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Resumen

Colombia ha desarrollado un proyecto ambicioso en la produccién de alcohol carburante, y actualmente es uno de los
paises lideres de América Latina en la produccién de biocombustibles. No obstante, algunas de sus plantas industriales pro-
ductoras de etanol presentan problemas durante el arranque y la operacion de los fermentadores, que afectan adversamen-
te la productividad del proceso global. Estudios tedricos y experimentales demuestran que el comportamiento dinamico
del proceso depende de los fendmenos de estabilidad que exhibe el sistema. En este trabajo se muestra la influencia de las
regiones de estabilidad sobre la eficiencia del proceso tomando como criterios de evaluacién indices de impacto econ6-
mico y ambiental. Para esto, se realizé un andlisis de estabilidad donde se tom6 como pardmetro de operacion principal la
velocidad de dilucién. Se empleé un programa propio desarrollado sobre Matlab® para generar diagramas de bifurcacion y
de fase. El algoritmo de reduccion de residuos (WAR) desarrollado por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos, y el software SuperPro Designer®, fueron utilizados respectivamente para hacer la evaluacién ambiental y eco-
némica del proceso. Como resultado, se evidencié que los procesos continuos de fermentacién se pueden llevar a cabo
en diferentes regiones de estabilidad, y que las variables de respuesta, tales como el rendimiento, dependen de la region
de operacién seleccionada. Finalmente, se llegd a la conclusion de que la evaluacién de la estabilidad de los procesos de

fermentacion debe incluirse en las etapas de disefio de bioprocesos para garantizar su buen desempeno.
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Abstract

Colombia has developed an ambitious project to produce fuel ethanol. Nowadays, Colombia is one of the leading
countries in Latin America for the biofuels production. However, some of its industrial plants producing ethanol pre-
sent problems during the startup and the operation of fermenters, which adversely affects the productivity of the glo-
bal process. Theoretical and experimental studies show that the process” dynamic behavior depends on the stability
phenomenon exhibited by the system. This work shows the influence of the stability regions on the process’ efficiency.
For this, economic and environmental index were used. A stability analysis was carried out. The dilution rate was
selected as the main operating parameter. An own program developed on Matlab® was used to generate bifurcation
diagrams and phase diagrams. The Waste Reduction Algorithm (WAR) developed by the Environmental Protection
Agency of the United States, and the SuperPro Designer® software were used for estimating the environmental and
economic assessment of the process. As a result, it was shown that continuous fermentation processes can be carried
out in different stability regions. Likewise, it was shown that the response variables, such as the yield, depend on the
selected operating region. Finally, it was concluded that the evaluation of fermentation processes’ stability must be
included in the stages for designing of bioprocess in order to ensure a good performance.
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Introduccién

La creciente demanda del etanol como combustible,
y las exigentes y necesarias reglamentaciones so-
bre el uso racional de los recursos y el cuidado del
medioambiente, obligan a que las plantas producto-
ras de alcohol carburante se esfuercen por optimizar
su operacion. Por otro lado, la comunidad industrial
productora de este combustible tiene la necesidad de
perfeccionar las tecnologias existentes con el objeto
de disminuir costos de operacion e incrementar la pro-
ductividad global del proceso (Alford, 2006; Cardona
y Sanchez, 2007; Quintero et al.,, 2008; Sanchez y Car-
dona, 2008). Sin embargo, el desempeno de algunas
plantas industriales de alcohol carburante suele no ser
el esperado. Durante el arranque y la operacion de
los biorreactores se han presentado significativos pro-
blemas, entre los cuales se pueden mencionar largos
periodos de estabilizacion (70-80 horas), variaciones
pronunciadas y permanentes de las concentraciones
de sustrato, producto y biomasa, disminucién en el
rendimiento del proceso y dificultad para mantener el
control de la operacién hasta el punto de generar para-
das no planeadas de la fermentacién (Paz y Cardona,
2011).

En varios estudios (Bai, 2007; Bai et al., 2004; Paz,
2010) se ha identificado que estas problematicas estan
relacionadas con los fenédmenos de estabilidad tipicos
que exhiben los sistemas no lineales. Lo anterior pone
en evidencia que uno de los aspectos que es necesario
abordar para lograr una produccion industrial de alco-
hol carburante eficiente es la prediccion y el andlisis
de los fenémenos de estabilidad, tales como muiltiples
estados estacionarios y oscilaciones en las variables de
salida, que afectan adversamente la productividad de
las plantas.

Desde hace varios afos, la comunidad cientifica ha
explorado estas caracteristicas de los sistemas biotec-
nolégicos, especialmente para sistemas de produccién
de alcohol con Saccharomyces cerevisiae (Jarzebski,
1992; Hjortso y Nielsen, 1994; Lei et al., 2001; Zhang
etal., 2002; Henson, 2003) y Zymomonas mobilis (Job-
ses et al,, 1985; 1986; Daugulis et al., 1997; Garhyan 'y
Elnashaie, 2004).

En cultivos continuos de Saccharomyces cerevisiae se
han observado multiplicidad de estados estacionarios,
comportamiento oscilatorio y bifurcaciones. Gene-
ralmente, a bajas concentraciones de sustrato en la
alimentacion, prevalece solo un estado estacionario;
sin embargo, a altas concentraciones de glucosa en la
alimentacion aparecen miuiltiples estados estacionarios
sobre un rango relativamente amplio de velocidades
de dilucion (Lei et al., 2001). Asimismo, a bajas con-

centraciones de sustrato, por ejemplo 30 g/L, y bajas
velocidades de dilucién, el sistema exhibe solamente
un estado estacionario estable, pero a medida que la
velocidad de dilucién se incrementa ocurren bifurca-
ciones donde aparecen oscilaciones de gran amplitud
(Henson, 2003).

En cultivos continuos de Zymomonas mobilis se han
observado multiplicidad de estados estacionarios y
oscilacion de diferentes variables de proceso (concen-
traciones de sustrato, de biomasa y de productos, y
viabilidad de las células, entre otras) para ciertos va-
lores de concentraciéon de sustrato en la alimentacién
y de la velocidad de dilucion. En algunos casos, es-
tos comportamientos causan que la concentracion de
biomasa y la viabilidad de las células se reduzcan en
mas de un 50% (Ghommidh et al., 1989), o que la pro-
ductividad del proceso sea muy baja. Por ejemplo, en
fermentaciones continuas alimentadas con altas con-
centraciones de sustrato (entre 134y 295 g/L) se pre-
sentan grandes variaciones en las concentraciones de
biomasa y producto debido al fenémeno oscilatorio.
Cuando este fendmeno se controla, la productividad
promedio del proceso alcanza los 15,6 g/L h. Sin em-
bargo, cuando el fendmeno no se regula, la producti-
vidad del proceso disminuye hasta 4,6 g/L h (Bruce et
al,, 1991).

A pesar de los reportes presentados por la comunidad
cientifica, a escala industrial el disefio de los bioproce-
sos ha sido casi empirico y ha ignorado las restriccio-
nes de estabilidad que imponen estos sistemas debido
a su naturaleza y complejidad. Por tanto, la ocurrencia
de los problemas de operacion mencionados indica
que, hoy en dia, el diseno de los procesos industriales
de fermentacion debe incluir un andlisis de la estabili-
dad del sistema. De esta manera, serd posible predecir
con mayor certeza el comportamiento del mismo, y
establecer condiciones de operacién adecuadas para
el desempeno eficiente del proceso.

En este trabajo, mediante un caso de aplicacion espe-
cifico, se muestra la existencia de muiltiples regiones
de estabilidad en un proceso de fermentaciéon conti-
nua para la produccién de bioetanol, y se resalta su
influencia sobre el desempefo eficiente del proceso,
tomando como criterios de evaluacion indicadores
técnicos, econémicos y ambientales.

Métodos

Se analiza la produccion de etanol por fermentacién
continua con Zymomonas mobilis en un biorreactor de
tanque agitado. En la figura 1 se presenta un esquema
general del proceso de fermentacién estudiado.
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La respuesta dinamica del sistema se evalué utilizando
un modelo cinético validado experimentalmente, que
describe el comportamiento oscilatorio de cultivos
continuos de Z. mobilis (Jobses et al., 1986; Garhyan y
Elnashaie, 2004). El modelo considera la inhibicion de
un componente clave e, el cual se asume que esta di-
rectamente relacionado con la produccién de etanol.
A partir de la inclusion de este componente, el autor
original del modelo logra reproducir adecuadamente
el comportamiento exhibido de manera experimental
por cultivos de dicho microorganismo. De esta mane-
ra, el autor concibié y formulé un modelo tipo estruc-
turado - no segregado que involucra, de forma simple,
la gran cantidad de componentes que constituyen la

D

| L

—» D

A

Figura 1. Esquema del proceso de fermentacién continua
para produccién de etanol.

célula e intervienen en la produccién del etanol. Si
la ecuacién de balance para el componente tedrico
e se eliminara, el modelo se reduciria a uno del tipo
no estructurado - no segregado; se ha verificado que
esta clase de modelos no describen correctamente el
comportamiento dinamico real (Nielsen et al., 2004)
y, por tanto, tampoco los fenémenos de estabilidad
que afectan los procesos a escala industrial. La fermen-
tacién es un proceso complejo, que cominmente ha
sido modelado y disenado mediante ecuaciones basi-
cas que describen de forma aproximada el comporta-
miento del sistema pero que no reproducen la realidad
del mismo. Los avances en la tecnologia permiten e
invitan a analizar los procesos de forma mas profun-
da, sin perder el rumbo de aplicabilidad a la industria.

Es importante destacar que los fenémenos no lineales
que exhiben los microorganismos, en la mayoria de los
casos, no son visibles en procesos a escala de labora-
torio, ya que estos ocurren a altas concentraciones de
sustrato en la alimentacién y, por esto, tienen mayor
relevancia para las operaciones a escala industrial.

Las ecuaciones (1) a (9) comprenden las expresiones
matematicas del modelo empleado, y en la tabla 1 se
resume el valor de los parametros.

Donde:

Cs: concentracion de sustrato, en g/L

Cx: concentracién de biomasa, en g/L

Cp:  concentracion de producto, en g/L

Ce:  concentracion del componente clave e, en g/L
Rs:  velocidad de consumo de sustrato, en g/L h

Rx:  velocidad de formacion de biomasa, en g/L h
Rp:  velocidad de formacion de producto, en g/L h
Re:  velocidad de formacion de componente clave e,

eng/Lh
D: velocidad de dilucién, en h'
e velocidad especifica de crecimiento, h'!
dCs
——=D(Cs ,—Cs)—Rs 1
” (Cs ,—Cs) (1)
@:D(fo —Cx)+ Rx (2)
dt
dC
P p(cp, ~cp)-rp 3)
dt
dCe
——=D(Ce,—Ce)—Re 4
5 (Ce,—Ce) (4)
Rx =uCx (5)
Rs = 1 +m,_ |Cx (6)
Y. [ s
1
Rp=| —p+m, |Cx (7)
pr
Re=(K,-K,Cp+K,Cp* JuCx (8)
Cs Ce
- _ 9
H lmeK +Cs Cx )
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También, mediante la definicion expresada en las
ecuaciones 10 y 11, se determinaron la conversién y
el rendimiento del proceso respectivamente.

Csf —Cs
X=—r (10)
Csf

Yp:2 (11)

Csf

Se desarrollé6 un programa en Matlab® para resolver
las ecuaciones del modelo en el tiempo, para construir
diagramas de fase, para obtener las soluciones en esta-
do estacionario del sistema y para construir diagramas
de bifurcacién (Pavlou, 1999) siguiendo el algoritmo
presentado en la figura 2.

Se utilizé el simulador SuperPro Designer® para esti-
mar el consumo de energia y de fluidos de servicio de
la unidad del biorreactor, y para evaluar los costos de
la operacion (Montoya et al., 2005).

Tabla 1. Pardmetros del modelo.

Asimismo, se implementé el algoritmo de reduccion de
residuos (WAR) desarrollado por la Agencia de Protec-
cion Ambiental de los Estados Unidos para cuantificar,
mediante el criterio de impacto ambiental potencial, la
viabilidad ambiental de las condiciones de operacion
analizadas (Montoya et al., 2006). El WAR introduce
el concepto de un balance de impacto ambiental po-
tencial (PEl), en el cual se asignan valores de impacto
ambiental a diferentes materiales contaminantes (Ca-
bezas et al., 1999). El impacto ambiental potencial de
una cantidad de material o energia se puede definir
como el efecto que dicho material o energia tendrian
sobre el ambiente si fueran emitidos al mismo. El PEI
es una cantidad conceptual que no se puede medir
directamente, sin embargo, se puede estimar a partir
de cantidades medibles o estimables. Estos indices se
evaldan sobre la base de velocidad (PEI/h), o sobre una
base de produccion (PEl/kgproducto). El algoritmo WAR
usa ocho categorias de impacto ambiental en su eva-
luacion (Young et al, 2000): potencial de toxicidad
humano por ingestion (HTPI), potencial de toxicidad
humano por exposicion dérmica y por inhalacion
(HTPE), potencial de toxicidad terrestre (TTP), potencial
de toxicidad acuatico (ATP), potencial de calentamien-
to global (GWP), potencial de reduccién del ozono
(ODP), potencial de oxidacion fotoquimica (PCOP), y

Parametro Definicion Valor Unidades
Css Concentracion de sustrato en la alimentacién 160 g/L
Cxi Concentracion de biomasa en la alimentacion 0
Cpr Concentracion de producto en la alimentacion 0
Ces Concentracion de componente clave e en la alimentacion 0
Lmax Velocidad especifica de crecimiento maxima 1 h'
Yox Factor de rendimiento de sustrato sobre biomasa 2.44498 x107? g/g
Yox Rendimiento de producto sobre biomasa 5.26315 x10? g/g
ms Factor de mantenimiento basado en requerimiento de sustrato 2.16 g/gh
mp Factor de mantenimiento basado en formacion de producto 1.1 g/gh
Ki Constante de velocidad 16 h
Kz Constante de velocidad 4.97 x10" L//gh
Ks Constante de velocidad 3.83x10° 12/g*h
Ks Constante de inhibicion 0.5 g/L
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Si algunos A=a+ jB, ytodos o >0, es foco inestable.
Si algunos 2 =a+ jB, y algin a >0, es foco inestable.
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Diagrama de
bifurcacion
Cee vs. D

Figura 2. Algoritmo general para construccién de diagramas de fase y diagramas de bifurcacién.

potencial de acidificaciéon (AP). A partir del balance de
PEI se calculan los indices de impacto ambiental de
salida (low) y de generacion (lgen), los cuales suministran
un indicativo relativo de la amigabilidad del proceso
(Hilaly y Sikdar, 1995).

Resultados y discusién

La figura 3 corresponde a los diagramas de bifurca-
cién determinados para el sistema. En los diagramas se
encuentran representados los valores de estado esta-
cionario de la concentracion de sustrato Cs y produc-

to Cp para diferentes velocidades de dilucion D. Los
diagramas se obtuvieron para dos concentraciones de
sustrato en la alimentacion, Cs; = 150 g/L y 160 g/L;
estos valores fueron seleccionados teniendo en cuenta
que experimentalmente se ha determinado que culti-
vos de Z. mobilis operados a velocidades de dilucion
entre 0y 2,5 h', y concentraciones de sustrato en la
alimentacion entre 100 y 200 g/L, presentan multiplici-
dad de estados estacionarios u oscilaciones (Garhyan
y Elnashaie, 2005). Ademas, fue considerado el hecho
de que las cepas comunes de Z mobilis crecen sin su-
frir inhibicion por sustrato hasta una concentracion de
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Figura 3. Diagrama de bifurcacién para concentraciones de sustrato y producto a: a. C¢= 150 g/L; b. C¢= 160 g/L.

— Rama estable, --- Rama inestable.

100 g/L de glucosa, mientras que las cepas modifica-
das toleran hasta 400 g/L (Favela, 2005), lo cual es de
interés industrial para futuros procesos de obtencién
de bioetanol a partir de glucosa y xilosa.

A ambas Cs;, se observa que el sistema exhibe tres re-
giones de estabilidad. La Region 1 se caracteriza por la
existencia de tres ramas de estados estacionarios, de
las cuales solo una de ellas es estable. La Region 2, al
igual que la Region 1, exhibe tres ramas de estabilidad,
sin embargo, dos de ellas son estables; y en la Region
3 existe solo una rama, la cual es estable.

Mediante un analisis de estabilidad se determiné que
los estados estacionarios que pertenecen a la rama
estable presente en las regiones 1y 2 siguen el com-
portamiento de nodos, mientras que los estados esta-
cionarios que pertenecen a la rama estable presente en
las regiones 2 y 3 siguen el comportamiento de focos.
Por tanto, cuando se alcanzan estados estacionarios
estables tipo nodo, las variables de salida del proce-
so se estabilizaran rapidamente en un valor; mientras
que cuando se alcanzan estados estacionarios estables
tipo foco, las variables de salida se mantendran en un
estado oscilatorio alrededor de un valor constante.
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La figura 4 es un diagrama de fases para el proceso. En
ella se grafica la concentracion de sustrato, Cs, frente a
la concentracion de producto, Cp, cuando el proceso
se desarrolla con una concentracion de sustrato en la
alimentacion Csy= 160 g/L y una velocidad de dilucién
D = 0,17 h'. El diagrama permite identificar los dos
tipos de estados estacionarios estables que se pueden
obtener durante el arranque del biorreactor, y la tra-
yectoria que sigue el proceso hasta su alcance, partien-
do de diferentes condiciones iniciales de operacion.
Por ejemplo, cuando la fermentacion arranca con una
concentracion de sustrato de 80 g/L y una concentra-
cion de etanol igual a 45 g/L, las variables del proceso
oscilardn hasta alcanzar el estado estacionario estable
tipo foco. De manera que la concentracion del pro-
ducto variara entre 50 y 60 g/L, como se aprecia en la
figura 4, hasta que las oscilaciones se atendan y llegan
a una concentracion final de 56,1 g/L de etanol.

Por otro lado, si la fermentacion arranca con una con-
centracion de sustrato de 80 g/L y una concentracion
de producto igual a 85 g/L, las variables del proceso
alcanzaran directamente (sin oscilaciones) el estado
estacionario estable tipo nodo. De manera que la con-
centracion del producto disminuirda progresivamente
hasta alcanzar una final de 75,77 g/L de etanol.

La tabla 2 resume las condiciones de operacion que
se seleccionaron para desarrollar el analisis del siste-
ma, y las respectivas variables de salida en estado es-
table, tales como las concentraciones de sustrato Cs y
de producto Cp, la conversion X, y el rendimiento del
proceso Yp.

La figura 5 muestra una grafica del flujo de impacto
ambiental potencial (PEI) que sale (lowr) y que se gene-
ra (lgen) del proceso de fermentacién cuando este se
opera a las diferentes condiciones seleccionadas. De
forma similar, en la figura 6 se indica el costo de ejecu-
cion del proceso de fermentacion cuando se opera a
las diferentes condiciones indicadas en la tabla 2.

Al efectuar una comparacion de los procesos alterna-
tivos establecidos segun las condiciones de operacion
seleccionadas, se observa que si la fermentacion se
desarrolla a velocidades de dilucién dentro de las re-
giones 1 o 3, el sistema podra alcanzar la respectiva y
dnica rama estable. En los estados estables de la region
1 se logran altas conversiones (tabla 2) y, por tanto,
menor generacion de materia prima residual, lo cual
disminuye el impacto ambiental del proceso como
se muestra en la figura 5, donde se evidencia que los
procesos llevados a cabo bajo estas condiciones tie-
nen los menores flujos de salida y de generacion de
PEl. No obstante, la figura 6 muestra que los costos
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Concentracion de sustrato. Cs, gL
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Concentracién de producto, Cp. g/L

Figura 4. Diagrama de fase para el sistema. Csf= 160 g/Ly
D=0,17h".

de operacién son mas altos debido al elevado tiempo
de residencia de la operacién (es decir, la baja veloci-
dad de dilucién), lo cual repercute en un incremento
del consumo de energia para agitacion, y de fluido
de servicio para regular la transferencia de calor en
el biorreactor. Sin embargo, estos costos disminuyen
con el incremento de la concentracion de sustrato en
la alimentacion sin variar significativamente el impacto
ambiental.

Por otro lado, si la fermentacién se lleva a cabo bajo
condiciones de la Region 3, se observa que aunque
los costos de operacion son los mas bajos, se obtiene
el mayor impacto sobre el ambiente debido a las bajas
conversiones que se logran.

Un caso especial ocurre si se planea llevar a cabo la
fermentacion dentro de la Region 2, o si durante el
desarrollo del proceso se modifican las variables de
operacion de forma tal que se llega involuntariamente
a las condiciones que definen la Region 2. Como se
observa en la figura 3, el sistema puede alcanzar una
de las dos ramas estables. La tabla 2 indica que para
Csr= 160 g/L, a una misma velocidad de dilucion, D
= 0,17 h', se puede obtener un rendimiento del 47
o del 35%, y aunque los costos no varian significati-
vamente para las dos operaciones, si se observa un
marcado efecto sobre el impacto ambiental. En este
caso, se considera que el proceso se debe desarrollar
a condiciones tales que se alcance la rama de nodos
estables donde, para una velocidad de dilucién igual
a 0,17 h', se obtienen concentraciones de sustrato y
de producto iguales a 0,53 g/Ly 75,77 g/L respectiva-
mente (operacion 160-0,17 - 1). El alcance del estado
deseado dependera de las condiciones de operacion a
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Tabla 2. Estados estacionarios seleccionados para operacion

] 0 [ ol o | o [ [ e o
-1
(/1) (h7) (/1) (g/1) F-CoD
0,01 0,02 75,31 0,9999 0,5021 1 F-150-0,01
0,03 0,09 73,91 0,9994 0,4928 1 F-150-0,03
150 0,05 0,32 72,97 | 09978 | 0,4865 1 F-150-0,05
0,06 30,64 57,95 | 0,7957 | 0,3863 3 F-150-0,06
0,07 30,61 57,76 | 0,7959 | 0,3850 3 F-150-0,07
0,05 0,05 77,98 | 09997 | 0,4874 1 F-160-0,05
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Figura 5. Flujo de impacto ambiental potencial de los procesos a: Csp= 150 g/L; b. Css= 160 g/L.
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Figura 6. Costo de operacién para los procesos a: Csp= 150 g/L; b. Csf= 160 g/L.

partir de las cuales arranque la fermentacién. Segdn la
figura 4, para alcanzar el nodo estable es necesario ini-
ciar la fermentacién continua con una concentracion
del etanol mayor a 75 g/L.

Es evidente que una decision tomada sin tener en
cuenta la estabilidad del sistema puede ocasionar que
el proceso se desarrolle lejos del estado estable desea-
do. Lo anterior suele ser la principal razén por la cual,
en los procesos industriales de produccién de etanol,
se presentan paradas no planeadas de los fermentado-
res, y se generan pérdidas de materia prima, energia y
tiempo, entre otros factores que inciden en la econo-
mia global de la planta.

Conclusiones

La produccion eficiente de alcohol carburante depen-
de del disefio 6ptimo de todas las etapas que compo-
nen el proceso, entre ellas esta la unidad de reaccion
cuya operacion optima adn sigue siendo un reto.

En este trabajo se reconocié que los procesos de fer-
mentacion continua para produccién de etanol exhi-
ben fendmenos tipicos de sistemas no lineales, tales
como multiplicidad de estados estacionarios y bifurca-
ciones. De igual forma se evidencié que, como con-
secuencia de lo anterior, el proceso se puede llevar
a cabo en diferentes regiones de estabilidad, y que el
rendimiento, la conversion, el impacto ambiental po-
tencial producido y los costos de operacion dependen
de dichas regiones, especificamente de los valores de
las condiciones de operacion involucradas.

De acuerdo con lo anterior, se concluye que al igual
que para varios procesos quimicos, la estabilidad de

los sistemas en bioprocesos requiere ser evaluada vy,
por tanto, debe ser incluida en las etapas de disefio de
los procesos de fermentacion.

Asi, el conocimiento del comportamiento dindmico
global del sistema permitira definir condiciones de
operacion que garanticen el alcance de estados es-
tacionarios estables en los cuales se logra un buen
desempeno técnico, econémico y ambiental del
proceso, y también se asegura un adecuado funcio-
namiento del biorreactor durante la fermentacion.

El disefio de plantas productoras de alcohol carburan-
te bajo estas consideraciones garantiza que el montaje
de plantas industriales tenga éxito y sea sostenible, es-
pecialmente en aquellos paises para los cuales la pro-
duccién del biocombustible representa una alternativa
para el desarrollo rural.
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