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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue optimizar las variables que intervienen en la produccion
de biomasa a partir del mucilago de cacao CCN — 51 en la fermentacion discontinua de
etanol con S. cerevisiae; y a partir de los resultados 6ptimos realizar un modelado cinético
a través de la ecuacion logistica integrada y el modelo de Andrew y Levenspiel. Las
diferentes condiciones de operacion se determinaron mediante disefio factorial completo
con dos niveles y tres variables (2°): temperatura, pH y concentracion de levadura. Las
fermentaciones se realizaron en un biorreactor de tanque agitado y simultaneamente se
llevd a cabo la cuantificacion de biomasa mediante el método analitico peso seco;
posteriormente se ajustaron los modelos a los datos experimentales, es decir,
minimizando la discrepancia entre las predicciones del modelo y los datos
experimentales, correspondientes a las condiciones 6ptimas de operacion, empleando el
software MATLAB (Version 8.3). Los resultados obtenidos indicaron que la
temperatura, pH y concentracion de levadura éptimos de fermentacion son 35 °C, 4y 3
g/L respectivamente. En estas condiciones se obtuvo una concentracion final de biomasa
de 90,9880 g/L después de 34,5 horas de fermentacion. EI modelo logistico describi6 el
crecimiento de levadura en funcion de la concentracion inicial de biomasa, el tiempo de
fermentacion, la tasa de crecimiento especifico maximo y la concentracién final de
biomasa; mientras que el modelo de Andrew y Levenspiel representd la limitacion e
inhibicion del sustrato y la inhibicién del etanol. Se encontré que los modelos pudieron
ajustar satisfactoriamente los datos experimentales con un coeficiente de determinacion
muy alto (R%>0,90), pudiendo utilizarse para el desarrollo del proceso de produccion de

biomasa a partir del mucilago de cacao.

Palabras claves: Mucilago, fermentacion, biomasa, ecuacion logistica integrada, modelo

de Andrew y Levenspiel.
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ABSTRACT

The main objective of this study was: optimize the variables involved in the biomass
production process from cocoa mucilage CCN — 51 in batch ethanol fermentation with S.
cerevisiae; and from optimum results perform kinetic modeling through integrated
logistic equation and Andrew and Levenspiel model. The operating conditions were
determined by factorial design with two levels and three variables (2°): temperature, pH
and yeast’s concentration. Fermentations were performed in a stirred tank bioreactor
further biomass was quantified by the method of dry weight. Later models to experimental
data were adjusted, minimizing the discrepancy between model predictions and
experimental, corresponding to the optimum operating conditions data, using MATLAB
(Version 8.3). The results of temperature, pH and optimum concentration of yeast were
35 °C, 4 and 3 g/L respectively, with a final concentration of biomass 90,9880 g/L were
obtained after 34,5 hours of fermentation. The logistic model described yeast growth
depending on the initial concentration of biomass, fermentation time, the specific growth
rate and maximum final biomass concentration; while the Andrew and Levenspiel model
represented limitation and substrate inhibition and ethanol inhibition. The results showed
that the models satisfactorily fit the experimental data (R%>0,90), proving be suitable for

process modeling.

Keywords: Mucilage, fermentation, biomass, integrated logistic equation, Andrew and

Levenspiel model.
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Figura 44. Fotografia del arbol de cacao CCN — 51. Tomada en el Sector La Troncal.
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NOMENCLATURA

Constante de inhibicidn de sustrato para la formacion de etanol, g/L
Constante de inhibicion del sustrato para el crecimiento, g/L
Constante de Monod para el crecimiento, g/L

Constante de saturacion de etanol, g/L

Coeficiente de mantenimiento celular, h*t

Concentracion de etanol, g/L

Concentracion maxima de etanol para la fermentacion de etanol, g/L
Concentracion méaxima de etanol para el crecimiento, g/L

Tasa maxima de produccion de etanol, g/Lh

Tasa maxima de produccion de biomasa, g/Lh

Tasa media en el intervalo estudiado.

Punto inicial P; y final P, del movimiento, respectivamente.

Tasa mé&xima de produccion especifica de etanol, g/g h
Concentracion de Sustrato, g/L

Tiempo de fermentacion, h

Tiempo de incubacion al comienzo de la fase logaritmica, h

Tiempo de incubacién al final de la fase logaritmica, h

Fase de retraso o tiempo de retraso desde el comienzo de la fermentacion
hasta el crecimiento exponencial o la produccion de etanol, h
Instantes de tiempo en los que el cuerpo se encuentra en el punto inicial P; y
final P,, respectivamente.

Concentracion celular, g/L

Concentracion celular al comienzo de la fase logaritmica, g/L
Concentracion celular al final de la fase logaritmica, g/L
Concentracion celular inicial, g/L

Maéxima concentracion celular, g/L

Rendimiento de etanol, g/g

Rendimiento de biomasa, g/g

Tasa de crecimiento especifico, h
Tasa de crecimiento especifico maximo, h

Constante de inhibicién de etanol, g/L
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1. INTRODUCCION

En la actualidad los principales recursos energéeticos empleados a nivel mundial son el
petroleo, carbon y gas natural. A medida que la poblacién aumenta la demanda energética
también lo hace, lo cual provoca que la explotacion de estos recursos se intensifique
generando gases de efecto invernadero, efectos en el cambio climético y agotamiento de

los mismos (Salaet y Roca, 2009).

En el siglo XXI, existe un acuerdo global en el que el desafio del sector energético es
proporcionar energia econémicamente viable, pero que al mismo tiempo reduzca el
impacto ambiental, por lo que es indispensable que se dé una renovacion del sector
energético a escala global. Algunos paises desarrollados y paises en desarrollo estan
utilizando fuentes alternativas de energia como son los biocombustibles (Zarrilli, 2006),
siendo los méas usados el bioetanol y el biodiesel, cuyas ventajas son: reduccion de gases
de efecto invernadero; disminucidon de la dependencia energética que produce el petroleo;
reduccion de las importaciones de combustibles; aumento del valor de los subproductos
agricolas de los que proceden, pudiendo mejorar los ingresos de los habitantes rurales y
por ende elevando su nivel de vida; generacion de nuevos puestos de trabajo a lo largo de
toda la cadena de produccion de biocombustibles; entre otros (Lépez, 2008; Saulino,
2011; Texo, Betancur, y Duque, 2009). La produccién de bioetanol y biodiesel a nivel
mundial en el 2017 fue 127 y 24 mil millones de litros, respectivamente (Programa
Mundial de Evaluacion de los Recursos Hidricos [WWAP], 2017).

En el Ecuador existe un enfoque en el desarrollo de nuevas formas de aprovechamiento
y creacion de recursos mas amigables con el medio ambiente, es asi que actualmente se
producen a escala industrial biocombustibles como son el Ecopais (95% gasolina y 5%
bioetanol) y biodiésel (95% diésel y 5% biodiésel) (Norma Técnica Ecuatoriana [NTE
INEN] 1489:2012 Séptima revision, 2013). En el 2017 se tuvo una produccion de etanol
para biocombustible de aproximadamente 75 millones de litros (Ministerio de Industrias
y Porductividad [MIPRO], 2017), sin embargo la meta del Gobierno es llegar a
cuadriplicar este valor (Instituto de promocién de exportaciones e inversiones [PRO
ECUADOR], 2013).
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Ecuador genera gran cantidad de residuos de materia organica (biomasa) proveniente del
sector agricola, que a pesar de su importancia como potencial energético no es
aprovechado. Entre los principales cultivos con potencial energético y mayor volumen de
produccion de residuos estan: palma africana, banano, arroz, y cacao que generan cerca
de 6,9; 4,9; 2,1 y 2,0 millones de toneladas anuales de residuos, respectivamente (ESIN
Consultora S.A., 2014).

En la industria cacaotera se aprovecha unicamente la semilla la cual representa el 10%
del peso del fruto seco, el resto de sus componentes como son el casco exterior (80% —
90%), el mucilago (1% — 2%) y la cascara de grano no son aprovechados industrialmente
(Sanchez, 2013). EI mucilago es un residuo que puede provocar aparicion de olores
fétidos, deterioro del paisaje y problemas de disposicion de desechos causando problemas
ambientales, sin embargo, por su alto contenido en diferentes tipos de azUcares, este
subproducto es un excelente medio para el crecimiento de microorganismos, es asi que
se han desarrollado varios estudios sobre los posibles usos como materia prima en la
produccion de etanol, pectinas, alimentacion animal, entre otros (Lopez, 2017); razon por
la cual se plantea la aplicacién de este residuo en la produccién de bioetanol como
biocombustible, contribuyendo de esta manera a la mejor explotacion de los recursos
naturales, a la fabricacién de biocombustibles y al cambio de la matriz productiva y

energética (Luzuriaga, 2012; Vallejo, et al., 2016).

El objetivo general de este estudio es optimizar las variables que intervienen en la
produccién de biomasa en procesos fermentativos del mucilago de cacao Coleccion
Castro Naranjal (CCN — 51) aplicando la ecuacion logistica integrada y el modelo de
Andrew y Levenspiel, bajo diferentes condiciones de operacion; y los objetivos
especificos son: analizar las curvas de concentracion de biomasa obtenidas bajo diferentes
condiciones de temperatura, pH y concentracién de levadura S. cerevisiae, mediante la
aplicacion del método analitico peso seco; determinar las condiciones éptimas de
operacion a partir de los resultados del método analitico empleado; y modelar la
produccion de biomasa con las condiciones Optimas de operacion, usando el modelo

logistico y el modelo de Andrew y Levenspiel.
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2. CONTENIDO TEORICO

2.1. Cacao
2.1.1. Generalidades.

El cacao (Theobroma cacao) se encuentra distribuido en varios paises del mundo entre
ellos en la amazonia de América Central y del Sur, sin embargo, su crecimiento es mayor
en climas ecuatoriales donde hay abundantes precipitaciones durante todo el afio y la
temperatura es relativamente estable, de entre 25 — 28 grados centigrados. El arbol tiene
un tiempo de crecimiento entre 4 — 5 afios y su maxima produccion de mazorcas es entre
8 — 10 afios, esto dependera del tipo de cacao y las condiciones de la zona (PRO
ECUADOR, 2013).

En cuanto a su caracteristica morfoldgica alcanza una altura media entre 5 — 8 metros, las
flores son pequefias y de pétalos largos. Las hojas tienen forma alargada con un tamafio
de 30 centimetros aproximadamente y de color verde oscuro. La mazorca tiene forma
alargada, su cascara gruesa y puede brotar en la copa de los arboles y debajo de sus ramas.
Dependiendo del tipo de cacao pueden presentar colores como amarillo, blanco, verde o
rojo (Rosero, 2002).

Tabla 1
Composicion quimica del cacao
Comp;nentes 12 ob 3¢ 40
0
Agua 5,0 45 8,5 0,50
Grasa 54,0 15 3,5 50,22
Cafeina 0,2 - - 1,55
Teobromina 1,2 1,4 - -
Polihidroxifenoles 6,0 - - -
Proteina bruta 11,5 10,9 25,1 14,04
Mono y oligosacaridos 1,0 0,1 2,3
Almidén 6,0 - - 26,98
Celulosa 9,0 26,5 43
Acidos Carboxilicos 1,5 - - 3,76
Ceniza 2,6 8,0 6,3

Fuente: (Wakao, 2002).

& Composicion de los granos de cacao fermentados y desecados al aire.

b Cascara de Cacao. ¢ Gérmenes o radiculas de cacao. ¢ Composicion de los
granos de cacao descascarado y tostado.
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La composicién quimica de los granos de cacao varia por diferentes factores como son:
tipo de cacao, origen geogréafico, grado de madurez, calidad de la fermentacion y secado,
y el subsecuente procesamiento de los granos. Los principales constituyentes (Tabla 1)
que en general presenta el cacao son: grasa, compuestos fendlicos, materia nitrogenada,
almidon (entre otros carbohidratos) y materia inorganica (Morillo, 2005).

2.1.2. Variedades de Cacao en el Ecuador.

En la Figura 1, se muestran las cuatro variedades principales de cacao:

PRINCIPALES
VARIEDADES DE CACAO

|
v Y Y v

Criollo o Nativo Forastero Trinitario Nacional

| MEZCLA |

v

Clon
CCN -51

Figura 1. Principales variedades de cacao en el Ecuador.
Fuente: Adaptado de Lucero y Morales (2014).

2.1.2.1. Criollo o Nativo.
El término “criollo” fue atribuido por los

espafioles al cacao cultivado en Venezuela y
América Central. En cuanto a su morfologia

tiene flores de color rosado pélido. Las

. . . mazorcas son de tamafio mediano, alargadas,
Figura 3. Cacao criollo o nativo maduro.
Fuente: (CasalLuker, 2016). con céscara poca rugosa, de color rojo a
amarillo cuando alcanza el estado de madurez. Posee entre 20 — 30 semillas de color
blanco o crema, alto contenido de grasa y bastante aroma. En Ecuador se cultiva en la

provincia de Esmeraldas (Garcia, 2014)

27

N
—

Jessica Valeria Guncay Buestan Marco Vinicio Silva Ibarra



|
UNIVERSIDAD DE CUENCA %

2.1.2.2. Forastero.
Los cacaos forasteros se denominan también como

“Amazonicos”. Son originarios de América del sur,
en América se localizan en la Amazonia de Colombia,

Bolivia, Brasil, Ecuador, PerG y Venezuela. Se

Figura 5. Cacao forastero maduro, ~ Caracterizan por tener mazorcas pequefias, de color
Fuente: (Marroguin, 2011). verde claro o rosado pélido y en la madurez presentan
color amarillo, su céscara es lisa o ligeramente rugosa. Puede contener hasta mas de 30
semillas por mazorca y son de color purpura y de bajo contenido de grasa (Lucero y

Morales, 2014).

2.1.2.3. Trinitario.
El cacao trinitario tiene su origen en la Isla de

Trinidad y Tobago, es el resultado del cruzamiento de
las variedades de cacao criollo y forastero. Las

mazorcas presentan color rojo, amarillo y anaranjado,

) o de cascara gruesa y algo rugosa. Debido a que es
Figura 7. Cacao trinitario maduro. )

Fuente: (Gutiérrez, 2011). producto de un cruce entre variedades sus
caracteristicas y el grado de calidad son intermedias. Se cultiva en México, Centro
América, Ecuador, Trinidad, Colombia, Venezuela, oeste de Africa y suroeste de Asia.
De esta variedad se incluye el clon CCN — 51 que es el resultado de un programa de

cruzamiento entre cacaos forasteros con trinitarios (Guevara y Salazar, 2015).

2.1.2.3.1. Cacao CCN - 51.
Es un cacao clonado de origen ecuatoriano, cuyo

responsable fue el agrénomo Homero Castro Zurita
quien desarroll6 el denominado clon en 1965, las
siglas significan Coleccion Castro Naranjal
(Quizhpi, 2016). El 22 de junio de 2005 se declard

por un acuerdo ministerial a este tipo de cacao

Figura 9. Cacao CCN — 51 maduro.
Fuente: (Carrion, 2012). como un recurso de alta productividad. Ademas, es

reconocido por su calidad y su tolerancia a las enfermedades (Asociacion Nacional de
Exportadores de Cacao [ANECACAO], 2015).
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2.1.2.4. Nacional.
Se considera al cacao nacional, como un cacao

forastero por sus caracteristicas morfoldgicas tanto
de la mazorca como de la planta, mientras que por su

calidad y sabor le dan a esta variedad ecuatoriana el

) ] nombre de “arriba” o forastero “fino”(Lucero y
Figura 11. Cacao nacional
maduro. Morales, 2014). La mazorca presenta color verde y
se torna amarilla cuando estd madura, de c&scara media gruesa y la union de los lomos
(forma de punta) es conocida como “pico de loro”. Este cacao tiene caracteristicas
distintivas de aroma y sabor buscadas por los fabricantes de chocolate. Ecuador, por sus
condiciones geograficas y su riqueza en recursos bioldgicos, es el productor por

excelencia del cacao nacional (Poméon, 2008).

2.1.3. Produccion de cacao en el Ecuador.

El cultivo de cacao en el Ecuador es una actividad muy importante para la economia
nacional, siendo por muchos afios la mayor fuente de ingresos. Se ha integrado como
parte de la cultura de las comunidades rurales como cultivo tradicional del pais (Quizhpi,
2016). El Ecuador posee una gran superioridad en este producto ya que el 70% de la

produccion mundial de cacao nacional se encuentra en territorio ecuatoriano.

En el 2012, fue el quinto producto méas exportado dentro de las exportaciones no
petroleras, después del banano, pescado, rosas y demas formas de oro para uso no
monetario. En el mismo afio se registrd una exportacion de cacao y sus elaborados por un
total de 496,63 millones de ddlares y 182,794 toneladas (PRO ECUADOR, 2013). En el
afio 2015 las exportaciones ecuatorianas de cacao en grano cerraron alcanzando un
volumen total de 236,667 mil toneladas métricas, presentando un 10% de incremento en
relacion con el 2014 (ANECACADO, 2015).

La produccion de cacao en 2016 mantuvo su tendencia creciente, aunque disminuyd
debido a que las plantaciones no se encontraron en las mismas condiciones vegetativas

del 2015, ya que fueron afectadas por plagas (monilla y escoba de bruja), lo que provoco
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que los rendimientos sean menores, dando como resultado un crecimiento en el volumen
de produccion de apenas 2% (Banco Central del Ecuador [BCE], 2017).
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Figura 14. Exportacion total del cacao ecuatoriano y residuo mucilaginoso.
Fuente: Adaptado de BCE (2017).

2.1.4. Mucilago de cacao.

El mucilago de cacao es la pulpa de sabor dulce y acido que recubre lo granos del fruto,
su funcidn es proveer las condiciones adecuadas para el proceso de fermentacién y para

la formacion de sustancias precursoras del sabor y aroma.

Es un producto organico, cuya estructura molecular completa es desconocida. Estan
compuestos por polisacéridos celulésicos que contienen el mismo nimero de azlcares
que las gomas y pectinas pudiendo diferenciarlas de estas, mediante las propiedades
fisicas. Presenta un pH &cido debido a la presencia de acido citrico, lo cual es un medio
adecuado para las levaduras (Jiménez y Bonilla, 2012). En la Tabla 2, se muestran los

constituyentes del mucilago de cacao.
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Tabla 3
Constituyentes del mucilago de cacao
Componentes Porcentaje en base himeda
Agua 79,20 - 84,20
Proteina cruda 0,09-0,11
Azlcares 12,50 - 15,90
Glucosa 11,60 — 15,32
Sacarosa 0,11 -0,90
_ Pectinas 0,90-1,19
Acido citrico 0,77 -1,52
Cenizas 0,40 - 0,50

Fuente: (Vallejo, et al., 2016).

En la Tabla 3, se muestran las propiedades fisico — quimicas del mucilago de cacao CCN
- 51.

Tabla 6
Propiedades fisico — quimicas del mucilago de cacao CCN — 51
Parametros Concentracion Unidad
Total de sélidos solubles 17,05+ 0,86 Grados Brix
pH + 3,86 -
Acidez titulable (acido citrico) 245,25 + 21,19 meg/L
Azlcares reductores totales 1256+ 1,71 %
Densidad 1,06 g/mL

Fuente: (Quizhpi, 2016; Vallejo, et al., 2016).

2.2. Levaduras
2.2.1. Generalidades.

Las levaduras pueden ser empleadas en la alimentacion humana debido a que raramente
son patogenas o tdxicas. Son hongos unicelulares que tienen una morfologia esférica muy
caracteristica, también pueden ser ovaladas, alimonadas, piriformes, cilindricas,
triangulares, e inclusive alargadas, que son observadas Unicamente a través de un

microscopio (Loray, 2002).
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2.2.2. Caracteristicas de las levaduras.

Las caracteristicas morfologicas y quimicas influyen de manera significativa en la vida
celular de las levaduras (Guillermo y Macias, 2014). En la Tabla 4 se muestran las

principales caracteristicas de las mismas.

Tabla 9
Caracteristicas de las levaduras
Descripcion Cantidad Unidad
Dimensiones 40-8,0 Vigg!
Tiempo de duplicacion  1,0-3,0 h
pH (rango éptimo) 45-55 -
Nitrégeno 75-8,5 %
Proteina 35,0 -45,0 %
Acidos nucleicos 6,0-12,0 %
Carbohidratos 30,0-45,0 %

Fuente: (Guillermo y Macias, 2014).

2.2.3. Composicidn tipica de las levaduras.

Algunos de los usos que tienen las levaduras estan directamente relacionadas con su
composicion (Petrenko, 2005). La biomasa de la levadura tiene varios componentes, las

mismas que se muestran en la Tabla 5.

Tabla 12
Composicion tipica de las levaduras
Componentes % Componentes %
Proteinas 45,0-55,0 Calcio 0,6-1,3
Hidratos de carbono 25,0-35,0 Fésforo 14-17
Grasas 20-5,0 Potasio 12-19
Cenizas 6,0-8,0 Magnesio 0,1-0,2
Hierro 9,3 - 35,0 mg/% Cobre 2,0 —13,4 mg/%
Molibdeno 1,3-12,3mg/% Cinc 3,3-16,3 mg/%

Fuente: (Petrenko, 2005).

2.2.4. Caracteristicas Fisioldgicas.

Para que las levaduras crezcan de manera eficiente necesitan adecuados niveles de
oxigeno, de fuentes de carbono organicas y nitrégeno mineral u organico, de diversos

minerales, y una temperatura y pH adecuados (Guillermo y Macias, 2014).
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2.2.4.1. Temperatura.
Las levaduras no son organismos termofilos (Uribe, 2007). En la Tabla 6 se muestran

los valores de temperatura de crecimiento para las levaduras.

Tabla 15
Caracteristica fisiologica de las levaduras: Temperatura
Temperatura Descripcion
[°C]
5-37 Temperatura de crecimiento de la mayoria de las levaduras.
>0 Temperatura de crecimiento de algunas levaduras.
25-35 Temperatura Optima de crecimiento de la mayoria de las
levaduras.
35— 47 Temperatura maxima de crecimiento de la mayoria de las
levaduras.
>52 Termodestruccion: células mas sensibles en la fase

exponencial que en la fase estacionaria.
Fuente: Adaptado de Uribe (2007).

2.2.4.2. pH.
En la Tabla 7 se muestran los valores de pH para el crecimiento de las levaduras.

Tabla 18
Caracteristica fisioldgica de las levaduras: pH
pH Descripcion
4,0-6,5 pH 6ptimo para el crecimiento de las levaduras.

28-3,0a20-85 Variaciones de pH que toleran las levaduras.
Fuente: Adaptado de Alonso (2008).

2.2.4.3. Oxigeno.

Las levaduras pueden sobrevivir y crecer con o sin oxigeno, sin embargo, la mayoria de
estas son consideradas como organismos aerobios facultativos. En un medio que se
dispone de oxigeno (crecimiento aerébico) las levaduras metabolizan los azlcares en
diéxido de carbono y agua, es decir crecen eficientemente para producir biomasa; esto se
aplica en los procesos de fermentacion para la obtencion de proteinas unicelulares. En un
medio que se carece 0 tiene muy poco oxigeno (fermentacion anaerdbica) las levaduras
fermentan los azUcares en dioxido de carbono y etanol, lo que se traduce en la formacién
de menor cantidad de biomasa; este tipo de fermentacion se aplica en las industrias

cervecera y vinicola (Ortiz, 2015).
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Ecuacién 1: Crecimiento aerdbico

Glucosa + 60, = 6CO; + 6H,0

Ecuacién 2: Fermentacién anaerébica
Glucosa = 2C0O; + 2 Etanol

2.2.4.4. Nutricion.
En la Tabla 8 se muestran las principales fuentes de nutricion para el crecimiento de las

levaduras.

Tabla 21
Caracteristica fisioldgica de las levaduras: Nutricién

Fuentes de Nutricion Descripcion
Es el compuesto que en mayor cantidad esta presente en
las levaduras, aproximadamente un 50% del peso seco.

Estos compuestos (D — glucosa, D — fructosa y D —
Compuestos carbonados manosa) son utilizados como fuente de carbono y
energia por las levaduras.
Az(cares, aldehidos, sales de algunos &cidos organicos,
glicerina o etanol y ocasionalmente estas fuentes de
carbono pueden ser suministradas dependiendo del tipo
de levadura.
Fuente: Adaptado de Torres (2007).

Carbono orgéanico

Otros

2.2.5. Principales usos de las levaduras.

En la Figura 8 se muestran los principales usos de las levaduras.
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USOS DE LAS
LEVADURAS

|
Y
\ J Extraccion de productos
de su metabolismo para
el consumo o el uso
humano y/o animal

Produccioén de Biomasa

Levadura desecada
como complemento —»  Aminoacidos
alimenticio.

—» Enzimas
Levadura desecada

—» para pienso  de Vitaminas
animales. — Alcohol, etc.

Figura 17. Principales usos de las levaduras.
Fuente: Adaptado de Suérez, Garrido y Guevara (2016).

2.2.6. Crecimiento celular.

La reproduccion de las levaduras es asexual por division celular. La levadura original
genera una yema, la cual se desprende para formar un nuevo individuo, esto sucede
siempre cuando las condiciones del medio, condiciones de nutrientes, temperatura, pH
entre otros sean las adecuadas; influyendo de forma directa en la velocidad con que estas
pueden llegar a reproducirse (Cattaneo, Larcher, Togo, y Chailo, 2007).

En la Figura 9 se muestran las diferentes fases de crecimiento celular, las mismas que se
desarrollan mediante un ciclo denominado ciclo de crecimiento segun distintos autores.
Este ciclo permite describir la forma como cambia la concentracién celular o de biomasa
(Arredondo y Voltolina, 2007).
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2. Fase de aceleracion, 5. Fasea estacionaria.
3. Fase de crecimeento exponcncial, A, Fase de declive.

Figura 20. Ciclo de crecimiento de las levaduras.
Fuente: (Macias y Saavedra, 2017).

2.2.6.1. Fase de latencia.
También se la conoce como fase de adaptacion en la cual las células se van adaptando al

medio y posteriormente inician su multiplicacién. Esta fase puede verse afectada (retardo
del crecimiento celular en la fase inicial) por las condiciones ambientales como
temperatura, iluminacién y pH (Arredondo y Voltolina, 2007; Fuidio, 2014). La

velocidad especifica de crecimiento es igual a cero (u = 0) (Castillo, 2013).

2.2.6.2. Fase de aceleracion.

Durante esta fase se incrementan secuencialmente diferentes componentes estructurales
(&cido ribonucleico, proteinas y del peso individual), siendo la concentracion celular la
ultima en incrementarse (Arredondo y Voltolina, 2007). La velocidad especifica de

crecimiento es menor a la velocidad especifica maxima de crecimiento (4 < Umax)

(Castillo, 2013).

2.2.6.3. Fase de crecimiento exponencial.
En esta fase la velocidad de crecimiento celular permanece aproximadamente constante

debido a la falta de factores limitantes; es decir, aumenta la poblacion de levaduras
(Arredondo y Voltolina, 2007; Fuidio, 2014). La velocidad especifica de crecimiento es
aproximadamente igual a la velocidad especifica maxima de crecimiento (4 = Umax)
(Castillo, 2013).
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2.2.6.4. Fase de ralentizacion.

También se la conoce como fase de desaceleracion, la velocidad de crecimiento celular
empieza a disminuir debido a que existe una menor disponibilidad de uno de los factores
que regulan el crecimiento, en consecuencia, el aumento de la poblacion de levaduras ya
no es constante, pero debido al alto numero de células, la concentracién celular alcanza

su maximo valor (Arredondo y Voltolina, 2007).

2.2.6.5. Fase estacionaria.

En esta fase la concentracion celular y los componentes de biomasa permanecen sin
cambios relevantes (se mantienen aproximadamente constantes) debido a que las
condiciones del medio son limitantes. Este comportamiento se debe a la poca
disponibilidad de algan nutriente esencial y por la alta concentracion de etanol ya que en
un punto este alcanza niveles inhibitorios (Arredondo y Voltolina, 2007; Fuidio, 2014).
La velocidad especifica de crecimiento es menor a la velocidad especifica maxima de

crecimiento (i < pqy) (Castillo, 2013).

2.2.6.6. Fase de declive.

También se la conoce como fase de muerte debido a que la concentracién celular
disminuye por la ausencia de nutrientes (no hay mas azucares y el contenido de etanol es
muy alto), que conlleva a la muerte celular (Arredondo y Voltolina, 2007; Fuidio, 2014).

La velocidad especifica de crecimiento es menor a cero (u < 0) (Castillo, 2013).

2.2.7. Saccharomyces Cerevisiae.

Esta especie presenta células alargadas, esféricas o elipsoidales; pueden encontrarse
agrupadas de dos, en cortas cadenas, también en racimos o simplemente solas. Las
colonias de estas levaduras son muy diversas, pueden presentar un color crema o
levemente café, de aspecto liso a rugoso, brillante u opacas que en ocasiones suelen estar
sectorizadas (Sanchez, 2011; Valdes, et al., 2015).

N

37

—

Jessica Valeria Guncay Buestan Marco Vinicio Silva Ibarra



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Figura 23. Crecimiento de S. cerevisiae en: a) agar dextrosa saboraud,
b) microscopia de contraste de fases x580 aumentos y ¢) microscopia
electrénica de barrido, x7040 aumentos.

Fuente: (A. Sanchez, 2011).

Las condiciones Optimas de temperatura y pH para el crecimiento de este microorganismo
son entre 25 — 35 grados centigrados y pH’s &cidos, respectivamente; la aireacion 6ptima
es de 0,6 — 0,9 volumen de aire por volumen de medio por minuto. ES un microorganismo
anaerdbico con la capacidad de fermentar azucares como: glucosa, galactosa, sacarosa,
fructosa y maltosa presentes en el mosto; y no fermentar lactosa. Asimila galactosa,
sacarosa, maltosa y rafinosa. Con la presencia de oxigeno pueden metabolizar
oxidativamente sustratos como glicerol, etanol y lactato (Petrenko, 2005; A. Sanchez,

2011). En Tabla 9 se muestra el contenido de aminoéacidos en el extracto la levadura S.

cerevisiae.

Tabla 24

Contenido de aminoacidos en extracto de la levadura S.

cerevisiae

Aminoacidos % Aminoéacidos %
Lisina 8,2 Valina 55

Histidina 40 Isoleucina 55
Arginina 50 Tirosina 50
Leucina 79

Fuente: (Petrenko, 2005).

Esta especie se emplea con mucha frecuencia en la industria alimentaria, empleando cepas
especificas en fermentaciones: del pan (panificacion), de la cerveza, del vino; asi como
en la produccion de alcohol, glicerol e invertasa. A nivel industrial es utilizado
frecuentemente para la obtencidn de etanol, debido a que este microorganismo presenta
varias ventajas las mismas se muestran en la Tabla 10 (Fajardo y Sarmiento, 2007; Oliva,
2012; Petrenko, 2005).
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Tabla 27

Ventajas relevantes de la levadura S. cerevisiae

Ventajas de la Levadura S. cerevisiae

= Facil de manipular y recuperar.

= F&cil de cultivar.

= No tiene un alto costo econémico.

= Tolera altas concentraciones de etanol.

= Durante la fermentacion produce bajos
niveles de subproductos.

= Esosmotolerante.

= Capaz de utilizar altas concentraciones
de azucares
Presenta alta viabilidad celular para el
reciclado.
Caracteristicas de floculacion vy
sedimentacion para el procesamiento
posterior.

Fuente: Adaptado de Fajardo y Sarmiento (2007).

2.2.7.1. Composicién quimica.

La levadura S. cerevisiae contiene aproximadamente un 75% de agua y un 25% de materia

seca (Fajardo y Sarmiento, 2007). La composicion de la materia seca de la levadura se

muestra en la Tabla 11.

Tabla 30

Composicion quimica de la levadura
S. cerevisiae como materia seca

Componentes

%

Ceniza

Carbohidratos

Proteina
Grasa

7
43
48

1

Fuente: (Fajardo y Sarmiento, 2007).

2.2.7.2. Nutricion.

La levadura S. cerevisiae requiere de ciertos tipos de nutrientes y condiciones ambientales

para su Optimo crecimiento, por ejemplo: carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno y

fésforo (Fajardo y Sarmiento, 2007). En la Tabla 12 se muestran algunos de estos

elementos necesarios para el crecimiento y reproduccion 6ptima de esta levadura.
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Tabla 33

Elementos basicos necesarios para el crecimiento de la levadura S. cerevisiae
Elemento Funcién
Fuente de energia y material constructivo de la masa muscular, es decir
Carbono como fuente de carbono, por ejemplo: la hexosa, glucosa, fructosa y
manosa.
Forma parte esencial de los aminoéacidos, dipéptidos, tripéptidos y

Nitrégeno

Azufre

acidos nucleicos presentes en la célula.
Intervienen en el proceso de degradacion oxidativa, intercambio
energético, regula la sintesis de los lipidos y los carbohidratos, y

Fésforo mantienen la integridad de la pared celular. Forma parte de los acidos

nucleicos, la lecitina y diversos compuestos fosforilados. La
concentracion 6ptima es de 0,6 milimolar por gramos de células.

La fuente de este elemento es el sulfato de amonio, el sulfito y el
tiosulfato. Permite un crecimiento mas rapido que los iones sulfatos.
K, Mg, Ca, Zn, Fe, Mn, Cl. El K estimula la fermentacién y la

Elementos traza  respiracion. EI Mg activa las enzimas glicoliticas, estimula la sintesis

Microelementos

de acidos grasos y regula el ATP.

La concentracién 6ptima del Co, B, Cd, Cr, Cu, I, Mo, Ni, Vaes de 0,1
— 100 micromolar. Otros como Hg, Ag, Ar, Ba, Li, Ni, Os, Pb, Se, Te,
pueden inhibir el crecimiento de la levadura cuanto su concentracion
es mayor a 100 micromolar.

Fuente: Adaptado de Buitrago y Tenjo (2007).

2.2.7.3. Requerimientos fisico — quimicos.

El crecimiento y reproduccion de la levadura S. cerevisiae se ve favorecida cuando los

valores de pH se encuentran en ciertos rangos de valores (Tabla 13) (Fajardo y Sarmiento,

2007).

Tabla 36
Caracteristica fisiolégica de la levadura S. cerevisiae: pH
pH Valor
40-50 Valor 6ptimo que favorece el crecimiento celular,

produccion enzimatica y utilizacion de glucosa.

3,0 Maéxima produccion enzimatica.
Medio alcalino No se desarrollan de manera eficiente.

Fuente: Adaptado de Fajardo y Sarmiento (2007).

2.2.7.4. Inhibidores de crecimiento.

Los principales elementos inhibidores son: plata (Ag), arsénico (As), bario (Ba), litio (Li),

niquel (Ni), osmio (Os), plomo (Pb), selenio (Se) y telurio (Te). El fosfato de piridoxal y

piridoxamina provocan la descarboxilacion de los aminoacidos. Otros compuestos

cuando no estan en ciertas concentraciones actan como inhibidores, entre estos estan el

(40 )
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pantotenato de calcio el cual debe estar a una concentracion de alrededor de 6,25
miligramos por litro, la tiamina debe estar alrededor de 5 miligramos por litro, para que
no afecte el crecimiento de la levadura. La biotina en una concentracion de 1 miligramo
por litro para que no afecte a las reacciones anabdlicas: carboxilacion del piruvato,
sintesis de las bases pdricas y pirimidicas, de los nucledtidos y de los acidos nucleicos,
sintesis de las proteinas, de los polisacaridos y de los acidos grasos (Guillermo y Macias,
2014).

2.2.7.5. Tolerancia al etanol.

La levadura S. cerevisiae son las mas resistentes al etanol. El etanol es tdxico en
concentraciones del 8% (p/v) al 18% (p/v). El acido linoleico aumenta la tolerancia al
etanol, el &cido oleico también ayuda a mejorar la tolerancia, pero en menor grado que la
primera (Buitrago y Tenjo, 2007).

Segun varios estudios el etanol inhibe el crecimiento de la levadura causando dafio en su
ADN vy la inactivacion de algunas enzimas como la hexoquinasa y la deshidrogenasa,
pero cuando la levadura S. cerevisiae crece en presencia de etanol se incrementa la
cantidad de acidos grasos insaturados provocando la disminucién de la toxicidad del

etanol (Buitrago y Tenjo, 2007).

2.3. Fermentacion Alcohdlica

La fermentacion alcohdlica es un conjunto de reacciones que se dan bajo ciertas
condiciones y mediante la intervencion de ciertos microorganismos principalmente las
levaduras (S. cerevisiae), cuya funcion es la transformacion de hidratos de carbono
presentes en el mosto, llevando a la generacion de productos principalmente alcohol
etilico, didxido de carbono, y liberacion de energia (Vazquez y Dacosta, 2007). La
reaccion de la conversion se representa con la Ecuacion 3 de Gay — Lussac (Macias y
Saavedra, 2017) :

Ecuacion 3:; Fermentacion alcohdlica

CeH1206 —Lv2duras o 2C,HsOH + 2CO;

Glucosa —Ltevaduas o 5 Etanol + 2 Dioxido de carbono

(41 )
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A nivel estequiométrico puede parecer una reaccion simple, sin embargo, para convertir
la glucosa en alcohol etilico y dioxido de carbono se requiere de una serie de
transformaciones, en la cual participan 51 enzimas y 3 sistemas coenzimaticos (Vazquez
y Dacosta, 2007). Las levaduras utilizan ciertas enzimas para transformar la glucosa en
acido piravico mediante la ruta metabolica de “Embden — Meyerhof”, que luego es
descarboxilado por la enzima carboxilasa hasta didxido de carbono y acetaldehido.
Finalmente el acetaldehido es reducido por la enzima deshidrogenasa hasta obtener el
alcohol etilico (Figura 11) (Macias y Saavedra, 2017).
CH;OH O\ /O'

o Glucosa
Glucolisis 2 PiruvatoC

o |
H C=0
|
H CH3

2 NAD+ 2NADH + 2H'

OH

2co,
(o]
il
H c’C‘H
H,C—CHs—OH 3
2 Btancl 2 Acetaldehido
Fermentacién alcohdlica

Figura 26. Transformacion de la glucosa a
etanol en fermentacién alcohodlica (via de
Embden — Meyerhof — Parnas).
Fuente: (Macias y Saavedra, 2017).

2.3.1. Condiciones para la fermentacion alcohdlica.

En la fermentacion alcohdlica es necesario tener un control sobre ciertos factores que
pueden afectar la viabilidad y vitalidad de la poblacion de levaduras. Los factores que
afectan el desarrollo de la fermentacion son: temperatura, pH, nutrientes, aireacion,
concentracion de sustrato y presencia de alcohol. En la Tabla 14 se muestran ciertos
rangos en donde se da un buen rendimiento al operar con la levadura S. cerevisiae que es

la mas utilizada.
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Tabla 39
Condiciones de operacion para procesos fermentativos segln varios autores
T¢ cl° pH Articulo

Demostraciones practicas de los retos y oportunidades de la
produccién de bioetanol de primera y segunda generacion a
partir de cultivos tropicales (Zamora, Prado, Capataz, Barrera,
y Pefia, 2014).

28 1.2 6 24

Simulacion del proceso de fermentacién de cerveza artesanal
(Gardufio, Lopez, Ruiz, y Martinez, 2014).

Produccion de bioetanol por fermentacion de hidrolizados
30 4 - 48 hemicelul6sicos de residuos de palma africana usando una cepa
de Scheffersomyces stipitis adaptada (Herrera y Arias, 2014).
Impact of different cocoa hybrids (Theobroma cacao L.) and S.
cerevisiae UFLA CA11 inoculation on microbial communities
and volatile compounds of cocoa fermentation (Ramos,
Rebeiro, Pedrozo, y Freitas, 2014).

24 05 - 30

26 3,27
- 60
37 4,97

Fermentacion de los fructanos del Agave tequilana. Weber Azul
por Zymomonas mobilis y Saccharomyces Cerevisiae en la

30 5 5 24 produccion de bioetanol (Montafiez, Victoria, Flores, y Vivar,

2011).
25 3,5 . - . .
=05 ! 79 E_valuaglon de la fermentacion alcohdlica para la produccién de
30 42 hidromiel (Acosta, 2012).

Kinetic models for batch and continuous ethanol fermentation
30 6 i 79 from sweet sorghum juice by yeast immobilized on sweet

sorghum stalks (Ariyajaroenwong, Laopaiboon, Salakkam,

Srinophakun, y Laopaiboon, 2016).

Kinetic models for batch ethanol production from sweet
30 1 i 7 sorghumjuice under normal and high gravity fermentations:

Logistic andmodified Gompertz models (Phukoetphim,
Salakkam, Laopaiboon, y Laopaiboon, 2017).

Fuente: Adaptado de Macias y Saavedra (2017).

a Temperatura en grados centigrados. ® Concentracion inicial de levadura en gramos por litro.

¢ Tiempo de fermentacién en horas.

2.3.1.1. Temperatura.

La temperatura tiene un efecto muy notable en la fermentacion, debido a que los
microorganismos poseen un cierto rango de temperatura para su crecimiento. Las
levaduras resisten temperaturas bajas en el cual permanecen en estado de inactivad o
adormecidas. La mayoria actGan en un rango comprendido entre 5 — 37 grados
centigrados, si son sometidas a temperaturas cercanas 0 mayores a los 52 grados
centigrados se provoca la muerte de las mismas. El rango de temperatura 6ptimo para

especialmente del género S. cerevisiae es de 25 — 35 grados centigrados. Si la
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fermentacion presenta temperaturas mayores a los 35 grados centigrados, el rendimiento
disminuye ya que el nivel de estrés del microorganismo aumenta, provocando gran
cantidad de azUcares residuales y que la fermentacion se paralice; por lo que se debe evitar
que el mosto fermente por encima de esta temperatura, enfriando lentamente ya que no

resisten cambios bruscos de temperatura (Acosta, 2012).

2.3.1.2. pH.

Los microorganismos poseen un pH optimo en el cual tienen mayor velocidad de
crecimiento y rendimiento, por lo tanto, es importante tener un control sobre esta variable
durante el desarrollo de la fermentacion. Las levaduras en su gran mayoria son
medianamente aciddfilas, por lo cual su valor éptimo se encuentra en un rango de 4,0 a
6,5. Si se da un cambio en el valor de pH durante la fermentacion, puede afectar la
composicion de las levaduras, afectando la floculacién de la biomasa o la adhesion a las

paredes (Fermentis, s.f.).

2.3.1.3. Nutrientes.

Durante la fermentacion alcoholica, la levadura requiere de nutrientes para su crecimiento
en las condiciones y concentraciones adecuadas, es por ello que se debe controlar la
disponibilidad de nutrientes ya que puede ocasionar efectos negativos, siendo el mas

comdun la inhibicion del crecimiento y paralizacién de la fermentacion (Fermentis, s.f.).

2.3.1.4. Aireacion.

Las fermentaciones alcohdlicas se desarrollan en un ambiente anaerdbico, sin embargo,
la adicion de oxigeno se realiza con el fin de mejorar la sintesis de biomasa y aumentar
la velocidad de fermentacion. EI empleo de este elemento se lo realiza al final de la fase
de crecimiento, donde hay un mejor aprovechamiento de las levaduras, si se adiciona al
inicio de la fermentacion se puede afectar al producto, debido a procesos oxidativos
(Acosta, 2012).

2.3.1.5. Concentracion de Sustrato.
Es importante controlar las concentraciones de azucares para la fermentacion, ya que altas

concentraciones provocan que se eleve la presion osmotica sobre las levaduras lo que
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impide que no actden sobre los mismos, mientras que concentraciones bajas el grado

alcohdlico sera bajo. El rango 6ptimo esta entre 10 — 18% (Garzon y Hernandez, 2009).

2.3.1.6. Concentracion de etanol.

Durante la fermentacion alcohdlica la concentracion de alcohol puede ocasionar la
inhibicién del crecimiento de las levaduras, incluso cuando estad presente en
concentraciones bajas. Esto se debe a que afecta la fisiologia de la levadura
principalmente la membrana celular ya que se incrementa la fluidez de la misma y afecta
su integridad. Algunas cepas de S. cerevisiae pueden resistir hasta no mas de 8 % (p/v),
algunas industrias trabajan con cepas que resisten concentraciones de hasta 18 % (p/v),
también se ha registrado hasta 21 % (p/v) pero en determinadas condiciones (Fermentis,
s.f.).

2.3.2. Sistemas de Fermentacion.

Los sistemas de fermentacion corresponden al espacio fisico (biorreactor) en donde se
lleva a cabo las reacciones de degradacion biol6égica anaerobia de materia organica
mediante la accion de ciertos microorganismos como son algunas bacterias y levaduras.

Los sistemas de fermentacion se clasifican en base a su alimentacion, entre los principales

estan el discontinuo y continuo (Sanchez, 2011).

2.3.2.1. Sistema de fermentacion discontinuo.

En este tipo de sistema para iniciar la fermentacion se afiade al biorreactor el sustrato y el
microorganismo a inocular, esta combinacién producird un determinado producto de
interés. Luego de finalizado este proceso, se vacia el contenido del biorreactor, se le da
una limpieza y esterilizacién para repetir nuevamente el proceso de fermentacion
(Sanchez, 2011; Mora, 2014).

En la Tabla 15 se muestran las principales ventajas y desventajas de utilizar este tipo de

sistema.
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Tabla 42
Ventajas y desventajas de la fermentacion discontinua
Ventajas Desventajas
= Bao [1€sgo de = Tiempos muertos al preparar el
contaminacion. biorreactor para el siguiente lote.
= Flexibilidad operacional. = Requiere mucha mano de obra.

= Bajos costos de operacion. = Requiere mayor cuidado por parte de
los operarios.
= El control y optimizacién del proceso
pueden volverse complejos.
Fuente: Adaptado de Sanchez (2011); Chavez (2006).

2.3.2.2. Sistema de fermentacién continuo.

El funcionamiento de este sistema de fermentacion es similar al discontinuo, se debe
afiadir al biorreactor el sustrato y los microorganismos; una vez que se inocula se afiade
al biorreactor un flujo continuo de alimentacion que contiene nutrientes del sustrato,
ademas presenta un flujo de salida que contiene los productos de la fermentacién. En este
tipo de sistemas el flujo de entrada es igual al flujo de salida. EI volumen de operacion y
las concentraciones de microorganismos, de sustrato y de producto permanecen

constantes durante la fermentacion (Sanchez, 2011; Paz, 2010).

En la Tabla 16 se muestran las ventajas y desventajas de utilizar este tipo de sistema.

Tabla 45
Ventajas y desventajas de la fermentacién continua
Ventajas Desventajas
= Elcrecimiento de los microorganismos = Contaminacion en la
se da a una velocidad constante. alimentacion continua.
= Se alcanza una poblacién microbiana = Mutaciones de los
que mantiene un estado de maxima microorganismos.
productividad. = Costos de inversion y operacion
elevados.

* No es flexible cuando se trata de
fermentar diferentes productos.
Fuente: Adaptado de Sanchez (2011); Nufez (2013).

2.4. Modelo de Monod

La curva de crecimiento puede expresarse en términos de los parametros de produccion

cuando el desarrollo de un cultivo discontinuo solo esta limitado por la cantidad inicial

( ]
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de sustrato. La ecuacion de Monod fue establecido en 1942 y describe la relacion entre la
velocidad especifica de crecimiento, y, y la concentracion de nutriente limitante, S, en un

cultivo microbiano (Quintero, 1981).

En la fase de crecimiento exponencial, los microorganismos aumentan de tamafio hasta
alcanzar un tamafio al cual se dividen, originando dos nuevos microorganismos que, a su
vez, crecen y se dividen de nuevo, es decir existe un aumento de biomasa, dX, que en un
intervalo de tiempo infinitamente pequefio, dt, es proporcional a la cantidad de biomasa,

X, que existe en el sistema (Macias y Saavedra, 2017).

Ecuacién 4: Modelo de crecimiento celular de Monod

dX ¥

—=Uu

dt
jXLdX th

— = u.dt
x, dt to

_ lnXL - lTlXO

a t, —to

La Ecuacion 4 puede expresarse graficamente, como se muestra a continuacion:

o \

Lnx

pendiente = u

Inxpy{-—~

L1)] t L

Figura 29. Fase exponencial de crecimiento microbiano.
Fuente: Adaptado de Hernandez (1974); Garcia (2012).
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2.5. Modelo logistico

La modelacion matemaética tiene un fuerte uso en el estudio de la relacion de distintas
ciencias, como son: biologia, quimica, fisica y matematicas; predecir o tomar decisiones
respecto a fendmenos sociales o naturales ya que, con la aplicacion de una correcta
interpretacion de los mismos, ayuda en un futuro a obtener buenos resultados y ademas

evita tener grandes pérdidas (Ulloa y Rodriguez, 2010).

Hoy en dia la modelacion matematica tiene un amplio y variado campo de aplicaciones
como, por ejemplo, en plagas y enfermedades de los cultivos. Sin embargo, se la suele
utilizar con mayor frecuencia para describir el crecimiento microbiano de distintos

sistemas bioldgicos (Phukoetphim, et al., 2017; Ulloa y Rodriguez, 2010).

Una de las formas mas simples de describir el crecimiento en las poblaciones naturales
es el modelo logistico propuesto en 1838 por Pierre Francois Verhulst (Phukoetphim, et
al., 2017) y se la representa con una curva sigmoidea o en forma de S (Ulloa y Rodriguez,
2010).

Este modelo se emplea para describir lo siguiente (Ulloa y Rodriguez, 2010):

= El crecimiento microbiano sin incluir el consumo de sustrato como lo haria un modelo
basado en la ecuacion de Monod (Dodi¢ et al., 2012).

= Las ventas de un producto cuando se tiene un limite de total de ventas.

= El tiempo de respuesta de los pacientes a los medicamentos.

» La poblacién total de la fauna en una isla.

= El ndmero de bacterias en una caja Petri.

En el crecimiento microbiano el modelo logistico describe los cambios en la cantidad de
organismos que se da desde la concentracion inicial de biomasa hasta la concentracion
méaxima del mismo; sin embargo, este modelo no tiene en consideracion la inhibicion del
sustrato. El modelo describe la relacion de la biomasa (X) con la concentracion inicial de
células (X;), la concentracion maxima de celulas (X,,..) Y la tasa de crecimiento

especifico maximo (u,,4,) €n momentos especificos (t) (Phukoetphim, et al., 2017).
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A continuacion, se exponen la ecuacion logistica diferencial y la ecuacion logistica
integrada (Phukoetphim, et al., 2017).

Ecuacion 5: Ecuacion logistica diferencial

ax (1 X )X
dt - Umax Xmax
Ecuacion 6: Ecuacion logistica integrada
_ X i€Xp (.umax t)
X = %;
1- [(%) (1- eXp(.umaxt)]

La Ecuacion 6 puede representar tanto una fase exponencial como una fase estacionaria,
sin embargo, no considera la fase de latencia ni predice la muerte (fase de declive) de los
microorganismos después de la fase estacionaria (Dodi¢, et al., 2012).

2.5.1. Ejemplo de crecimiento logistico.

Cuando se cultiva en un tubo de ensayo la levadura usada para hacer pan y bebidas
alcoholicas, se produce la curva sigmoidea o en forma de S. En la Figura 13 se puede
observar el comportamiento del crecimiento de la levadura; primeramente, el crecimiento
de la levadura es casi exponencial hasta que estabiliza cuando el contenido de nutrientes
disponibles se ha agotado, es decir que las células de las levaduras se vuelven tan
numerosas que sus productos comienzan a inferir con el propio crecimiento. En este caso
en particular si se esperara que transcurriera mas tiempo probablemente el tubo de ensayo
colapsaria debido a que en un ambiente cerrado los desechos producidos por el
agotamiento de los recursos alcanzan niveles toxicos (Ecological Economics Program
[EEP], 2001; OpenStax, s.f.).
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Figura 32. Curva de crecimiento logistico en forma de S de la levadura cultivada en
condiciones ideales en un tubo de ensayo.
Fuente: (OpenStax, s.f.).

2.6. Modelo de Gompertz modificado

El Modelo de Gompertz fue desarrollado originalmente para ajustar datos de mortalidad
humana, luego fue demostrado en curvas de inactivacién microbiana y actualmente es
utilizado para describir el crecimiento de microorganismos y la obtencion de parametros
cinéticos, ya que relaciona el crecimiento exponencial con la tasa de crecimiento
especifico y la densidad de la poblacion. Ademas, a partir de este modelo primario se
pueden desarrollar modelos secundarios (Albornoz, 2015; Castro, et al., 2008; Cayré,
Vignolo, y Garro, 2007).

El modelo de Gompertz modificado es cominmente empleado para describir la
produccion de etanol durante la fermentacion, que proporciona el tiempo de retraso (t;),
la tasa maxima de produccion de etanol (;, ,) y la maxima concentracion de etanol para

la fermentacion de etanol (Pp ax) (Dodié, et al., 2012).

Ecuacion 7: Ecuacion de Gompertz modificado

Tpm " exp(1) .

P = Pp gy - €xp {_exp l Ps
max

(t,—t)+ 1]}
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Este modelo se puede modificar adicionando la concentracion celular inicial (X;) para
describir la produccién de biomasa (X) durante la fermentacion de etanol, ademas puede
ser usado para estimar el tiempo de retraso (t;) y la tasa maxima produccion de biomasa
(13,) (Phukoetphim, et al., 2017).

Ecuacion 8: Ecuacion de Gompertz modificado para el crecimiento de biomasa

X=X+ {Xmax - exp {—exp [M' & =8+ 1]}}

X max

2.7. Modelo de Andrew y Levenspiel

El Modelo de Andrew y Levenspiel es un modelo cinético propuesto para representar la
tasa de crecimiento especifico (u) teniendo en cuenta el fendmeno de la inhibicion mixta
(inhibicidn por sustrato y por producto). EI modelo de Andrew fue propuesta en 1968 y
tiene en cuenta un término de inhibicion por sustrato (Kg) en un cultivo en un reactor de
mezcla completa; mientras que el modelo de Levenspiel fue propuesta en 1980 y
considera el fendmeno de inhibicién por producto (a) (Instituto Cubano de
Investigaciones de los Derivados de la Cafia de Azucar [ICIDCA], 2007; Ribas y Diaz,
2004).

A continuacion, se expone la ecuacion del modelo de Andrew y Levenspiel

(Ariyajaroenwong, et al., 2016).

Ecuacion 9: Modelo de Andrew y Levenspiel.
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3. METODOLOGIA

El presente estudio es de caracter experimental — explorativo, basado en la fermentacion
discontinua con mucilago de cacao CCN — 51 en un biorreactor homogéneo de tanque
agitado bajo diferentes condiciones de temperatura, pH y concentracion de levadura S.
cervisiae con la finalidad de encontrar la mayor concentracion de biomasa y su posterior
modelo cinético a través de la ecuacion logistica integrada y el modelo de Andrew y

Levenspiel.

La parte experimental de este trabajo de titulacion se realizo en las instalaciones del
Tecnologico de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Cuenca:
Laboratorio de Tecnologia de Conservas Vegetales donde se realiz6 la extraccion del
mucilago de cacao; y Laboratorio de Energia e Ingenieria de la Reaccién, donde se

efectuaron los procesos de fermentacidon y método analitico peso seco.

3.1. Materia Prima
3.1.1. Mucilago de cacao CCN - 51.

El cacao CCN — 51 es una especie clonada de origen ecuatoriano (ANECACAOQ, 2015),
del cual se extrajo el mucilago para este estudio. La recoleccion de las mazorcas se realizo
en la zona 6 del Ecuador, especificamente en una finca ubicada en el canton La Troncal,
cuyo punto de georreferencia es: 2°29°25°’S y 79°19°3°0 (Macias y Saavedra, 2017).

El lugar se escogio debido a que por un estudio previo ya existia la caracterizacion de la
muestra (“Caracterizacion del mucilago de cacao CCN — 51 mediante espectrofotometria
UV-visible y absorcion atomica”, (Quizhpi, 2016), ademas de que esta zona queda a tan
solo 2 horas y 30 minutos de la Universidad de Cuenca, asi como la accesibilidad para la

recoleccion.

Esta variedad de cacao fue seleccionada por su alta productividad y calidad, tolerancia a
las enfermedades, sus pepas por mazorca son mayores a 50 unidades y adaptadas a una

demanda industrial (pepas homogéneas), facilidad de cosecha y un rendimiento de 20
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hasta 60 quintales por hectarea, ademas de que la primera cosecha se puede realizar desde
los dos afios (Pigache y Bainville, 2005).

3.1.2. Levadura.

Se emple6 levadura fresca del tipo S. cerevisiae de la marca Levapan, la cual es usada
comunmente para la panificacion (Macias y Saavedra, 2017).

La levadura de la marca Levapan es un producto organico y bioldgico que garantiza la
mejor actividad en la fermentacion. La vida atil de este producto es de 30 dias en
condiciones Optimas de almacenamiento: 2 — 5 grados centigrados. Se la puede adquirir
en dos tipos de presentacion: en blogue de 500 gramos empacado en caja corrugada de
50 unidades y en bulto levadura fresca de 16 kilogramos (granel) (Levapan, 2017), para
este estudio se adquirio la presentacion en granel, la misma que fue adquirida en la cadena

Supermaxi Las Américas.

3.2. Materiales, equipos y reactivos

Los materiales, equipos y reactivos quimicos utilizados para cada etapa de la fase

experimental fueron los siguientes:

3.2.1. Material de laboratorio y otros.

= Algodon hidrofilo. = Material de acero.
= Balones de aforo. = Material de proteccion.
= Bandejas de aluminio para cocina. = Ollas de acero inoxidable UMCO.
= Cronometro. * Piceta.
= Desecador. = Pipeta volumétrica.
= Embudo de vidrio. = Probetas, diferentes capacidades.
=  Embudos pléasticos. = Tubos de ensayo, base plana.
= Espétula de acero inoxidable. = TermOmetro de varilla, marca
= Gradillas. Brand (-10 — 50°C), UK.
=)
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= Varillas de agitacion. = Utensilios de cocina de acero
= Vasos de precipitacion, diferentes inoxidable.

capacidades.
3.2.2. Equipos.

» Balanza analitica, marca Mettler Toledo ME204, méximo 220g, d = 0,0001g, USA.
= Biorreactor, marca Biotron GX Single vessel.

= Cocina Industrial, marca Sumbita.

= Esterilizador, marca Memmert SN75, 5 — 250°C, DE.

» Fluidificador.

» Amasadora y Mezcladora, maximo 40Kg.

= pH —metro, marca HANNA® instruments H111310, 0 a 13ph, -5 a 100°C, EU.

= Refractdmetro portable, marca Cole-Parmer®, 0 — 32 Brix.

= Refrigerador Side by Side con dispensador, marca INDURAMA RI — 785.

3.2.3. Reactivos quimicos.

= Acido clorhidrico 1N.

= Agua Destilada.

= Hidroxido de sodio 1N.
3.3. Métodos

3.3.1. Extraccién del mucilago de cacao CCN —51.

La extraccion y obtencion del mucilago de cacao se realiz6 como se muestra en la Figura
14.
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Figura 35. Diagrama de Flujo para la extraccion del mucilago de cacao CCN —51.

Fuente: Adaptado de Macias y Saavedra (2017).
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3.3.2. Matriz de disefio experimental.

La matriz de disefio experimental que se utilizd en este estudio corresponde a otra
investigacion: “Determinacion de la cinética de fermentacion alcohdlica del mucilago de
cacao CCN-51 en condiciones Optimas de operacion de temperatura, pH y concentracion
de levadura” (Macias y Saavedra, 2017).

El disefio experimental que se empleo fue el factorial completo 2° de dos niveles un
maximo y un minimo, mientras que las variables consideradas fueron temperatura, pH y

concentracion de levadura S. cerevisiae; las mismas que se muestran en la Tabla 17.

Tabla 48
Variables y niveles para el disefio experimental
. Valor
Factor Variable L L.
minimo (-) maximo (+)
Temperatura, (°C) X1 25 35
pH X 4 5
Concentracion de X3 1 3

levadura, (g/L)
Fuente: (Macias y Saavedra, 2017).

En la Tabla 18 se muestra la matriz de disefio experimental que se empleo en este estudio.
Se realizaron diez experimentos, de los cuales dos corresponden a los valores centrales

del dominio experimental con el propdsito de verificar los resultados obtenidos.

Tabla 51
Matriz de disefio factorial completo 23
Experimento Xi? X2P X3¢

1 - - -
2 + -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +
9* 0 0 0
9* 0 0 0

Fuente: (Macias y Saavedra, 2017).
* Valores centrales del dominio experimental. ® Temperatura
(°C). ® pH. ¢ Concentracidn de Levadura (g/L).

( ]
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Se sigui6 un orden aleatorio para realizar los experimentos de la matriz, con la finalidad
de evitar que el efecto de un factor esté confundido con el de otro factor no intencionado

y se introduzca sesgo en los valores de los resultados (Ferré, s.f.).

La variable de salida que se analiz6 fue la concentracion de biomasa (g/L) durante la
fermentacion discontinua de etanol con mucilago, la misma que se determind mediante

el método analitico peso seco.

3.3.2.1. Determinacion de los efectos de las variables.

Los efectos de las variables son coeficientes que se obtienen de la ecuacion polinomial
del disefio experimental. Estos valores se obtuvieron usando el en el software
Statgraphics® Centurion XVI. 1., que da directamente los resultados correspondientes a
la parte estadistica del T-student ANOVA.

3.3.3. Fermentacion discontinua de etanol.

Se llevo a cabo la fermentacion discontinua de etanol a partir de mucilago de cacao CCN
— 51 utilizando la levadura S. cerevisiae, con la cantidad de sustrato que naturalmente
posee este residuo, ademas se realizd de acuerdo a las condiciones de operacion de
temperatura, pH y concentracion de levadura descritas en la matriz de disefio

experimental (Tabla 18).

Este proceso se llevo a cabo en un biorreactor homogéneo de tanque agitado en el mismo
que se establecio las condiciones de trabajo: temperatura, pH y agitacion. La cantidad de
mucilago con la que se trabajo fue de 2 litros ya que el biorreactor (fermentador) Biotron
GX Single vessel tiene una capacidad de 2,5 litros. Se realizaron pre — experimentos para

determinar el tiempo de fermentacion (horas) y la velocidad de agitacion (rpm).

Al realizar los pre — experimentos se pudo observar que cada ensayo alcanzaba el estado
estacionario en diferentes tiempos, ya que el mismo dependia de las condiciones de
operacion, razon por la cual no se establecié un tiempo de fermentacion estandar para dar

por terminado cada experimento. Durante este proceso se realizaron mediciones de los
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grados Brix, el mismo que fue disminuyendo a medida que la concentracion de biomasa
aumentaba, pero llegaba a un punto en el que dichos grados ya no disminuian, es decir se
mantenian constantes a lo largo del tiempo, asi como la concentracion de biomasa, esto
se pudo comprobar con un pre — experimento realizado durante 336 horas (14 dias), por
lo que se concluy6 que a grados Brix constantes se tiene concentracion de biomasa
constante, alcanzando asi el estado estacionario, con base en esta conclusion se establecio
que una vez que se tiene tres puntos con iguales grados se da por finalizada la
fermentacion alcohdlica. El promedio de la concentracion final de biomasa se realiz6 con

los valores del estado estacionario, es decir con los tres Ultimos datos de muestreo.

Para fermentadores que tienen la capacidad entre cero y tres litros se recomienda utilizar
una velocidad de agitacion de 200 — 2000 rpm para que la materia prima se mantenga
homogénea a lo largo del tiempo de fermentacion sin presentar generacion de espuma
(Quintero, 1981). Inicialmente se trabajé con 350 rpm (Macias y Saavedra, 2017), con el
cual se presentaron problemas por la cantidad de espuma generada afectando la
oxigenacion a lo largo de la fermentacién, ya que la generacion de espuma es un
interferente en el crecimiento microbiano por influir en la condiciones aerobias del
proceso (Nahvi, Emtiazi, y Alkabi, 2002), razén por la cual se decidié disminuir la

velocidad de agitacion resultando ser 250 rpm la mejor opcion.

Durante la fermentacion alcohdlica se llevé a cabo el método analitico peso seco, ademas
es importante mencionar que durante las primeras 24 horas de fermentacion se realizé un
control riguroso de las condiciones de operacién (pH, temperatura, grados brix y flujo de
nitrégeno) pasado este tiempo se tuvo menos control ya que no se observé mayor

variacion de las mismas con los pre — experimentos realizados.

Para mantener constante el pH durante la fermentacidn se utiliz6 hidréxido de sodio 1N,
ya que la materia prima presenta un pH bajo (aproximadamente 3,87), ademas de que en
procesos de fermentacion este parametro tiende a bajar, son por estas razones que se

requiere una base fuerte (Acosta, 2012; Vallejo, et al., 2016).
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3.3.3.1. Diagrama de Flujo.
La fermentacion discontinua de etanol del mucilago se realizé como se muestra en la

Figura 15.

ARMADO
BIORREACTOR

CONFIGURACION

Fijas: rpm
. i CONDICIONES DE
Variables: Temperatura, pH OPERACION
Mucilago de cacao CCN - 51 LLENADO
. —» .
17 °Brix 2 litros

I

DOSIFICACION E
INOCULACION

I

FEMENTACION

Levadura S. cervisiag ———»

NO

ESTADO
ESTACIONARIQ

Figura 38. Diagrama de Flujo para la fermentacion
discontinua de etanol.
Fuente: Adaptado de Macias y Saavedra (2017).

3.3.4. Meétodo analitico peso seco.

El método analitico peso seco es adecuado para una variedad de aplicaciones (Dumont,
Velde, y Dumont, 1975), a pesar de que probablemente no sea la Unica ni la mejor de las
estimaciones posibles, sin embargo este método fue seleccionado para este estudio debido

a su versatilidad y facilidad de trabajo.
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Este método consistié en la toma de muestras cada 6 horas por triplicado durante las 30
primeras horas, ya que durante los pre — experimentos se observo que en el transcurso de

este tiempo es donde mayor control se debe realizar a la fermentacion alcohdlica.

Pasadas las 30 horas se procedi6 a tomar muestras por triplicado por rangos de
aproximadamente 12 horas hasta alcanzar el estado estacionario. Se tomd una muestra
inicial (blanco) sin inocular y con las condiciones de operacién: temperatura y pH
ajustados a cada experimento, para eliminar el peso de materia organica del mucilago
fermentado y asi obtener el peso de biomasa en cada tiempo de muestreo.

Las formulas que se emplearon para determinar el peso de biomasa fueron las siguientes
(Camacho y Torres, 2009):

Ecuacién 10: Peso muestra seca

(Peso Tubo + muestra seca) — Peso tubo vacio

Peso muestra seca (—)

ml Volumen de muestra (= 5ml)

Ecuacién 11: Peso biomasa

Peso biomasa (%) = Peso blanco — Peso muestra seca

Los datos de los pesos se registraron en la Hoja de Calculo de Microsoft Excel;
posteriormente se efectud el andlisis de los resultados obtenidos determinando el
porcentaje de error, empleando la Ecuacion 12 (Aubanell, Benseny, y Delshams, 1993),
si el porcentaje de error superaba al 5 % (Hernandez, Fernandez, y Baptista, 2014) no se
utilizaba el dato para realizar las curvas de crecimiento de biomasa correspondientes a

cada experimento. Las graficas fueron realizadas en el software SigmaPlot 12.0.
Ecuacion 12: Porcentaje de error experimental

Valor real — Valor aproximado
% Error = Valor real * 100
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En la Ecuacion 12 se tomd como valor real o valor probable la media aritmética simple
de los resultados o promedio de las mediciones, es decir el promedio con los tres valores

de pesos secos para cada periodo de muestreo (Arriagada y Peralta, 2008).

3.3.4.1. Diagrama de Flujo.

El método analitico peso seco se realiz6 como se muestra en la Figura 16.

INICIO DE
FERMENTACION

}

3 Tubos vacios y ROTULADO Y
sin tapa PESAJE
Mucilago de cacao MEDICION
CCN-51 fermentado 5 ml c/tubo
|
SECADO TIEMPO DE ESPERA
Min. 48 horas, 105°C 6 HORAS
ENFRIADO
Desecador
3 Tubos sin tapa mas PESAJE

muestra seca

Figura 41. Diagrama de Flujo para el método analitico peso seco.

3.3.4.2. Determinacion de los parametros éptimos de operacion.

Los parametros dptimos de temperatura, pH y concentracién de levadura se determinaron
analizando los resultados de la concentracion final de biomasa con su respectivo tiempo
de fermentacion, conjuntamente con la concentracion final de alcohol obtenida de un
estudio paralelo a este, realizado en la Universidad de Cuenca: “Modelado de la ecuacién
de Gompertz modificado para la produccion de bioetanol en procesos fermentativos
dentro de un reactor tipo batch a partir de mucilago de cacao CCN —51. Caso: Ecuador
—Zona6”.

N

61

—

Jessica Valeria Guncay Buestan Marco Vinicio Silva Ibarra



o Y RO gy

I
UNIVERSIDAD DE CUENCA égg

3.3.5. Modelo de Monod.

La tasa de crecimiento especifico () de la biomasa durante la fermentacién discontinua
de etanol se determiné aplicando la ley de Monod (Ecuacion 4), evaluando la curva de
crecimiento correspondiente a las condiciones 6ptimas de operacion, obteniéndose asi la

velocidad analoga a la pendiente de la fase de crecimiento exponencial.
3.3.6. Modelo logistico.

La ecuacion logistica integrada (Ecuaciéon 6) se utilizd para modelar el proceso de
fermentacion y determinar la tasa de crecimiento especifico maximo (u,,,4) ajustando los
datos experimentales correspondientes a las condiciones Optimas de operacién. Este
ajuste se realiz6 empleando el método de minimos cuadrados no lineales de Marquardt
en MATLAB (Version 8.3) y el coeficiente de determinacion (R?) se obtuvo del mismo

software.
3.3.7. Modelo de Gompertz modificado.

La ecuacion de Gompertz modificado se utilizé para modelar el proceso de fermentacion,
y determinar el tiempo de retraso (t;) ajustando los datos experimentales correspondientes
a las condiciones 6ptimas de operacion. Este ajuste se realizé6 empleando el método de
minimos cuadrados no lineales de Marquardt en MATALB (Version 8.3) y el coeficiente

de determinacion (R?) se obtuvo del mismo software.

La tasa de produccién de biomasa se calculé aplicando la ecuacién de la velocidad media
o velocidad promedio, la misma que representa la velocidad en un intervalo de tiempo
dado (Vrancken y Engler, 2014).

Ecuacidn 13: Tasa de produccién de biomasa

Ar 1r,—n
At t,—ty

Um
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3.3.8. Modelo de Andrew y Levenspiel.

El modelo de Andrew y Levenspiel se utilizo para determinar diferentes pardmetros
CINEticos (Py max Ksp, Kisy Kipy M, Qmax, @, B, Yx /s, Yp /s, hmax, Ks) ajustando los datos

experimentales correspondientes a las condiciones dptimas de operacion.

Las ecuaciones diferenciales que se utilizaron para describir la tasa de crecimiento de

biomasa y formacién de producto fueron las siguientes (Ariyajaroenwong, et al., 2016):

Ecuacion 14: Ecuacion diferencial de la tasa de crecimiento de biomasa

dX —x ‘umaxS (1 PE >0.’

i - _
dt K5+5+S— Px max
Kis

Ecuacién 15: Ecuacién diferencial de la formacién de etanol

dPg QS Pr \F
Fra el A G
t KSP + S + K_ P.max
1P
En la fermentacion discontinua de etanol, el sustrato se utiliza para el crecimiento y
mantenimiento celular, asi como para la produccion de etanol. La ecuacion del consumo

de sustrato que se empled fue la siguiente (Ariyajaroenwong, et al., 2016):

Ecuacion 16: Ecuacion diferencial del consumo de glucosa
as 1 (dX) 1 (dPE

= (=) + — (=2 ) + mX
dt ~ Yyis\dt) " Yps dt) m

Los parametros cinéticos se determinaron utilizando el método de minimos cuadrados no
lineales de Marquardt. La integracion numérica simultanea de las ecuaciones del modelo
se realizo empleando la rutina ODE23 de MATLAB (Version 8.3). La exactitud de los
modelos se evalu en funcion de sus coeficientes de determinacion (R?). Los parametros
CiNéticos Pp mqx Y Pr (datos experimentales) se tomaron del estudio mencionado en el
apartado 3.3.4.2.; mientras que los valores experimentales del consumo de glucosa a lo
largo de la fermentacion discontinua se obtuvieron de otro estudio (Macias y Saavedra,
2017).
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4. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. Optimizacion de las variables que intervienen en la produccion de biomasa en

procesos fermentativos

Para la optimizacion de las variables que intervienen en la produccion de biomasa durante
el proceso de fermentacion alcoholica las condiciones de operacion que se fijaron fueron:
temperatura (X1), pH (X2) y concentracion de levadura (Xs). La seleccion de estas
variables se realiz6 debido a que son las mas relevantes en procesos fermentativos tanto
para el crecimiento de levaduras como para el control de las condiciones durante el
proceso. La disponibilidad de nutrientes no fue considerada en este estudio, por la
limitacién de recursos; mientras que la concentracion de etanol como producto fue
considerada del estudio mencionado en el apartado 3.3.4.2., determinando asi las

condiciones Optimas de operacion.
4.1.1. Método analitico peso seco.

4.1.1.1. Anélisis de los resultados del Experimento 6.

En la Tabla 19 se muestran los resultados obtenidos en el experimento 6, asi como sus
respectivos porcentajes de error, los cuales fueron calculados empleando la Ecuacion 12.
Este andlisis se realizé por igual para cada experimento, cuyos resultados estan expuestos

en el Anexo 2.

En el experimento 6 de la matriz experimental se eliminaron los resultados de los pesos
secos de las muestras B (0,1121 g/mL a la hora 0,0) y A (0,0413 g/mL a la hora 21,5),
con un error del 9,98% y 10,25%; respectivamente. Estos resultados no se consideraron
para realizar el promedio respectivo ya que superaron el porcentaje de aceptacion 5%.
Las causas por las cuales estos dos resultados presentaron dichos porcentajes de error
pudieron deberse a errores humanos, o pérdidas de la muestra ya que se observd una
pequefia cantidad de la misma derramada fuera del tubo que la contenia. Todos los demas
datos de pesos secos si fueron considerados para realizar el promedio (g/mL) y asi realizar

posteriores analisis.
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Tabla 54

Resultados obtenidos a partir del método analitico peso seco con
sus respectivos porcentajes de error. Experimento 6 de la matriz
experimental

Peso muestra seca Porcentaje de error
Tiempo [g/mL] experimental

[h] [%]

A+ B++ C+++ A+ B++ C+++
0,0* 0,312 01121 0,1303 534 998 4,64
0,0 0,1298 0,1305 0,1295 0,10 044 0,33
6,0 0,1140 0,1144 01141 016 019 0,02
120  0,0926 0,0924 00915 042 027 0,70
18,0  0,0718 0,0717 00717 0,13 0,08 0,05
215 00413 00610 00614 10,25 4,81 543
255 00509 00511 0,0509 0,0 0,20 0,10
30,0  0,0417 00428 00426 149 1,00 048
345  0,0389 00397 00395 128 094 0,33
480  0,0391 0,0397 0,0409 195 054 250
59,0  0,0394 0,0400 00404 135 015 1,20

Condiciones de operacién: pH (4), temperatura (35°C) y concentracion
de levadura (3g/L).

*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.
cerevisiae). *Primera muestra. **Segunda muestra. ***Tercera muestra.

En la Tabla 20 se muestran los resultados de los promedios de pesos de muestras secas
(g/L), los pesos de biomasa (g/L) y los grados Brix para cada tiempo de muestreo
obtenidos en el experimento 6; y en la Figura 17 se representa — Tiempo [h] vs.
Concentracion de Biomasa [g/L] — con los datos expuestos en la misma tabla, donde se
puede evidenciar que todos los promedios siguieron una buena tendencia con respecto al
crecimiento de levadura S. cerevisiae. Este ensayo finalizé a las 59 horas, no se observo
la fase de adaptacion debido al tiempo de muestreo y si lo hubo fue corto, ya que otro
estudio reportd que esta fase transcurre aproximadamente en la primera hora de
fermentacion (Mufioz, 2013); el crecimiento de biomasa se dio exponencialmente
aproximadamente a partir de las 0 horas, alcanzando el estado estacionario a la hora 34,5
con una concentracion promedio de biomasa de 90,9880 g/L. Otro estudio reporto el
tiempo en el que se estabilizo la fermentacion (mayor consumo de sustrato) pasada la
hora 32, en condiciones de operacion de 33°C y pH de 4 (Leal, Tarantino, Hernandez, y
Moran, 2014).
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Tabla 57
Concentracion de biomasa a partir del método analitico peso seco.
Experimento 6 de la matriz experimental

Ti Promedio peso  Promedio peso Peso

iempo : opri

[h] muestra seca muestra seca biomasa Brix

[9/mL] [9/L] [9/L]

0,0* 0,1307 130,7300 0,0000 17,0
0,0 0,1299 129,9333 0,7967 17,0
6,0 0,1142 114,1533 16,5767 15,0
12,0 0,0922 92,1667 38,5633 12,0
18,0 0,0717 71,7200 59,0100 10,0
21,5 0,0612 61,2200 69,5100 9,0
255 0,0510 50,9933 79,7367 7,5
30,0 0,0424 42,3533 88,3767 6,5
34,5 0,0399 39,9400 90,7900 6,0
48,0 0,0399 39,9193 90,8107 6,0
59,0 0,0394 39,3667 91,3633 6,0

Condiciones de operacion: pH (4), temperatura (35°C) y concentracion de

levadura (3g/L).

*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.
cerevisiae).
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Figura 44. Concentracién de biomasa en fermentacion discontinua con las
condiciones de operacion de pH (4), temperatura (35°C) y concentracion de
levadura (3g/L) aplicando el método analitico de peso seco.
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En ninguno de los experimentos realizados se pudo observar la fase de declive, debido a
que este trascurre durante un tiempo tres o cuatro veces mas largo que la de crecimiento
(Hidalgo, 2010). En otro estudio realizado la fase de declive se alcanzo a las 500 horas
(Raynal, et al., 2011), es asi que en uno de los pre — experimentos de este estudio se llegd
hasta las 336 horas y ni este tiempo fue suficiente para evidenciar dicha fase, este ensayo
no se prolongd por méas tiempo ya que el objetivo principal fue alcanzar la maxima

concentracion de biomasa, la misma que se obtuvo al llegar al estado estacionario.
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Figura 47. Variacion de los grados Brix en fermentacion discontinua con las
condiciones de operacion de pH (4), temperatura (35°C) y concentracion de
levadura (3g/L).

En la Figura 18 se representa — Tiempo [h] vs. Grados Brix — con los datos expuestos en
la Tabla 20, donde se observa el comportamiento exponencial en la reduccién de los
grados Brix desde la hora 0 hasta la hora 30, la reduccion ocurre debido a la presencia de
la enzima invertasa que hace que la levadura consuma sustrato a medida que actlia sobre
la sacarosa produciendo azUcares reductores (glucosa y fructuosa), los cuales son mas
simples y la levadura puede asimilarlos con mayor facilidad; el estado estacionario se

observo a partir de la hora 34,5 con un valor de 6,0 grados Brix, siendo constante este
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valor a través del tiempo, indicando que el proceso ya termind, esto probablemente ocurre
porque la levadura consumi6 todos los azlcares fermentables que podia y Unicamente
queda en la matriz del sustrato los iones, la materia organica y los sélidos que no se
transforman y que constituyen esos grados Brix finales. En todos los experimentos
realizados en este estudio se evaluaron los grados Brix, obteniendo como resultado final
6 grados en practicamente todos los ensayos; ademas se mantuvo constante el pH hasta
el final del proceso, ya que, como productos de la fermentacion alcohdlica, ademas de
etanol y CO>, se obtienen &cidos organicos (lactico, succinico, malico, entre otros) que,
aunque se producen en pequefia cantidad afectan a los valores de pH provocando un
descenso del mismo, igualmente la formacion de CO: influye en la acidificacion del
medio, ya que al tratarse de medio acuoso parte del CO; generado se disuelve en el
mucilago formando &cido carbonico (Herndndez, 2017), es asi que durante las primeras
24 horas de fermentacion se requirié constantemente la adicion de una solucién de NaOH

1N, pasado este tiempo esta variacion fue menor.

4.1.1.2. Correlacion de las variables del disefio experimental.
En la Tabla 21 se muestran los resultados obtenidos en cada ensayo de la matriz
experimental realizados durante este estudio.

Tabla 60

Concentraciones de biomasa aplicando el método analitico peso
seco a diferentes condiciones de operacion

Condiciones de Promedio de
Experimento operacion concentracién Final
X4 X2 b X3¢ [g/L]
1 25 40 1 89,4533
2 35 40 1 90,5267
3 25 50 1 84,5556
4 35 50 1 86,1311
5 25 40 3 92,0067
6 3% 40 3 90,9880
7 25 50 3 67,9444
8 3% 50 3 78,1378
9 30 45 2 77,3667
9 30 45 2 68,3578

2 Temperatura (°C). ® pH. ¢ Concentracién de Levadura (g/L).
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Los resultados de la concentracion final de biomasa del experimento 9 y su réplica fueron
77,3667 g/L y 68,3578 g/L, respectivamente; estos valores tienen un porcentaje de error
de 6,18% entre si, esta variacion pudo deberse a la baja reproducibilidad que tiene el
método empleado, sin embargo, ambos valores fueron considerandos para el analisis de

la matriz experimental.

En la Tabla 22 se muestra la matriz de disefio estadistico de experimentos para considerar

el efecto de las variables en el proceso.

Tabla 63
Matriz de disefio estadistico
Experimento X Xp®  X5© y

1 -1 -1 -1 89,4533
2 1 -1 -1 90,5267
3 -1 1 -1 84,5556
4 1 1 -1 86,1311
5 -1 -1 1 92,0067
6 1 -1 1 90,9880
7 -1 1 1 67,9444
8 1 1 1 78,1378
9 0 0 0 72,8622

a Temperatura (°C). ® pH. ¢ Concentracion de Levadura (g/L).

En la Tabla 23 se muestran las interacciones de los efectos (variables), las cuales se
obtuvieron aplicando el disefio estadistico de experimentos en el software Statgraphics®
Centurion XVI. I1.

Tabla 66
Resultados de las interacciones de los efectos
Coeficientes codificados Valor
Promedio Bo 83,6229
Xq? B1 1,4779
X2 B> -5,7757
Xs° B3 -2,6987
X1 X2 B12 1,4643
X1+ X3 B1s 0,8157
X2+ X3 Bo2s -3,4524
X1+ X2+ X3 Bi23 1,3388
@ Temperatura (°C). ® pH. ¢ Concentracion de
Levadura (g/L).
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El valor Bo = 83,6229 indica alrededor de qué valor han variado las respuestas. También
corresponde al valor predicho en el centro del dominio, sin embargo, de forma
experimental se obtuvo que el valor en el centro del dominio fue 72,8622; esta diferencia

indica que se podria ajustar el dominio experimental.

Los efectos se representaron en un diagrama de Pareto (Figura 19) para asi visualizar
cémo influyen los efectos principales, las interacciones dobles y la interaccion triple en
la variable de respuesta (concentracion de biomasa). El efecto principal que tuvo mayor
impacto fue el pH y el de menor impacto fue la interaccion doble de la temperatura con
la concentracion de levadura. Otro estudio report6 que la temperatura (Macias y Saavedra,
2017) es una de las variables mas importantes, sin embargo, los efectos de las concentraciones

de azlcares y el pH también son significativos (Mufioz, 2013).

B:pH

"4

| I—
(I
BC
C:Con.Levadura
A:Temperatura
AB

ABC

AC

3 6 9 12 15
Figura 50. Pareto de efectos estimados para la concentracion de biomasa.

Adicionalmente, se efectué una manipulacion de las variables en el diagrama de Pareto y
se identifico una mejora en nivel de significancia como se muestra en la Figura 20.

Para aplicar un andlisis estadistico ANOVA es necesario realizar cuando menos dos
réplicas del experimento para estimar una suma de cuadrados del error (Gutiérrez y
Salazar, 2008).
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Figura 53. Pareto para la concentracion de biomasa sin considerar algunos efectos

4.1.1.2.1. Efectos principales.

En la Figura 21 se muestran los efectos principales, en donde se observé que un cambio
en los niveles de temperatura de 25 a 35 °C gener6 un incremento en la concentracion
final de biomasa; mientras que al variar el pH de 4 a 5 provoco una fuerte disminucién
en la variable de salida y en cuanto a la concentracion de levadura un aumento de 1 a 3

g/L indujo a que la variable analizada disminuya.

Efectos Principales

92 - =

g9 — —

83 —

80

Concentracion de Biomasa (g/L)
I 1 ]

(i

-1.0 1.0 -1.0 1.0 -1.0 1.0
Temperatura pH Con.Levadura

Figura 56. Representacion de los efectos principales para la concentracion de biomasa.
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4.1.1.2.2. Interacciones dobles.

En la Figura 22 se muestran las interacciones dobles.

Interacciones Dobles

91

87

83

79

75

Concentracion de Biomasa (g/L)

L L L LI LA o
+
+
+
Lova o b b b ol

71

AB AC BC

Figura 59. Representacion de las interacciones dobles para la concentracion de biomasa.
A: Temperatura (°C). B: pH. C: concentracién de levadura (g/L).

= AB (Temperatura — pH): En esta interaccion en particular se observé que si se trabaja
con pH de 4 practicamente da lo mismo utilizar cualquiera de las dos temperaturas;
mientras que con pH de 5 si se trabaja con una temperatura de 35 °C la concentracién
final de biomasa aumenta.

= AC (Temperatura — Concentracion de levadura): En esta interaccion se observé que
si se trabaja con una concentracion de levadura de 1 g/L no existe mayor cambio en
la variable de salida al aumentar la temperatura; mientras que si se trabaja con 3 g/L
si existe un mayor incremento en la concentracion final de biomasa al utilizar una
temperatura de 35 °C.

= BC (pH - Concentracién de levadura): En esta interaccion se observé que, si se trabaja
con pH de 4, practicamente da lo mismo utilizar cualquiera de las dos concentraciones
de levadura; mientras que con pH de 5 la concentracion final de biomasa disminuye,

siendo esto mas notorio cuando se utiliza la concentracion de levadura de 3 g/L.
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4.1.1.2.3. Interaccion Triple.

El valor B123 indica en qué grado el efecto de un factor depende del valor combinado de
los otros dos factores. En este caso, el valor es similar a un principal que es la temperatura

y a la interaccion doble de la temperatura con el pH.

En la Figura 23 se muestra la representacion geométrica del disefio factorial 23, para este
estudio.

67,9444 78,1378
92,0067 90,9880
Concentracion
de Levadura 84,5556 86,1311,/ 1.0
pH
1.0L/89.4533 90,5267,/
-1.0 Temperatura 1.0

Figura 62. Gréafico de cubo y respuesta predicha para la
concentracion de biomasa.

De la Figura 21 y la Figura 22 se concluye que hay tres condiciones que aumentan la
concentracion final de biomasa: (-1, -1, 1) = (25 °C, 4,3 ¢g/L); (1,-1,1) = (35 °C, 4, 3
g/L)y(1,-1,-1)=(35°C, 4, 1 g/L). Esto también se puede apreciar en la grafica de cubo
de la Figura 23, en la que se aprecia la respuesta predicha en cada punto del disefio. La
prediccién en cada punto del disefio, en unidades codificadas, esta dado por la Ecuacion
17.

Ecuacion 17: Ecuacion polinomial de los resultados de la concentracion de biomasa.

y = 83,6229 + 1,4779X, — 5,7757X, — 2,6987X5 + 1,4643X, X,+. ..
4 0,8157X, X5 — 3,4524X, X5 + 1,3388X, X, X5
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La prediccién en cada punto del disefio, en unidades codificadas, sin considerar las
interacciones dobles de: temperatura — pH y temperatura — concentracion de levadura; y
la interaccion triple: temperatura — pH — concentracion de levadura, esta dado por la

Ecuacién 18.

Ecuacion 18: Ecuacion polinomial de los resultados de la concentracion de biomasa, sin
considerar algunos efectos.

y = 83,6229 + 1,4779X; — 5,7757X, — 2,6987X5 — 3,4524X,X,

En la Figura 23, comparando la respuesta predicha en la cara frontal contra la cara
posterior, se nota que todos los experimentos donde el pH trabaja en su nivel bajo,
producen mayor concentracion final de biomasa que cuando este pH se encuentra en su
valor alto. Las respuestas predichas en los tres puntos éptimos son: 92,0067 g/L, 90,9880
g/L y 90,5267 g/L.

Con base en lo anterior, se decidié realizar una comparacion de estos valores con las
concentraciones de alcohol obtenidos bajo las mismas condiciones de operacién en otro
estudio mencionado en el apartado 3.3.4.2., conjuntamente se analizo el tiempo que tomo

obtener dichos valores.

4.1.1.3. Parametros 6ptimos de operacion.

En Tabla 24 se muestran los resultados 6ptimos de las concentraciones finales de biomasa
y de alcohol con sus respectivos tiempos, los mismos se representaron graficamente
(Figura 24) para asi visualizar cuales fueron las condiciones mas Optimas de operacion,
en donde se pudo evidenciar que los mejores resultados con respecto a la concentracién
de alcohol y tiempo correspondieron a la concentracidn final de biomasa de 90,9880 g/L;
razén por la cual se concluyé que las condiciones 6ptimas de operacion fue (1, -1, 1) =
(35 °C, 4, 3 g/L); estos valores son consistentes con los reportados en otro estudio: 33 °C

y pH de 4 (Leal, Tarantino, Hernandez, y Moran, 2014).
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Tabla 69

Comparacion de las concentraciones finales
de biomasa y etanol con sus respectivos
tiempos de fermentacién alcohélica

Concentracion Final

i [o/L]

Biomasa Alcohol
58,00 90,5267 20,1425
80,75 92,0067 21,1016
34,50 90,9880 21,8269

Adicionalmente una vez determinada las condiciones éptimas de operacion se realizé una
réplica de la misma (Anexo 2), cuyo resultado fue 91,3333 g/L, es decir con un porcentaje

de error del 0,19% entre ambos experimentos.

100 100
%0 —— L
a0 L &0
- . -
ém 0
= 50+ - B0 -
2 g
=] =
'i =0 4 L5 &
£ 2
S - L B
S - L 3
20 - L 20
10 1 L 10
0 0

(35°C, 4, 1g/L) (25°C, 4, 3glL) (35°C, 4, 3g/L)

Figura 65. Concentraciones finales de biomasa y etanol obtenidos durante el
proceso de fermentacidn discontinua. Simbolos: barra gris, biomasa; barra negra,
etanol; linea continua, tiempo.

4.2. Modelo de Monod

El valor de la tasa de crecimiento especifico (1) de la fermentacion discontinua de etanol
a partir del mucilago de cacao fue de 0,1806 h%, resultado similar (0,197 h) fue reportado

por Macias y Saavedra (2017). La diferencia del 4,34% entre estos valores pudo deberse
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a los diferentes métodos empleados para la determinacion de la produccion de biomasa,
ya que el otro estudio realizé la cuantificacion de levaduras utilizando placas de conteo
directo de levaduras 3M petrifilm; ademas el tiempo de muestreo fue Unicamente por 22

horas.

En la Figura 25 se puede visualizar claramente la fase de crecimiento exponencial de la
concentracion de biomasa en las condiciones 6ptimas de operacion. Los valores de X,
X, t; Y t, fueron 79,7367 g/L; 0,7967 g/L; 25,5h y O h; respectivamente.

100

90

80 A

70

60

50

40

30

Concentracion de Biomasa (g/L)

20

10 -

0 6 12 18 24 30 3% 42 48 54 60 66
Tiempo (h)

Figura 68. Fase exponencial en la curva de produccion de biomasa durante
el proceso de fermentaciéon discontinua de etanol. Simbolos: circulos
cerrados, datos experimentales; linea continua, pendiente de la fase de
crecimiento exponencial.

4.3. Modelo logistico

En la Tabla 25 se muestran los resultados de los parametros cinéticos obtenidos con este

modelo.
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Tabla 72
Parametros cinéticos obtenidos con el modelo
logistico
Parametros Experimental Calculado
Umax (h-l) - 0,2251
X; (g/L) 0,7967 2,9988
Xmax (/L) 90,9880 90,5951

La cinética tipica de crecimiento de biomasa se muestra en la Figura 26, la cual representa

la relacion entre la concentracion de biomasa y el tiempo de fermentacion, incluyendo

tanto los datos experimentales como la curva basada en el modelo cinético logistico.

Concentracion de Bionmsa (g/L)

100

Tienpo (k)

Figura 71. Curva de produccion de biomasa y el resultado de ajustar la
ecuacion logistica integrada a los datos experimentales obtenidos durante el
proceso de fermentacion discontinua de etanol. Simbolos: circulos cerrados,
datos experimentales; linea continua, curva ajustada.

El modelo logistico ajustd muy bien los datos (R? = 0,9861), aunque no incluyd el

consumo de sustrato y los términos de inhibicion del producto como lo hace el modelo

de Andrew y Levenspiel. La curva comienza con una fase de crecimiento rapido donde

la concentracion de biomasa aumenta exponencialmente. El valor calculado de la

concentracion maxima de biomasa (X,,,, = 90,5951g/L) es consistente con el dato
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experimental (X,,,4, = 90,9880g/L). Sin embargo el valor calculado para la concentracién
inicial de biomasa (X; = 2,9988g/L) es mayor al valor determinado experimentalmente
(X; = 0,7961¢g/L), esto probablemente ocurrié debido a que este modelo subestimé la
concentracion de biomasa durante las primeras horas de fermentacion; dado que el
modelo logistico no tiene una fase de latencia, la subestimacién de los datos implica que
de hecho podria haber ocurrido un retraso, razon por la cual se realizdé un nuevo ajuste
empleando la ecuacion de Gompertz modificado para calcular el tiempo de retraso y
verificar si asi se obtiene un mejor ajuste (basado en el R?). El andlisis de los datos
experimentales y estadisticos obtenidos de la fermentacion discontinua de mucilago de
cacao demostro que la ecuacidn logistica resultd ser un modelo cinético apropiado para

describir el crecimiento de biomasa en este sistema en particular.

Los valores de la Tabla 25 se sustituyeron en la Ecuacién 6, quedando de la siguiente
manera:
2,9988g/L * exp(0,2251h~ 1 % t)

1-— [(%) (1 —exp(0,2251h~1 t)]

Se realizé una comparacién de los datos experimentales con los valores predichos por
este modelo, empleando el software StatSoft Statistica 10. Esta correlacion se muestra en
la Figura 27. La funcién que describe esta correlacion tiene la forma y = x. Con base en
el indicador estadistico (R?), cuyo valor fue 0,9967 y dado que todos los puntos se
encuentran en la banda de confianza del 95%, nuevamente se pudo concluir que este
modelo cinético puede prever el comportamiento de este sistema en particular bajo las

condiciones definidas.
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Valores predichos por el modelo bogistico

o 10 0 30 40 50 & ] B o0 100

Figura 74. Correlacion entre la concentracion de biomasa calculada por
el modelo logistico y los datos experimentales. Simbolos: linea
punteada, banda de confianza del 95%; linea continua, coeficiente de
correlacion de 1.

4.4. Modelo de Gompertz modificado

Los valores de la tasa de produccion de biomasa, se muestran en la Figura 28. Se puede
observar que desde el momento de la inoculacion la tasa de produccion de biomasa
aumenta intensamente, a las 12 h alcanza su maximo (3,6644 g/Lh) y luego disminuye
hasta las 48 h, cuando alcanza un valor muy cercano a cero. Dado que este valor siempre
fue positivo durante todo el proceso, se puede concluir que el microorganismo productor
no entra en la fase de muerte y las 48 h pueden ser asumidas como el momento de
transicion del microorganismo productor de la fase exponencial a la fase estacionaria de
crecimiento. La disminucion de este parametro cinético durante las 48 horas, se debe a
que los azucares fueron consumidos por las levaduras en el proceso de fermentacién por
lo que se considera que continuar con este proceso por mas horas seria econémicamente
injustificable. El resultado obtenido muestra un mayor valor al reportado por otro estudio
(Dodi¢ et al., 2012) que empled la misma levadura de panaderia S. cerevisiae; esta
diferencia pudo ocurrir probablemente por la distintas condiciones de temperatura, pH,

concentracion de levadura y tiempo de fermentacion.
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Tawa de prodneciin de Bionmsa (p/Lh)
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Figura 77. Tasa de produccion de biomasa obtenidos durante el proceso de
fermentacion discontinua de etanol en condiciones 6ptimas de operacion.

En la Tabla 26 se muestra los resultados de los parametros cinéticos obtenidos con este
modelo.
Tabla 75

Parametros cinéticos obtenidos con el modelo de
Gompertz modificado

Pardmetros Experimental Calculado
T (9/LhH) 3,6644 3,9044
t; (h) - 2,0622
X; (g/L) 0,7967 3,6636
Xmax (/L) 90,9880 89,4737

El modelo de Gompertz modificado ajusté muy bien los datos (R? = 0,9930), aunque no
incluyo el consumo de glucosa y los términos de inhibicion del producto como el modelo
de Andrew y Levenspiel. Los valores calculados de la tasa de produccién de biomasa (7,
= 3,9044 g/Lh) y la concentracion maxima de biomasa (X4, = 89,4737 g/L) son
consistentes con los datos experimentales (r;,, = 3,6644 g/Lh y X, = 90,9880 g/L). Sin
embargo, el valor calculado para la concentracion inicial de biomasa (X; = 3,6636 g/L) es

mayor al dato experimental (X; = 0,7961 g/L), esto probablemente ocurri6é debido a que
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en la curva experimental no se puedo observar la fase de latencia y la de adaptacién debido
al tiempo de muestreo. Los resultados mostraron que este modelo ajusté los datos
ligeramente mejor que el modelo logistico (basado en el R?). Esto se debid principalmente
a que se ajustaron los datos para la fase de retardo. En general, un modelo con mas
parametros, en este caso t;, tiene un valor R? mas alto (Phukoetphim, et al., 2017). El
tiempo de retraso para este experimento se estimé en 2,0622 h. El valor reportado por
Macias y Saavedra (2017) fue de 2 h, valor fue muy semejante al determinado en este

estudio.

Los valores en la Tabla 26 se sustituyeron en la Ecuacién 8, quedando de la siguiente

manera.

3,9044 - exp(1)
89,4737

X = 3,6636 + { 89,4737 - exp {—exp [ -(2,0622 —t) + 1]}}

En la Figura 29 se observa el ajuste realizado con el modelo de Gompertz modificado.

100

50

Concentracion de Bionmsa (/L)

20 4

10 H

Tiempo (h)
Figura 80. Curva de produccion de biomasa y el resultado de ajustar la
ecuacion de Gompertz modificado a los datos experimentales obtenidos

durante el proceso de fermentacién discontinua de etanol. Simbolos: circulos
cerrados, datos experimentales; linea continua, curva ajustada.
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Valores predichos por el modelo de Gonmpertz
modificado

0 10 .1 30 a0 0 &0 70 50 o 100
Datos Experimentales

Figura 83. Correlacion entre la concentracion de biomasa calculada por
el modelo de Gompertz modificado y los datos experimentales. Simbolos:
linea punteada, banda de confianza del 95%; linea continua, coeficiente de
correlacion de 1.

Se realizé una comparacién de los datos experimentales con los valores predichos por
este modelo, empleando el software StatSoft Statistica 10. Esta correlacion se muestra en
la Figura 30. La funcion que describe esta correlacion tiene la forma y = x. Con base en
el indicador estadistico (R?), cuyo valor fue 0,9981 y dado que todos los puntos se
encuentran en la banda de confianza del 95%, nuevamente se pudo concluir que este
modelo cinético puede prever el comportamiento de este sistema en particular bajo las

condiciones definidas.

4.5. Modelo de Andrew y Levenspiel

En la Tabla 27 se muestran los resultados obtenidos mediante este modelo. La
concentracion maxima de etanol para el crecimiento (Py ,,4,) fue de 18,9683 g/L. La
concentracion maxima de etanol para la fermentacion con etanol (Pp ,,4,) fue de 19,3832
g/L, similar al valor experimental de 21,8269 g/L. La constante de saturacion de etanol

(Ksp) fue 34,9954 g/L. Los parametros K;s y K;p fueron 400 y 250 g/L, respectivamente,
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los cuales fueron relativamente mas bajos en comparacion con S? — (93,125 g/L)? —
(Macias y Saavedra, 2017), lo que indica que el sustrato a concentraciones mas altas
podria inhibir la formacion de productos, especialmente el crecimiento de la levadura. El
coeficiente de mantenimiento celular (m) se fijé en 1,00E-5 h'! debido a que este valor

tuvo un pequerfio efecto en la prediccion del modelo de crecimiento celular.

El rendimiento de biomasa (Yx,s) fue 3 g/g; sin embargo, este valor debe ser menor a la
unidad debido a que no todo el sustrato se consume durante la produccién de biomasa ya
que también es utilizado en otros procesos como el mantenimiento celular. La razén por
la cual se obtuvo este valor alto pudo deberse a que solamente se consider6 el consumo
de glucosa reportado en otro estudio (Macias y Saavedra, 2017) el mismo que se tomo
como referencia para realizar el modelado, sin considerar la fructosa y sacarosa, sustratos
igualmente asimilables por la levadura S. cerevisiae las cuales estan presentes en el
mucilago de cacao, lo que ocasion6 que se obtenga un resultado de rendimiento de
biomasa mayor al tedrico. El rendimiento de etanol (Y ,s) fue de 0,2999 g/g, mayor al
experimental 0,2354 g/g, es decir con una diferencia del 12,05%; sin embargo, ambos
valores son menores al tedrico 0,511 g/g (Vazquez y Dacosta, 2007), ya que alcanzar ese
valor es dificil porque la levadura utiliza la glucosa para la produccién de otros
metabolitos. Si se compara con otros rendimientos obtenidos de procesos fermentativos
a partir de jugo de sorgo dulce: 0,50 g/g (Ariyajaroenwong, et al., 2016) y 0,48 g/g
(Phukoetphim, et al., 2017) puede notarse que son significativamente superiores al de este
estudio, esto puede deberse a las diferentes fuentes de azlcar en el medio, como son
extractos de levadura, que pueden contribuir significativamente con la cantidad final de
etanol, aumentando el rendimiento del mismo (Farias, De Andrade, y Maugeri-Filho,
2014).

La tasa maxima de produccion especifica de etanol (g,,4,) fue de 1 g/gh, este bajo valor
pudo deberse a que se consideré Unicamente la glucosa como sustrato, es decir si se
considerara la cantidad de sustrato total este valor tendria que incrementar

(Ariyajaroenwong, et al., 2016).
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La tasa de crecimiento especifico maximo (u,,4,) para la produccion de biomasa con el
modelo logistico y el modelo de Andrew y Levenspiel fue de 0,2251 h* y 0,2996 h7,
respectivamente; es decir, se tuvo una diferencia del 14,20% entre ambos modelos con
respecto a este parametro cinético, esto pudo deberse a que el modelo de Andrew y
Levenspiel si considera las constantes de inhibicion del sustrato y del producto (etanol).
La concentracion maxima de biomasa (X,,4,) fue de 88, 3216 g/L siendo consistente con
el valor experimental 90,9880 g/L. Otros valores (0,194 h't y 0,154 h) obtenidos en
fermentaciones de etanol a partir de remolacha azucarera y jugo de sorgo dulce para S.
cerevisiae (Dodi¢, et al., 2012; Phukoetphim, et al., 2017), son menores a los de este
estudio, lo que indicaria que la variacion de este parametro cinético depende de muchos
factores, como la cepa de levadura, el sustrato y las condiciones de operacion en la

fermentacion (Phukoetphim, et al., 2017).

Tabla 78
Parametros cinéticos obtenidos con el
modelo de Andrew y Levenspiel

Pardmetros  Resultado Unidad

Umax 0,2996 ht
Amax 1 g/gh
Ks 11,4492 g/L
Ksp 34,9954 o/L
Kis 400 o/L
Kip 250 g/L
Yx/s 3 g/g
Yp/s 0,2999 a/g
m 1,00E-5 h?t
Px max 18,9683 o/L
04 0,1742 g/L
B 2,2555 g/L

Los valores de los parametros de la Tabla 27 dio un buen ajuste con coeficientes de
determinacion muy buenas (R%>0,90) (Figura 31). Estos valores se sustituyeron en la

Ecuaciones 14, 15y 16, quedando de la siguiente manera:
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= Biomasa
dX X 0,2996S ( Py )0'1742
dt "\ 11,4492 + 5 + > 18,9683
’ 400
=  Etanol:
dPE B X S (1 PE )2,2555
dt " \349954+5 + > 21,8269
! 250
=  Glucosa:
s _1 (dX) M (dPE) +0,00001X
dt ~ 3\dt/  0,2999\ dt ’
100

# Biomaza
A Etanol
m Gucosa

Concentracion (g/1.)
on
=

i I
¢ 6 12 18 M 30 36 42 48 M 60 66 T2 T8 OB S0 %6

Tiempo (h)

Figura 86. Crecimiento de biomasa, consumo de glucosa y produccién de
etanol en la fermentacion discontinua, con el modelo de Andrew y Levenspiel.
Simbolos: figuras solidas, datos experimentales; linea continua, curva
ajustada.

En la Tabla 28 se muestran los coeficientes de determinacion obtenidos ajustando los
datos experimentales de concentracion de biomasa, etanol y glucosa con el modelo de
Andrew y Levenspiel, todos los valores de R? excedieron 0,75 (valor aceptable mas bajo)
(Ariyajaroenwong, et al., 2016), lo que refleja el buen rendimiento del modelo.
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Tabla 81
Coeficientes de determinacion (R?) del modelo
de Andrew y Levenspiel

Modelo R? Interpretacion
Biomasa 0,9794 Precision muy alta*
Etanol 0,9414 Precision muy alta*

Glucosa 0,9618 Precision muy alta*
* (Ariyajaroenwong, et al., 2016).

Se realizé una comparacién de los datos experimentales con los valores predichos por
este modelo, empleando el software StatSoft Statistica 10. Esta correlacion se muestra en
la Figura 32; como se puede ver, aparte de los valores muy altos de R?, la mayoria de los
puntos de datos se encuentran en la banda de prediccién del 95%. Esto demuestra que
este modelo se puede utilizar de forma dptima para describir el perfil de biomasa, etanol

y glucosa.

100
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Figura 89. Correlacion entre la concentracion de biomasa, etanol y
glucosa calculados por el modelo de Andrew y Levenspiel y los datos
experimentales. Simbolos: linea punteada, banda de confianza del 95%;
linea continua, coeficiente de correlacion de 1.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Las nueve curvas de crecimiento de biomasa obtenidas mediante el método analitico peso
seco presentaron el patron tipico de crecimiento microbiano, donde se visualizaron las
diferentes fases; siendo este método adaptable al proceso fermentativo con residuo
mucilaginoso de cacao CCN — 51, y ademas ventajoso ya que no requiere de muchos

recursos para su aplicacion.

La fase de latencia se pudo apreciar Unicamente en cuatro curvas, debido a que el tiempo
de esta era demasiado corto, mientras que la fase exponencial se observé claramente en
todas ellas. El estado estacionario se alcanz6 a diferentes tiempos, siendo el menor 34,5
horas y el mayor 166,5 horas, correspondientes a los experimentos 6 y 1, respectivamente.
La fase de declive no se observo en ninguna curva debido a que resultd innecesario el
gasto de recursos ya que el objetivo de este estudio fue alcanzar la maxima concentracion

de biomasa, la misma que se obtuvo al llegar al estado estacionario.

Una medida indirecta que se utiliz6 para conocer el momento en que la fermentacién
alcanzaba el estado estacionario, fueron los grados Brix, debido a que este valor lleg6 a
ser constante al mismo tiempo que la concentracion de biomasa lo cual significaba que
los azUcares asimilables del residuo mucilaginoso practicamente se habian consumido por

completo.

Al aplicar el disefio factorial 23 para estudiar el efecto de las variables del proceso de
fermentacion discontinua de etanol el factor que mayor influyé fue el pH, siendo factores
menos influyentes la concentracion de levadura S. cerevisiae y la temperatura; ademas se
observo que existian tres condiciones favorables de operacion, razon por la cual se realizo
una comparacion con la concentracion de etanol para residuo mucilaginoso;
adicionalmente se analizé el tiempo de produccion de biomasa siendo este factor lo que
determind las condiciones optimas de operacion (1, -1, 1) = (35°C, 4, 3g/L) obteniendo
una concentracion final de biomasa de 90,9880 g/L; sin embargo las concentraciones de
90,5267 g/L (35°C, 4, 1g/L) y 92,0067 (25°C, 4, 3g/L), son muy semejantes al valor
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Optimo, pero a pesar de las ventajas econdmicas que pudieran tener; como reduccion de
materia prima inicial (levadura) y disminucion de consumo energeético, respectivamente,

se ven opacadas por el tiempo que requieren para alcanzar dichas concentraciones.

En este estudio, se utilizaron dos modelos cinéticos empiricos para describir el
crecimiento de biomasa durante la fermentacion discontinua sin adicion de nutrientes. El
modelo logistico, y modelo de Andrew y Levenspiel pronunciaron de manera aceptable
el perfil de biomasa en la fase de crecimiento exponencial. Sin embargo, el modelo
logistico no pudo estimar la concentracion de biomasa durante la etapa inicial, ya que este

no considera la fase de latencia.

Los resultados de las simulaciones de los modelos mostraron un buen ajuste con los datos
experimentales obtenidos en diferentes tiempos de fermentacion. La concentracion de
biomasa podria expresarse mediante la ecuacion logistica y el modelo de Andrew y
Levenspiel con una precision muy alta (R%>0,90). Ambos modelos presentan una buena
aplicabilidad para predecir y controlar sistemas fermentativos con el mucilago de cacao
CCN - 51.

De acuerdo a los resultados experimentales obtenidos en este estudio, el mucilago de
cacao CCN — 51, puede llegar a convertirse en una importante materia prima en la
obtencion de bioetanol, ya que contiene gran cantidad de azucares fermentables, no
requiere de tratamientos previos y es de facil adquisicion debido a que proviene de los

residuos de la abundante actividad cacaotera del pais.
5.2. Recomendaciones

Para un analisis estadistico apropiado se deberia realizar réplicas de los experimentos,
siendo un minimo de dos, con la finalidad de comprobar los resultados obtenidos en este
estudio, o emplear otro tipo de disefio experimental como por ejemplo la metodologia de

superficies de respuesta.
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Para aumentar la concentracion de biomasa durante la fermentacion discontinua de etanol
se podria trabajar con mayores concentraciones de levadura, pero manteniendo constantes

los parametros Optimos de temperatura y pH determinados en este estudio.

Para garantizar las constantes o pardmetros cinéticos obtenidos mediante el modelo de
Andrew y Levenspiel en este estudio, se deberia realizar otros experimentos con
diferentes concentraciones iniciales de azucar, validando los resultados mediante los
coeficientes de determinacion (R?) los cuales deben exceder 0,75 (valor aceptable mas
bajo).

Se deberia determinar p,,4, experimentalmente para confirmar el valor obtenido en este
estudio; asi mismo se deberia emplear un método que cuantifique los azlcares totales del

residuo mucilaginoso.

Con la finalidad de conocer la viabilidad econdmica al realizar fermentaciones con
mucilago de cacao CCN — 51, se deberia realizar un estudio econémico sobre la
rentabilidad del proceso, mediante la determinacion de los costos que supondria llevarlo

escala industrial.
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ANEXOS

Anexo 1. Resultados del pre — experimento realizado durante 336 horas (14 dias)

En la Tabla 29 se muestran los resultados obtenidos de los promedios de pesos de
muestras secas (g/L), los pesos de biomasa (g/L) y los grados Brix para cada tiempo de
muestreo.

Tabla 84

Resultados del pre — experimento, en condiciones de operacion de pH (4),
temperatura (35°C) y concentracion de levadura (3g/L)

Ti Promedio peso ~ Promedio peso Peso

iempo : opri

[h] muestra seca muestra seca biomasa Brix

[9/mL] [9/L] [9/L]

0 0,1392 139,1800 0,0000 17,0
12 0,0807 80,7200 58,4600 11,0
24 0,0503 50,2733 88,9067 7,00
36 0,0477 47,6867 91,4933 6,0
48 0,0479 47,9000 91,2800 6,0
60 0,0479 47,9193 91,2607 6,0
72 0,0479 47,8800 91,3000 6,0
84 0,0478 47,7867 91,3933 6,0
96 0,0470 47,0267 92,1533 6,0
108 0,0462 46,1600 93,0200 6,0
120 0,0484 48,4133 90,7667 6,0
144 0,0502 50,1533 89,0267 6,0
168 0,0482 48,1667 91,0133 6,0
192 0,0488 48,8067 90,3733 6,0
216 0,0472 47,1867 91,9933 6,0
240 0,0488 48,8333 90,3467 6,0
264 0,0492 49,2333 89,9467 6,0
288 0,0489 48,8933 90,2867 6,0
336 0,0493 49,2933 89,8867 6,0

*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.

cerevisiae).

En la Figura 33 se representa — Tiempo [h] vs. Concentracion de Biomasa [g/L] — con los

datos expuestos en la Tabla 29.
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Figura 92. Curva de produccion de biomasa del pre — experimento, en
condiciones de operacion de pH (4), temperatura (35°C) y concentracion de
levadura (3g/L).
En la Figura 33 se pudo evidenciar que todos los promedios siguieron una buena
tendencia con respecto al crecimiento de levadura S. cerevisiae. Este ensayo finalizo a las
336 horas, no se observd la fase de adaptacion debido al tiempo de muestreo ya que si lo
hubo fue corto; el crecimiento de biomasa se dio exponencialmente aproximadamente a
partir de las 0 horas, alcanzando el estado estacionario a la hora 36, con una concentracion

promedio de biomasa de 90,9713 g/L y 6,0 grados Brix.
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Anexo 2. Resultados del método analitico peso seco

2.1. Experimento 1 de la matriz experimental.

En la Tabla 30 se muestran los resultados obtenidos en el experimento 1, asi como sus
respectivos porcentajes de error, los cuales fueron calculados empleando la Ecuacion 12.

Tabla 87

Resultados obtenidos a partir del método analitico peso seco con
sus respectivos porcentajes de error. Experimento 1 de la matriz
experimental

Porcentaje de error
. Peso muestra seca ;
Tiempo [g/mL] experimental

[h] [%]

A+ B++ C+++ A+ B++ CH++
0,0* 0,1351 0,1340 0,1318 1,13 025 1,38
0,0 0,1341 0,1323 0,1335 0,60 0,75 0,15
6,0 0,1318 0,1312 0,1334 0,25 0,73 0,98
12,0 0,1252 0,1246 0,1259 0,01 0,50 0,51
18,0 0,1195 0,1198 0,1187 0,13 0,36 0,49
24,0 0,1126 0,1130 0,1126 0,13 0,21 0,08
30,0 0,1086 0,1090 0,1069 0,39 0,78 1,18
34,5 0,1012 0,0986 10,0979 1,98 0,66 1,32
46,5 0,0905 0,0913 0,0920 0,85 0,07 0,77
58,5 0,0798 0,0803 0,0808 0,64 0,03 0,61
70,5 0,0694 0,0692 0,0688 0,39 0,10 0,48
82,5 0,0592 0,0587 10,0588 0,53 032 0,22
94,5 0,0520 0,0520 0,0533 0,81 089 1,70
106,5 0,0483 0,0488 10,0479 0,01 0,88 0,90
118,5 0,0466 0,0464 0,0463 0,30 0,04 0,34
166,5 0,0444 10,0445 0,0436 0,56 0,78 1,34

Condiciones de operacién: pH (4), temperatura (25°C) y concentracion
de levadura (1g/L).

*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.
cerevisiae). *Primera muestra. **Segunda muestra. ***Tercera muestra.

En el experimento 1 de la matriz experimental no se elimind ningun resultado de peso
seco, ya gue todos los datos de encontraron dentro del rango de aceptacion 5%, es decir
todos fueron considerados para realizar el promedio de muestra seca (g/mL) y asi realizar

posteriores analisis.
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En la Tabla 31 se muestran los resultados de los promedios de pesos de muestras secas
(g/L), los pesos de biomasa (g/L) y los grados Brix para cada tiempo de muestreo
obtenidos en el experimento 1; y en la Figura 34 se representa — Tiempo [h] vs.
Concentracion de Biomasa [g/L] — con los datos expuestos en la misma tabla, donde se
puede evidenciar que todos los promedios siguieron una buena tendencia con respecto al
crecimiento de levadura S. cerevisiae. Este ensayo finalizo a las 166,5 horas, se observo
la fase de adaptacion hasta la hora 6; el crecimiento de biomasa se dio exponencialmente
a partir de las 6 horas, alcanzando el estado estacionario a la hora 166,5 con una
concentracion de biomasa de 89,4533 g/L y 6,0 grados Brix.

Este experimento no se realiz6 hasta obtener tres valores de concentracidon de biomasa en
el estado estacionario debido a que el tiempo de muestreo se hubiese alargado demasiado,
siendo innecesario el gasto de recursos, ya que con un solo valor se tuvo un aproximado
de la concentracion méaxima de biomasa.

Tabla 90

Concentracion de biomasa a partir del método analitico peso seco.
Experimento 1 de la matriz experimental

Ti Promedio peso  Promedio peso Peso

iempo . oRri

[h] muestra seca muestra seca biomasa Brix

[g/mL] [o/L] [o/L]

0,0* 0,1336 133,6267 0,0000 17,0
0,0 0,1333 133,3000 0,3333 17,0
6,0 0,1321 132,1267 1,5000 16,0
12,0 0,1252 125,2467 8,3800 155
18,0 0,1193 119,3267 14,3000 15,0
24,0 0,1127 112,7267 20,9000 14,5
30,0 0,1082 108,1533 25,4733 13,5
34,5 0,0993 99,2533 34,3733 13,5
46,5 0,0913 91,2533 42,3733 12,5
58,5 0,0803 80,2733 53,3533 11,0
70,5 0,0691 69,1333 64,4933 10,0
82,5 0,0589 58,9067 74,7200 9,0
94,5 0,0524 52,4267 81,2000 8,0
106,5 0,0483 48,3333 85,2933 7,5
118,5 0,0464 46,4200 87,2067 7,0
166,5 0,0442 44,1733 89,4533 6,0

Condiciones de operaciéon: pH (4), temperatura (25°C) y concentracion de

levadura (1g/L).

*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.

cerevisiae).
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Figura 95. Curva de crecimiento biomasa en fermentacion discontinua
con las condiciones de operacion de pH (4), temperatura (25°C) y
concentracion de levadura (1g/L) aplicando el método analitico de peso
seco.

2.2. Experimento 2 de la matriz experimental.

En la Tabla 32 se muestran los resultados obtenidos en el experimento 2, asi como sus

respectivos porcentajes de error, los cuales fueron calculados empleando la Ecuacion 12.

En el experimento 2 de la matriz experimental no se elimin6 ningdn resultado de peso
seco, Yya gue todos los datos de encontraron dentro del rango de aceptacion 5%, es decir
todos fueron considerados para realizar el promedio de muestra seca (g/mL) y asi realizar

posteriores analisis.
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Tabla 93

Resultados obtenidos a partir del método analitico peso seco con
sus respectivos porcentajes de error. Experimento 2 de la matriz
experimental

Porcentaje de error
experimental
[%]

A" B CH A" B~  C
0* 0,1310 0,1301 0,1310 0,21 0,46 0,24
0 0,1301 0,1299 0,1311 0,20 0,36 0,56
6 0,1197 0,1202 0,1227 0,9 055 151
12 0,1116 0,1120 0,1045 2,06 243 4,49
18 0,0991 0,0996 0,0992 0,21 0,30 0,09

24 0,0882 0,0871 0,0865 1,08 0,20 0,89

30 0,0748 0,0748 0,0749 0,02 0,10 0,12

33 0,0682 0,0676 0,0680 042 055 0,13

45 0,0487 0,0483 0,0470 156 0,60 2,15

58 0,0413 0,0414 0,0410 0,23 0,32 0,55

70 0,0401 0,0399 0,0398 042 0,08 0,33

82 0,0398 0,0396 0,0388 0,91 0,61 152
Condiciones de operacién: pH (4), temperatura (35°C) y concentracion
de levadura (1g/L).

*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.
cerevisiae). *Primera muestra. **Segunda muestra. ***Tercera muestra.

. Peso muestra seca
T"Empo [g/mL]

En la Tabla 33 se muestran los resultados de los promedios de pesos de muestras secas
(g/L), los pesos de biomasa (g/L) y los grados Brix para cada tiempo de muestreo
obtenidos en el experimento 2; y en la Figura 35 se representa — Tiempo [h] vs.
Concentracion de Biomasa [g/L] — con los datos expuestos en la misma tabla, donde se
puede evidenciar que todos los promedios siguieron una buena tendencia con respecto al
crecimiento de levadura S. cerevisiae. Este ensayo finalizé a las 82 horas, no se observo
la fase de adaptacion debido al tiempo de muestreo y si lo hubo fue corto; el crecimiento
de biomasa se dio exponencialmente aproximadamente a partir de las 0 horas, alcanzando
el estado estacionario a la hora 58, con una concentracion promedio de biomasa de
90,5267 g/L y 6,0 grados Brix.
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Tabla 96
Concentracion de biomasa a partir del método analitico peso seco.
Experimento 2 de la matriz experimental

Ti Promedio peso  Promedio peso Peso

iempo ; oRyi

[h] muestra seca muestra seca biomasa Brix

[9/mL] [9/L] [9/L]

0* 0,1307 130,7200 0,0000 17,0
0 0,1304 130,3667 0,3333 17,0
6 0,1209 120,8600 9,8600 15,0
12 0,1094 109,3867 21,3333 14,0
18 0,0993 99,3267 31,3933 13,0
24 0,0873 87,2933 43,4267 11,5
30 0,0749 74,8533 55,8667 10,5
33 0,0680 67,9533 62,7667 9,5
45 0,0480 47,9933 82,7267 7,5
58 0,0412 41,2467 89,4733 6,0
70 0,0399 39,9333 90,7867 6,0
82 0,0394 39,4000 91,3200 6,0

Condiciones de operacion: pH (4), temperatura (35°C) y concentracion de

levadura (1g/L).

*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.

cerevisiae).

100

Concentracion de Bionmsa (g/L)
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Tienpo (h)
Figura 98. Curva de crecimiento de biomasa en fermentacién discontinua con

las condiciones de operacion de pH (4), temperatura (35°C) y concentracion
de levadura (1g/L) aplicando el método analitico de peso seco.
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2.3. Experimento 3 de la matriz experimental.

En la Tabla 34 se muestran los resultados obtenidos en el experimento 3, asi como sus

respectivos porcentajes de error, los cuales fueron calculados empleando la Ecuacion 12.

Tabla 99

Resultados obtenidos a partir del método analitico peso seco con sus
respectivos porcentajes de error. Experimento 3 de la matriz
experimental

, Peso muestra seca Porcentaje de error
Tiempo [g/mL] experimental

[h] [%]

AT B = AT B oo
0,0~ 01376 0,1323 0,1360 1,72 221 0,49
0,0 0,1331 0,1349 0,1369 1,38 005 1,43
6,0 0,1289 0,1362 0,1355 349 2,03 1,46
12,0 0,1189 10,1183 0,118 0,17 032 0,15
18,0 0,1085 0,1074 0,1058 1,22 0,16 1,37
24,0 0,0933 0,0945 00931 033 089 0,56
30,0 0,0793 0,0744 00761 351 284 0,67
34,5 0,0702 0,0739 0,0683 0,89 442 3,52
46,5 0,0519 0,0574 0,0567 6,27 3,75 2,52
58,5 0,0532 0,0531 0,533 000 019 0,19
70,5 0,0507 0,0507 0,0503 023 028 0,51
82,5 0,0503 00509 00515 124 001 1,23
94,5 0,0509 0,0509 0,0504 039 028 0,67

Condiciones de operacion: pH (5), temperatura (25°C) y concentracion de
levadura (1g/L).

*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.
cerevisiae). *Primera muestra. **Segunda muestra. ***Tercera muestra.

En el experimento 3 de la matriz experimental se elimino el resultado de peso seco de la
muestra A (0,0519 g/mL a la hora 46,5), con un error de 6,27%. Este resultado no se
considero para realizar el promedio respectivo ya que super6 el porcentaje de aceptacion
5%. Las causas por las cuales estos dos resultados de pesos secos presentaron dichos
porcentajes de error pudieron deberse a errores humanos, o pérdidas de la muestra ya que
se observo una pequefia cantidad de la misma derramada fuera del tubo que la contenia.
Todos los demas datos de pesos secos si fueron considerados para realizar el promedio

(g/mL) y asi realizar posteriores analisis.
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En la Tabla 35 se muestran los resultados de los promedios de pesos de muestras secas
(g/L), los pesos de biomasa (g/L) y los grados Brix para cada tiempo de muestreo
obtenidos en el experimento 3; y en la Figura 36 se representa — Tiempo [h] vs.
Concentracion de Biomasa [g/L] — con los datos expuestos en la misma tabla, donde se
puede evidenciar que todos los promedios siguieron una buena tendencia con respecto al
crecimiento de levadura S. cerevisiae. Este ensayo finaliz6 a las 94,5 horas, se observo la
fase de adaptacion hasta la hora 6; el crecimiento de biomasa se dio exponencialmente a
partir de las 6 horas, alcanzando el estado estacionario a la hora 70,5 con una
concentracion promedio de biomasa de 84,5556 g/L y 6,0 grados Brix.
Tabla 102

Concentracion de biomasa a partir del método analitico peso seco.
Experimento 3 de la matriz experimental

. Promedio peso  Promedio peso Peso
Tiempo : oRri
[h] muestra seca muestra seca biomasa Brix
[9/mL] [9/L] [9/L]
0,0* 0,1353 135,2933 0,0000 17,0
0,0 0,1350 134,9667 0,3333 17,0
6,0 0,1335 133,5133 1,7800 16,5
12,0 0,1187 118,6600 16,6333 15,0
18,0 0,1072 107,2333 28,0600 13,5
24,0 0,0936 93,6467 41,6467 12,5
30,0 0,0766 76,6133 58,6800 12,5
34,5 0,0708 70,8133 64,4800 10,0
46,5 0,0571 57,0600 78,2333 7,5
58,5 0,0532 53,1800 82,1133 6,5
70,5 0,0506 50,6000 84,6933 6,0
82,5 0,0509 50,8933 84,4000 6,0
94,5 0,0507 50,7200 84,5733 6,0
Condiciones de operacién: pH (5), temperatura (25°C) y concentracion de
levadura (1g/L).
*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.
cerevisiae).
(0]
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Figura 101. Curva de crecimiento de biomasa en fermentacion discontinua
con las condiciones de operacién de pH (5), temperatura (25°C) y
concentracién de levadura (1g/L) aplicando el método analitico de peso seco.

2.4. Experimento 4 de la matriz experimental.

En la Tabla 36 se muestran los resultados obtenidos en el experimento 4, asi como sus

respectivos porcentajes de error, los cuales fueron calculados empleando la Ecuacion 12.

En el experimento 4 de la matriz experimental no se elimind ningln resultado de peso
seco, ya que todos los datos de encontraron dentro del rango de aceptacion 5%, es decir
todos fueron considerados para realizar el promedio de muestra seca (g/mL) y asi realizar

posteriores analisis.
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Tabla 105

Resultados obtenidos a partir del método analitico peso seco con
sus respectivos porcentajes de error. Experimento 4 de la matriz

experimental

Peso muestra seca

Porcentaje de error

i experimental
i (o/mt] "o

A+ B++ C+++ A+ B++ C+++
0,0* 0,1322 10,1337 0,1245 1,58 2,73 4,32
0,0 0,1299 10,1297 0,1298 0,08 0,08 0,00
6,0 0,1283 10,1285 0,1301 0,52 0,34 0,86
12,0 0,1150 0,1144 0,1111 1,32 082 214
18,0 0,1039 10,1040 0,1018 0,63 0,73 1,37
24,0 0,0865 0,0872 0,0875 0,62 0,13 0,49
30,0 0,0724 0,0725 0,0724 0,08 0,11 0,02
34,5 0,0587 0,0573 0,0597 0,28 2,13 1,85
48,0 0,0431 10,0432 0,0441 0,95 053 148
57,5 0,0450 0,0450 0,0443 0,52 0,52 1,00
72,0 0,0441 10,0438 0,0438 0,44 0,19 0,24

Condiciones de operacién: pH (5), temperatura (35°C) y concentracion
de levadura (1g/L).
*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.
cerevisiae). *Primera muestra. **Segunda muestra. ***Tercera muestra.

En la Tabla 37 se muestran los resultados de los promedios de pesos de muestras secas

(g/L), los pesos de biomasa (g/L) y los grados Brix para cada tiempo de muestreo

obtenidos en el experimento 4; y en la Figura 37 se representa — Tiempo [h] vs.

Concentracion de Biomasa [g/L] — con los datos expuestos en la misma tabla, donde se

puede evidenciar que todos los promedios siguieron una buena tendencia con respecto al

crecimiento de levadura S. cerevisiae. Este ensayo finalizo a las 72 horas, se observo la

fase de adaptacion hasta la hora 6; el crecimiento de biomasa se dio exponencialmente a

partir de las 6 horas, alcanzando el estado estacionario a la hora 48 con una concentracion

promedio de biomasa de 86,1311 g/L y 6,0 grados Brix.

Jessica Valeria Guncay Buestan
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Tabla 108
Concentracion de biomasa a partir del método analitico peso seco.
Experimento 4 de la matriz experimental

Ti Promedio peso  Promedio peso Peso
iempo : oRyi
[h] muestra seca muestra seca biomasa Brix
[9/mL] [9/L] [9/L]
0,0* 0,1302 130,1733 0,0000 17,0
0,0 0,1298 129,8000 0,3333 17,0
6,0 0,1290 128,9800 1,1933 155
12,0 0,1135 113,5000 16,6733 14,0
18,0 0,1033 103,2600 26,9133 12,5
24,0 0,0871 87,0867 43,0867 115
30,0 0,0725 72,4600 57,7133 10,0
34,5 0,0586 58,5733 71,6000 8,0
48,0 0,0435 43,4733 86,7000 6,0
57,5 0,0448 44,7867 85,3867 6,0
72,0 0,0439 43,8667 86,3067 6,0
Condiciones de operacién: pH (5), temperatura (35°C) y concentracion de
levadura (1g/L).
*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.
cerevisiae).
100
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Figura 104. Curva de crecimiento de biomasa en fermentacion discontinua

con las condiciones de operacion de pH (5), temperatura (35°C) y
concentracién de levadura (1g/L) aplicando el método analitico de peso seco.
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2.5.Experimento 5 de la matriz experimental.

En la Tabla 38 se muestran los resultados obtenidos en el experimento 5, asi como sus

respectivos porcentajes de error, los cuales fueron calculados empleando la Ecuacion 12.

Tabla 111

Resultados obtenidos a partir del método analitico peso seco con
sus respectivos porcentajes de error. Experimento 5 de la matriz
experimental

Porcentaje de error
experimental
[%]

A" B CH A" B~  C
0,00 0,1346 0,1352 0,1341 0,01 042 0,41
0,00 0,1353 0,1349 0,1327 0,74 045 1,19
6,00 0,1287 0,1279 0,1282 0,31 0,27 0,04
12,00 0,1206 0,1213 0,1215 045 0,12 0,32
18,00 0,1140 0,1145 0,1136 0,05 0,40 0,36
24,00 0,1057 0,1065 0,1073 0,76 0,03 0,79
30,00 0,0983 0,0996 0,1001 1,03 0,27 0,75
33,75 0,0883 0,0883 0,0883 0,02 0,05 0,02
47,25 0,0739 0,0741 0,0735 0,08 035 043
56,75 0,0629 0,0628 0,0622 047 0,28 0,76
71,42 0,0477 0,0557 0,0476 5,18 10,57 5,38
80,75 0,0427 0,0421 0,0432 0,03 1,37 1,34
95,42 0,0427 0,0422 0,0426 053 0,69 0,15
103,75  0,0422 10,0478 10,0431 494 7,72 2,77

Condiciones de operacién: pH (4), temperatura (25°C) y concentracion
de levadura (1g/L).

*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.
cerevisiae). *Primera muestra. **Segunda muestra. ***Tercera muestra.

. Peso muestra seca
T"Eﬂ]po [g/mL]

En el experimento 5 de la matriz experimental se eliminaron los resultados de los pesos
secos de las muestras B (0,0557 g/mL alahora71,42) y B (0,0478 g/mL a la hora 103,75),
con un error del 10,57% y 7,72%; respectivamente. Estos resultados no se consideraron
para realizar el promedio respectivo ya que superaron el porcentaje de aceptacion 5,5%.
Las causas por las cuales estos dos resultados de pesos secos presentaron dichos
porcentajes de error pudieron deberse a errores humanos. Todos los demas datos de pesos
secos si fueron considerados para realizar el promedio (g/mL) y asi realizar posteriores

analisis.
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En la Tabla 39 se muestran los resultados de los promedios de pesos de muestras secas
(g/L), los pesos de biomasa (g/L) y los grados Brix para cada tiempo de muestreo
obtenidos en el experimento 5; y en la Figura 38 se representa — Tiempo [h] vs.
Concentracion de Biomasa [g/L] — con los datos expuestos en la misma tabla, donde se
puede evidenciar que todos los promedios siguieron una buena tendencia con respecto al
crecimiento de levadura S. cerevisiae. Este ensayo finalizé a las 103,75 horas, no se
observo la fase de adaptacion debido al tiempo de muestreo y si lo hubo fue corto; el
crecimiento de biomasa se dio exponencialmente aproximadamente a partir de la hora 6,
alcanzando el estado estacionario a la hora 80,75 con una concentracion promedio de
biomasa de 92,0067 g/L y 6,0 grados Brix.

Tabla 114
Concentracion de biomasa a partir del método analitico peso seco.
Experimento 5 de la matriz experimental

. Promedio peso  Promedio peso Peso
Tiempo : oRri
[h] muestra seca muestra seca biomasa Brix
[g/mL] [9/L] [9/L]
0,00* 0,1346 134,6133 0,0000 17,0
0,00 0,1343 134,3000 0,3333 17,0
6,00 0,1283 128,2933 6,3200 16,0
12,00 0,1211 121,1467 13,4667 15,0
18,00 0,1140 114,0333 20,5800 14,5
24,00 0,1065 106,4933 28,1200 13,5
30,00 0,0993 99,3067 35,3067 12,5
33,75 0,0883 88,3200 46,2933 12,0
47,25 0,0738 73,8000 60,8133 10,5
56,75 0,0626 62,6400 71,9733 9,5
71,42 0,0477 47,6900 86,9233 7,5
80,75 0,0427 42,6667 91,9467 6,0
95,42 0,0425 42,4933 92,1200 6,0
103,75 0,0427 42,6600 91,9533 6,0
Condiciones de operacién: pH (4), temperatura (25°C) y concentracion de
levadura (1g/L).
*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.
cerevisiae).
(1)
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Figura 107. Curva de crecimiento de biomasa en fermentacion discontinua

con las condiciones de operacién de pH (4), temperatura (25°C) vy
concentracién de levadura (3g/L) aplicando el método analitico de peso seco.

2.6. Réplica del experimento 6 de la matriz experimental.

En la Tabla 40 se muestran los resultados obtenidos en la réplica del experimento 6, asi

como sus respectivos porcentajes de error, los cuales fueron calculados empleando la
Ecuacién 12.

En la réplica del experimento 6 de la matriz experimental no se elimind ningun resultado
de peso seco, ya que todos los datos de encontraron dentro del rango de aceptacion 5%,
es decir todos fueron considerados para realizar el promedio de muestra seca (g/mL) y asi
realizar posteriores analisis.
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Tabla 117

Resultados obtenidos a partir del método analitico peso seco con
sus respectivos porcentajes de error. Experimento 6 de la matriz
experimental: Réplica

Porcentaje de error
experimental
[%]

A" B CH A B CH
0* 0,1411 0,1383 0,1396 1,00 0,95 0,06
0 0,1399 0,1379 0,1389 0,72 0,72 0,00
6 0,1221 0,1184 0,1199 1,65 1,45 0,20
12 0,1068 0,0987 0,1009 4,57 3,36 1,21
18 0,1068 0,0987 0,1009 1,95 1,80 0,15

24 0,0864 0,0832 0,0846 0,93 0,79 1,72

30 0,0579 0,0578 0,0564 1,21 0,59 0,63

36 0,0506 0,0497 0,0496 0,46 0,33 0,12

42 0,0485 0,0481 0,0482 2,43 0,15 2,58

48 0,0471 0,0482 0,0496 0,67 0,48 0,19

Condiciones de operacion: pH (4), temperatura (35°C) y concentracién de
levadura (3g/L).

*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.
cerevisiae). "Primera muestra. **Segunda muestra. ***Tercera muestra.

. Peso muestra seca
T"EL‘]F’O [g/mL]

En la Tabla 41 se muestran los resultados de los promedios de pesos de muestras secas
(g/L), los pesos de biomasa (g/L) y los grados Brix para cada tiempo de muestreo
obtenidos en la réplica del experimento 6; y en la Figura 39 se representa — Tiempo [h]
vs. Concentracion de Biomasa [g/L] — con los datos expuestos en la misma tabla, donde
se puede evidenciar que todos los promedios siguieron una buena tendencia con respecto
al crecimiento de levadura S. cerevisiae. Este ensayo finaliz6 a las 48 horas, no se observo
la fase de adaptacion debido al tiempo de muestreo y si lo hubo fue corto; el crecimiento
de biomasa se dio exponencialmente aproximadamente a partir de la hora 0, alcanzando
el estado estacionario a la hora 36 con una concentracion promedio de biomasa de
91,3333 g/L y 6,0 grados Brix.
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Tabla 120
Concentracion de biomasa a partir del método analitico peso seco.
Experimento 6 de la matriz experimental: Réplica

Ti Promedio peso Promedio peso peso

iempo ; oRri

[h] muestra seca muestra seca biomasa Brix

[9/mL] [o/L] [o/L]

0* 0,1397 139,6600 0,0000 17,0
0 0,1389 138,9000 0,7667 17,0
6 0,1201 120,1400 19,5200 14,5
12 0,1022 102,1733 37,4867 9,0
18 0,0847 84,7067 54,9533 7,5
24 0,0574 57,3667 82,2933 7,0
30 0,0500 49,9533 89,7067 6,5
36 0,0482 48,2400 91,4200 6,0
42 0,0483 48,3133 91,3467 6,0
48 0,0484 48,4267 91,2333 6,0

Condiciones de operacion: pH (4), temperatura (35°C) y concentracion de

levadura (3g/L).

*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.

cerevisiae).
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Figura 110. Curva de crecimiento de biomasa en fermentacion discontinua

con las condiciones de operacion de pH (4), temperatura (35°C) y
concentracién de levadura (3g/L) aplicando el método analitico de peso seco.
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2.7. Experimento 7 de la matriz experimental.

En la Tabla 42 se muestran los resultados obtenidos en el experimento 7, asi como sus
respectivos porcentajes de error, los cuales fueron calculados empleando la Ecuacion 12.

Tabla 123

Resultados obtenidos a partir del método analitico peso seco con
sus respectivos porcentajes de error. Experimento 7 de la matriz
experimental

Porcentaje de error
experimental
[%]

A+ B++ C+++ A+ B++ C+++
0* 0,1247 10,1243 0,1251 0,02 0,29 0,27
0 0,1252 0,1218 10,1248 1,02 1,72 0,70
6 0,1179 0,1168 0,1167 0,63 0,27 0,35
12 0,1055 0,1060 0,1046 0,15 0,60 0,75
18 0,0990 0,0995 0,0977 0,27 0,77 1,04
24 0,0883 0,0896 0,0891 081 068 0,12
30 0,0785 0,0783 0,0787 0,00 0,23 0,24
35 0,0698 0,0698 0,0698 0,01 0,04 0,03
48 0,0598 0,0602 0,0593 0,01 0,78 0,79
59 0,0574 0,0580 0,0574 0,34 069 0,34
72 0,0558 0,0578 0,0568 1,67 1,73 0,05
83 0,0565 0,0582 0,0571 1,33 166 0,32

Condiciones de operacién: pH (5), temperatura (25°C) y concentracion
de levadura (3g/L).

*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.
cerevisiae). *Primera muestra. **Segunda muestra. ***Tercera muestra.

. Peso muestra seca
T'?{HF’O [g/mL]

En el experimento 7 de la matriz experimental no se elimind ningun resultado de peso
seco, Yya gue todos los datos de encontraron dentro del rango de aceptacion 5%, es decir
todos fueron considerados para realizar el promedio de muestra seca (g/mL) y asi realizar

posteriores analisis.

En la Tabla 43 se muestran los resultados de los promedios de pesos de muestras secas
(g/L), los pesos de biomasa (g/L) y los grados Brix para cada tiempo de muestreo
obtenidos en el experimento 7; y en la Figura 40 se representa — Tiempo [h] vs.
Concentracion de Biomasa [g/L] — con los datos expuestos en la misma tabla, donde se
puede evidenciar que todos los promedios siguieron una buena tendencia con respecto al

crecimiento de levadura S. cerevisiae. Este ensayo finalizo a las 83 horas, no se observo

(11 )
Jessica Valeria Guncay Buestan \ / Marco Vinicio Silva Ibarra




|
UNIVERSIDAD DE CUENCA é5§

la fase de adaptacion debido al tiempo de muestreo y si lo hubo fue corto; el crecimiento
de biomasa se dio exponencialmente a partir de las 6 horas, alcanzando el estado
estacionario a la hora 59 con una concentracion promedio de biomasa de 67,4933 g/L y
7,0 grados Brix.

Tabla 126

Concentracion de biomasa a partir del método analitico peso seco.
Experimento 7 de la matriz experimental

Ti Promedio peso  Promedio peso Peso

iempo ; oRyi

[h] muestra seca muestra seca biomasa Brix

[9/mL] [9/L] [9/L]

0* 0,1247 124,7133 0,0000 17,0
0 0,1239 123,9333 0,7667 17,0
6 0,1171 117,1200 7,5933 15,0
12 0,1054 105,3800 19,3333 14,0
18 0,0987 98,7333 25,9800 13,0
24 0,0890 89,0067 35,7067 12,0
30 0,0785 78,5267 46,1867 11,0
35 0,0698 69,8067 54,9067 10,0
48 0,0598 59,7533 64,9600 8,0
59 0,0576 57,6200 67,0933 7,0
72 0,0568 56,7933 67,9200 7,0
83 0,0572 57,2467 67,4667 7,0

Condiciones de operacion: pH (5), temperatura (25°C) y concentracion de

levadura (3g/L).

*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.

cerevisiae).

(1)
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Figura 113. Curva de crecimiento de biomasa en fermentacion
discontinua con las condiciones de operacion de pH (5), temperatura
(25°C) y concentracion de levadura (3g/L) aplicando el método analitico
de peso seco.

2.8. Experimento 8 de la matriz experimental.

En la Tabla 44 se muestran los resultados obtenidos en el experimento 8, asi como sus

respectivos porcentajes de error, los cuales fueron calculados empleando la Ecuacion 12.

En el experimento 8 de la matriz experimental no se elimind ningun resultado de peso
seco, ya gue todos los datos de encontraron dentro del rango de aceptacion 5%, es decir
todos fueron considerados para realizar el promedio de muestra seca (g/mL) y asi realizar
posteriores analisis.

En la Tabla 45 se muestran los resultados de los promedios de pesos de muestras secas
(g/L), los pesos de biomasa (g/L) y los grados Brix para cada tiempo de muestreo
obtenidos en el experimento 8; y en la Figura 41 se representa — Tiempo [h] vs.
Concentracion de Biomasa [g/L] — con los datos expuestos en la misma tabla, donde se

puede evidenciar que todos los promedios siguieron una buena tendencia con respecto al
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crecimiento de levadura S. cerevisiae. Este ensayo finalizo a las 70 horas, no se observé
la fase de adaptacion debido al tiempo de muestreo y si lo hubo fue corto; el crecimiento
de biomasa se dio exponencialmente aproximadamente a partir de la hora 0, alcanzando
el estado estacionario a la hora 48 con una concentracion promedio de biomasa de
78,1378 g/L y 6,0 grados Brix.

Tabla 129

Resultados obtenidos a partir del método analitico peso seco con
sus respectivos porcentajes de error. Experimento 8 de la matriz
experimental

Porcentaje de error
experimental
[%]

A" B CH A" B~  C
0* 0,1194 0,1243 0,1122 0,65 4,75 541
0 0,1197 0,1156 0,1183 1,56 1,92 0,37
6 0,1042 0,1037 0,1017 09 0,46 1,43
12 0,0878 0,0878 0,0877 0,05 0,05 0,10
18 0,0700 0,0716 0,0734 2,34 0,08 242

24 0,0532 0,0567 0,05653 343 298 044

30 0,0445 0,0452 0,0438 0,07 158 151

48 0,0395 0,0409 0,0401 1,65 1,87 0,21

54 0,0400 0,0400 0,0407 056 056 1,12

70 0,0409 0,0410 0,0411 0,32 0,11 0,21

Condiciones de operacién: pH (5), temperatura (35°C) y concentracion
de levadura (3g/L).

*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.
cerevisiae). *Primera muestra. **Segunda muestra. ***Tercera muestra.

. Peso muestra seca
T"E’HPO [g/mL]
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Tabla 132
Concentracion de biomasa a partir del método analitico peso seco.
Experimento 8 de la matriz experimental

Ti Promedio peso  Promedio peso Peso

iempo ; oRyi

[h] muestra seca muestra seca biomasa Brix

[9/mL] [9/L] [9/L]

0* 0,1186 118,6200 0,0000 17,0
0 0,1179 117,8667 0,7667 17,0
6 0,1032 103,2200 15,4000 14,0
12 0,0878 87,7733 30,8467 12,5
18 0,0717 71,6800 46,9400 10,5
24 0,0551 55,0933 63,5267 8,5
30 0,0445 44,4933 74,1267 6,5
48 0,0402 40,1867 78,4333 6,0
54 0,0403 40,2667 78,3533 6,0
70 0,0410 40,9933 77,6267 6,0

Condiciones de operacion: pH (5), temperatura (35°C) y concentracion de

levadura (3g/L).

*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.

cerevisiae).
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Figura 116. Curva de crecimiento de biomasa en fermentacion discontinua

con las condiciones de operacion de pH (5), temperatura (35°C) y
concentracion de levadura (3g/L) aplicando el método analitico de peso seco.
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2.9. Experimento 9 de la matriz experimental.

En la Tabla 46 se muestran los resultados obtenidos en el experimento 9, asi como sus
respectivos porcentajes de error, los cuales fueron calculados empleando la Ecuacion 12.

Tabla 135

Resultados obtenidos a partir del método analitico peso seco con
sus respectivos porcentajes de error. Experimento 9 de la matriz
experimental

Porcentaje de error
experimental
[%]

A+ B++ C+++ A+ B++ C+++
0* 0,1244 0,1262 0,1259 0,90 055 0,35
0 0,1231 0,1226 0,1291 1,47 1,87 3,34
6 0,1175 0,1189 0,1121 1,16 2,37 353
12 0,1060 0,1075 0,1045 0,01 1,37 1,38
18 0,0948 0,0952 0,0984 138 099 237
24 0,0810 0,0849 10,0852 3,23 1,44 1,78
30 0,0760 0,0765 0,0759 0,16 0,43 0,27
35 0,0632 0,0623 0,0632 047 092 044
48 0,0490 0,0501 0,0525 3,00 091 391
59 0,0459 0,0489 10,0485 3,92 2,35 1,56
72 0,0481 0,0486 0,0489 087 0,10 0,76
83 0,0477 0,0479 0,0486 0,74 0,29 1,03

Condiciones de operacién: pH (4,5), temperatura (30°C) y concentracion
de levadura (2g/L).

*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.
cerevisiae). *Primera muestra. **Segunda muestra. ***Tercera muestra.

. Peso muestra seca
T'?{HF’O [g/mL]

En el experimento 9 de la matriz experimental no se elimind ningln resultado de peso
seco, Yya gue todos los datos de encontraron dentro del rango de aceptacion 5%, es decir
todos fueron considerados para realizar el promedio de muestra seca (g/mL) y asi realizar

posteriores analisis.

En la Tabla 47 se muestran los resultados de los promedios de pesos de muestras secas
(g/L), los pesos de biomasa (g/L) y los grados Brix para cada tiempo de muestreo
obtenidos en el experimento 8; y en la Figura 42 se representa — Tiempo [h] vs.
Concentracion de Biomasa [g/L] — con los datos expuestos en la misma tabla, donde se

puede evidenciar que todos los promedios siguieron una buena tendencia con respecto al
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crecimiento de levadura S. cerevisiae. Este ensayo finalizo a las 83 horas, no se observé
la fase de adaptacion debido al tiempo de muestreo y si lo hubo fue corto; el crecimiento
de biomasa se dio exponencialmente aproximadamente a partir de la hora 6, alcanzando
el estado estacionario a la hora 59 con una concentracion promedio de biomasa de
77,3667 g/L y 6,5 grados Brix.

Tabla 138
Concentracion de biomasa a partir del método analitico peso seco.
Experimento 9 de la matriz experimental

Ti Promedio peso  Promedio peso Peso

iempo . oRri

[h] muestra seca muestra seca biomasa Brix

[9/mL] [9/L] [9/L]

0* 0,1255 125,5000 0,0000 17,0
0 0,1249 124,9333 0,5667 17,0
6 0,1162 116,1667 9,3333 15,0
12 0,1060 106,0067 19,4933 14,0
18 0,0962 96,1533 29,3467 12,5
24 0,0837 83,7067 41,7933 11,5
30 0,0761 76,1267 49,3733 10,5
35 0,0629 62,9000 62,6000 9,5
48 0,0505 50,5200 74,9800 7,5
59 0,0478 47,7733 77,7267 6,5
72 0,0485 48,5467 76,9533 6,5
83 0,0481 48,0800 77,4200 6,5

Condiciones de operacion: pH (4,5), temperatura (30°C) y concentracion de

levadura (2g/L).

*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.

cerevisiae).

[12]
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Figura 119. Curva de crecimiento de biomasa en fermentacion discontinua
con las condiciones de operacion de pH (4,5), temperatura (30°C) y
concentracién de levadura (2g/L) aplicando el método analitico de peso seco.

2.9.1. Experimento 9 de la matriz experimental: Réplica.

En la Tabla 48 se muestran los resultados obtenidos en la réplica del experimento 9, asi

como sus respectivos porcentajes de error, los cuales fueron calculados empleando la
Ecuacion 12.

En la réplica del experimento 9 de la matriz experimental se elimino el resultado del peso
seco de la muestra B (0,1316 g/mL a la hora 6,0), con un error de 7,59%. Este resultado
no se considerd para realizar el promedio respectivo ya que super0 el porcentaje de
aceptacion 5,5%. Las causas por las cuales este resultado de peso seco presentd dicho
porcentaje de error pudieron deberse a errores humanos. Todos los demas datos de pesos

secos si fueron considerados para realizar el promedio (g/mL) y asi realizar posteriores
anélisis.
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Tabla 141

Resultados obtenidos a partir del método analitico peso seco con
sus respectivos porcentajes de error. Experimento 9 de la matriz
experimental: Réplica

Porcentaje de error
. Peso muestra seca :
Tiempo [g/mL] experimental

[h] [%]

A+ B++ C+++ A+ B++ C+++
0* 0,1297 10,1295 0,1310 0,32 043 0,74
0 0,1289 10,1301 0,1294 0,44 0,49 0,05
6 0,1159 10,1316 0,1194 5,26 759 2,33
12 0,110 0,1122 0,1123 0,75 0,35 0,40
18 0,1017 10,1038 0,1001 0,16 190 1,73
24 0,0904 10,0892 0,0916 0,01 1,34 1,33
30 0,0747 10,0760 0,0763 1,30 049 0,81
34 0,0704 0,0693 0,0721 0,28 1,78 2,07
46 0,0638 0,0639 0,0642 0,31 0,13 044
58 0,0620 10,0618 0,0614 0,40 0,14 0,54
70 0,0623 10,0617 0,0625 0,15 0,75 0,60

82 0,0612 0,0611 0,0614 0,08 0,21 0,28
Condiciones de operacién: pH (4,5), temperatura (30°C) y concentracion
de levadura (2g/L).

*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.
cerevisiae). *Primera muestra. **Segunda muestra. ***Tercera muestra.

En la Tabla 49 se muestran los resultados de los promedios de pesos de muestras secas
(g/L), los pesos de biomasa (g/L) y los grados Brix para cada tiempo de muestreo
obtenidos en la réplica del experimento 9; y en la Figura 43 se representa — Tiempo [h]
vs. Concentracion de Biomasa [g/L] — con los datos expuestos en la misma tabla, donde
se puede evidenciar que todos los promedios siguieron una buena tendencia con respecto
al crecimiento de levadura S. cerevisiae. Este ensayo finaliz6 a las 82 horas, no se observo
la fase de adaptacion debido al tiempo de muestreo y si lo hubo fue corto; el crecimiento
de biomasa se dio exponencialmente a partir de la hora 6, alcanzando el estado
estacionario a la hora 58 con una concentracion promedio de biomasa de 68,3578 g/L y

7,5 grados Brix.
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Tabla 144

Concentracion de biomasa a partir del método analitico peso seco.

Experimento 9 de la matriz experimental: Réplica

Ti Promedio peso  Promedio peso Peso
iempo : oRri
Ih] muestra seca muestra seca biomasa Brix
[9/mL] [9/L] [9/L]
0* 0,1301 130,0733 0,0000 17,0
0 0,1295 129,4667 0,6000 17,0
6 0,1223 122,2933 7,7800 15,0
12 0,1118 111,8133 18,2600 14,0
18 0,1019 101,9067 28,1667 13,0
24 0,0904 90,4133 39,6600 11,5
30 0,0756 75,6467 54,4267 10,5
34 0,0706 70,6000 59,4733 9,5
46 0,0640 63,9600 66,1133 8,5
58 0,0618 61,7533 68,3200 7,5
70 0,0622 62,1667 67,9067 7,5
82 0,0612 61,2267 68,8467 7,5

Condiciones de operacion: pH (4,5), temperatura (30°C) y concentracion de
levadura (2g/L).
*Los valores de la primera fila corresponden al Blanco (sin levadura S.

cerevisiae).
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Figura 122. Curva de crecimiento de biomasa en fermentacion discontinua
con las condiciones de operacion de pH (4,5), temperatura (30°C) y
concentracion de levadura (2g/L) aplicando el método analitico de peso seco.

Réplica.
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Anexo 3. Manual del Biorreactor Biotron GX

BIGTRON Intelligent B|OEXCEL M
Eio Plamt System Autoclavable Bioreactor
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MANUAL
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Intelligent B|OEXCEL M
B I GTRON Bu: l’Ia\m System Agtoclavable Biorgactor

A. INTRODUCTION

1. Introduction

This manual contains a description of the equipments, installation, operation and maintenance
instruction for the Biotron GX system manufactured by the BIOTRON, INC

2. DESCRIPTION OF EQUIPMENT

The new developed bioreactor is well designed to provide a stable, reliable bio environment for
various cell culture applications. This system can be employed for batch culture fed-batch culture
or continuous culture with microprocessor control and PC control of pH, DO, agitation,
temperature, antifoam, pump feed, vessel level accurately.

Document Model Language
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BlGTRo Intelligent BIOEXCEI— M

> Plant Systen ;
Bio Plant System Autoclavable Bioreactor

B. DESCRIPTION OF PARTS

1. DESCRIPTION OF VESSEL

The vessels are normally decided according to the working volumes of real media and provide
interchangeable vessel and easy to scale up with various different sizes of vessels from 2.5L, 5L, 7L
and 10L. The glass vessel connected with stainless steel head plate is assembled by simple clamp. It
is a convenient device to assemble into the vessel or to disassemble from one.

There are optional choices between the single wall vessel and double (jacket) vessel.

Double vessel Bowl vessel

The stainless steel head plate is composed of 10 location free ports.
Ports are provided in the head plate for the fixed temperature sensor,
Sparger, sampling, pH electrodes, DO electrodes, a foam probe,
exhaust condenser. 4 different tubes of peristaltic pump would be
connected to only one line, which could be space saving in the head
plate.

Do
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BIOEXCEL M

Autoclavable Bioreactor

BIGTRON i\ en

B. DESCRIPTION OF PARTS

2. Vessel parts and structure

~
D er
’ 0™ O s 7
AN | ;
Zea -
J N
"
L T L J
N1 Inoculum Port V1 Heater Plate
N2 | Sampling Port V2 Bottom Plate
N3 | Sparger Port V3 Packing
N4 DO Sensor Port V4 Support
N5 | Thermowell Port V5 Glass Vessel
N6 | ColdFinger Port-1 V6 Middle Plate
N7 | 4P Feeding \'Z Top Plate
N8 | ColdFinger Port-2 v8 Handle
N9 | Condenser V9 DC Motor
N10 | PH Sensor Port V10 Bearing Housing
N11 | Transfer Line V11 Shaft
N12 | Foam Sensor Port V12 Foam Breaker
V13 | 6th Turbine Impeller
V14 U-type ColdFinger
V15 Hexagon Nut
V16 | Top Plate Bolt
V17 | Wrench Bolt

Document Product Model Ve [tem Language
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BIOEXCEL M

Autoclavable Bioreactor

BIGTRON i\ en

B. DESCRIPTION OF PARTS

3. AGITATION SYSTEM

A removable agitation DC motor located on the top of bearing housing is connected to the agitation
shaft. DC motor should be removed before the sterilization and then placed in the bearing housing
after the sterilization. The motor will provide agitation speed rage of 50 to 1200 rpm.

In case of the motor mode, it is controlled by the speed that users set and in case of the DO model, it
is controlled by the measured DO value through the DO sensor to keep the DO value that users set.

4, DO CONTROL

DO value is controlled in the range of 0 - 100%. DO value is sensed by D.O electrode and also is
controlled and kept by the agitation speed. In case DO value can not be maintained by the agitation
speed, DO should be increased by the pure oxygen supplies by the use of high-pressure oxygen or
oxygen cylinder.

5. pH CONTROL
pH is controlled in the range of 2.00-12.00. The pH is measured by a glass electrode.
Control is maintained by Aci and Base peristaltic pump by PID

6. TEMPERATURE CONTROL

Temperature automatically controls itself in the range of 8-80. This Fermentor is able to control the
temperature by the use of circular water-bath and by the heat plate and cooling water of the bottom
part in the single vessel and also in case of bigger vessel than the volume of 10L, cold finger is used
forit.

As the water for controlling the temperature does not pass the body case, it prevent the aging and
corrosion of the controlling plate and also in case f the single vessel, it is possible to control the
temperature by the air cooling. RTD (Resisteance Temperature Detector) is used for temperature
measure.

7. FOAM CONTROL
Firstly, foam is removed through the foam breaking impeller and then in case of the remaining foam, it
is sensed by foam/level sensor and anti-foam is injected and removes the foam by antifoam pump.

8. AERATION

Air and oxygen can be supplied to the medium through the ring sparger. The flow rate is controlled
through the control valve, which is located on a flow meter. In case quantities of DO that users want to
get by the agitation is not provided, DO should be increased by the pure oxygen supplies by the use
of high-pressure oxygen or oxygen cylinder.

9.1. AIR SUPPLYING CONTROL

The air flowing amount is controlled in the range of 0-23L/min by the control of a flow meter and the
flow meter suitable for the using vessel is installed. If it requires more air flowing amount, the flow
meter should be replaced.

Document Product Model Ve Item Language

N

13

—

Jessica Valeria Guncay Buestan Marco Vinicio Silva Ibarra



UNIVERSIDAD DE CUENCA

BIOEXCEL M

Autoclavable Bioreactor

B I GT RO N }:?l:: .ll}’ﬁﬁuriqﬁ_\r'sta‘m

B. DESCRIPTION OF PARTS

9. EXHAUST SYSTEM
Gas moisture going out to the outside is condensed and then comes back to the vessel. As the gas
goes out through the 0.2 air filter, there is no contamination without the air flowing.

10. SAMPLING SYSTEM

Sample is collected through the installed sampling line before the fermentation for the sampling of
components during the fermentation. You can use a convenient one of 2 methods following below.

- Close the gas out line, open the sampling line and then do the Sampling by the pressure.

-Connect the silicon tube linked to the sampling line to the peristaltic pump and then do the Sampling
by the pump working.

11. FED-BATCH SYSTEM

Add a small quantity of the substrate continuously after measuring DO by the added substrate of low
concentration in the early process of fermentation as the indirect post. There are four type of Fed Batc
h mode in this system. User can select one of the mode to feed the medium or a special substrate to
the fermenter.
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Anexo 4. Fotografias de la fase experimental del estudio

4.1. Recoleccién de las mazorcas de cacao CCN - 51.

Figura 125. Fotografia de la recoleccion de las
mazorcas de cacao CCN — 51. Tomada en el

Figura 44. Fotograffa del arbol Sector La Troncal.

de cacao CCN —51. Tomada en
el Sector La Troncal.

4.2. Extraccion del mucilago de cacao CCN - 51.

Figura 1317. Fotografia del mucilago de
Bk sl cacao CCN —51. Tomada en el Laboratorio de

Figura 1286. Fotografia de las Tecnologia de Conservas Vegetales.

mazorcas de cacao CCN — 51. Tomada

en el Laboratorio de Tecnologia de

Conservas Vegetales.
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Figura 134. Fotografia del
ablandamiento del mucilago de
cacao CCN — 51. Tomada en el
Laboratorio de Tecnologia de
Conservas Vegetales.

Figura 140.
pasteurizacion del mucilago de cacao
CCN — 51. Tomada en el Laboratorio de
Tecnologia de Conservas Vegetales.

Fotografia de la

13

Figura 137. Fotografia de la
fluidizacion del mucilago de
cacao CCN —51. Tomada en el
Laboratorio de Tecnologia de
Conservas Vegetales.

Figura 143.

Fotografia de la
esterilizacion de los recipientes.

Tomada en el Laboratorio de
Tecnologia de Conservas Vegetales.
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Figura 149. Fotografia del almacenado (-
18°C) del mucilago de cacao CCN — 51.
Figura 146. Fotografia Tomada en el Laboratorio de Tecnologia
del evacuado del mucilago de Conservas Vegetales.

de cacao CCN - 51

Tomada en el Laboratorio

de Tecnologia de

Conservas Vegetales.

4.3. Fermentacion.

Figura 1555. Fotografia de la
medicién del mucilago de cacao
CCN - 51. Tomada en el
Laboratorio de Energia e
Ingenieria de la Reaccion.

Figura 152. Fotografia del armado
del Biorreactor. Tomada en el
Laboratorio de Energia e Ingenieria
de la Reaccion.
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Figura 158. Fotografia del llenado Figura 161. Fotografia del
del Biorreactor con mucilago de establecimiento de las condiciones
cacao0 CCN — 51. Tomada en el de operacién en el Biorreactor.
Laboratorio de Energia e Ingenieria Tomada en el Laboratorio de
de la Reaccién. Energia e Ingenieria de la

Reaccion.

Figura 164. Fotografia de la Levadura . .
Levapan. Tomada en el Laboratorio de Figura 167. Fotografia del

Energfa e Ingenierfa de la Reaccion. pesaje de la levadura S.
cerevisiae. Tomada en el

Laboratorio de Energia e
Ingenieria de la Reaccion.

Figura 170. Fotografia de la
fermentacion del mucilago de
cacao CCN — 51. Tomada en el
Laboratorio de Energia e
Ingenieria de la Reaccidn.
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4.4. Método analitico peso seco.

Figura 173. Fotografia del pesaje
del tubo vacio. Tomada en el
Laboratorio de Energia e
Ingenieria de la Reaccion.

’ -

Figura 179. Fotografia
del pesaje del tubo mas
muestra. Tomada en el
Laboratorio de Energia e
Ingenieria de la
Reaccion.

£

Figura 176. Fotografia de la
toma de muestra. Tomada en
el Laboratorio de Energia e
Ingenieria de la Reaccion.

/Y -

Figura 182. Fotografia de la
revision de los °Brix del
mucilago de cacao CCN - 51
fermentado. Tomada en el
Laboratorio de Energia e
Ingenieria de la Reaccion.
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Figura 185. Fotografia del secado
de muestra. Tomada en el
Laboratorio de Energia e Ingenieria
de la Reaccién.

Figura 188. Fotografia
del pesaje del tubo maés
muestra seca. Tomada en
el Laboratorio de Energia e
Ingenieria de la Reaccion.
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