% en vehiculos especialmente adaptados.

En Francia el biodiesel se mezcla al 30% y al 5% con gasdleo normal. En Italia se mezcla al
5% con gaso6leo normal.

El ETBE se obtiene por sintesis del bioetanol y puede utilizarse como aditivo a la gasolina en
proporciones de hasta el 15%.

El biogas producido por fermentacion anaerobia de la biomasa o de la fraccion biodegradable
de los residuos puede refinarse hasta alcanzar la calidad del gas natural, lo cual permite su uso
en motores de gas utilizados para el transporte.

El biometanol producido a partir de la biomasa o de la fraccion biodegradable de los residuos
es equivalente al metanol f6sil, por lo que puede utilizarse como combustible para el
transporte en las mismas condiciones que éste.

El biodimetiléter es un combustible de calidad similar a la del gasdleo, producido a partir de
la biomasa o de la fraccion biodegradable de los residuos para su uso como biocarburante.

El bioaceite es un carburante que se obtiene por pirdlisis de la biomasa y que puede usarse
como combustible diesel normal.

Situacion actual en Europa

La situacion de los biocarburantes dentro de Europa varia de forma muy considerable de un
lugar a otro. Austria y Francia son los paises mas activos en este ambito.

Francia, donde el sector de las plantas oleaginosas y proteaginosas estaba en decremento, ha
hecho un esfuerzo por alzar tales mercados mediante el uso de nuevos combustibles como el
aceite de colza, el biodiesel. Se han realizado estudios experimentales con los ésteres de colza
y de girasoles.

Austria fue uno de los primeros paises en los que se puso en marcha un programa de
bioenergia. La primera planta de produccion industrial de biodiesel en el mundo se hizo en
este pais.

En la actualidad Alemania es el segundo productor de biodiesel. Produce unas 130 kT que
representa el 15% del consumo total de biocarburantes de la UE.

En Suecia se espera que durante los proximos 30 afios el combustible consumido de
biocarburantes se encuentre entre el 25 y el 50%. Y éstos se obtendrian a partir de los residuos
forestales y agricolas.

En el ano 2000, la produccion sueca de biocarburantes fue de 50 kT. Con los rendimientos
actuales serfa posible producir 500.000 m® de bioetanol a partir de los excedentes de trigo con
que cuenta el pais.

El gobierno de este pais invierte en la investigacion para obtener bioetanol a través de la
celulosa de la paja.
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En Italia se registr6 una produccién de 96 kT en el afio 1999.

En el afno 200, la produccion de Espana se situd en unas 50 kT. Los biocarburante liquidos
estan incluidos en el plan nacional, donde se reconoce el valor de éstos desde el punto de vista
del desarrollo rural y de la creacion de empleo.

Fig.25 Surtidor de biocarburantes
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ANEXO 2
BIOETANOL

2.1 Caracteristicas generales

El bioetanol se utiliza en vehiculos como sustitutivo de la gasolina, bien como unico
combustible o en mezclas.

Se puede ver que el bioetanol es una apuesta fuerte para el futuro de los combustibles. A
continuacion se demuestra su influencia positiva en muchos campos:

Con lo que respecta a la economia, un desarrollo de tal combustible haria desaparecer al
monopolio de las industrias petroliferas, y con ello el precio de los combustibles fosiles
bajaria. El bioetanol se puede usar para la produccion de electricidad, para la obtencion de
energia térmica y de frio.

Si se evoluciona en el campo cientifico, fundamentalmente en el estudio de la microbiologia,
bioquimica, ingenieria genética y quimica, se podrian obtener mejores rendimientos y nuevos
procesos de produccion de etanol.

Respecto del medioambiente, el bioetanol colabora con la disminucién de las emisiones de
gases de efecto invernadero, ya que hay que tener en cuenta que la fuente principal de didéxido
de carbono es a causa de los automéviles.

En el ambito econdmico-social, los biocarburantes ofrecen salidas a los productos agricolas
que habian quedado estancados. Se podria favorecer especialmente a paises en vias de
desarrollo en la zona ecuatorial, donde el clima beneficia el cultivo, y asi se crearian nuevos
puestos de trabajo y se industrializarian zonas eminentemente agricolas.

La fabricacion de bioetanol corta la dependencia con los paises productores de petroleo.

2.2 Incidencias y aplicaciones del bioetanol

Se denomina bioetanol al alcohol etilico deshidratado (99,4 % de pureza) utilizado en motores
de ciclo de Otto que sustituyen a la nafta en forma parcial o total. Estos alcoholes tienes
mayor octanaje, debido al alto contenido de oxigeno.

Se puede obtener de las siguientes fuentes:

e Materias ricas en sacarosa como la cafia de azlicar, la melaza u el sorgo dulce.

e Materias ricas en almidon como los cereales (maiz, trigo, cebada,...) y los
tubérculos (yuca, camote, patata, malanga...)

e Materias ricas en celulosa como la madera y los residuos agricolas.

Para poder utilizar el bioetanol como combustible puro (E100) se necesita llevar a cabo
algunas modificaciones dentro del motor. Estas son las siguientes:

e Aumentar la relacion de compresion

e Variar la mezcla de combustible/aire
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¢ Bujias resistentes a mayores temperaturas y presiones
e Conductos resistentes al ataque de alcoholes
e Se debe agregar un mecanismo que facilite el arranque en frio

En el tnico pais donde se ha llegado al uso de este modelo ecoldgico de motor, que funciona
con el E100, es en Brasil. En este pais se viene utilizando desde hace 20 afios y el nlimero de
vehiculos ecologicos asciende a unos cuatro millones.

Un biocarburante derivado del bioetanol es el ETBE, como ya se dijo el capitulo anterior, que
se obtiene por destilacion del petrdleo.

Este biocarburante tiene algunas ventajas, es menos volatil que el bioetanol y mas miscible
con la gasolina.

Tanto el bioetanol como el ETBE se adicionan a la gasolina en proporciones del 10 al 15% y
aumentan asi la calidad de ésta, ya que el numero de octano se incrementa y asi se evita anadir
sales de plomo para conseguir tal fin.

El bioetanol se esta usando en Europa como aditivo de la gasolina y también como sustitutivo
del MTBE de origen fosil. Este se estaba usando como aditivo a las gasolinas sin plomo.

Otras de las incidencias del uso del bioetanol estan relacionadas con el realce y resurgimiento
de la industria azucarera.

La industria azucarera, de remolacha o de cafia de azlcar, atraviesa desde hace ya varios afios
una crisis dificil de resolver hasta este momento. La falta de diversificacion en sus productos
crea un mercado duro, de fuertes competencias donde las perspectivas para las escalas de
produccion media y baja se tornan oscuras.

Sin embargo, para esta industria se abre, en estos tiempos, una innovadora linea para el
aprovechamiento de su produccion. Se trata de la produccion de bioetanol. Esta opcion podria
garantizar la reindustrializacion de distintas zonas azucareras del mundo basicamente
agricolas y generar nuevos puestos de trabajo.

2.3 Bioetanol en Espaia

Los biocarburantes han dejado de ser tema de futuro para convertirse en algo del presente.
Actualmente se trata de una produccidn a pequeiia escala pero con potencial para introducirse
en el mercado a gran escala.

Muchos automoviles espafioles consumen una mezcla de 5% de bioetanol con gasolina.

La planta de produccion de Cartagena tiene una capacidad de 80.000 toneladas anuales
(50.000 toneladas equivalentes de petrdleo al afio).

En la Corufia se ha construido otra planta de produccioén de bioetanol con similar capacidad.
Dentro de poco tiempo se abrira otra en Salamanca.

Otros proyectos como el de la produccion de biodiesel se dan en Catalufia, Mallorca, Madrid
y Navarra.

Espana retine condiciones que le permitiran producir buena parte del etanol que necesitara la
UE. La demanda de bioetanol llegara a ser de unos 2,5 millones de toneladas para toda la UE.
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La produccion en Espafia se hara a través de los excedentes derivados de la agricultura, de la
industria vinicola, a partir de la remolacha y cereales

Se sabe que no toda la produccion de alcohol puede ir destinada a la obtencion de bioetanol
pero se ha de tener en cuenta que del 50% de las melazas de remolacha se pueden obtener
838,875 HI. Ademdas de la produccion de bioetanol mediante las plantas de almidon y

celulosa.

Para el estudio de un posible proyecto de una planta de bioetanol, se precisa de la siguiente

informacion:

Tipo de materia prima disponible

Cantidad anual

Disponibilidad temporal de la materia prima (una cosecha cada afo,
produccidn continuada todo el afio)

Precio de la materia prima puesta en el lugar de la instalacion

Precio de la gasolina en el pais

Existencia de una extension de impuestos sobre hidrocarburos para la
fabricacion y comercializacion de biocarburantes

Esta tecnologia esta orientada a potenciar los recursos agrarios internos del pais para
proporcionar un excelente producto ecoldgico en la automocion.
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ANEXO 3

FERMENTACION

3.1 Aspectos generales del proceso de fermentacion

El proceso quimico de produccion de bioetanol se basa simplemente en una fermentacion, que
es un cambio quimico en las sustancias de naturaleza orgéanica llevado a cabo por la accion de
enzimas. Lo que ocurre en una fermentacion es que las sustancias organicas complejas se
transforman en otras mas simples.

La fermentacion es un proceso que realizan muchos microorganismos, efectuando reacciones
sobre algunos compuestos organicos y liberando energia. S6lo en condiciones fermentativas
se da la oxidacion parcial de los atomos de carbono del compuesto organico y una pequeia
cantidad de la energia potencial disponible se libera.

Un proceso de fermentacion tipico es un proceso que se lleva a cabo en un recipiente llamado
fermentador o biorreactor, mediante el cual determinados sustratos que componen el medio de
cultivo son transformados por accién microbiana en metabolitos. El microorganismo va
aumentando en su concentraciéon en el transcurso del proceso al mismo tiempo que las
actividades catabolicas y anabdlicas.

Los dos fendmenos, crecimiento y formacion de producto, tienen lugar durante el desarrollo
del proceso de forma simultdnea o no segun sea el caso a estudio.

Los objetivos de un fermentador son maximizar la produccion del producto deseado. Es decir,
se desea que la mayor cantidad de nutrientes sean convertidos en microorganismos o en
alcohol.

El tipo de fermentacion més importante es la fermentacion alcohdlica, en la que los azucares
simples, como la glucosa, se transforman en alcohol etilico y didéxido de carbono. Todo esto
llevado a cabo bajo la actividad de unos determinados microorganismos que trabajan en
condiciones microaerobias.

Ademas de esta clase de fermentacion donde el objetivo es producir alcohol, existen otras con
fines médicos, farmacéuticos... ademas de los procesos de produccion y desarrollo de los
mismos microorganismos.

3.2 Caracteristicas de las reacciones biolégicas

El disefio del reactor deberd obedecer a las demandas propias de todo reactor quimico mas las
especificas del proceso bioldgico.

Es importante tener en cuenta las caracteristicas cinéticas, termodinamicas y de transferencia
de materia de las reacciones bioldgicas. Estas son las que siguen acontinuacion.

e Las reacciones biologicas son procesos generalmente lentos en comparacion con las
reacciones quimicas. Por ello sus constantes de tiempo se suele medir en horas e
incluso en dias.
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Los procesos fermentativos tienen un caracter autocatalitico, en la reaccion entre el
sustrato y los microorganismos resulta ademas del producto, etanol, mas
microorganismo, catalizadores del proceso.

La actividad especifica de los biocatalizadores es baja frente a los catalizadores
quimicos, por ello la reaccidon bioldgica es mas lenta.

Son procesos que dependen de forma importante de las condiciones de operacion,
como el pH, la temperatura, el oxigeno disuelto,...

Pueden presentar problemas de inhibicion por productos y/o sustratos dependiendo de
las condiciones de operacion y concentraciones de trabajo.

La naturaleza del biocatalizador puede variar conforme se desarrolla el proceso de
fermentacion, es decir, las células pueden perder actividad por causa de la inhibicion
provocada por algun factor o por lo contrario aumentar tal actividad si los
microorganismos se adaptan a las nuevas condiciones del medio. Esto ultimo
sucederia si se da la mutacion natural de tales levaduras o bacterias.

La produccion del etanol estd condicionada a los pardmetros utilizados de pH,
temperatura... ya que el metabolismo de los microorganismos dependen de tales
parametros y las reacciones secundarias pueden tomar mayor relevancia y asi hacer
disminuir la concentracion del etanol.

En todas las reacciones biologicas las entalpias de reaccion son bajas por lo que el
disefio de los equipos de intercambio de calor no supondra problema de consideracion.

La energia de activacion de la reaccidon es importante por ello en algunos rangos de
temperatura la velocidad de reaccion depende fuertemente de le la temperatura de
operacion. La desactivacion también se ve muy influenciada por la temperatura.

En los procesos fermentativos la temperatura y la presion son moderadas.

Es muy importante conseguir un buen contacto entre las diferentes fases, asi la
limitacion por transferencia se hace despreciable.

Las propiedades reologicas del fluido pueden variar durante el proceso. Algunas veces
el fluido no presenta un comportamiento Newtoniano. En el caso a estudio esto no
ocurre asi. Este régimen no Newtoniano se da en el uso de microorganismos con
facilidad de crear agregados y formas asi particulas mayores. Los llamados floculos.

En las operaciones de fermentacion es necesario la separacion final del producto.
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Fig.26 Reaccion de generacion de etanol
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3.3 Efectos internos y externos que afectan a la fermentacion

Existen efectos internos y externos que pueden modificar el rendimiento global del proceso.
Por un lado, haciendo referencia al comportamiento de un microorganismo en crecimiento,
los efectos internos estaran relacionados con su genética y sus mecanismos de regulacion
metabdlica.

Estos mecanismos pueden ser transformados por los efectos externos, los que se dan en el
medio de fermentacion.

Los efectos internos se pueden variar mediante la ingenieria genética.

Los efectos externos de naturaleza fisica estdn vinculados con las condiciones de operacion
que se utilizan en los reactores como puede se la temperatura, el pH, la agitacion, la
aireacion,...

La modificacion de algunos de los efectos fisicos puede influir de manera notable sobre el
proceso. Si por ejemplo se modifica la temperatura y su valor no es el adecuado para el
desarrollo de la actividad de los microorganismos, el rendimiento global del proceso se veria
mermado.

Los efectos externos de naturaleza quimica estdn representados por la presencia de los
componentes de los medios de fermentacion, ademas del oxigeno, que puede considerarse un
nutriente mas.

Todos estos componentes deben cumplir con los requerimientos nutricionales de los
microorganismos, y también con los requerimientos especificos para que se desarrolle la
actividad concreta a realizar. En este caso, la produccion de etanol a través de metabolizar la
sacarosa.

Los reactores estan también estrechamente vinculados al manejo o manipulacién de os efectos
externos, ya que ademas de la regulacion de las variables fisicas, permite operar de un modo u
otro, y asi controlar y fijar la alimentacion de sustrato.

Se podrian esquematizar los factores que afectan a las fermentaciones, ya que ademas del tipo
de microorganismos utilizado para ésta, se deben tener en cuenta las condiciones que hagan
alcanzar una conversion efectiva del sustrato en el producto deseado.

Algunos de estos factores son:

e Regulacion de la sintesis de enzimas: este factor es muy importante durante la etapa de
crecimiento celular. Cada célula tiene la capacidad de producir una gran cantidad de
enzimas que deben generarse en forma coordinada para que el microorganismo
funcione de manera eficiente. La regulacion del metabolismo celular se ve
influenciado por factores como la sintesis y degradacion de enzimas, la represion
catabolica, la modulacion de la actividad enzimatica, entre otros.

e Mutacion: en ocasiones, el rendimiento de las bioconversiones puede mejorarse por la
mutacion del microorganismo con el fin de que éste produzca mayor cantidad de
enzimas para asi generar mas producto deseado. Los microorganismos genéticamente
alterados después de mucho reproducirse tienden a volver a la cepa original.
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e Permeabilidad: Para muchos microorganismos se hace necesario la alteracion de la
permeabilidad de su membrana celular hacia determinados sustratos o productos.

e Cometabolismo: consiste en la utilizacion de dos sustratos. Uno se emplea para el
crecimiento y manutencion del microorganismo, mientras que el segundo es
convertido en el producto deseado. Esta técnica se usa cuando los sustratos requeridos
son muy costosos o cuando un solo sustrato no abastece de forma adecuada las
necesidades de los microorganismos.

e Inhibicion por producto: un problema en las biotransformaciones es la inhibicion por
producto, debido a que cuando se forma el compuesto de interés la velocidad de
generacion de producto disminuye. En el caso particular de la fermentacion alcoholica
mediante la Saccharomyces Cerevisiae, se puede producir etanol hasta una
concentracion de 12 a 14%v/v aunque se ha logrado obtener cepas que aguanten
concentraciones de hasta el 18%v/v. Los factores fisiologicos que influyen en la
tolerancia de las levaduras al etanol son el aporte del sustrato, la acumulacion de
etanol intracelular, la presion osmotica y la temperatura.

e Temperatura: de forma andloga a las reacciones quimicas y enzimaticas, el
crecimiento celular sufre alteraciones por la temperatura. La temperatura a la cual
prolifera un microorganismo depende de la naturaleza psicrofilica, mesofilica o
termofilica. El efecto de la temperatura sobre la velocidad de crecimiento puede
representarse mediante la ecuacion de Arrhenius. Para el caso de la Saccharomyces
Cerevisiae la velocidad de fermentacion aumenta con la temperatura entre los 18 y los
35°C. Por encima de los 35°C se corre el riesgo de la proliferacion de bacterias, ya que
a estas temperaturas las membranas celulares de las levaduras dejan de ser tan
selectivas y emiten sustratos muy adecuados para el desarrollo bacteriano.

3.4 Esquema de un proceso industrial

En un proceso industrial de fermentacion suelen existir cuatro etapas bien diferenciadas.

La primera tiene relacion con la propagacion del cultivo, en la segunda se da el proceso de
fermentacion. Las operaciones de separacion y purificacion del producto se dan en la tercera
fase y la ultima corresponde al tratamiento de efluentes.

La propagacion del cultivo se realiza en el laboratorio. Se suele realizar partir de un tubo de
ensayo que contiene un repique reciente del microorganismo o de una muestra congelada o
liofilizada donde se conserva la cepa de interés. También se realiza a través de una colonia del
microorganismo previamente seleccionada. Este material microbioldgico elegido constituye el
punto de partida con el cual se debe aumentar la cantidad del mismo mediante sucesivos
pasajes en frascos de volumenes crecientes. Estos ultimos recipientes de mayor capacidad
son tanques con un mecanismo de agitaciéon de vaivén o rotatorios que sen encuentran en
camaras de cultivo.

La segunda fase relacionada con la fermentacion se hace a través del material obtenido de la
primera fase. Se siembra el tanque de inoculo que puede tener un volumen de 50, 500 6 1000
litros segun la escala industrial posterior.
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Del tanque de inoculo se pasa posteriormente al fermentador industrial cuyo volumen, que
varia de acuerdo al producto a obtener y a su concentracion, estd comprendido comtiinmente
entre 10.000 y 100.000 litros.

Un proceso esencialmente ligado a la produccion es la preparacion y esterilizacion de los
medios, estas operaciones se llevan a cabo también en esta fase. Se ha de realizar previamente
a la inoculacion del sustrato.

En la preparacion del medio fermentativo se suelen afiadir macronutrientes y micronutrientes
que favorezcan la reaccion deseada. Con la esterilizacion se consigue evitar la contaminacion
por invasion de otros microorganismos extrafios al proceso.

La tercera fase correspondiente a las operaciones y procesos de separacion y purificacion de
los productos, comprende de forma general las siguientes etapas:
e Separacion de insolubles por filtracion, centrifugacion o decantacion.
e Separaciones primarias por extraccion, adsorcion, absorcion, ultrafiltracion.
e Purificacion por extraccion liquido-liquido, extraccion a dos fases acuosas o
cromatografia por afinidad.
e Aislamiento del producto.

La ultima fase no tiene nada que ver con el producto de fermentacion, pero es muy
importante, ya que controla la calidad del efluente que sale de la fabrica y que normalmente es
enviado a un curso de agua, canal, arrollo, rio o al mar.

Es importante tener en cuenta que todas las etapas de un proceso de fermentacion deben estar
intimamente relacionadas e integradas para que el proceso sea globalmente optimizado.

Se ha de tomar una cepa de gran calidad para maximizar la produccion. El sustrato
seleccionado debe ser idoneo y cumplir unas pautas de esterilizacion.

La aireacion y la agitacion del proceso también debe ser disefiada.
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Fig.27 Esquema de un proceso industrial
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ANEXO 4

MICROORGANISMOS

4.1 Tipos de microorganismos con aplicacion industrial

Se llama microorganismo a todos los organismos microscOpicos que existen como células
aisladas o agrupaciones celulares independientes de su estructura celular.

Algunos microorganismos son utilizados en procesos industriales.

Para que un microorganismo sea de interés industrial, este debe cumplir serie de condiciones
que hagan que su uso resulto rentable.

Su crecimiento en un medio de cultivo econdmico debe ser rapido. Debe ser un cultivo puro
con capacidad de reproducirse en las condiciones de laboratorio y de la planta industrial. Una
caracteristica importante es la susceptibilidad a la manipulacién genética para conseguir asi
una mutacion mas rentable y optimizar el proceso.

Se pueden considerar microorganismos a las bacterias, arqueas, protozoos, hongos y algas.

En este estudio se empleara un tipo de microorganismo especifico, perteneciente a la familia
de los hongos. Se trata de la levadura, y dentro de esta especie, se usard la Saccharomyces
Cerevisiae.

Las levaduras son microorganismos pertenecientes al grupo de las criptdgamas, dentro de los
hongos. Son incapaces de emplear la fotosintesis para su alimentacién. No poseen flagelos
por lo que las células individuales son inmoviles entre si. Son capaces de transformar los
hidratos de carbono en alcohol con desprendimiento de diéxido de carbono.

Las levaduras son hongos unicelulares que se han usado durante siglos para la produccion de
vino, cervezas, licores y también para la obtencion de pan.

Estos organismos metabolizan los azucares y los transformas en productos cotizados
industrialmente. Este proceso se llama fermentacion, que es el cambio de las sustancias
organicas complejas a otras mas simples producidas por la accion de las enzimas.

En los procesos donde se requieren estos tipos de microorganismos se pueden usar también
las enzimas extraidas de tales seres microscopicos y asi desarrollar el proceso a través de las
reacciones enzimaticas en vez de biologicas.

Todas las levaduras son capaces de metabolizar los azicares como la glucosa, fructosa y
manosa. Pero existen algunas que también son capaces de hacerlo en condiciones anaerdbicas,
y este proceso es el llamado fermentacion.

En la fermentacion los azlicares simples son transformados en alcohol etilico y didéxido de
carbono. Esto es la fermentacion alcoholica.

La mayoria de las levaduras que se cultivan para este proceso son del género Saccharomyces,
concretamente la especie Saccharomyces Cerevisiae.
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Cuando estas cepas son utilizadas para la fabricacion de pan, usos médicos o para la
fabricacion de alimentos, el medio de cultivo en donde han crecidos dichas levaduras carece
de interés y es considerado un residuo después de haber sido usado.

Por lo contrario, en el proceso de fermentacion alcoholica el medio de cultivo es el producto
final y las levaduras contenidas en tal producto liquido son filtradas para ser reutilizadas o

desechadas.

Tabla 2. Clasificacion de los microorganismos segln la temperatura

Tipos Rango Optimo
Termofilos 25-80°C 50-60 °C
Mesofilos 10-45°C 20 - 40 °C
Psicrofilo -5-30°C 10-20 °C

Tabla 3. Clasificacion microorganismos segun el pH

Tipos pH externo pH interno
Acidofilos 1.0-5.0 6.5
Neutrofilos 5.5-85 5.5-85
Alcaléfilos 9.0 -10.0 9.5

4.2 Seleccion de la biomasa. Saccharomyces Cerevisiae y Zymomonas Mobilis

El éxito o fracaso de un proceso fermentativo comienza con el microorganismo utilizado, para
la seleccion del mismo se deberdn tener en cuenta ciertos criterios generales que se indican a
continuacion:
e Lacepa a utilizar debe ser genéticamente estable.
¢ Su velocidad de crecimiento debera ser alta.
e Lacepa debe estar libre de contaminantes, incluidos fagos.
e Sus requerimientos nutricionales deberian ser satisfechos a partir de medios de cultivo
de costo reducido.
e Debe ser de facil conservacion por largos periodos de tiempo, sin pérdida de sus
caracteristicas particulares.
e Deberia llevar a cabo el proceso fermentativo completo en un tiempo corto.
e Si el objetivo del proceso es un producto, éste deberia ser de alto rendimiento y de
facil extraccion del medio de cultivo.

Los microorganismos que se utilizan en un proceso, pueden ser obtenidos por aislamiento a
partir de fuentes naturales o de una coleccion de cultivos. A nivel industrial, en general, cada
firma posee su propia coleccion de organismos, muchos de los cuales han sido mejorados a
través de técnicas clasicas de mutacion o de ingenieria genética. Sin embargo, estas cepas s6lo
son empleadas por la industria que las posee, debido al gran valor comercial de las mismas.

En algunos casos se dispone de organismos modificados genéticamente para llevar a cabo
reacciones especificas de biosintesis, degradacion o biocatélisis, los cuales estan protegidos
por patentes. Esto significa que un gran porcentaje de organismos aislados o modificados no
son disponibles para uso general en laboratorios.
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En este estudio se obtuvieron del departamento de genética de la facultad de biologia. Estas
cepas estaban contenidas en una caja de petri y fueron sacadas del congelamiento a través de
nitrogeno liquido.

La levadura de la especie Saccharomyces Cerevisiae es la mas utilizada en la fermentacion
de los azlicares a etanol ya que de forma eficaz transforma los azicares de seis carbonos en
etanol. Pero el sustrato orgénico vegetal ademds de tener hexosas como la glucosa también
tiene pentosas como es el caso de la xilosa. Los azucares de cinco carbonos no son
metabolizados por las levaduras y como consecuencia no son utilizados como fuentes de
carbono.

Esto hace disminuir el rendimiento del proceso ya que parte de los azucares presentes en el
medio de cultivo no se pueden transformar a etanol.

Para ello se podria recurrir al uso de otros microorganismos que fuesen capaces de aprovechar
tales pentosas pero se requerian dos tanques de fermentacion individuales y el coste global del
proceso aumentaria considerablemente.

Una opcién actualmente utilizada es la modificacion genética de esta especie de levadura
mediante la ingenieria biomolecular.

Se le introduce a la levadura Cerevisiae genes de otras levaduras que si son capaces de
metabolizar los azlicares de cinco carbonos.

Mediante estas mutaciones incitadas se consiguen levaduras mas eficaces.

Dia tras dia se promueven investigaciones en el desarrollo de levaduras més eficaces en los
procesos de fermentacion y también se invierte en la busqueda de un sustrato barato y de alto
rendimiento.

Asi se ha descubierto una bacteria bastante eficaz llamada Zymomonas mobilis.
La descripcién fenotipica de Zymomonas corresponde a los siguientes puntos:

Baston gramnegativo de 1 a 5 ym de ancho y de 2 a 6 ym de largo.

Inmovil o mévil debido a la presencia de 1 a 4 flagelos lofotricos

Arreglo celular peomorfico (cadenas, rosetas, filamentos)

Ausencia de esporas, de capsulas y constituyentes de almacenamiento celular.
Catalapsa positiva y oxidasa negativa.

Anaerobico y microaerofilico.

La utilizacion de sacarosa es inducible y puede ir acompainada de formacion de
levanas.

e Lasunicas fuentes de carbono que metabolizan son: glucosa, fructosa y sacarosa.

La zymomonas mobilis forma parte de la microflora presente en el material de reserva de
algunos vegetales tropicales.

A parte de estas caracteristicas fisicas, lo mas importante es su comportamiento frente a las
condiciones del proceso. Es decir, como se comporta ante una alta concentracion de azlcares,
alcohol, ante la temperatura,...

La zymomonas es capaz de crece en un amplio intervalo de temperaturas, desde los 25°C
hasta los 45°C. Pero su temperatura dptima estd acotada en un rango menor de temperaturas,
entre los 30-35°C.
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Cuando se opera a temperaturas mayores de los 30°C, la produccion de etanol y de biomasa se
ve afectada. La temperatura tiene un efecto muy importante sobre la composicion y la fluidez
de la membrana celular.

A altas temperaturas la fluidez de la membrana disminuye proporcionalmente a la
concentracion de acidos grasos insaturados, favoreciendo asi la acumulacién de etanol en el
interior de las células.

Es decir, a altas temperaturas se favorece el efecto inhibidor del etanol ya que al encontrarse
depositado dentro de la célula se amplifica la inhibicion.

El etanol tiene grandes consecuencias sobre la composicion de la membrana celular.

A través de las investigaciones realizadas se ha demostrado que el efecto que tiene la adicion
externa de etanol o el propio formado por las células causas un efecto inhibidor mayor sobre
el crecimiento celular que sobre la produccion de etanol.

Este hecho es importante porque si se pretende regular el crecimiento celular se puede
aumentar la concentracion de alcohol etilico en el medio de cultivo.

El oxigeno causa una disminucion en la produccién de etanol ya que las altas concentraciones
de oxigeno disuelto incitan la formacién de subproductos fermentativos. El efecto inhibidor
del oxigeno esté ligado a la concentracion de los sustratos.

El comportamiento de la levadura ante la temperatura depende de la naturaleza de ésta.

La seleccion de este pardmetro influye tanto en los factores fisiologicos como en los
problemas fisicos derivados, pérdidas por evaporacion de etanol al trabajar con temperaturas
elevadas.

Se debe de tener en cuenta que para cada levadura existe una temperatura dptima en la cual
muestra su maxima actividad. Ademas existe una zona independiente de la temperatura
optima donde la levadura aun presenta actividad.

A medida que la temperatura de operacion se aleja de la 6ptima, se reduce considerablemente
la actividad de dicha levadura, haciendo disminuir el rendimiento global del proceso.

Cuando se sobrepasa el minimo o el maximo del rango de temperaturas de trabajo de los
microorganismos, las levaduras permanecen en estado latente. Para toda levadura si se
sobrepasan los 55°C durante un tiempo mayor a los cinco minutos se produce la muerte.

Para la Cerevisiae su desarrollo optimo esté entre los 28-35°C. Siendo la optima los 30°C.

La levadura es afectada en alto grado por la concentracion de alcohol. Una concentracion
alcoholica superior al 3% ya influye en el crecimiento. Una concentracion sobre el 5% influye
tanto en el crecimiento como en la fermentacion.

Cuando la concentracion de etanol alcanza el 10% se produce una paralizacion total en el
crecimiento.

El pH es un factor bastante importante en el proceso de fermentacion ya que controla la
contaminaciéon por microorganismos extrafios al proceso. Ademas también influye en el
crecimiento de la levadura y en la produccion de etanol.

Durante el proceso la levadura toma nitrégeno de los aminoécidos organicos perdiendo asi su
caracter anfotero y pasando a 4cido.

Esto causa una reduccion del pH en el medio. Cuanto menor sea el pH del medio menor es la
probabilidad de contaminaciéon, ya que se hace un medio hostil para posibles
microorganismos extraiios que quieran crecer alli.
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Pero a medida que el pH se hace menor la fermentaciéon se hace mas lenta porque las
levaduras no se desarrollan adecuadamente.
El rango de pH para las Cerevisae es de 4,4-5,5 siendo el 6ptimo de 4,5 para su crecimiento.

La presencia de sustancias nutritivas en una concentraciéon considerable es una condicion
necesaria en el crecimiento celular, mantenimiento de los microorganismos y en la produccion
del etanol.

Las principales sustancias nutritivas son carbohidratos, nitrogeno, fosforo, azufre, vitaminas y
trazas de algunos elementos.

El suministro de oxigeno en todo proceso fermentativo es vital, como ya se explicara en
apartados posteriores.
El crecimiento se ve influenciado de forma muy positiva por una buena aireacion.

Las cantidades de aire que se precisan para la produccion de levadura varian entre los 0,017 y
0,033 m’ de aire por gramo de levadura conteniendo esta tiltima un 30% de materia seca.

Al inicio de la fermentacion la potencia de aireacion no debe de ser muy intensa ya que en
estos instantes iniciales la concentracion de alcohol es pequena y el medio se hace susceptible
de ser infectado por microorganismos como los mohos, atacando a las levaduras del cultivo.
Los efectos de aireacion son mads criticos operando en continuo debido a la necesidad de
mantener el crecimiento de las levaduras y ademés el de procurar una velocidad de
fermentacion satisfactoria.

Ambos parametros aumentan y disminuyen en sentido contrario, al aumentar la concentracion
de oxigeno se mejoran las condiciones para el crecimiento de la biomasa pero esto hace que el
sustrato invertido en la produccion de etanol disminuya, consiguiendo de tal forma reducir la
eficiencia de la produccion del etanol.

Es claro que al inicio el caudal de aire suministrado serd pequefio aumentado en una etapa
posterior cuando el pH disminuye y el medio se hace méas hostil. Después, cuando el proceso
ya es avanzado se debe introducir un caudal menor de oxigeno.

Si se comparan ambos microorganismos, La Zymomonas Mobilis con la Saccharomyces
Cerevisiae se puede demostrar que existen algunas ventajas de la primera sobre la segunda.
También se dan desventajas.
Las ventajas son las siguientes:
e La tolerancia osmotica a concentraciones superiores de azucares con un maximo de
400 g/1. En el caso de la levadura su limite maximo de concentracion de aztcar es de 1
g/l. Esto hace que el proceso sea mas rentable ya que si hay mads sustrato hay mas
produccion de etanol y més rapido crecimiento celular.

e También tiene una tolerancia mayor al etanol, con un maximo en 130 g/l. El etanol
actia como un producto inhibitorio para la actividad de las levaduras y de las
bacterias. A medida que avanza el proceso la actividad de las células se ve disminuida
por el aumento considerable del etanol en el medio, llegandose a una concentracion
critica que inhibe completamente el crecimiento de las células.

Las levaduras son mas sensibles al etanol que las clases bacterias Zymomonas.
Como dato las levaduras son inhibidas mas fuertemente por los alcoholes producidos
por ellas mismas que por la adicion de alcohol desde una fuente exterior.
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Las Zymomonas tienen una velocidad de crecimiento mayor, 0,27 um/s frente a 0,13
um/s de las cerevisiae.

e El metabolismo anaerobio de los carbohidratos se lleva a cavo a través de la via de
Entner Doudoroff en donde solo se produce un mol de ATP por mol de glucosa
utilizada. Esto significa que existe una reduccion de la cantidad de glucosa que se
convierte en biomasa en lugar de etanol, asi que hay un mayor rendimiento en la
produccion del alcohol. Todo esto indica que el factor de conversion de sustrato a
producto es mas alto en las Zymomonas siendo su produccion de células menor.

e Elrango de pH 6ptimo es mas amplio, siendo éste de 5-7.

e Y la temperatura 6ptima es mas alta, llegando su valor maximo a 37°C.

Pero aparte de todas estas ventajas, las bacterias tienen una capacidad de reutilizacién menor.
Ademas estas comparaciones se hacen de forma general y no se especifica las cepas
concretamente. La cepa usada en este estudio pertenece a la familia de la saccharomyces y
cumple con mas exigencias los parametros de operacidon que la bacteria zymomonas.

Seglin todo esto se busca un microorganismo con resistencia al alcohol ya que asi se pueden
obtener productos mas puros, haciendo mas economica la destilacion ya que habrd menor
consumo de combustible. Como minimo debe permitir valores del 8-9% de alcohol en
volumen. También debe de ser resistente a la acidez, este parametro podra aumentar para
evitar infecciones. Y su resistencia a los cambios de temperatura es fundamental.

La cepa de Saccharomyces Cerevisiae IFI 256 cumple todas estas caracteristicas de forma
eficiente, aguantando pH comprendidos entre 4,5 — 4,0. Su temperatura 6ptima de trabajo es
de 32°C. Aguanta altas concentraciones de azucares, 22%v/v. También soporta altas
cantidades de alcohol.

La levadura del tipo Saccharomyces Cerevisiae permite una conversion aproximada del 85%
al cabo de 32 horas y del 90% al cabo de 75 horas en la produccion de etanol.

Su porcentaje en peso de carbono es del 45%, de oxigeno el 30,6%, de hidrogeno el 6,8% y de
nitroégeno el 9%.

Si las condiciones de crecimiento son anaerdbicas el mantenimiento es de 0,036 gramos de
células por gramo de sustrato y hora.

Sin embargo en condiciones aerobicas la energia de mantenimiento es mucho menor, 0,022
gramos de células por gramos de sustrato y hora.

4.3 Mantenimiento de los cultivos

Los objetivos de la conservacion de los cultivos se podrian resumir en los siguientes aspectos:
e Preservar la pureza genética del cultivo sin pérdida de ninguna de sus propiedades
bioquimicas.
e Preservar los niveles de su productividad inicial.
e Lograr que el cultivo pueda ser transportado y manejado con facilidad.
Esto ultimo puede ser un factor esencial en la seleccion de un método de preservacion.
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Tanto para el mantenimiento, preparacion y propagacion de indculos se deben usar métodos
reproducibles que no produzcan variaciones o pérdidas de las caracteristicas de la cepa
empleada.

Los métodos de preservacion o mantenimiento mas importantes se describen a continuacion.

El subcultivo es un método comun de conservacion, que consiste en el repique periddico del
cultivo en un medio nutritivo fresco. El intervalo de transferencia varia con el
microorganismo, debiendo considerarse el medio adecuado para cada especie.
Una vez desarrollados los cultivos se mantienen a 4 °C durante periodos que oscilan entre 15
dias y 2 meses.
Los inconvenientes que presenta son varios:
e Incremento de la posibilidad de mutacion con cada transferencia, con pérdida de las
caracteristicas del organismo.
e Riesgo de contaminacion.
e Alteraciones en el medio de cultivo, durante la etapa en frio se produce una desecacion
gradual del mismo.

El Mantenimiento bajo una capa de aceite es una técnica simple y efectiva para prolongar la
conservacion de muchos organismos y consiste en cubrir completamente el cultivo después de
su desarrollo en medio solido, con una capa de aceite mineral o vaselina estéril. Los cultivos
en esta forma se pueden conservar a temperatura ambiente o ain mejor en heladera por
periodos de wvarios afios. Algunos autores sostienen que en estas condiciones los
microorganismos pueden continuar reproduciéndose, con posibilidades de aparicion de
mutantes; sin embargo se acepta que estas alteraciones no se observan hasta los tres afos de
mantenimiento.

La congelaciéon es una técnica de eleccion, ya sea para cortos o largos periodos de tiempo
debido a que la actividad metabolica de una célula se reduce considerablemente por
mantenimiento a muy baja temperatura.

La mayor disponibilidad de nitrogeno liquido (-196 °C) y el mejoramiento de los equipos de
refrigeracion han contribuido en mejorar esta técnica de conservacion y hacedla mas
asequible.

Los cultivos son sometidos a congelamiento en la etapa de crecimiento estacionario, ya que
en general en esta etapa las células son mads resistentes a los dafios por congelacion y
descongelacion, que las de fase exponencial.

Muchos estudios sefialan que una velocidad de congelacion lenta y una rapida descongelacion
dan los mayores numeros de células viables. Dependiendo de la naturaleza de las células,
existe una velocidad de congelacion Optima en cada caso.

La temperatura de conservacion mas baja recomendada es -70 °C, ya que a temperaturas mas
altas ocurren algunas recristalizaciones, las cuales si son intracelulares son letales para las
células.

En caso de nitrégeno liquido, la conservacion podria prolongarse por afios, asegurando una
buena provision del mismo y disponiendo de equipos con sistemas de alarma en caso de
fluctuaciones de temperatura.

El empleo de un soporte de papel para el mantenimiento de células en condiciones de
ausencia de agua es un procedimiento adecuado y sencillo, para conservar cepas.
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La liofilizacion estd considerada como el método mas adecuado para la preservacion de
microorganismos. La técnica involucra el congelamiento de un cultivo seguido por un secado
bajo vacio, lo cual resulta en la sublimacion de agua de la suspension celular. La ventaja es
que la mayoria de los organismos sobreviven al secado y el cultivo es facilmente mantenido
aun a temperatura ambiente sin pérdida significativa de viabilidad.

4.4 Biocatalizadores libres e inmovilizados

Las células se pueden encontrar de forma libre dentro del tanque de reaccion. Este modelo
corresponderia al de un reactor de mezcla perfecta, que mediante el sistema de agitacion
mezclaria el medio de cultivo con dicho cultivo. Dentro del sistema se crearian mdas células y
se generaria el etanol, producto deseado.

Para un instante de tiempo distinto del inicial, se tendria un caldo de sustrato, biomasa y
producto. Ademas se debe de contar con el aporte de oxigeno, es decir, que en aquel instante
de tiempo también se tendria una concentracion de oxigeno disuelto.

Al ser un tanque de mezcla completa, se supone que tiene una homogenizacion perfecta, es
decir, para dicho instante de tiempo se tendrd una concentracion determinada de cada especie
valida para todo el reactor.

En este tipo de sistemas las limitaciones de transferencia interna de materia entre las mismas
células es despreciable, ya que se encuentran agitadas y la difusion del oxigeno es facilitada.
Es un sistema sencillo, econémico y facil de disefiar. El inconveniente principal que tiene es
la dificultad de recuperar las células una vez terminado el proceso, para asi poderlas reutilizar
mediante una recirculacion o conservarlas para procesos posteriores.

Este inconveniente se ve acentuado a la hora de operar en continuo.

Por ello se prefiere la inmovilizacion de las células en procesos a escala industrial. La
eficiencia es mayor.

La inmovilizaciéon de un biocatalizador, entendiendo por biocatalizador aquel cultivo de
microorganismos o enzimas de interés industrial, consiste en fijar su localizacion en una
region definida del reactor manteniendo al mismo tiempo una actividad catalitica requerida y
la mayor viabilidad posible.

Con esto ultimo se quiere decir que cuando se procede a la inmovilizacion de una cepa, a
veces, segun el método, se pierde parte de la viabilidad de las células.

La caracteristica general de cualquier sistema con biocatalizadores inmovilizados es la
existencia de mecanismos difusionales para el transporte de sustrato y producto. Y si existiese
suministro de oxigeno también habria una difusion de éste hacia el biocatalizador
inmovilizado.

Las ventajas de la utilizacion de las células son las siguientes:

e La posibilidad de trabajar en continuo, el biocatalizador se queda retenido en el
interior del reactor mientras se mantiene un flujo de entrada y salida de liquido. Asi se
puede operar con caudales mayores a los correspondientes del limite de lavado cuando
se opera con células libres. Esta ventaja hace aumentar la productividad ya que se
opera con caudales mayores, con concentraciones de biomasa mas altas y de todo esto
resulta una mayor conversion de sustrato.
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e En sistemas discontinuos la inmovilizacion favorece la reutilizacion del
biocatalizador.

e Ademas esta forma de operar permite aumentar sensiblemente la concentracion de
microorganismos frente a las células que se encontraban en suspension.

e Se reducen los efectos de contaminaciones accidentales del proceso porque la
poblacion de células extraias que se encuentran en suspension es facilmente eliminada
respecto a las de interés industrial que se encuentran inmovilizadas y en mayor
concentracion.

Los inconvenientes son los que se describen a continuacion:

e La actividad de una célula puede quedar directamente afectada por las condiciones a
las cuales se lleva a cabo el proceso de inmovilizacion. Esto puede llevarlas a perder
parte de su actividad o viabilidad.

e Ademas los efectos de la velocidad de difusion de materia toman relevancia. Es decir,
la velocidad de difusién de los sustratos y productos dentro del sistema de células
inmovilizadas puede limitar sus actividades y su eficiencia cuando dicha velocidad sea
mas lenta que la velocidad de la transformacion que se esté dando.

e Desde el punto de vista del proceso global, la incorporacion de una nueva etapa al
proceso introduce mayor complejidad, y ésta se ha de ver compensada de forma clara
con un aumento de productividad y mejoras en las operaciones de separacion entre el
producto y los microorganismos. También debe aumentar los periodos de operacion.

e El uso de estos sistemas de inmovilizacion dependera del tiempo de conversion del
proceso, de la productividad requerida y de la escala a la cual se esté trabajando.
Ademas también influird de forma fundamental el tipo de reactor a utilizar, ya que en
sistemas con agitacién es mucho mas dificil contener una fase inmovilizada.

Existen diversos métodos de inmovilizaciéon segun sean los mecanismos en los cuales se
basen.

e Adsorcion: Se produce por una interaccion de tipo idnico o mediante fuerzas atractivas
débiles sobre la superficie del soporte.

e Enlaces cruzados y autoinmovilizacion: No existe un soporte propiamente dicho sino
que las células mediante una interaccion directa llegan a inmovilizarse. Este proceso
se llama floculacion.

e Atropamiento: A través de la formacion de estructuras tridimensionales las células
quedan atrapadas de forma uniforme en su interior.

e Sistemas con membranas (microencapsulacion, membranas preformadas): En los dos
casos el biocatalizador se inmoviliza en el interior de un espacio limitado por una
membrana. Las microcapsulas se producen en presencia del biocatalizador y queda
incorporado en su interior. En el segundo caso, las membranas preformadas se
generan con anterioridad y después se introducen los microorganismos en su interior.

Estos métodos de inmovilizaciéon son usados preferentemente en los reactores del tipo de
lecho fijo, fluidizado o con membranas.

En menor proporcion se usa para reactores de tanque agitado ya que como se dijo
anteriormente, la agitacion afecta de forma severa a la integridad fisica de las células
inmovilizadas.
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4.5 Tipos de sistemas de inmovilizacion
Inmovilizacion por adsorcion

Se trata del procedimiento mas simple y sencillo. Se pone en contacto la suspension de
microorganismos con un adsorbente activo. Después de un tiempo, cuando se ha dado la
adsorcion de lava el complejo formado para eliminar cualquier microorganismo que no se
haya fijado. Las interacciones que favorecen la adsorcion son de tipo i6nico o enlaces débiles
como los puentes de hidrogeno o fuerzas de Van Der Waal. Ademas si se desarrollan
polimeros extracelulares la adsorcion se favorece.

Este método de inmovilizacién es muy suave y no afecta a la viabilidad de las células.
El inconveniente mas relevante es la reversibilidad del proceso, ya que si existe un cambio en
el pH, en las fuerzas idnicas o en la temperatura se puede dar la desadsorcion del soporte.

Existen pretratamientos para favorecer la inmovilizacion.

Se suele hacer en cubos de madera, antracita, piezas de PVC,... El soporte a utilizar debe
cumplir una serie de caracteristicas, tales como: alta capacidad de retencion de células para
conseguir concentraciones mayores de microorganismos, ser inerte bioquimicamente,
resistencia a la tension y a las presiones ejercidas por los gases generados, permitir la
difusividad de los reactantes y los productos formados para minimizar la influencia de las
limitaciones por transferencia de masa.

Autoinmovilizacion

Algunas células tienen la capacidad de formar agregados macroscopicos (floculos o pellets)
con lo que no se requiere la adicion de ningin reactivo ni soporte para realizar la
inmovilizacion.

La formacion de agregados celulares depende de las condiciones en las que se realiza el
cultivo, como la agitacion, composicion del medio, pH o la concentracion de oxigeno
disuelto.

Todos estos parametros afectaran en el mecanismo de agregacion de las células, hasta tal
punto que células iguales se agregaran de diversa forma si las condiciones son distintas.

Este método de inmovilizacion depende de si la célula tiene tal capacidad para producirla. Es
fragil ante cambios de operacion, como la agitaciéon o composicion de medio. Se necesitan
largos periodos de tiempo para obtenerlos.

Se debe anadir que existen agentes floculantes como el glutaraldehido y el tolueno
diisocianato. Estos agentes fomentan la agrupacion de células y su consecuente agregacion.

Inmovilizacion por inclusion

Se forma una matriz de tres dimensiones en presencia de las células quedando éstas atrapadas
dentro de su estructura.

La naturaleza de la matriz debe cumplir una serie de condiciones como la de retener sin
dificultad en su interior al cultivo de microorganismos y la de facilitar la difusion de sustratos
y reactivos.

El hecho de que el proceso de formacion de la matriz no interaccione directamente con las
células hace que se puedan inmovilizar con un % de viabilidad muy elevado, manteniendo
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unas condiciones suaves, es decir, controlando la toxicidad, pH, T y concentraciones de
reactivos.

Inmovilizaciéon por membrana

Existen dos formas de inmovilizacion basadas en la retencion del biocatalizador en un espacio
limitado por una membrana semipermeable.

Estas dos formas son las siguientes:

La inmovilizacién por microencapsulacion se usa en presencia de particulas de tamafio
pequefio que quedan incluidas en su interior. Estas particulas permanecen en suspension.

También estan las membranas preformadas que se usa para tamafos de particulas mayores.
Son membranas fabricadas con anterioridad a ala introduccion del biocatalizador en su
interior.

Las mas usadas son las fibras huecas. Este sistema de inmovilizacion se encuentra fabricado e
incorporado dentro del reactor.

r incculacién inoculacidn

| }
f__[- 's i Lj

— 1
: ’h - - | —
wlimentacion = — _ | produeto
¥ e T T |
/ \

Medio Microorganismaes
(espacio intracapilar) {espacio extracapilar)

Fig.28 Esquema de un reactor de fibras huecas.

En ambos casos se puede controlar el tamafio de poro y asi el transporte de las moléculas a su
interior, es decir, se controla qué tipo de células pueden entrar o no, todo ello esta en funcién
de su peso molecular.

La microencapsulacion permite mantener a los microorganismos suspendidos en el medio
liquido y al mismo tiempo separados del medio exterior de reaccidn, de esta forma se
cumplen los objetivos de la inmovilizacion de células pero con la ventaja de que no se actia
de forma directa sobre tales células.

El inconveniente de las microcapsulas es su complejo proceso de formacion.

A la hora de elegir el método de inmovilizacién de microorganismos se debe de tener en
cuenta las siguientes indicaciones:
e Naturaleza de las células
Condiciones de operacion
Facilidad de preparacion
Regeneracion del soporte
Estabilidad
Costes

Se ha de tener en cuenta que en este estudio se realizara la fermentacion con células libres, y
la cinética descrita corresponderi a tales células y no a las inmovilizadas.
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ANEXO 5

SUSTRATO

5.1 Medios de fermentacion

La preparacion de medios para el desarrollo de procesos de fermentacion es una etapa
fundamental para asegurar la productividad de los mismos.

Los componentes de los medios constituyen los efectores externos de naturaleza quimica que
desempefian un papel esencial en los procesos ya que deben cumplir con los requerimientos
del crecimiento y de formacién de productos y ademas suministrar energia para la sintesis de
metabolitos y para el mantenimiento celular.

Aunque para cada microorganismo existen unos determinados nutrientes esenciales para el
desarrollo de su actividad, estos nutrientes pueden definirse de forma general.

Por un lado se ha de considerar a los macronutrientes, agregados en cantidades de gramos por
litro que estan representados por las fuentes de C, N, S, P, K y Mg, por otro lado estan los
micronutrientes o elementos trazas representados por las sales de Fe, Mn, Mo, Ca, Zn y Co
que se agregan a los medios en cantidades de miligramos o microgramos por litro. También se
han de tener en cuenta a los factores de crecimiento, que estan constituidos generalmente por
componentes organicos suministrados en baja concentraciéon y que no son sintetizados ni
metabolizados por las células, sino incorporados a estructuras celulares y de funcion
metabolica especifica, como vitaminas, algunos aminodacidos, acidos grasos no saturados, etc..

El disefio de un medio de fermentacion tiene como finalidad la eleccion de los componentes
necesarios para lograr el crecimiento y la formacion de productos correspondientes al proceso
a desarrollar. Con tal objeto se debe tener en cuenta todos aquellos aspectos relacionados con
el microorganismo, el proceso y los sustratos a ser empleados como son los requerimientos
nutricionales del microorganismo y algunos especificos del proceso, la disponibilidad real de
los componentes y consideraciones sobre las materias primas.

5.2 Seleccion del sustrato.

Normalmente se utilizan diversas materias como sustrato, éstas deben de contener los
elementos necesarios para conservar la vida de los microorganismos. Estos elementos son los
carbohidratos, nitrogeno y sales adecuadas propias para cada tipo de microorganismo.
Ademas se ha de suministrar oxigeno si se quiere aumentar el crecimiento de las células.

Hay diferentes procesos de preparacion del sustrato, estos dependen de la materia prima
utilizada.

Suelen usarse tres tipos de sustratos, las materias amildceas, las azucaradas y las celuldsicas.
Las materias amiléceas, contienen almidéon. En este grupo estdn las raices, tubérculos y
cereales. Las raices se muelen, se exprimen y se desecan. El almidoén se licua por ebullicion a
presion y luego se hidroliza enzimaticamente. Como las levaduras no contienen amilasas, lo
mismo para las bacterias, el almidon debe ser hidrolizado previamente.

El grano que contiene almidon puede ser arroz, maiz, mijo o patatas. El grano puede ser usado
entero o ser triturado.
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En el caso del grano de maiz se introduce en agua, empapandose y sometido a una
temperatura de 40 a 50°C. Después se tritura y licua.
En las plantas industriales modernas se operan con licuefaccion en continuo seguida de una
sacarificacion. En tales procesos se inyecta primeramente vapor a 150°C durante unos tres
minutos, luego se hace un vacio para refrigerar. Durante el proceso se afade alfa amilasas en
los siguientes instantes:

e Antes del calentamiento para reducir la viscosidad provocada por el remojo.

e Después del calentamiento y del enfriamiento para la produccion de glucosa, ademas

de alfa amilasas también se afiaden glucoamilasas.

En las materias azucaradas entran los subproductos de la industria azucarera como las melazas
y mieles, ademds también estd el mosto, jugos de diferentes frutas, jugos de cana de azicar y
de la remolacha.

Las melazas son un subproducto de la cristalizacion del azuicar.

Se obtienen de la remolacha calentando en agua rodajas de la misma.

Cuando la cristalizacion de las sustancias de la industria azucarera es ya imposible se separan
los cristales y el liquido oscuro que fluye con un contenido del 50% de azticar
aproximadamente se denomina melaza.

La composicion de las melazas de la cafa de azucar varia de un cultivo a otro ya que depende
de la composicion del suelo.

Su composicién a groso modo se puede indicar en la siguiente tabla:

Tabla 4 Composicion de la melaza

COMPUESTO % V/V
Sacarosa 40-45
Azucares Reductores 10-15
No azucar 10-12
Sustancias minerales 7-10
Nitrégeno total 0,3

Para el caso de la cafia de azucar, el jugo se libera usando prensadores. El residuo prensado
resultante de los tallos de la cafia se llama bagazo. El 80% del bagazo puede ser quemado
como fuente de energia en el proceso de destilacion y el 20% restante puede ser fermentado
después de la hidrélisis quimica.

El hecho del uso de la cana de azlicar trac grandes consecuencias ya que es una manera de
impulsar la industria azucarera, actualmente en crisis.

La materia celulosica como la madera o residuos desechables del procesamiento de la misma
son también usados como medio de cultivo.

La madera no ha sido utilizada ain en la produccion comercial del etanol pero cada vez esta
tomando mas importancia debido a la gran disponibilidad de residuos celuldsicos.

Durante la produccion de papel a partir de coniferas se obtiene un liquido sulfitico residual
que contiene hexosas fermentables. Si este liquido proviene de arboles caducas no es rentable
su uso en el proceso de fermentacion ya que contiene una gran cantidad de aztcar en forma de
pentosas. Esto no es beneficioso, como se dird mdas adelante, porque la levadura
Saccharomyces Cerevisiae no es capaz de tomar la fuente de carbono de tales azucares de
cinco carbonos. Tampoco lo es capaz la bacteria Zymomonas Mobilis.
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En la investigacion en laboratorio con microorganismo se usa normalmente productos
quimicos puros para la obtencion de medios de cultivos.
A escala industrial esto no es econdmicamente rentable, por ello se toman sustratos complejos
de alta eficiencia.
El uso de sustratos diversos a los productos quimicos deben cumplir las siguientes
condiciones:
e Es obligatorio un medio de cultivo 6ptimamente equilibrado para conseguir la maxima
produccion.
e La composicion de los medios de cultivo debe ser constantemente adaptada al proceso
de fermentacion.
e En las fermentaciones de prueba en el laboratorio se debe calcular el rendimiento del
proceso de produccion del etanol y ademas la separacion del mismo.

Como resumen se podria decir que los sustratos utilizables son los que se nombran a
continuacion:

e Toda materia organica rica en sacarosa, como es la cafia de azucar, melaza y sorgo
dulce.

e Aquellas que lo sean en almidén como los cereales, maiz, trigo, cebada... y como los
tubérculos, yuca, camote, patata, malanga...

e Ademas también se podran usar como sustrato las sustancias orgédnicas ricas en
celulosa, como la madera y los residuos agricolas.

El uso de uno u otro a escala industrial se seleccionara segun los siguientes criterios:

e Tipo de materia prima disponible, cantidad anual

e Disponibilidad temporal de la materia prima, una cosecha al afio, produccion durante
todo el afio.

e Precio de la materia prima puesta en el lugar de la instalacion.

e Precio de la gasolina en el pais en donde se desea implantar la fabrica de produccion
de bioetanol.

e Existencia de exencion de impuestos sobre hidrocarburos para la fabricacion y
comercializacion de biocarburantes.

En el caso de nuestro disefo de la planta piloto usaremos el sustrato mas econdémico y el de
mayor disponibilidad.

Una vez elegido el sustrato se mezclard con los microorganismos y todo ello se diluird en
agua. También se pueden usar otros medios de dilucion diferentes al agua pero han de
cumplir una caracteristica muy importante, no reaccionar quimicamente con el medio de
cultivo.

La concentracion de sustrato dependera del carbono suministrado por los azlicares, y éste a su
vez depende de la materia prima empleada. La concentracion de azdcar afecta a la velocidad
de la fermentacion, al comportamiento y al desarrollo de las células.

Una concentracion optima de azlcar estd en dentro del 10-18%. El valor mas empleado es el
del 12%.

Si se trabaja con concentraciones muy altas de azlicar, como por ejemplo, sobre el 22% se da
una deficiencia respiratoria en los microorganismos y con ello una disminucién de la
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velocidad de fermentacion. Al trabajar con concentraciones muy bajas de azucares el proceso
se hace antiecondmico al requerir altos volumenes para la fermentacion.

Para este estudio se ha seleccionado un subproducto de la industria azucarera de la remolacha.
Se llama melaza y tiene una gran cantidad de azlcares.

5.3 Melaza

Se denomina melaza al residuo de la fabricacion del azicar. Cuando en la industria azucarera
es ya imposible conseguir una mayor cristalizacion de las masas cocidas por los
procedimientos usuales, se separan los cristales de azucar de un el liquido espeso, pardo
negruzco. Este liquido atn contiene un 50% de aztcar y es lo que se conoce como la melaza.
La melaza es una de las materias primas mas importantes para la fabricacion del alcohol.

La melaza puede provenir de la remolacha o de la cafia de azucar.

En Cuba, Puerto Rico,... la melaza proviene de la cafa de azlcar. Sin embargo en Espaiia,
Italia,... la melaza viene de la remolacha, y es la unica fuente de produccion importante de
alcohol industrial.

La melaza de la remolacha, la usada en este estudio, posee una flora bacteriana muy numerosa
que puede facilmente originar fermentaciones butilicas y desnitrificacion, ya que el pH
optimo de estas reacciones esta alrededor de 6,5.

La melaza se ha de diluir antes de ser usada ya que tiene una concentracién de azlcar
demasiada alta. Su pH suele rondar los 6,5 y por ello se dan tales reacciones nada
interesantes.

La contaminacion por microorganismos extraios deja de ser un problema cuando se acidifica
la melaza llegando a valores de pH bastantes acidos, aproximadamente 4,0.

Este pH inhibe por completo la accion de otros microorganismos que no fermenten alcohol.

5.4 Requerimientos nutricionales

Los requerimientos nutricionales estan determinados por el tipo de metabolismo celular, ya
sea autotrofico, que corresponde a los microorganismos que obtienen el carbono del CO;
como las algas y algunas bacterias, y los heterotroéficos que necesitan compuestos organicos
como fuente de carbono. Otro factor esencial estd determinado por las condiciones del cultivo,
si es aerobio o anaerobio. El1 O, es uno de los oxidantes mas comunes en el metabolismo
energético.

Otro requerimiento nutricional estd constituido por las fuentes de nitrogeno que pueden ser de
naturaleza inorganica u orgénica. El nitrogeno es utilizado para la biosintesis de proteinas,
acidos nucleicos y polimeros de la pared celular.

Los requerimientos de otros macronutrientes como el P y el S son suministrados en forma de
HPO4 y SO4 (0 aminoacidos azufrados).

Los requerimientos de K y Mg son también esenciales. Una parte importante del primero esta
unida al RNA de manera que los requerimientos de K aumentan con los factores que influyen
en el aumento del RNA de las células, como la velocidad de crecimiento. El i6n K actia como
coenzima y probablemente actiia como cation en la estructura anionica de varios componentes
celulares. El i6n Mg es esencial para la estabilidad de los ribosomas y acttia como cofactor en
numerosas reacciones del metabolismo. Tanto el K como el Mg se incorporan a los medios en
forma de sales como fosfato y sulfato.
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Con respecto a los micronutrientes se distinguen 2 categorias, los que son frecuentemente
esenciales para el crecimiento como Ca, Mn, Fe, Co, Cu y Zn y los que son raramente
esenciales como B, Na, Al, Si, Cl, V, Cr, Ni, As, Se, Mo, Sn, e 1.

En general los requerimientos de trazas de elementos son conocidos cualitativamente.

A veces es dificil demostrar un requerimiento de un micronutriente porque generalmente esta
presente en suficiente cantidad como impureza de los componentes principales. Los
requerimientos de éstos compuestos pueden aumentar varias veces cuando el cultivo ha estado
sujeto aumentos de temperatura por encima de un valor dptimo.

En algunos procesos existe la necesidad de efectuar otros agregados, a parte de los nutrientes
requeridos por los microorganismos y que representan los requerimientos especificos del
proceso considerado.

El disefio correcto tiene que ver con las caracteristicas bioquimicas propias y evolucion de los
parametros de cada proceso. Por ejemplo, un proceso caracterizado por un descenso continuo
de pH, debido al uso de una sal de amonio como fuente de nitrégeno, obliga a considerar en
su disefio algun agregado que no corresponda a una exigencia nutricional, como es el caso del
control de pH del mismo.

5.5 Esterilizacion

Esterilizacion significa la eliminacion de toda forma de vida de un medio o material, lo que se
lleva a cabo generalmente por medios fisicos, por ejemplo, filtracion, o por muerte de los
organismos por calor, productos quimicos...

Esta definicion excluye por lo tanto cualquier técnica que resulte solamente en un dafio a los
microorganismos o atenuacion de la actividad de cualquier tipo.

La palabra desinfeccion se aplica a la remocion o destruccion por cualquier via de organismos
vivos que pueden causar dafio particular o infeccion. No significa por lo tanto la destruccion
de todos los microorganismos, sino solamente de aquellos que pueden producir un resultado
no deseado.

Un antiséptico es un desinfectante, o sea un agente quimico usado para destruir
microorganismos dafiinos. Se utiliza en general para agentes a ser aplicados en animales o
humanos.

Asepsia es la exclusion continuada de microorganismos contaminantes. Asi por ejemplo el
cultivo de microorganismos en el laboratorio es llevado a cabo asépticamente como en
muchas fermentaciones industriales. El medio de cultivo es esterilizado para remover toda
forma de vida y luego inoculado con el cultivo requerido. Se dice entonces que el sistema se
mantiene en condiciones asépticas.

Pasteurizacion es el término aplicado al proceso que se utiliza para la destruccion de algunos
de los microorganismos posiblemente presentes en materiales sensibles al calor como la leche
y cerveza. Consiste en calentar la leche, por ejemplo a 62 °C, mantenerla a esta temperatura
30 minutos y después enfriarla lo més rdpidamente posible. Esta técnica no es de ninguna
manera un procedimiento de esterilizacion. Es solamente un método para destruir organismos
patégenos y al mismo tiempo disminuir el nivel de aquellos organismos que mas pueden
deteriorar la leche.

La razon fundamental para efectuar la esterilizacion en Microbiologia Industrial es para evitar
la competicion por los nutrientes en medios de cultivo y permitir asi que el cultivo de
microorganismos especificos que se utilizan en un proceso de fermentacion de los
rendimientos esperados en biomasa y/o metabolitos especificos.
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Los métodos de esterilizacion pueden ser de tres tipos, por destruccion total de
microorganismos, por muerte o inactivacion y por eliminaciéon con medio fisicos.

Por destruccion total se entiende un proceso muy violento, que casi siempre implica
calentamiento apreciable del material, como ocurre con la aplicacion de una llama, que es lo
que hacemos en el laboratorio cuando flameamos un ansa de platino olas bocas de tubo de
ensayo o erlenmeyers. Otra manera de destruir contaminantes es con el uso de poderosos
agentes oxidantes. Por supuesto ésta metodologia, aunque es efectiva, estd muy restringida en
su empleo.

La muerte o inactivacion significa la eliminacion de microorganismos sin que exista
necesariamente desintegracion de las células. Se puede efectuar por calentamiento, seco o
himedo, por radiaciones o por agentes quimicos. El calor himedo, generalmente en forma de
vapor bajo presion, es muy util y de gran valor en la esterilizacioén en el laboratorio, que se
efectiia en autoclave, o en la industria cuando se esterilizan los medios de cultivo y los
equipos de fermentacion. En el caso de los autoclaves, se pueden alcanzar presiones de 1 a 3
atmosferas. En escala grande el equipo de produccion es esterilizado con vapor saturado bajo
presion, y la presion requerida debe ser alcanzada en todas las partes del equipo y el aire debe
ser purgado totalmente del sistema (como ocurre también en el caso de los autoclaves) porque
la transferencia de calor disminuye mucho en ese caso.

Después de la esterilizacion se mantienen las condiciones asépticas, haciendo pasar vapor por
las valvulas y sellos.

La eliminacion fisica estd restringida a la esterilizacion de gases liquidos, y es
fundamentalmente llevada a cabo por filtracion mediante filtros absolutos o filtros fibrosos.
Los filtros absolutos son de materiales ceramicos, de vidrio o de metal sinterizado con poros
tan pequenos que la penetracion de los microorganismos no es posible.

Los filtros fibrosos no son absolutos y el material filtrante puede ser lana de vidrio, amianto y
esteres de celulosa, siendo las fibras de un diametro variable de 0.5 a 15 micrones.

La cinética de la esterilizacion por calor hiimedo tiene aplicacién en la esterilizacion de
medios de fermentacion, estd caracterizada bastante aproximadamente por una reaccion
cinética de primer orden.

Si N, es el nimero de organismos viables presentes inicialmente y N es nlimero viable al final
se tendra que la ecuacion de velocidad de muerte sera:

_dN =k-N Integrando se obtiene ln% =k-N

dt

N/No es la fraccion de organismos viables que sobreviven después del tratamiento por calor
durante el tiempo t y K = constante de velocidad de destruccion, que depende de la

temperatura segun la clasica ecuacion de Arrhenius:
E

k=A-e R

Si se grafica el In k en funcion de 1/T se obtendra una linea recta, siendo la inclinacion igual a
-E/R y la interseccion de la recta con la ordenada, el valor de la constante de Arrtherius.

La ecuacién de velocidad de muerte necesita una aclaracion, ya que la misma no admite una
disminucién del nimero de organismos a cero, porque si N es cero, t deberia ser infinito. Para
resolver este problema supongamos que N = 0.1 y calculemos el valor correspondiente de t.
No podemos decir que después de ese tiempo sobrevivira una décima parte de un
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microorganismo, pero si podemos decir que habra sélo una probabilidad de 1 en 10 de que
sobreviva un microorganismo.

Ya veremos que por razones de seguridad podemos fijar el valor de N = 0.001 o sea fijar una
probabilidad de 1 en 1000 de sobrevivencia.

t
Fig.29 Variacion de la temperatura en funcién del tiempo en un proceso de esterilizacion en Bach.

La figura 29 muestra una curva tipica de la esterilizacion en batch de un medio en un
fermentador. La curva AB representa la etapa de calentamiento, la parte BC corresponde a la
etapa de mantenimiento y CD es la etapa de enfriamiento. Durante la primera y ultima etapa
ocurre parte de la destruccion térmica de organismos presentes en el medio debido a que se
alcanza temperatura elevada sobre todo en la Gltima parte de la curva AB y la primera parte de
la curva CD. Se considera que la temperatura a partir de la cual se produce destruccion de
esporos es 100 °C. Por lo tanto tendremos eliminacion de esporos de 100 a 120 °C durante la
etapa de calentamiento y de 120 a 100 °C durante la correspondiente al enfriamiento. Los
tiempos de calentamiento y enfriamiento varian de acuerdo al volumen del equipo. En
fermentadores industriales de 60.000 1 por ejemplo esos tiempos estan en el orden de 28-30
min. y 11-14 min. para los periodos de calentamiento y enfriamiento respectivamente.

En la préctica de la esterilizacion es necesario tener presente que la calidad nutriente del
medio debe ser preservada todo lo posible, razén por la cual, es imprescindible disefiar un
ciclo de esterilizacion lo mas efectivo posible pero al mismo tiempo lo mas corto posible.

Podremos definir un término nabla (V) que representa la magnitud de la disminucién del

nimero de organismos viables de manera que:
E

N =
V= anO =k -t Y por tanto se cumpliria V=A-t-e R7

Sin embargo parte de la destruccion ocurre en la etapa de calentamiento y otra parte en la de
enfriamiento, de manera que:
vTotal =V

+V +V

Calentamiento mantenimiento enfriamiento

El calentamiento y el enfriamiento transcurren a temperaturas variables, asi que es necesario
integrar la ecuacion para tales periodos. Asi se puede determinar la cantidad de esporas que se
han eliminado en ese transcurso de tiempo. Se debe conocer el volumen inicial de esporas y

se ha de llegar a 120°C.

E

kdt = A-e RTdt

Existen datos, en bibliografia, de calculo de tiempo de mantenimiento para la esterilizacion de
45,000 1 de medio (con un valor de No =2 x 10 7 esp/ml) que demuestra que son necesarios
solamente 8,8 min como tiempo de mantenimiento a 120 °C.
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Debe tenerse en cuenta que estas consideraciones son validas para el calculo del tiempo de
esterilizacion minimo, a 120 °C, en fermentadores industriales del volumen considerado. En
el caso del laboratorio cuando utilizamos un autoclave y deseamos esterilizar distintos
recipientes con volumenes diversos de medio, el tiempo de calentamiento y de enfriamiento
no son generalmente considerados, salvo en el caso de equipos que tengan un periodo de
calentamiento y de enfriamiento prolongado, los que por otra parte no son recomendados para
su uso en el laboratorio. Lo que es importante en este caso es el tipo de recipiente, su
geometria y el volumen de medio a esterilizar.

El tiempo de esterilizacion (o sea el tiempo de mantenimiento a 120 °C) requerido por
ejemplo para tubos de ensayo de 18 x 50 mm es de 12-14 min y para tubos de 38 x 200 mm,
de 15-20 min. Erlenmeyers de 2000 ml requieren de 30-35 min mientras que si son de 125 ml
el tiempo es de 12-14 min. En cambio un frasco pyrex cuadrado de 1000 ml requiere 30-35
min y una botella de suero de 9000 ml 50-55 min. Estos tiempos aseguran la eliminacion de
esporos bacterianos de las especies mas resistentes.
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ANEXO 6

CINETICA

6.1 Introduccion

Cuando se siembran microorganismos en un medio de cultivo apropiado, los mismos
comienzan a dividirse activamente empleando los nutrientes que le aporta el medio de cultivo
para fabricar nuevos microorganismos. Este proceso continua hasta que algin nutriente del
medio de cultivo se agota, este seria el sustrato limitante. Consecuentemente el crecimiento se
detiene. También puede detenerse el crecimiento por acumulacion de alguna sustancia
inhibidora formada por las mismas células como puede ser una alta concentracion de alcohol.
Si se supone que en este caso se detiene el crecimiento a causa del agotamiento del sustrato
limitante, se puede considerar dos aspectos fundamentales que definen al crecimiento
microbiano. Estos aspectos serian, por un lado el estequiométrico, ya que la concentracion
final de microorganismos obtenidos dependera de la concentracién y composicion del medio
de cultivo, y por la otra parte el de tipo cinético, el que dira con qué velocidad se lleva a cabo
el proceso.

6.2 Crecimiento celular

Antes del inicio de la fermentacion, el medio de cultivo contiene una gran cantidad y variedad
de microorganismos como mohos, bacterias, levaduras, esporas e incluso protozoos. Sin
embargo, son las levaduras y bacterias las que empiezan a sobrevivir y multiplicarse en este
medio, aun cuando las bacterias permanecen durante gran parte del proceso en estado latente.
Inicialmente el mosto es un medio adecuado para el crecimiento y poco a poco se va
volviendo inhospito debido a la disminucidén de azlcares y nutrientes y al incremento de la
concentracion de alcohol.

Cuando el medio es favorable, las levaduras se multiplican por via vegetativa asexual durante
la mitosis, mientras que al final de la fermentacion alcoholica, comienzan a reproducirse
sexualmente por meiosis, sefial de que el medio de vida es muy desfavorable como
consecuencia de la falta de nutrientes.

En el metabolismo celular, no todo el sustrato es consumido para la formaciéon de nueva
biomasa, sino que parte se emplea para el mantenimiento celular, otra para la produccion de
producto y otra parte se dirige al desarrollo celular. Por esto, surge el concepto de rendimiento
global estequiométrico (tedrico) y el aparente.

El rendimiento estequiométrico se define como la cantidad de biomasa o producto formado
por la cantidad de sustrato consumido con esa finalidad. El rendimiento estequiométrico seria
la cantidad de biomasa o producto presente entre la cantidad total de sustrato consumido.

El rendimiento tedrico es dificil de hallar ya que el proceso es complejo y no se puede
averiguar qué cantidad de sustrato va dirigido a la formacién de nuevas células y a sus
funciones vitales.

El crecimiento celular consta de cuatro fases, la primera se refiere a la fase de latencia, donde
las células permanecen inactivas. La segunda fase es la de crecimiento exponencial, el medio
rico en nutrientes propicia tal desarrollo hasta llegar hasta la tercera fase. Esta es la fase
estacionaria, en ella el nimero de células que crecen nuevas es igual al nimero de células que
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perecen. La ultima fase corresponde con un medio hostil donde se carece de alimento para el
desarrollo de la biomasa y se llega a la muerte de tales organismos.

Para el caso del microorganismo escogido y el proceso a desarrollar, estas fases se dan entre
72 horas y 96 horas. Ya que también hay que contar que la muerte de tales microorganismos
no solo se debe a la escasez de nutrientes sino a la elevada concentracion de alcohol.

En la siguiente grafica se puede apreciar tales fases, en discontinuo.

lag estacionaria muerte

exponencial

Parametro de medida

&|&

Tiempo de cultivo

Fig.30 Fases del crecimiento celular.

6.3 Cinética del crecimiento celular

A pesar de que le crecimiento de las células es un fendmeno muy complejo, a menudo se
puede obtener una descripcion global buena del mismo a través de ecuaciones relativamente
sencilla. Entre ellas la mas usada es la ecuaciéon de Monod. Esta ecuacion describe el
crecimiento celular en funcion de la disponibilidad de un sustrato limitante y se puede
expresar de la siguiente manera:

Sustrato (S) + Células (X) = mas células (X) + Producto (P)

Donde ry es la velocidad de crecimiento de la células, py, es la velocidad especifica maxima
de crecimiento y K es la constante de Monod.
Es bastante comun expresar la ecuacion en funcion de la velocidad especifica de crecimiento:

En la cual py, es el maximo valor que puede alcanzar la velocidad de crecimiento cuando S >>
Ks y las concentraciones del resto de nutrientes no han cambiado de forma considerable.

Ks es el valor de la concentracion del nutriente limitante a la que la velocidad especifica de
crecimiento es la mitad de la maxima. Para valores de S inferiores a Ks, la velocidad de
crecimiento depende de una forma lineal de S, mientras que para valores superiores, el valor
de p se hace independiente de S.
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Uno de los inconvenientes que plantea el uso de la ecuacion de Monod es la correcta
determinacion del valor de Kg, ya que este es normalmente muy pequefio y no es facil de
averiguar.

La ecuacion de Monod es muy simple y no siempre permite obtener una buena representacion
de los datos de crecimiento de un microorganismo. Por ello se han desarrollado otros modelos
mas complejos basados en este.

El modelo de Monod describe solo a los periodos de crecimiento exponencial y a la fase
estacionaria.

Hs ]

Fig.31 Dependencia de la velocidad especifica de crecimiento respecto a la concentracion de sustrato limitante
segun la ecuacion de Monod.

En términos mas complejos se puede usar la ecuacion logistica, es un modelo sencillo donde
se considera que la velocidad de crecimiento de las células s6lo depende de la concentracion
de las cé¢lulas pero incluye ademas un término de inhibicion proporcional al cuadrado de la
concentracion de biomasa.

dx
B2 _kx - px?
dt A

Donde k es un término analogo al de la ecuacion de Malthus y B es una constante del término
de inhibicion.

6.4 Rendimientos

Como se dijo anteriormente los rendimientos se definen como la relacion entre el producto
obtenido y el sustrato consumido, usualmente referidos a la fuente de carbono y energia. El
rendimiento celular se define a través del concepto de nutriente limitante.

Un nutriente limitante es aquel sustrato que cuyo consumo controla la velocidad de
produccion de biomasa. Es decir que la velocidad de crecimiento celular es funcion de tal
nutriente. En muchos casos existen mas de un nutriente u otros factores que intervienen en
dicha velocidad, pero para simplificar se considera siempre que s6lo uno es el esencial y el
mas importante.

A través de este concepto de sustrato limitante se puede definir el rendimiento del proceso.
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V. — AX BiomasaProducida  gXseca
%~ AS  ConsumoSustrato  gSconsumido

[3]

El sustrato normalmente es la fuente de carbono. El rendimiento esta en funcidn de tal fuente
de Carbono usada y las condiciones del proceso. Puede variar durante el proceso.

El consumo de sustrato no esta dedicado sélo a la produccion de biomasa.
Este tiene tres cometidos, para asimilacion de los microorganismos como material celular,
provision de energia para la sintesis celular y energia para el mantenimiento del cultivo.

Entonces la siguiente ecuacion representa el consumo total del sustrato:
AS =(AS) ¢ +(AS)¢ +(AS)y [4]

Sustrato total = Sustrato empleado asimilacién materia celular + Provision Energia sintesis
celular + Energia mantenimiento cultivo

Con la ayuda de la ecuacion 3 y la 4 se tiene:

AS

AX

_(88),c  (49)c _(89),
BX) T (@%)  (aX)

<
»|x -

El rendimiento tedérico se define como AX/ (AS)mc que es el sustrato empleado en la
asimilacion de los microorganismos como material celular. También se llama el rendimiento
del crecimiento. Este rendimiento permanece constante si la composicion celular se mantiene
constante.

Sin embargo el rendimiento global dependera de la fraccion de sustrato consumido en cada
una de las actividades celulares.

El rendimiento definido mediante la ecuacion 1 se refiere al rendimiento celular, existen otros
rendimientos referidos a otros pardmetros del proceso o en funcidon de otras variables. Estos
pueden ser como los que siguen a continuacion:

v, _ AX _ Biomasa Producida gX seca 3 gX seca
% AO  ConsumoOxigeno  gOxigenoConsumido molOxigenoConsumido
v AP _Pr oducto Producido g/ molP (Rendimiento del producto)

? 7 AS  ConsumoSustrato g /molSconsumido

AC  CO, Producido  MolCO, Producido
AS  ConsumoSustrato  MolSConsumido

Y. =
B

gX seca
MolSconsumido

TasaCrecimientoMolar =
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Con todo esto se puede escribir la siguiente ecuacion:

1 1 1
r- =—(—)r, =—(—)r, =—(—)r
s (Yx)x (YP)P (Yc)c
B s s

Donde r, (mol S/m’s) es la velocidad de desaparicion de sustrato, r, ( mol X/m’s) es la
velocidad de aparicion de biomasa, 1, (mol P/m’s) es la velocidad de aparicion de producto y
r. (mol CO,/m’s) es la velocidad de aparicion de CO,.

Otra manera de definir el rendimiento es a través del calor o la energia de reaccion generada
por el consumo de sustrato. La generacion de calor es el resultado del metabolismo energético
y de crecimiento, por ello existe una relacion entre el calor producido y la energia utilizada
del sustrato.
Se introduce un nuevo factor de rendimiento, Y, (gramos de biomasa/calorias generada)
YX
Y, = >
AH, -Y, AH,
S

Donde AHg y AH¢ son las entalpias de combustion del sustrato y del material celular
respectivamente.
Esta ecuacion representa un balance aproximado de energia para un crecimiento aerobio. Los
valores de Y dependen de la especie celular concreta y del tipo de sustrato consumido.

En la siguiente tabla se pueden ver algunos rendimientos celulares sobre la melaza como
fuentes de carbono.

Tabla 4. Rendimientos caracteristicos de la melaza
Sustrato Yxs Yx0 Ya
Glu.c0§a, melaza, 0,51 1.47 0,42
almidon

En definitiva, los rendimientos que se aplicaran en este proceso en cuestion seran los referidos
al crecimiento celular y el producto obtenido, todo ello respecto del consumo de sustrato. Es
decir, que a través de tales rendimientos se obtendra el aprovechamiento de los nutrientes para
la obtencion de etanol.

6.5 Cinética del consumo de sustrato

El sustrato consumido por el microorganismo tiene como finalidad el crecimiento celular,
mantenimiento de las actividades vitales y la generacion de producto, para el caso donde la
formacion de producto no esté asociada de forma directa al metabolismo energético.

Para modelar la variacion de la concentracion del sustrato con el tiempo se proponen diversas
ecuaciones.

La primera es la mas utilizada pero no es siempre aplicable. Por ello aparecen las demas
ecuaciones.
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as = _Ldx —> Sin formacion de producto y sin mantenimiento
dt Y, dt

9@ = _ L m, X > Sin formacién de producto

dt Y, dt

dsS

—=-m X -> Sin formacion de biomasa ni de producto

dt

— =——— —— — - Sin mantenimiento celular

La ecuacion cinética global sera:

dsS 1dX 1dP

6.6 Cinética de formacion de producto

De manera analoga al modelo cinético de consumo de sustrato se plantean diferentes
ecuaciones para modelar la formacion de producto.

®_y 8
dt 2 odt
Py X
dt 2 odt

Y mediante el uso de las dos ecuaciones anteriores se obtiene el modelo de Luediking-Piret,

parcialmente asociado al crecimiento.

P dx
——a—+
it~ T

La evolucion del producto, del sustrato y de la biomasa conforme transcurre el tiempo dentro
del proceso la muestra la siguiente grafica.

Evolucién S, X,P

——X
=P

S,X,P (g/)

0 10 20 30
t(h)

Fig.32 Evolucidn del sustrato, de la biomasa y del producto respecto el tiempo
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ANEXO 7

BIORREACTORES

7.1 Aspectos basicos de los biorreactores

El equipo donde se realiza el proceso se denomina biorreactor o fermentador.

El mismo provee todos los servicios que son necesarios para el cultivo, tales como mezclado,
termostatizacion, suministro de oxigeno, entradas para adicion de nutrientes, control del pH,
etc. Por otra parte, cuando se habla de sistemas de cultivo o, también, métodos de cultivo, se
hace referencia al modo de operar del biorreactor, esto es en forma continua, discontinua o
semicontinua.

Para un componente cualquiera del cultivo, incluida la biomasa, se puede plantear el siguiente
balance de materia en el biorreactor.

Velocidad de Acumulacion = Velocidad de Ingreso —Velocidad de Salida + Velocidad de
Formacion — Velocidad de Consumo

Segun sea el modo de operacion, es decir, continuo, discontinuo o semi-continuo, se tendran
unos términos de la ecuacion u otros, asi se plantearan los balances del proceso.

7.2 Seleccion del biorreactor

La utilizacion de células libres o inmovilizadas en transformaciones quimicas es un area de
gran interés industrial por sus enormes posibilidades industriales.

Es frecuente el uso de columnas de relleno, reactores continuos provistos de sistemas de
agitacion, de lecho fijo y también reactores de lecho fluidizado.

Los criterios tomados para la seleccion y forma de operacion son los siguientes:

e Dificultad de retener a los microorganismos en el interior del reactor.

e Dificultad de reutilizacion de las células usadas.

Dificultad en mantener la actividad de los microorganismos durante largos periodos de
operacion.

Formacion de espumas

Control del proceso global mediante los fendémenos de transferencia.

Efectos electrostaticos.

Obturacion del sistema con la consiguiente dificultad en el mantenimiento del flujo de
reactantes.

En el disefio del reactor se deben de tener en cuenta las siguientes indicaciones:

e Seleccion del mejor tipo de reactor para obtener una cantidad determinada de producto
deseado.

e Determinar el tamafio Optimo del reactor o del sistema de reaccion.
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e [Establecimiento del mejor método de operacion: fijar las variables de operacion
(presion, temperatura, pH, composicion de la alimentacion, caudales...) del reactor.

En el caso ha estudio el disefio del reactor no se basaria en escoger un tipo y un tamafio
determinado ya que el reactor ya existe, sin embargo si se podran disefiar las condiciones de
operacion y formas de trabajar. Se fijaran los pardmetros como la temperatura, pH,
concentracion de la corriente de alimentacion, el modo de operar, en continuo, semicontinuo o
discontinuo. Ademas de fijar los caudales y el suministro de oxigeno.

Se debe de tener en cuenta la existencia de reactores biologicos de alta tecnologia que harian
aumentar el rendimiento y disminuir los costes de forma muy importante. Al usar un reactor
sencillo y si ademas se opera en discontinuo la eficiencia global del sistema es bastante menor
que si se usan reactores de procesos avanzados.

Pero también la inversion es menor como la complejidad en los procesos convencionales.
So6lo decir que en este estudio se comparara el modo de operar en continuo, semicontinuo y en
discontinuo usando un mismo reactor, de tanque agitado.

Los datos necesarios para el disefio del reactor son los siguientes:

e Termodindmica de la reaccion.

e Cinética del proceso en las condiciones experimentales que pueden ser de interés.

e Datos fisicos-quimicos de las sustancias que intervienen en el sistema para el intervalo
de condiciones en que se espera operar.

e Produccion necesaria.

También se ha de tener en cuenta la posibilidad de corrosion existente, aqui entra el material
de construccion del reactor.

Los datos cinéticos que normalmente provienen de un estudio realizado a escala de
laboratorio, que indicardn con bastante exactitud el efecto de las variables sobre la velocidad
de la reaccidon, no dan informacion sobre ciertos problemas a resolver a escala industrial,
como por ejemplo los fendémenos de transferencia de materia, variacion en la concentracion
de las impurezas en el reciclado, distribucion real de la temperatura dentro del reactor y un
largo etc que no son mas que todas las variables que de una forma u otra influyen en el
sistema de reaccion.

Por este motivo es necesario contar con la informacién obtenida de una planta piloto que
servird para demostrar o verificar la ecuacion cinética desarrollada a escala de laboratorio.

7.3 Objetivos y disefio de un fermentador

Los objetivos que se marcan en la fermentacion estan relacionados con la optimizacién de la
produccion de un producto especifico generando el menor gasto energético posible. A
continuacion se presentan de forma mas precisa tales metas.

e Obtener alto rendimiento en el producto deseado. Es decir, conseguir la maxima
conversion de la materia prima y una alta selectividad para evitar el desarrollo de
reacciones secundarias sin interés industrial.
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e Alcanzar alta productividad global que es funcion de la velocidad a la que transcurre
el proceso.

e Obtener la maxima concentracion de producto y asi disminuir los costes de
separacion.

Se han de tener en cuenta una serie de factores a la hora de disefiar el reactor.

Existen grandes avances en las técnicas de fermentacion. Los procesos convencionales en la
produccion de etanol son de menor eficacia que los procesos altamente tecnoldgicos. Pero
estos Ultimos también son mas costosos.

La eficacia de los procesos de fermentacion generalmente estd limitada por causas como una
baja productividad debido a una operacion discontinua, o problemas de inhibicion por sustrato
o producto. También se ve restringida por una baja concentracion celular. Y las limitaciones
por transferencia de materia condicionan de manera considerable la eficacia global, sobretodo
si se usan biocatalizadores inmovilizados.

Cuando se plantea el problema de la eleccion del reactor se debe estudiar cual de estos
parametros influye mas en el proceso.

Por ello dependiendo de qué factor hace aumentar mas el rendimiento del proceso convendra
operar con un tipo de reactor u otro, sea de mezcla perfecta, flujo piston, o estableciendo un
modo de operar, continuo, discontinuo, con recirculacion...

Para mantener la concentracidon de sustrato por debajo del nivel en que se da la inhibicién y al
mismo tiempo conseguir la concentraciéon Optima de sustrato para que se dé un proceso
efectivo conviene el uso de reactores de mezcla completa.

Cuando se requiere minimizar los efectos provocados por la inhibicion causada por el
producto se plantean dos estrategias diferentes: eliminacion del producto obtenido a medida
que se estd formando; o sino conseguir una configuracion del sistema de reaccion en cuyo
modelo de flujo tenga un comportamiento proximo al de flujo en piston.

Cuando lo que se desea es aumentar la concentracion celular en el reactor se acude a los
mecanismos anteriormente descritos, es decir a la inmovilizacion de las células. Ademas de
esta manera de aumentar la concentraciéon de biomasa se puede recurrir a la recirculacion
celular.

En la practica se suele recurrir de forma mas habitual a la recirculacion.

Cuando existen limitaciones por transferencia de materia pueden darse dos caso, una se
referia al aporte de sustrato en sistemas inmovilizados y la difusion del oxigeno. Otra sélo
comprenderia la mejora de la transferencia del oxigeno. En este caso sélo se tendrd en cuenta
fendmenos de transferencia de oxigeno. Y esta transferencia, como ya se explicard mas
adelante, aumenta con el uso de un buen sistema de dispersion de gas (boquillas, difusores...)
haciendo aumentar el area interfacial o sino a través de las modificaciones precisas en el
sistema de agitacion, es decir, modelando la potencia a aportar para una buen contacto entre
las células y el oxigeno disuelto.

En el caso expuesto en este proyecto las células no quedaran fijas, es decir que seran libres en
el movimiento, las limitaciones por transferencia de sustrato serdn despreciables ya que
microorganismos y nutrientes € mezclaran homogéneamente gracias a un sistema de
agitacion. Ademas la difusion de oxigeno mejorara.
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El problema reside en la reutilizacion de la biomasa, para ello, se recirculara la materia celular
asi se aumentard la concentracion de la misma.

Existird un aporte de oxigeno exterior a través de un difusor y con compresor.

7.4 Analisis de costes

Los costes mas importantes en un proceso de fermentacion son la materias primas, los costes
de capital (procesos de produccion y separacion) y los servicios y suministros (electricidad,
agua,...)

El aprovisionamiento y la preparacion del sustrato estan en funcion de la materia prima
escogida para la produccion del mismo producto. En el caso del etanol, el uso de almidon de
maiz genera un coste del 54% sobre los costes totales respecto al 42% que genera la cafia de
azucar cuando se usa para la produccion del etanol.

La reduccion del precio de la materia prima o una mejora en el aprovechamiento de ésta
conlleva a una reduccion de los costes globales del proceso.

Las unidades de fermentacion influyen de forma decisiva en los costes globales ya que el
proceso de destilacion presenta los costes mas altos.

Se ha de tener en cuenta que el desarrollo tecnologico promueve el aumento de la produccion
y para ello se construyen equipos que permiten aumentar la concentracion celular.

Las técnicas utilizadas son la inmovilizacidon, floculacién, uso de reactores de membranas...
Todo esto se refiere a la estrategia de la reutilizacion de la materia prima.

También se aumenta la produccién mediante un modo de operar eficaz, como el continuo o el
Fed-Bach, es decir, el semicontinuo. Estos aspectos entran en la estrategia de la alimentacion.

Los microorganismos toman el carbono y la energia necesaria del medio acuoso en donde
habitan. Pero a medida que avanza el proceso este medio se hace mas hostil ya que la
concentracion de etanol aumenta y tiene efectos altamente inhibidores en la actividad de tales
células. Por ello es necesaria la instalacion de equipos de separacion de alta eficacia. Lo cual
conlleva a un aumento de costes de capital.

Los costes referidos al suministro de energia o gasto de agua de la red son los soportados en
operaciones de agitacion y de calefaccion del reactor. También el vapor de agua es
considerado un coste ya que su generacion se hace a través de calentamiento mediante aporte
de electricidad y el gasto de agua.

Estos costes son los relativos a la agitacion, calefaccion y esterilizacion. Ademas de los
sistemas de bombeo de agua y aire.

La recuperacion del producto también representa un elevado coste de operacion, sobretodo si
se usa la destilacion.

Por ello se estd comenzando a usar otras técnicas mas economicas como la ultrafiltracion, la
Osmosis inversa, la adsorcion o la extraccion. Estos métodos de separacion se desarrollaran
mas adelante.

7.5 Balances de materia y energia

En el disefo y andlisis de un reactor bioldgico es necesario conocer la cinética del proceso y
el balance de materia y energia aplicado al sistema. Ademas hay que contar con la variacién
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de las propiedades de la biomasa segiin avanza el proceso, ya que se distinguen diversas fases
segun la concentracion de sustrato, oxigeno y producto.

Para el desarrollo de un modelo dinamico del sistema se recurren las ecuaciones de la
conservacion de la masa y de la energia.

Balance de materia

(Acumulacit) = (GeneraciérPor Re accion) + (FlujoEntrada) — (FlujoSalida)

Esta ecuacion se aplica para cada componente del sistema, es decir, para los
microorganismos, para el sustrato y para el etanol.

Las limitaciones por transferencia se consideraran en principio despreciables y que estas solo
tomaran valor cuando se trate de procesos entre diferentes fases.

La ecuacion puede tomar la siguiente forma:

d(Ci ‘V) _

dt V'ri+(Qe'Cie_Qs'Cis)

El primer término de la ecuacion indica la variacion de la concentracion de un componente i
respecto del tiempo. Este término representa la acumulacion.

El segundo término se refiere a la generaciéon del componente i debido a la reaccion
bioquimica del sistema. El tercero es la aportacion del componente i a través del flujo neto
convectivo de materia, es decir, la diferencia entre la entrada y la salida.

Esta ecuacion se simplifica segun los modelos de reactor al cual se refiere.

Balance de energia

dv.-p-T 'CP)
dt

=(-AH)-V -1, +Q-p-Cp - (T, —T,) + ¢

Donde el primer término se refiere a la acumulacion de energia en el sistema, el segundo es el
que indica la generacion de energia por reaccion bioquimica y el tercero a la diferencia de
entalpia entre la entrada y la salida del sistema. El cuarto es el caudal de calor suministrado o
retirado del sistema desde fuera.

En los procesos de fermentacion la transferencia de calor es sencilla y no presenta
complicacién alguna.

Las reacciones biologicas que se dan no generan mucho calor.

Debe de existir un dispositivo de intercambio de calor para elevar asi la temperatura de
operacion y llegar a la dptima. Estos equipos suelen ser sencillos. El disefio de éstos se
desarrollara en un apartado posterior.

Las ecuaciones de balance de materia y energia se dardn para los distintos componentes del
sistema.
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7.6 Reactores de tanque agitado

Los reactores de tanque agitado son un tipo de reactores donde se consigue homogenizar la
mezcla contenida en ¢l, haciendo que todas las variables, concentracion, temperatura, pH,
presion... sean iguales para cualquier punto del medio contenido en el tanque. La
concentracion final, o de salida debe ser igual a la concentracion de la mezcla de dentro del
reactor.

C:]motar

%) mandmetro
carga — -

; ]salida deg

I o gases

@%ﬁj [ salida de
Hy0

deflector «— @ﬁ] [ agitador

camisa o |} i

H2E]_de S Y aireador
refrigeracion
aire
esteril

Fig. 33 Reactor de mezcla perfecta

En la figura 33 se puede ver el funcionamiento del tanque agitado.
El aire se inyecta por la parte inferior del tanque y es distribuido por una corona que posee
pequeiios orificios espaciados regularmente.

El chorro de aire que sale de cada orificio es golpeado por las paletas de la turbina inferior
generandose de este modo miles de pequefias burbujas de aire, desde las cuales difunde el 0,
hacia el seno del liquido. El sistema de agitacion se completa con cuatro o seis deflectores que
tienen por finalidad cortar o romper el movimiento circular que imprimen las turbinas al
liquido, generando de este modo mayor turbulencia y mejor mezclado. El tanque estd rodeado
por una camisa por la que circula agua, lo que permite controlar la temperatura. Para tanques
mayores que 1000 6 2000 litros este sistema ya no es eficiente y es reemplazado por un
serpentin que circula adyacente a la pared interior del tanque. Debe tenerse en cuenta que a
medida que es mayor el volumen de cultivo también lo es la cantidad de calor generado por lo
que se hace necesario una mayor area de refrigeracion. Los tanques son de acero inoxidable y
estan pulidos a fin de facilitar la limpieza y posterior esterilizacion. El aire que ingresa al
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biorreactor debe estar estéril, lo que se consigue haciéndolo pasar por un filtro cuyo diametro
de poro es de 0,45 micrones, que impide el paso de microorganismos y esporos.

Es el tipo de reactor méas empleado a escala industrial y sera el que se utilice para la
produccion del etanol.

Se puede operar de tres formas: de forma discontinua, discontinuo alimentado (fed-Bach) y de
forma continua.

Las dos primeras maneras de operar dan procesos no estacionarios de periodos cortos.

La operacion en continuo trabaja ene estado estacionario exceptuado los periodos de arranque
y parada del reactor, en algunas desestabilizaciones que puedan darse.

7.7 Sistemas de cultivo en discontinuo (Batch)

El mas tradicional y més usado es el reactor discontinuo. Se emplea usualmente en la
industria farmacéutica, alimentaria y biotecnologica.

Al ser el tiempo de operacion corto en relacion con el continuo, se puede asegura de forma
facil las condiciones asépticas durante todo el proceso de reaccion.

Las principales desventajas son: la pérdida de rendimiento debido a los periodos de arranque
y parada, la falta de homogeneidad del producto obtenido en cargas consecutivas y la
dificultad de implementacion de esquemas de integracion energética.

Estos tipos de reactores operan con una baja concentracion celular, sobretodo en el instante
inicial donde los microorganismos permanecen en fase latente. Y por este motivo se ha de
controlar la concentraciéon de nutrientes en el sustrato ya que sino se podia ralentizar el
proceso de fermentacion.

Ademas el proceso global es més lento que si se operase de forma continua ya que al no haber
retirada de producto ni aporte de nutrientes, en los instantes finales del proceso las
condiciones del medio son hostiles, alta concentracion de etanol y baja concentracion de
nutrientes. Al darse fendémenos de inhibicion la fermentacion tarde en completarse.

En un reactor bioldgico discontinuo el caldo de nutrientes y la cepa se introducen
conjuntamente en el instante inicial. A partir de ese momento no existen corrientes de entrada
ni salida del reactor. S6lo habra entrada y salida de gases (oxigeno, didéxido de carbono) y se
adicionaré antiespumantes y reguladores del pH.

El reactor se mezclara de forma completa siendo asi la concentracion de cada componente en
un determinado tiempo es constante con la posicién dentro del reactor. Al finalizar el proceso,
cuando se ha llegado a una conversion fijada, la concentracion a la salida de cada componente
sera la misma en el interior del reactor.

El balance de materia se ve modificado ya que los términos de entrada y salida se anulan.

(Acumulacién) = (GeneraciénPor Re accion)

La ecuacién de balance para el crecimiento microbiano sera:
div-X
L =V . rx
dt
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Como el volumen del reactor es constante, integrando la ecuacion se haya el tiempo necesario
para lograr un determinado crecimiento celular.

X
=l
X
Cuando el balance se aplica al sustrato y el volumen permanece constante se tiene el siguiente
tiempo de fermentacion para obtener una determinada conversion:

t:_fd_s

S
¢ rSX + rSP

La velocidad de consumo de sustrato depende de la velocidad de crecimiento de biomasa y de
la velocidad de produccion del etanol. Es decir, el sustrato se empleard para producir mas
microorganismos y ademas para la obtencion del producto.

La ecuacion tiene signo negativo para indicar que el sustrato desaparece con el tiempo.

Aplicando el balance para el producto se tiene la siguiente ecuacion que representa el tiempo
de operacion necesario para producir una cantidad determinada de producto.

(- [f 9P

Pe rP

Si se supone una cinética tipo Monod las ecuaciones anteriores quedan de la siguiente forma:

XS X

ry =p-X
x A dt Ks+S

Sabiendo que Yl = d_X y multiplicando su inversa a ambos lados de la ecuacion anterior, se
tiene: S
B LS X
dt Yy Ks+8
Asumiendo que el rendimiento de sustrato én biomasa permanece constante en la zona de

aplicacion se tiene:

X +Yy =S =X +Yy -3
S S
Esta ecuacion permite evaluar el crecimiento de biomasa en funcion al consumo de sustrato.

Si se expresa X en funcion de S y se integra la ecuacién * se obtiene el tiempo de
fermentacion necesario para reducir la concentracion de sustrato a un determinado valor,
fijado por el disefiador.

X, + Yl (S, -9)

(X4, (8, +Ko)- Ln(—— )~ Ks Y, -Lnsi=um (X Yy -8t

S e S e S
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Se ha de tener en cuenta que no todas las células se encuentran en la misma fase de su
crecimiento. Si se considera que so6lo las células viables (X,) generan otras células muertas
(Xq) segun una cinética de primer orden, se tiene:

dX
=ky X
dt d”tv
La concentracion de células viables viene dada por la ecuacion:
dX
dtv =p- Xy —kq - Xy

Y el crecimiento de la poblacion celular se podré expresar asi:

dX; X _d(Xy + Xy)
dt Y dt

En la etapa exponencial del crecimiento la velocidad especifica es constante, entonces la

concentracion de células viables se podra calcular para todo instante de tiempo, dentro de tal

periodo exponencial, a través de la siguiente igualdad:

X, = Xy, g (m =Ky t)

7.8 Sistemas de cultivo en discontinuo alimentado (fed-batch)

En los reactores semi-continuos es sustrato es alimentado en cargas sucesivas y el producto no
se retira hasta finalizar el proceso. Esto indica que el volumen del medio de reaccion va
variando conforme avanza el proceso.

Esta manera de operar hace posible el control de la concentracion de nutrientes en el medio, y
asi se da una mejora en el rendimiento respecto al modo de operar del reactor discontinuo.

La variacién de la adicion de sustrato puede estar condicionada por una estrategia que haga
aumentar la produccion del etanol o tomando como criterio la medida de diferentes variables
como la concentracion de producto, sustrato, el pH, el oxigeno disuelto...

El control de la concentracion de sustrato, siendo éste limitante, resulta de interés para los
casos en que se quiere controlar el crecimiento celular o para la obtencion de producto
dependiente de una determinada concentracion de sustrato.

Se suele usar para la produccion de levaduras de pan y antibioticos.

Es sustrato se va afiadiendo a medida que se va consumiendo y se mantiene su concentracion
en valores que permitan alcanzar velocidades de reaccion aceptables, buscando un equilibrio
entre el aumento de velocidad por incremento de concentracion de nutrientes y disminucion
causada por la inhibicion del etanol.

La adicion del sustrato puede efectuarse en forma ciclica o en continuo.

Balance de materia resultante:

d(Ci ‘V) _

V-r +Q.-C.
dt 1 Qe e
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Si se considera que la densidad del fluido en el reactor y en la corriente de entrada son
iguales, esto ocurre asi cuando la densidad celular no es muy elevada, se puede decir que en
sistemas con alimentacion continua el caudal alimentado es igual a la variacion de volumen
con el tiempo, y se puede expresar de la siguiente forma:

dv
gt
\V; .dc_i+ CidL:V 1, +Q,-C,
dt dt
dC,

ie

V.- —+C,-Q. =V-r. +Q, -C
dt I Qe 1 Qe

© e, -0
dt \Y

Aplicando la ecuacidn para la biomasa se tiene:

dX Q
X=X
a TV
Y para el sustrato:
d_S:% S, _5)_L.ﬂ.x
dt Vv Y,
s

7.9 Reactor continuo de tanque agitado

En general los reactores continuos de tanque agitado son equipos cilindricos con un sistema
mecanico de homogenizacion, como la agitacion donde se garantiza que la composicion es la
misma en cualquier punto del reactor. Son llamados quimiostatos.

La forma de operar continua indica que existe una corriente de entrada y otra de salida de tal
modo que el volumen de liquido en el interior del reactor permanece constante.

Las ventajas mas importantes en la operacion en continuo es el aumento de la productividad
donde se ahorran costes de capital, la reduccion de los costes de operacion, es decir, la mano
de obra y la energia y el logro del control del proceso.

Estas ventajas se hacen mas evidentes en procesos a gran escala.

Si se considera que el sustrato es el componente limitante se puede decir que la velocidad
volumétrica de crecimiento es 4 X y si la operacion se da en régimen estacionario, obviando
los periodos de arranques y parada, la acumulacion se hace cero. Ademas haciendo los
caudales de entrada y de salida iguales el balance de materia que se tiene es el que se
desarrolla ahora, aplicado a la biomasa:

Vor, +Q-(X, = X)=0
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Segun el modelo de Monod:
rx =#-X
Y sabiendo que el tiempo de residencia es: ¢ =—
Y que la inversa del tiempo de residencia es la velocidad de dilucion, entonces la ecuacion
anterior se puede expresar de la siguiente manera:
y-Xz%-(X -X.)=D-(X-=X,)

Reordenando:
D-X,=(D-u)-X

En la mayoria de los casos la alimentacion al reactor es estéril, es decir, su concentracion de
biomasa a la entrada es nula, X.= 0.
Seglin esto se obtiene:
u=D
Es decir, la velocidad de crecimiento especifica es igual a la de dilucion.

Si se aplica el balance de materia al producto se puede obtener el valor de la productividad
global, es decir, la velocidad con que se genera el producto, en funcion del caudal de
operacion y del producto obtenido:

r,=D-(P-P,)

Normalmente la concentracion de producto en la corriente de alimentacion de sustrato suele
ser nula, P.=0.

AP Producto Producido  g/molP
AX  CrecimientoMicrobiano g /molX

Se sabe que Y, =

X

X
Esta ecuacion relaciona la productividad global con la velocidad especifica de crecimiento.

Aplicando el balance para el sustrato, considerando que la velocidad de consumo del sustrato
es igual a la suma de la velocidad de crecimiento celular y de produccion de etanol, y si
ademas se introducen los conceptos de rendimientos anteriormente expuestos, se tiene la
siguiente ecuacion de balance:

ry I
—rg=—-*+-2|=D-(S-5S
S Yi YE ( e)
S

S
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1. Modelo de Monod para el quimiostato

Si se considera que el crecimiento celular sigue una cinética tipo Monod se puede modelizar
el comportamiento de un quimiostato en régimen estacionario (Acumulacion nula)

Biomasa (X)

D-X,+|—“5 _ _pl.x=0
(Ks +95)

Sustrato (S)

.S. X X -
D.(S, —§)—*m EEARL )
Yx'(Ks"‘S) YP
s B
Producto (P)
;um'S
D-(PR,-P)+Y, - ———- X =0
X (Ks+8)

Las variables X, S y P definen el estado del proceso.

D, S, P.y X, son variables que se fijan desde el exterior, en el caso de P.y X, sus valores se
suelen anular ya que se decide que a la entrada del caudal de alimentacion la concentracion de
microorganismo y etanol sean nulas.

Mm, Ks, Yxss € Yps son pardmetros cinéticos y estequiométricos caracteristicos del proceso. Es
decir, se pueden encontrar tabulados dadas unas condiciones de operacion precisas.

Con todo esto, las ecuaciones anteriores se pueden resolver si los valores a la entrada de
producto y de células son cero (alimentacion estéril), y con ello se obtienen las siguientes

expresiones:
D-K
X =Y, -{Se ——S}ec.l
s Hm -D
S D-Kg
Hm -D
Yppu-X
p=—_X
D
p=2
\Y

Siendo X, S y P las concentraciones de biomasa, sustrato y producto en el interior del reactor.

Proyecto Fin de carrera Biorreactores Pagina 125




Proyecto Fin de carrera Disefio de una planta piloto para la produccion de bioetanol Anexo 7

Mg=0.08¢q ¢~ n'

1 1 L= 7
0.2 04 0.6 0.4 1.0

D (h-1)

Fig. 34 Cultivo continuo. Concentracion de biomasa y de sustrato limitante en estado estacionario a distintos
valores de D. Parametros: g, =1 h™, Y= 0,5, K;= 0,059/ S, =5 g/l

Para caudales bajos la velocidad de dilucion (D) tiende a cero y como consecuencia la
concentracion de sustrato en el interior del equipo se hace muy pequefia (S=>0). Por lo
contrario la concentracion de biomasa aumenta haciéndose maxima.

A medida que aumenta la velocidad de dilucién (D) la concentracion de sustrato en el reactor
va aumentado, esto se traduce en una menor conversion del sustrato.

Cuando la velocidad de dilucion se iguala a la velocidad especifica de crecimiento de las
células (D = Pn) se da un fendmeno importante: el lavado del reactor. En este punto el flujo
de biomasa hacia el exterior (D-X) es mayor al flujo aportado por el crecimiento celular (U-X)
ya que M < U Y por tanto se produce un descenso considerable en la concentracion de
biomasa en el reactor. Atendiendo a la ecuacién de balance para la biomasa se tendria un
valor infinitésimo de microorganismos. La concentracion celular seria practicamente nula.
También la concentracion del producto seria muy pequena ya que la velocidad de dilucion es
maxima.

En este caso, si los rendimientos Yx;s € Yp/s son constantes, la evolucion de la concentracion
de biomasa y de producto son similares y sus curvas paralelas.
Operar cerca de las condiciones de lavado es beneficioso ya que la productividad se hace
maxima, pero a la vez es arriesgado ya que cualquier cambio en las variables del proceso
(temperatura, concentracion de entrada de sustrato, caudales...) pueden llevar a la fatalidad,
es decir, al lavado del reactor y hacer asi la concentracion de biomasa nula.
Es decir, operando en un punto préximo al critico se consigue maxima productividad celular y
de producto.
Igualando a cero el valor de la concentracion de biomasa en el reactor, en la ec. 1 se puede
calcular el valor critico de D, el cual no debe superar:

Se

DC Hm KS'+Se

Para controlar que la velocidad de dilucion no llegue al valor critico se ha de cumplir en todo
punto del reactor D < pp,.

El valor de D que maximiza la productividad es el siguiente:
0,5
Ky ’

D =y -|1-|—5%
m = Hm K, +S,
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2. Régimen no estacionario
Si se opera en régimen transitorio, el término de acumulacion se ha de incluir en las
ecuaciones de balance y se tendrd un sistema de ecuaciones diferenciales como el que se

presenta a continuacion:

Para la biomasa (X):

dX

—=D-(X,-X)—-u-X

o (Xe =X)—u
Para el sustrato (S):

d—S=D(Se -5)-X- M Tex

dt Yo Yo

s s

Para el producto:

dP

EZD'(Pe —P) =T - X

7.10 Reactores continuos de tanque agitado conectados en serie

La asociacion de reactores de tanque agitado conectados en serie es ventajosa cuando la
cinética del proceso biologico es inicialmente autocatalitica y su comportamiento posterior
cambia a estado estacionario hasta terminar en la fase de la muerte celular. También resulta
interesante su uso en los casos en donde el producto actiia como inhibidor.

La configuracion en cascada permite una mejor aireacion ademas de la variacion de las
condiciones en etapas sucesivas.

El primer reactor de una configuracién en serie, es similar al reactor que opera de forma
continua en solitario.

Q,X.,S:,Pe Q,X1,8., R Q,.X2,8..P

Fig. 35 Reactores mezcla perfecta en serie

La concentracion de sustrato a la entrada del segundo reactor, S;, considerando que la
alimentacion al primer reactor estuviese exenta de etanol y de microorganismos, se calcula
igual que en el reactor de tanque agitado solitario:

X,=P, =0
S _ Dl.KS
| =

/Um_Dl
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La concentraciéon de biomasa en la corriente de entrada al segundo reactor, X, se calcula de
igual manera que cuando se tenia un solo reactor:

D, -K
X, =Y, - Se—l—s
s, :um_Dl

D, es la nueva velocidad de dilucion del segundo reactor.
Si los volumenes de todos los reactores son iguales, como el caudal permanece constante se
cumpliria que todas las velocidades de dilucion son similares.

Realizando un balance de materia den el segundo reactor, incluyendo el término de
acumulacion, es decir, haciendo el balance en régimen transitorio se tiene:

dX
Vv, ._dtz =u,-V, - X, +Q-(X, =X,)

Y si se considera que se opera en régimen estacionario, el término de acumulacion se anularia
y se podria despejar la concentracion celular en el interior del segundo reactor:
X, = Dz : Xl
D
2 T Hy
Si el rendimiento en el segundo tanque permanece constante de la anterior ecuacion se puede
obtener la concentracion de sustrato en el segundo reactor:
_ My - X,
Sz - S1 -
Yy (D, +1,)
S

Si se asume que el microorganismo sigue una cinética de Monod se puede determinar la
concentracion de sustrato en el segundo reactor a través de las condiciones de operacion
hidraulica (D;, D), en funcion de la temperatura, la cual afecta sobre los coeficientes
cinéticos (M, K) y segun la concentracion de entrada de nutrientes al primer reactor (Se)
Asi se llega a una ecuacion de segundo grado con dos soluciones, donde una sera la real.

D, D, -K D, -D, - Ky’
(ﬂm_Dz)’Szz+;S_Dz’Ks_ﬂ'Se'Sz +

H— Dl Hn — Dl
Otra manera de expresar la concentracién de biomasa en el segundo reactor es a través del
concepto de rendimiento celular, si éste permanece constante de reactor a reactor.

X, =Yy, (S, =5))

Este procedimiento se puede extender para un nimero N de reactores en serie.

Si se considera que en el proceso de fermentacion se puede caracterizar por una sola variable,
como lo es la concentracion de sustrato o de biomasa, a partir de los datos cinéticos de
productividad de etanol resultado a partir de la operacion en un reactor discontinuo de tanque
agitado, se podria obtener el nimero de etapas necesarias para alcanzar una determinada
conversion de materias primas.

El método usado seria grafico y sencillo.
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Se trata de trazar una recta de pendiente la velocidad de diluciéon (D) a partir del valor inicial
de concentracion de sustrato (S.), esta recta cortara a la curva cinética de la generacion de
producto o crecimiento microbiano. En el punto en donde corta indicard la concentracion de
salida de sustrato (S;) del primer reactor, se hallara trazando una recta vertical hacia abajo.

Si se supone que el tamafio de todos los reactores en serie son iguales, D = constante,
entonces las rectas de operacion seran paralelas. A partir de S; se traza una recta de pendiente
D y se haya la concentracion se sustrato a la salida del segundo reactor, y asi sucesivamente
hasta llegar a agotar tal concentracion y dar con la conversion requerida. De esta forma se
calcula el nimero de reactores necesarios para llegar a una determinada eficacia.

=I5

S: Sl St S

Fig. 36 Numero de etapas de reaccion

Se ha de tener en cuenta que al suponer un solo componente limitante se esta simplificando de
manera muy considerable ya que en muchos procesos la productividad y el propio
crecimiento celular depende de una infinidad de variables y factores.

Este método soélo pretende dar un valor aproximado del numero de etapas, es so6lo una
estimacion para el disefio preliminar.

El disefio definitivo del proceso debe estar basado en experimentos en laboratorio y en planta
piloto.

7.11 Reactores continuos de tanque agitado con recirculacion celular

Esta configuracion conlleva la adicion de un equipo de separacion, ya que para aumentar la
concentracion celular reutilizandola se debera de separar previamente una vez que sale del
reactor.

Una parte de la corriente de salida del reactor se introduce en un equipo de separacion de
biomasa, como puede ser un centrifugador, una columna de decantacidon, a través de
ultrafiltracion, o cualquier operacion de separacion que sea apropiada.

La concentracion celular del reactor se puede controlar a través del caudal de purga de
microorganismos.

Qo, Xo. S0, P Q.X,5,P oo
Q.. X, Se, Pe l A
o s
Qu X, Sws Py
—»
Qr, Xx, S, P

Fig. 37 Reactor de mezcla completa con recirculacion
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El balance de materia para la biomasa es el que sigue:

VoS XV QX+ Qe Xa) - (Q, Q) X
Q=q.

Normalmente se cumple la siguiente desigualdad:

Q. - X, <<Qy - Xy
Ya que la concentracion de microorganismos de la corriente de entrada suele ser nula porque
la alimentacion es estéril.
Si se expresa el caudal de recirculacion en funcion de la tasa de recirculacion y se supone que
el régimen de circulacion es el estacionario, la ecuacion de balance queda de la siguiente
manera:

QR = R : Qe
O=p-X-V+R-Q,-X;-Q,-(1-R)- X
Si se divide entre el volumen (V) todos los términos de la ecuacion y sabiendo que la

velocidad de diluciéon es D = Q. > de la ecuacion anterior se tiene:

D= H

=R 32-1)
X

Y la concentracidon de biomasa en el reactor es la siguiente:

_ R-D-X,
D+D-R—u

Como se ve, la concentracion celular en el interior del tanque se puede variar segtn la tasa de
recirculacion. También depende de la velocidad de dilucion y de la eficacia del sistema
empleado para la operacion de separacion de la biomasa.

La ventaja principal de este modo de operar es que se puede llegar a velocidades de dilucion
mayores sin sobrepasar los limites de lavado.

La concentracion celular en la corriente de recirculacion siempre serd mayor que la existente
en el interior del reactor, es decir se cumple la siguiente desigualdad con el consecuente
efecto:

X X
Xq > X —)7R>1—>1—R~(7R—lj<l—>D>,u

Al ser D > p implica que se puede operar a velocidades de dilucion mayores que la especifica
de crecimiento, asi los caudales de operacion pueden ser mayores y hacen aumentar la
productividad global volumétrica del sistema.

Ademas de evitar los riesgos derivados por la operacion proxima al punto critico donde
cualquier inestabilidad del sistema provocaba el lavado del reactor.

Balance para el sustrato

V~?j—“:’=Qe 'S, +Qg -Sg —Q, - S—r, -V
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Como:
r
Fo =Fex +Tp =X+ YL‘FY—P
Y%
Supuesto régimen estacionario, la acumulacion es cero.
g T
Qe '(Se 'i_R'SR)_Qe (1+R)S—V XL 2 =0
Y., Yo
s %
Sp=5=5;

Si se divide la anterior ecuacion entre V-X

= +
X Y% Y%

Di si se aplica el balance de materia para el producto resulta:

dP
V'E:QO'PO_QO'P_rP -V

Si se considera que se estd en estado estacionario, ademas de tener en cuenta que la
separacion de la corriente de salida en dos no influye sobre la concentracion, se tiene:
P, =P
Dividiendo entre V-X,
D-(P,-P)+r,-X=0
Tiempo de retencion celular (B¢): Se define como la relacion entre el contenido de biomasa en
el reactor (VX) y la salida neta de biomasa del sistema, que es la produccion neta (salida +

purga — entrada)
V.- X

9 =
¢ QW'XW+QS'XS_Qe'Xe

Normalmente la alimentacion es estéril y entonces se da la siguiente desigualdad:

Q. - X, <<1
Y si la eficacia del equipo separador es buena, se cumple:

Qs - X5 <<Qy - Xy
Entonces el tiempo de retencion celular se puede definir como:
V-X
. =———
Qw ) Xw
El tiempo de residencia en el reactor se expresa como la siguiente ecuacion:

o=y __ vV
Q Q.-(I+R)
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7.12 Aeracion, agitacion y esterilizacion

La escala de distancias celular es muy diferente de la escala en un reactor bioldgico, ya que
las distancias entre las células, nutrientes y productos (metabolitos) son mucho mayores.

Por esta razon los fendmenos de transporte de materia toman tanta importancia estos tipos de
procesos, hasta afectar a la velocidad global del proceso mas ain que la velocidad de
reaccion.

Los fenomenos de transporte cobran mas importancia si se trabaja con células inmovilizadas
que si se usan células libres, ya que en el primer caso la difusion de metabolitos, productos y
oxigeno se ve limitada por el soporte de inmovilizacion.

De todas formas, en todo proceso se deben considerar los efectos de los fendmenos de
transporte ya que al existir mas de una fase en el sistema, se ha de estudiar la transferencia de
materia entre ellas y sus limitaciones.

Se ha de tener en cuenta los problemas de transporte de materia, cantidad de movimiento y
energia a la hora de aumentar la eficacia de un sistema.

En los cultivos aerobios se ha de suministrar oxigeno y esto conlleva una buena transferencia
de materia entre las fases para conseguir una buena aeracion y aumentar el crecimiento
celular.

La agitacion en los reactores de mezcla completa son los responsables del transporte de
cantidad de movimiento.
Y la esterilizacion térmica es un caso de transmision térmica.

Ademas si se quiere llevar al reactor a una temperatura comprendida entre 30 y 37 °C, que es
la 6ptima para la fermentacion de la glucosa, se necesitara un sistema de calentamiento.

Si usamos un sistema indirecto, como el paso de agua por la camisa del reactor a una
temperatura tal que haga que el interior est¢ dentro del anterior rango de temperaturas, se
deberd considerar fenomenos de transferencia de calor entre las paredes del reactor con el
agua circulante de la camisa.

Se pueden comparar las productividades maximas de ambas células mediante el uso de
glucosa como fuente de carbon:

En el caso de la levadura se obtiene 82 g/lh de etanol, y para la bacteria 120 g/lh.

Ademas también se ha comprobado que la velocidad de formacioén de etanol es 2,9 veces
mayor, medida en g/gh.

Y también la velocidad de toma de glucosa es superior en el caso de la bacteria.

Se debe decir que la bacteria de tipo Zymomonas mobilis tampoco es capaz de sintetizar los
azucares de cinco carbonos.

Esto no es problema ya que se puede usar la ingenieria biomolecular para cambiar el
metabolismo de tales microorganismos y hacerlos mas eficientes.

Aeracion

Debido a la baja solubilidad del oxigeno en el medio de cultivo, en los procesos aerobios se
necesita de una buena aeracion.
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La concentraciéon de saturacion de oxigeno en condiciones normales de cultivo es de
aproximadamente unos 10 mg/l, una concentracion baja e insuficiente para abastecer a un
cultivo aerobio.

Por ello se debe suministrar oxigeno de forma continua al reactor y asi asegurar la actividad
celular. Este oxigeno debe transferirse desde la fase gas hasta la fase liquida, y en esta ultima
ser utilizado por los microorganismos que se encuentran en el medio.

La fase gas es la burbuja de aire que va ascendiendo por el reactor, ya que la corriente de aire
introducida a éste se debera de hacer por la parte inferior, asi recorrera todo el reactor y se
asegurara la transferencia a la fase liquida, que sera la disolucidn en el medio de cultivo.

La ecuacion basica que describe este fenomeno de transferencia de materia sera la siguiente:
No, = k. (C.-C) [5]

Donde No; es la densidad de flujo de oxigeno entre fases, (moles/s m?)
Cr es la concentracion de oxigeno en la fase liquida (moles/I)

Ci es la concentracion de oxigeno en la interfase (moles/1)

k. es un coeficiente individual de transferencia de materia entre fases.

La ecuacion 5 se puede escribir usando un coeficiente de transferencia de materia global y asi
sustituir la concentracién de oxigeno en la interfase por la concentracion de oxigeno en el
equilibrio, es decir, la concentracion de saturacion del oxigeno.

El resultado es el siguiente:

No, =K, a(C, -C") (ec.2)

Siendo Ky un coeficiente de transferencia global,

a es la relacion entre el area interfacial y el volumen de reactor (m? interfase/m’ reactor)
* ., , , . . .7

C es la concentracion de oxigeno en la fase liquida correspondiente a la saturacion.

El uso de coeficientes globales tiene su razon en que asi se evita el calculo de la concentracion
de oxigeno en la interfase, ya que esto es dificil de hallar. Sin embargo no es dificil calcular la
concentracion de oxigeno en el equilibrio.

Para calcular el consumo de oxigeno por parte de la biomasa se usa el concepto de velocidad
especifica de consumo de oxigeno, que es el oxigeno consumido por unidad de biomasa y de
tiempo.

Para un régimen estacionario se ha de cumplir la siguiente ecuacion:
No, = XQq (eC.3)
Es decir que las velocidades de transferencia de oxigeno y el consumo de éste son iguales.

X es la concentracion celular (moles biomasa/l) y Qo es la velocidad de consumo del oxigeno
(moles O,/moles biomasa s).

Como Y, o = £ entonces la ec.3 quedaria de la siguiente forma:

02

K, a(C, -C")="22X (ec.d)
YX /0
Esta ecuacion es muy importante ya que relaciona la capacidad del reactor de transferencia de
oxigeno con la velocidad de crecimiento celular como consecuencia directa.
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Por ello es de vital importancia hallar el coeficiente global de transferencia. Su valor indicara
la eficacia de aeracion.

La determinacion del coeficiente ha de ser experimental y se ha de llevar a cabo en unas
condiciones determinadas del cultivo. Su valor dependera fuertemente de las condiciones de
operacion, sobre todo influira el régimen de circulacion dentro del reactor.

La determinacion del coeficiente global de transferencia se hace a partir de un sencillo
balance de oxigeno:

dc .
E: KLa(C -C)- XQoz

Donde el primer término corresponde a la acumulacion, el segundo al flujo de oxigeno hacia
la fase gas y el tercero al consumo por parte de los microorganismos.

La obtencion del coeficiente se hace usualmente a través de métodos directos durante el
proceso de fermentacion.
El balance de oxigeno podria escribirse de la siguiente forma:

dc
\ a :QECE _QsCs _VXQoz

V es el volumen del reactor, Qg/s son los caudales de gas (aire u oxigeno) a la entrada y a la
salida respectivamente, Cg/s son las concentraciones de oxigeno en los caudales de entrada y
salida respectivamente.

El término correspondiente a la acumulacion se anula cuando el reactor llega a régimen
estacionario. Es decir, todo lo que entra sale o se consume.
Entonces en estado estacionario tenemos la siguiente ecuacion:

Q:C: —Q,C, =VXQ,, (ec. 6)

Combinando las ecuaciones 3 y 6 y considerando que el caudal permanece constante,
Q = Qg = Qs se tiene lo siguiente:

azg(CE _Cs)
v (€T -0)

Mediante el uso de analizadores de gases se puede medir la concentracion del oxigeno en el
caudal del gas.

Para los casos en que el volumen del reactor sea grande se ha de considerar cambios
importantes de la concentracion de saturacion del oxigeno a diferentes alturas, como los dos
extremos del reactor. Se tendrdn en cuenta las concentraciones de saturacion en la superficie y
en el fondo del reactor, ya que debido a las diferencias importantes de presion provocadas por
la columna de liquido puede existir bastante variacion.

Por eso, para el gradiente (C’- C) se tomara el valor de la media logaritmica.
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Los parametros que afectan al coeficiente de transferencia de materia son todos aquellos que
son capaces de modificar la velocidad global de transferencia, ya sea mejorando las
condiciones de circulacion o el area efectiva de transporte.

El caudal de aire suministrado al reactor comprende valores de entre 0,5 y 1,5 volimenes de
aire por volumenes de reactor y minuto.

La velocidad superficial de una burbuja de aire es el caudal de gas dividido entre el area
transversal del reactor, si se aumenta mucho el caudal, esta velocidad serd mayor y como
consecuencia el tiempo de residencia de tales burbujas de aire en el tanque serd menor e
insuficiente para conseguir una buena aeracion.

Por este motivo, el caudal de aire suministrado también influye en el coeficiente de
transferencia de oxigeno ya que al aumentarlo disminuye el tiempo de residencia y con ello
también lo hace la transferencia de oxigeno.

Ademas hay que tener en cuenta que si aumenta mucho la velocidad de burbujeo se puede
producir la cavitacion del sistema mecanico de agitacion, en el caso en que lo hubiese.

Para mejorar considerablemente la transferencia del oxigeno a la fase liquida se acude a
sistemas con agitacion.

La agitacion aumenta el area de transferencia por la aparicion de burbujas de pequefio tamafio
que se dispersan por el liquido aumentando asi su tiempo de residencia en el reactor.

Con una buena agitacion se llega al régimen turbulento y asi se disminuye el grosor de la
pelicula liquida en la interfase gas-liquido y se favorece la difusion del oxigeno. Esta deja de
ser una difusién molecular para pasar a ser una difusion turbulenta, mucho mas eficaz.

El grado de agitacion esta relacionado con la potencia consumida expresada por unidad de
volumen de reactor.

Existen correlaciones para tanques agitados que permiten estimar el valor del coeficiente de
transferencia segin el tamafo del reactor y de las caracteristicas del medio de cultivo. Estos
dependen de los valores de la viscosidad.

La siguiente correlacion presentada por Blanch y Clark para medios de baja viscosidad:
K a=2,610" (%)ng

Pg = potencia absorbida en un sistema aerado (W)

V = volumen de liquido en el tanque (m?)

V; = velocidad superficial del gas (m/s)

x = coeficiente de valor 0,4 -0,7 para dispersiones claras y medios turbios respectivamente
y= coelﬁciente de valor 0,5-0,2 para dispersiones claras y turbias respectivamente.
Kra(s™)

El valor de Pg/V esta dentro del rango 500-10000 w/m’.
Para medios viscosos se tiene una correlacion mas compleja, donde el célculo se hace

mediante nimeros adimensionales y entra en juego el didmetro del impulsor, la tension
superficial, la velocidad de agitacion y la difusividad del oxigeno.
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K aDZ U 05 v, 06 D2Np ° DN? 9 DN ©32
S 0062 () (—B) (—) ()

D02 pDoz o /uap g Vs

D = diametro del impulsor

Do» = Difusividad del oxigeno
Map = Viscosidad aparente

Vs = velocidad superficial del gas
O = tension superficial

N = velocidad de agitacion

p = Densidad del liquido

g = gravedad

Ademas del grado de agitacion y de la velocidad superficial de la burbuja de gas, existen otros
factores que afectan al coeficiente de transferencia tales como la viscosidad, la existencia de
espumas y de antiespumantes.

La viscosidad del medio va variando conforme avanza el proceso de fermentacion, haciéndose
mas viscosa y dificultando la transferencia, sobretodo si se da la formacion de agregados de la
biomasa. Asi el medio puede dejar de tener un comportamiento newtoniano.

Un alto grado de agitacion y aeracion suele producir espumas. Las espumas se forman a causa
de la presencia de moléculas con propiedades tensoactivas (péptidos)

Las espumas reducen la transferencia de oxigeno por dos causas:

Las burbujas pueden ser atrapadas por las espumas y ser recirculadas de tal forma que se
aumenta el tiempo de residencia considerablemente. Esto a primera vista podria parecer
beneficioso pero al aumentar demasiado el tiempo de permanencia en el sistema se tiene
burbujas con muy bajo contenido de oxigeno, son burbujas agotadas.

Ademas su acumulacion entre la superficie del liquido y la fase gaseosa actlia como una
barrera fisica para el paso de moléculas de oxigeno de una fase a otra.

La formacion de espumas es un fenomeno a evitar ya que reduce la transferencia y también
provoca problemas operacionales provocados por la salida de éstas por los conductos de aire.

La adicion de antiespumantes tiene dos efectos contrarios, uno que favorece la transferencia y
otro que la disminuye.

Los antiespumantes son sustancias tensactivas, por esta razéon aumentan la superficie
interfacial (a, m*/m’ de fermentador)

Pero también disminuye de forma drastica el coeficiente K; debido a la acumulacion de
tensoactivos en la interfase.

El efecto global sobre el coeficiente de transferencia Kpa es normalmente negativo.

Otro factor a tener en cuenta para mejorar la transferencia es el tipo de burbujeador empleado.
Este influira directamente en el tamafio de las burbujas y como consecuencia en el valor del
coeficiente de transferencia.

Para resumir los pardmetros que mas afectan al valor del coeficiente de transferencia Kya son
los siguientes, en orden de importancia:

Agitacion, viscosidad del medio, caudal de gas suministrado, antiespumantes y tipo de
burbujeador.
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Se pretende un alto coeficiente para asi mejorar la aeracion del cultivo y obtener un alto
rendimiento en el crecimiento celular.

En definitiva hay tres efectos por los cuales una buena aireacion favorece el rendimiento:

e El libre y constante abastecimiento de oxigeno para las células en el caldo nutritivo
har4 aumentar el crecimiento de éstas.

e La aireacion elimina de forma rapida la presencia del dioxido de carbono, éste atn
siendo en pequefias concentraciones tiene un gran efecto inhibidor.

e Se consigue mantener en suspension las células por el permanente burbujeo y asi se
renueva constantemente la zona de contacto entre ka membrana celular y el sustrato.

Agitacion

La agitacion se puede definir mediante la relacion existente entre la potencia consumida por el
sistema y las variables de operacion. La potencia absorbida durante la agitacion de un
mecanismo se representa a través del nimero de potencia Nj,.

Este nimero adimensional dependera de si el sistema esta aireado o si no lo esta.

P
oN°D’

P
P = potencia absorbida por el agitador
p = densidad del liquido
N = velocidad de agitacion

D = didmetro del impulsor

El niamero de potencia se puede correlacionar con modulos adimensionales que describen el
movimiento del liquido en el interior del tanque, tales como es el nimero de Reynolds para la
agitacion:
_pD ’N

U

Re

Donde p = viscosidad del liquido.

La relacion entre los dos numero se puede hace usando la curva de potencia, que se representa
genéricamente de la siguiente forma:

N, =bRe"

Siendo b = constante que depende de la geometria del tanque, x = exponente en funcion del
régimen de circulacion y tipo de impulsor.

Los tipos de impulsores mas comunes son los siguientes:
La turbina de disco (Rushton), la turbina de palas planas y la hélice.

Segun el régimen de circulacion se tendra una relacion u otra.
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Para Re < 10, Régimen Laminar, el N, disminuye con el Re y la relacion es la que sigue:
N, =2

" Re

Y la potencia suministrada al fluido P =buN*D’

Para 10 < Re < 1000 se tiene una zona de transicion donde la curva que relaciona el Ny y el
Re depende de la geometria del tanque ademas de las condiciones de operacion.

En el caso de Re > 10000 el régimen es turbulento y Re no influye practicamente nada sobre
el N,. Las curvas se hacen planas en ese tramo y la potencia absorbida se calcula de la

siguiente forma: P =bpN°D’

La introduccion de aire a un reactor agitado hace disminuir las necesidades de la potencia
suministrada. Esto es a causa de la reduccion de la densidad y de la viscosidad de la fase
liquida sobretodo en la zona mas proxima al impulsor por la presencia de burbujas de gas.
La agitacion en sistemas aireados se sirve de un parametro llamado “hold-up” o retencion (&)
de la fase gas, que se define como el cociente entre el volumen de gas en el reactor y el
volumen tota (gas + liquido)

\Y

9

Eg =T
V, +V,

El fluido es una dispersion de burbujas, asi que el liquido tendra una densidad pg, que es
menor que si no existiesen tales burbujas (p).

Pg<p

Y se relacionan mediante la siguiente ecuacion:
Py =p(l-¢&y)

La definicion de N, queda modificada de la siguiente forma:
P

_ g
oN°D’

Donde P, es la potencia absorbida por el sistema aireado y p, la densidad aparente.

Relacionando las ecuaciones anteriores resulta:

N

P
_gzﬁ:(l_gg)
P p

Mediante esta ecuacion se calcula la disminucion de potencia debida a la aeracion.

Esta disminucion se ve afectada por todas las variables que alteren el valor de €;, como puede
ser la velocidad de agitacion, el tamafio de burbuja, el tipo de agitador, la tension superficial,
la viscosidad,...

Para estimar las necesidades de potencia en un sistema aireado se hace uso de un moédulo
adimensional llamado modulo de aireacion (N,).

Este modulo se define como el cociente entre la velocidad superficial del gas y la velocidad
tangencial en el extremo del impulsor.
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El valor de Na indica el grado de dispersion de las burbujas alrededor del impulsor.

Q.
D> _Q
® ND ND?

La relacion entre el numero de potencia y el modulo de aireacién se obtiene mediante la
existencia de correlaciones empiricas para cada tipo de agitador.

Esterilizacion

En todo proceso de fermentacion se requiere la esterilizacion de los equipos a usar para asi
evitar la contaminacion bioldgica.

La contaminacion biologica es la invasion de microorganismos extrafios, sin interés industrial,
del proceso. Con ello se disminuye la productividad porque se da el crecimiento celular de la
cepa productora también del contaminante biologico.

Ademas si se opera en continuo el microorganismo extrafio puede desplazar al de interés.

A parte de estos problemas, el contaminante bioldgico puede degradar el producto final o
producir la lisis celular.

Se deben de usar inéculos puros, esterilizar el medio de cultivo, el reactor, conductos,
valvulas, aditivos y corrientes del proceso.

Se debe mantener las condiciones de esterilizacién durante el proceso de operacion.

El proceso de esterilizacion consiste en la eliminacion o destruccion de todos los
microorganismos presentes capaces de competir con el organismo deseado.

Sabiendo las caracteristicas especificas del cultivo de interés se pueden encontrar las
condiciones de operacidon mds extremas que permitan desarrollarse a este cultivo y no a
ningln otro microorganismo. Se suele jugar con la temperatura y con el pH.

Este procedimiento seria de desinfeccion més que de esterilizacion.

La esterilizacion puede hacerse mediante calor himedo o través de la filtracion.
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