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RESUMEN

Este trabajo plantea la fermentacidn en medio sdlido como una
alternativa viable para la utilizacidn de materiales
amilaceos, concretamente para contribuir a solucionar los
problemas de aprovechamiento de la yuca (Manihot esculenta),
debido a: i) su bajo contenido de proteinas y 1ii) su

perecibilidad.

La fermentacidn en medic sélido es un proceso donde la
actividad microbiana se lleva a caba en toda la masa cuyo
contenido de humedad oscila entre 30 y 75 por ciento dependiendo
del tipo de material empleado. El enriquecimiento protéico de
la yuca con Aspergillus niger y el ensilaje adicionado de
Lactobacillus <azei presentan alternativas importantes para
solucionar los problemas de aplicacién de la raiz.

La orientacidn de este trabajo se basa en 21 estudioco de ambas
fermentaciones desde un punto de vista de bioingenieria, =s
decir se trata de hacer una sintesis de aspectos
microbioldgicos e ingenieriles.

Los antecedentes previos de estos dos procesos fueron diferentes,
en la parte de enriquecimiento protéico se contaba con un amplio
trabaja microbiolédgico, mientras que en el caso del ensilaje los
estudics previos fueron de naturaleza aplicada en nutricidn
animal, existiendo pocos reportes microbioldgicos.

En la parte de enriguecimiento protéico este estudio realizado
fue la continuacién de trabajos anteriores. Es decir, se
planted y comprobd un modelo matematico para la simulacion

de la generaciétn y transferencia de calor de la fermentacidn

en medio solido, acoplado intrinsecamente al abalance de masa,
encontrando que el mecanismo de transporte de calor es
esencialmente conductivao.

Este modelo seudohomogéneo, unidimensional y dindmico, permite
la prediccién del crecimiento, el consumo de sustrato, la
formaciétn de CO2 y la elevacion de la temperatura dentro

del bioreactor. El modelo sirve de base para:

a) Escalamiento del proceso basado en numeros adimensionales
(Peclet y Biot), ademas con algunas modificaciones es posible
aplicar el modelo a bioreactores con diversas geometrias y con
agitacidon.

b) Control del proceso fermentativo siendo posible su extension

a otros sistemas de microorganismos y sustratos donde el producto
de la fermentacidn sea valioso.

Con el trabajo anterior se logrdé un avance novedoso y original
en el campo del modelamiento de las fermentaciones solidas de
hongos filamentosos.



En lo referente al ensilaje de yuca el trabajo se dividio en dos
etapas, una microbioldégica y otra de simulacidn y escalamiento
donde los puntos sobresalientes fueron:

a) Estudios microbiocldgicos del ensilaje

Se establecid 1la metodologia microbiolégica de estudio del
ensilaje de yuca que permitid determinar que la adicidn de
indculos pequeros (1 %Z, V:P) de Lactobacillus casei tavorece
que la fermentacidn siga un patron homolactico mejorando
notablemente la calidad bioquimica del ensilaje.

En el estudio de diversos aspectos de la fermentacién del
ensilaje se encontrd que en un rango amplio (5-8) de pH inicial
la fermentacidén se 1lleva a cabo exitosamente, mientras que
didmetros de particula mayores a I mm perjudican =1 desarrollo
de la fermentacion.

Estudios nutricionales indicaron 4que la adicidn de cloruro de
calcio y sulfato de amonio al ensilaje ro favorece la formacion
de 4Acido lactico., sin embargo la adicidn de bagazo de cara
incrementa el nivel final de &cido posiblemente por la mayor
capacidad de retencidn de agua y suplementacion de azltcares.

Se determind una correlacidon empirica de pH contra acide:z
total titulable, datil para 1llevar acabo el seguimiento de
ensilaje homolactico bajo condiciones reales.

b) Simulacidn y escalamiento del ensilaje

La cinética de acidificaci®én del ensilaje se simuld en
funcion del tamafo de indculo y de la temperatura mediante la
aplicacién del modelo de Gompertz y usando al &cido lactico
como unica variable.

For otro lado, se determind que hasta un nivel de 100 kg la
fermentacidén homolactica y heteroclactica no desprende el

suficiente calor para elevar la temperatura de la masa
significativamente. En este sentido se recomienda realizar
estudios en el 1lugar donde _se presentan los problemas de

calentamiento del ensilaje.

Finalmente respecto al ensilaje se logrdéd un avance muy
importante en el conocimiento y aplicacién de la fisiologia de
lactobacilos en medio sélido, permitiendo establecer un modelo
sencillo para simular la cinética de acidificacion.






vi

INDICE DE FIGURAS

Fig Z.1 Microsilos de laboratorio. (a) Capacidad S00 g, (b)
capacidad S0 g y (c) dispositivo de incubacidén de los
e R A i = N I - IR B O R SRR SN o e~ Sl s 5 = I I o AR LS SR

Fig. 3.2 Dispositivo experimental para la determinacidn de
perfiles axiales de temperatura en la fermentacién sdlida
de la yuca, con ! 1 de capacidad, &6 cm de DI y 35 cm de altura.

Fig Z.2. Dispositivo experimental para la determinaciodn de
perfiles radiales de temperatura en la fermentacidn sédlida
de la yuca, con 1 1 de capacidad, &6 cm de LI y 35 cm de altura.

Fig. 4.1 Evolucidon de CO=, 0z y Coeficisnte respitra-
torio(CR) a la saiida del r=zactor (a). Aumento de temperatura
= LA =aligdadl den fErmMeERtauort (D) o e aiu v v 58 %o e Gamhe aw w 5 e E siele # e & e

Fig. 4.2 Ferfiles axiales de temperatura a diferentes alturas
del bioreactor (a). Variacion axial de temperatura a dife-—
rentes tiempos (h). Diterencias maximas observadas en el

R T ) T ot . v e eheWas It e b - A ST e A B e e i A e, o M o e

Fig. 4.3 Perfiles radiales de temperatura en el tiempo de
n o T A e e [ e e e e e e L Tl e | i e s O P

Fig. 4.4 Influencia de la temperatura de incubacidn en el
crecimiento del cultivo sélido (Tomado de M. Raimbault (1980)..

Fig. 4.5 Maxima Tasa de crecimiento (u) en funcidn de la
temPEl"ath‘a- MQdElO (—__—)- " %A % @4 S S8 e B E NS SESEDAESNEASSEVEaCES

Fig 4.6 Comparacion de temperaturas experimentales y calcu-
ladas en el bioreactor de enriquecimiento protéico en las
condiciones de la Tabla 4.4., (a) CONDS y (b) COND19. ..ceaacas

Fig 4.7 Simulacion del crecimiento microbiano en el bioreactor
de enriquecimiento protéico en las condiciones de la Tabla
Gy S IRIFEBNDS " YN CONDES o 2w s e alaie me s =4 = b sabaidimia n s o ¥ oo ore oo aes s

Fig 4.8 Simulacidn del consumo de sustrato en el bioreactor
de enriquecimiento protéico en las condiciones de la Tabla
4.4’ (a) CONDSy (b) CDNDIQI ® & B 9 & W @ 5 ® &a B 8 Y S S E 9 8 88 B S S S e 08" 80 N8F s

Fig 4.9 Simulacidn de la produccién de COz: en el bioreactor
de enriquecimiento protéico en las condiciones de la Tabla
4:4, (a) CONDS y 1B) CONDIF. suciasubenmasnnaansnnsacesanseees

Fig. S.1 Cinética de acidezr total titulable (a) y pH (b) en
el ensilaje de yuca a diferentes niveles de inaoaculacidn
(% ViF) con Lactobaclillus C35€I. ssecconacosnscnnscaasnsnusanns

40

56

Sé6

=i

S8

o9

60

&1

82



vii

Fig. 5.2 Cinética de aztcares reductores residuales en el
ensilaje de yuca a diferentes niveles de inoculacion
(7 M P conYNeactobac Il ISt cBE e s T Tk ey e s m e ol e s ot ot s i SO £ v (o Yo%

Fig 5.3 Variacidn de los rendimientos aparentes de sustrato a
producto en el ensilaje de yuca a diferentes niveles de ino-
culacidn (% V:P) con Lactobacillus cCA5PL. stcasasasccnnsnenscaaa 34

Fig 5.4 Variacidon del crecimiento expresada en acidos nucleicos
en el ensilaje de yuca a diferentes niveles de inoculacion
(7% MIPYSeon LGt obac I LlUs T3 50 TS 15 o s Sl s Tale) (s 18 (a aHe e 6 abat el o lar lals s, e (3

Fig S.5 Correlacidn del pH vy 1a Acidez Total Titulable para
el ensilaje de yuca adicionado de Lactobacillus 235€f. saieee... 83

Fig S.6 Variacidn de la relacidn dcido l&ctico/lactatoc en el
ensilaje de yuca dicicnado con factobacillus caser en funcion
de la Acidez Total Titulable (a) v del pH del meagic (b). ...... B4

Fig 5.7 Cinética de acidez total titulable (a) y pH (b) del
ensilaje de yuca en funcion de la temperatura, adicionado de

Town VeRtde CLactnbacd ] IS EasETn i u aiela mtumisl=te o ki) alr & e 5 aate s E7
Fig S.8 Variacidn del contenido de azutcares reductares en

el ensilaje de yuca a diferentes temperaturas, adiciocnado de

PO RR VP de T LActobdc T IS T CRE B G 5l o ha Eae e e s e e o B8 ) e e DR

Fig. 6.1 Dependencia de la cinética del ensilaje de yuca con
el tamafo de indculo (% V:P) de Lactobacillus casei (+ Datos
experimentales, — Modelo GompertI). ..ccccecccscasncancanscnsancane 77

Fig &.2 Dependencia de la cinética de acidificacidn con la
temperatura ('C), en el ensilaje de yuca adicionado de lLacto-—
bacillus casei. (+ Datos experimentales, - Modelo Gompertz). .. 98

Fig 6.3 Dependencia de la constante especifica de acidificacidn
del madelo de Gompertz con la temperatura (+ Datos experimen-—
tales, — Modelo ArrenmiUE NS s o oa v ki i mml b e, o momim e w o o § s e e 27

Fig 6.4 Gradientes de temperatura observados entre el centro
y la pared del bioreactor, a diferentes niveles (kg) de esca-
lamienta del ensSilale de. YUGCRS .« is st me e s i e =tetemmi «ehsue s 100

Fig 6.5 Gradientes de temperatura observados entre el centro
y la pared del bioreactor, en el ensilaje realizado con yuca
fresca y yuca seca a nivel de 40 kg. .cceeecacncascncanscannansal0O



INDICE DE TABLAS

Tabla 2.1 Microorganismos empleados para la produccion de
AT I = R ET TR er s L 5 e R, i L L S M an e b ol Va5 bm A WMER 4 otm e TS I e

Tabla 2.1 Tamaro de particula de la yuca seca empleado en los
diferentes ensayos experimentaleS. ccicsceessssarscnssccsannsas
Tabla 3.2 Dimensiones caracteristicas del escalamiento de

B L e T e e Tl o o m S 8. TR it (1 RIS 8 & %6 i /8. B 8 EARTE e O A 26 e O S S,
Tabla 4.1 Estimacidn de u en funcién de la temperatura para

BN Chet 1M RO EE AL Tl Ger B | YUC S advis & a5 B ey e a = s =il e w0 ¥ R

Tabla 4.2 Crecimiento maximo al final de la fermentacicon de
A. niger en vuca en funcién de la temperatura. ....c.ccceecceeas

Tabla 4.7 Valores de los parametros ajustados para las varia-
ciones del modelo durante su ComprobaCiBnN. .secaccsnacsssconnence

Tabla 4.4 Estimacion de los parametros del modelo final en dos
JUuegcs de Jdatos ExperimMentales. .aceesswe®ieasadcsessssas soessaess
Tabla S.1. pH al final del ensilaje con diferentes tratamientos

Tabla S.2 AnAlisis de los productos de la fermentacidn del
ensilaje con diferentes tratamientosS. c.cveccnnicacssancsnscncacns

Tabla S.3 Comparacion de los metabolitos producidos en el en-
silaje con L. casei, flora natural y adicidn de 4acido
RO ATACTES. ik o ams rapm il o » s o s i s sja s o bomieie R e 5 e s s A e s

Tabla 5.4 Caracteristicas cinéticas principales del ensilaje
a diferentes niveles de inoculacidn. «..ccsnsncacenvsvasnnsanns

Tabla 5.5 Incremento de metabolitos producidos durante el
ensilaje a diferentes niveles de inoculaciodnN. cccecccccsacnccsses

Tabla 5.6 Valores finales y maximos de incremento de Acidos
nucléicos en el ensilaje de yuca a diferentes niveles de

R IR S BT o e nn sals Sl Slb @ (e TooEs » Sep At G Ew B M SR e e e B R e s e .

Tabla 5.7 Efecto de pH inicial en el ensilaje de yuca a 72
horas de fermentacidn. ..vccesccnccsnnavscnansascnacsssnsnnssans

Tabla 5.8 Efecto del tamafio de particula en el ensilaje de
vuca & 72 horas de ferm@ntacion. .. .s dmcsmesasecasnnsssssssuneass

Tabla S.9. Coeficientes codificados de la regresion multi-

44

&)
(o]

64

68

68

70

71



= & s
i #Elimac On de FarspEiros del mede—
\s Eind@l icas de snel lalie en (upELan
5 =1

==L digd. Bl - P & gl d'ds o 58 6 ®&& 8 o e & o d ' Fae-s | L

d=l Tamefms ngsandculs weladEemEgravlrad-an e
maE @ Acidy  bEek i Shesprade sy Ealdul sEs
U e BT Zn RO c o pang alnc anceseTapnes i WL ] ~;




CAPITULO 1. INTRODUCCION

La @scasezr de alimentos y el crecimiento acelerado de la
pablacion mundial hacen necesario un aprovechamiento racional de
los recursos alimentarios existentes v asi como la disminucidn

de pérdidas desde la produccidn hasta el consumo.

En la actualidad existe en México un programa de la Secretaria

de Agricultura v Recursos Hidraldlicos (SARH) para impulsar el
cultive de la yuca (Manihot esculenta) y cubrir la demanda
alimentaria del sector pecuario con miras a disminuir el consumo
de gtranocs forrajeros.

En 1984, 1la SARH estimd la existencia de 00 000 Ha de tierras
marginadas que podrian cultivarse con vuca, en 1986 se reporta
una produccidn de IS5 000 ton 2en la zona de Humanguillo, Tabasco.

fAfdemas existen otros programas =sncaminados a la utilizacion
integral de este cultivo.

La raiz de la yuca, s un tubérculo que puede ser empleado en
diversas formas para consumo humanc, animal e industrial. Ademéas
existen varios factores que permiten 1la expansidtn de este
cultivo.

En 1972 a nivel mundial, 420 millones de personas suplian el SO
% de sus requerimientos caléricos con yuca, sin embargo su
utilizacion se ve limitada principalmente por tres factores:

A) Bajo contenido protéico (1-2%) y un valor nutritivo inferior
a muchos cereales y leguminosas. ]

B) Problemas de conservacidn en forma humeda. Con frecuencia

se presenta descomposicidn durante su ensilaje y los costos de
secado son altos debido a la alta humedad relativa de los climas
tropicales donde se cultiva. Las peérdidas postcosecha de
praductos agricolas se estiman en general entre un 20 y 304, en
el caso de la yuca esta pérdida puede deberse a problemas de
manejo y a desviaciones de la fermentacidn en el ensilaje.

C) Toxicidad por el contenido de glucdsidos cianogénicos. El
consumo de 1la yuca con un elevado contenido de cianuro puede
causar envenenamiento y la muerte .

Previa a la explotacién del potencial que representa la yuca, es
necesario resolver los problemas que limitan su aprovechamiento,
en este sentida la fermentacidn en sustrato soélido (FSEB)
presenta las siguientes soluciones:

i) La fermentacidn lactica del ensilaje conserva los
tubérculos de yuca en forma humeda.
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difusion de la tecnologia de interés.

Es necesaric hacer notar que en este trabajo se emplea el concepto
de FS58 de una mnanera muy amplia, relaciondndolo tanto con el
ensilaje como con el enriquecimiento protéico, sin embargo debe
reconacerse que en la literatura este procesoc (FSS) esta
intimamente relaciocnado con el cultivo de hongos filamentosos.

2.2 La yuca (Manihot esculenta) como sustrato de la FSS
El material utilizado en este estudio es yuca y dada =su
importancia se revisatran algunos conceptos.

2.2.1 Importancia de la yuca

La yuca es originaria de Sudamérica, del sur vy oeste de
México., vy deede hace ZQ00 aRos se ha adaptado a latitudes dentro
de una franja gue va de 3I0° al sur y norte del Ecuador, a
@levaciones no mayores de 2000 wm <sobre el nivel del mar, en
temperaturas de 10 a 25 'C, con precipitaciones de S0 a I000 mm
anuales, en cuelaos pabres con pH de 4 a 9 (Fursglove, 1968; kKay,
197Z%3 Phillips,1974).

Aunque la yuca es originaria de América el 40 por ciento de la
produccidn mundial proviene de Africa (Okigbo, 1980).

La yuca se puede usar para consumo humano, alimentacién animal y
uso industrial en diversas formas, destacandose el ensilaje de
yuca para alimentaciétn animal, Ademads existen diferentes
razones que han propiciado la rédpida expansidn del cultivo de
la yuca (Okigbo, 1980): ;

i Se adapta a suelos pabtres

ii Resiste la sequia y el atagque de la langaosta

iii. Se propaga facilmente por resiembra de trozas de tallo
iv Tiene una praductividad relativamente alta (75 ton/Ha).
v El cultivo es barato

Adem&ds consume los mismos nutrimentas del suelo gque otros
cultivos como la caha de azucar, maiz y naranja.

2.2.2 Valor nutritivo de la yuca

La yuca es el productao con mayor proporcidn de carbohidratos
después de la caka de azucar. Se ha reportado que la yuca
puede producir hasta 250 000 cal/Ha/dia comparado con 176 Q0O
del arroz, 110 000 del trigo y 200 000 del maiz y 114 000 del

sOrgo. La composicién quimica de la vyuca varia en las
diferentes partes de la planta, y de acuerdo a la variedad,
localizacion, adad, metodo de analisis y condiciones

ambientales (De Vries, 19673 Coursey y Haynes, 19703 Fhillips,
1974). 3

Aunque las raices de 1la yuca son muy ricas en calarias, son



severamente deficientes en proteinas (1-2 %), grasas (0.8 %) y
en algunos minerales y vitaminas. Consecuentemente la yuca tiene
un valor nutritivo menor que las cereales y las leguminosas, vy
hasta que algunas otras raices. El1 pertil de aminoacidos es
pobre en lisina, metionina vy triptofano.

Del &4 al 72 por ciento de la yuca 2= almiddn, en la forma de
amilosa y amilopectina. En 1las variedades dulces hay 17 por
ciento de sacarosa y poca cantidad de glucosa vy fructosa
{Hendershot, et al 1972; Senez, 1979).

La cascara de la yuca contiene un poco mads de proteina que

la pulpa, por 1o que el pelado conduce a una disminucian del
contenido de proteina. Sin embargo la fermentacidn de la yuca
puede llevar consigo wun aumento en el contenido proteico en un
factar de 6 a 8 (Senez, 19793 Raimbault y Alazard, 1980).

La wuca es razonablemente t+ica en calcio y vitamina C, pero los
contenidos de Tiamina, Ribcflavina y Niacina son bajos, ademas
durante =1 procesamientao se pierde proporciones altas de estos
compuestos.

tas hojas de 1la yuca son ricas en proteinas, pero con menos
metionina gque las raices, los niveles de los demas
aminoacidos esenciales exceden la referencia de la FAO (1977).
Por esta razon la proteina de la hoja de yuca se puede llamar
superior a la proteina de la soya, sin embargo la
suplementacidn de metionina en los productos de yuca es una
practica extendida (Adegbola, 1977).

2.2.3 Toxicidad de la yuca

La yuca contiene glucdsidos cianogénicos en 1la forma de
linamarina (93 por ciento), y lotoaustralina (7 por ciento). E1
contenido de los glucdsidos cianogénicos varia con las
partes de la planta, edad, variedad y condiciones del suelo
(humedad y temperatura). Algunas variedades de yuca han sido
clasificadas como dulces o amargas, debido a su intima
relacion con el contenido de glucdsidos cianogénicos. Las
variedades dulces tienen un contenido de HCN menor que las amargas
(Qkigbao, 1980).

Los indios americanos consumidores de yuca conocian las
propiedades toxicas de la raiz desde hace cientos de afos. E1
consumo de la yuca Yy otros alimentos con contenido elevado de
cianuro pueden causar envenenamiento y muerte en el hombre y otros
animales.

Coursey y Haynes (1970)  han sugerido una clasificacién de la

yuca en base a su contenido de HCN. En 21 rango de S0 a 100 mg de
HCN/kg de raiz fresca pelada se cataloga desde inocua hasta )
peligrosamente venenasa, respectivamente. Este mismo autor
observd que niveles menores a 3I0 ppm HCN corresponden a las



variedades dulces y niveles de hasta 480 ppm para las muy amargas.

El caonsumo de productos de yuca con un nivel no téxico de
cianura por periddos muy largos dan como consecuencia una
toxicidad crénica.

Diversos estudios han relacionado el consumo de yuca con ciertas
condiciones patcldgicas y enfermedades tales como neuropatia
ataxica tropical (NAT) y el bocio endeémico.

Osuntokun, reporta 1la incidencia de NAT, consistente en lesiones
multiples del sistema nervioso, en areas con elevado consumo
de la raiz y con niveles altos de tiocianato.

Ekpechi y Delange, reportan la incidencia de bocio endémico, no
asociado & la deficiencia de yodo, sinc intimamente relacionado
con elevados consumos de yuca seca, ahumada y sin fermentar,
confirmandose 4Jque la yuca interfiere con la asimilacion de
yodo por la tiroides.

2.2.4 Oportunidades para conservar y mejorar el valor nutritivo

de la yuca

La toxicidad de 1la yuca ha guiado a diversos métodos de
detoxificacidn para minimizar el peligro del cianuro, en general
son métodos de tratamiento con soluciones, ebullicidn o
fermentacidn (Coursey y Haynes, 19703 Collard y Levi, 1959).

Sefa-Debeh (1984), ha reportado que durante la elaboracién de un
producto tradicional a base de yuca llamade gari, ocurre una
primera etapa de detoxificacion por 1la hidrolisis de la
linamarina al disminuir el pH durante 1la fermentacidn, como
consecuencia de la produccidon de acidos organicos por
Corynebacterium manihot (Collard y Levi, 1959. Lo cual
muestra la posibilidad de emplear la fermentacion léactica en
medio sélido como una alternativa al proceso de detoxificacidn

y conservacion de la yuca en fresco.

En México existen gportunidades para elevar el valor nutricional
de la yuca, mejorando directamente las variedades de cultivo en
los diferentes programas de produccién (Appan et al 19803 SARH,
1984). Recientemente se han desarrollado metodologias para el
enriquecimiento proteico de la yuca (Raimbault, 1980), ademas
existen estudios para aprovechar el potencial del cultivo a
través del beneficio integral de hojas y raices (Cruz, 1984) y

la reduccion del contenido de glucdsidos cianogénicos.



2.3 Ensilaje y fermentacion lactica.

El ensilaje se engloba dentro de la fermentaciones en sustrato
s6lido vy a manera de definicidén para este trabajo, y en base a
McCul lough (1977), se debera entender por ensilaje la
conservaciéon del material (organico alimentario) humedo potr

la acidificacién anaerobia debido a la accion de
microorganismos. De esta manera se excluye la aplicacidn del
téermino para otros usos como almacenamiento de granos vy
cereales, conservaciétn de productos humedos por la adicidn

de 4&cidos organicos e inorganicos (U. Nebraska, 1978), o en
general el almacenamiento de cualgquier material 2n una
construccidn denominada silo.

El principal propdsitoc del =ensilaje es la conservacidn del
material con una pérdida minima de nutrientes y energia.

aunque también se 12 han atribuido ciertos benefiziocs como un
mejora en balance gde aminocacidos (Sharpe., 1981).

Se conocen S tiposz de patrones fermentativos que pueden llevarse a
cabo en el ensilaje: lactico, acético, propidnico,
butirico y marchitamiento (McCullough, 1977 y Doelle, 1272). Sin
embargo como se vera mas tarde, la fermentacidn lactica es

la mas apreciada.

Los factores importantes para la realizacidn y éxito del
ensilaje son (McCullough, 1977; Whittenburg, 19261):

- Contenido de humedad (&66-72 %)

- Poca capacidad amortiguadora del medio

- Disponibilidad de carbohidratos solubles (6-8 %)

~ Predominancia de bacterias lacticas homofermentativas

- Alta velocidad de fermentacidn

- Bacterias &cido tolerantes para producir un pH menor a 4

La fermentacion lactica en el ensilaje es la via
metabdlica gque mas disminuye el pH del medio, debido a su bajo
pK (3.84), ademas le confiere al producto propiedades

organolépticas aceptables (McCullough, 1977; Fleig, 1938).

La fermentacion lactica puede seguir dos vias metabdlicas
obteniéndose diferentes proporciones de productos finales, asi
por ejemplo, la fermentacidon homoldctica, por 1la via de
Embden-—Meyerhoff-Parnas (EMP) produce mas de 1.8 moles de
dcido lactico por mol de glucosa consumida, mientras que la
fermentacién heterolactica., via hexosa monofosfato (HMP),
produce una proporcidén menor de &cido lactico ademas de
etanol y CO=, con la consiguiente pérdida de nutrientes vy
energia (Rose, 1977; Doelle, 19735).



7% RECUFERACION
Homolactica (EMP) CARBOND ENERGIA
FERMENTACION Glucosa ==> 2 Lactato 100.0 A
LACTICA
Heterolactica (HMP)
Glucosa ==* Lactato + Etanmal + CO= FL 6 24.9

Durante 1la fermentacién homolactica se sigue la siguiente
reaccion global:

Glucosa + 2 Pi + 2 ADP =======> 2 lLactato + 2 ATP + 2 Hz0

Si la faormacién de Acido lactico es lenta o la cantidad de

acida insuficiente, se favorece el desarrollo de clostridios
butiricos., ya 4que el lactato es usado comc sustrato para la
termentacion butirica a la vez se eleva el pH favareciendo el
desarrollo de clostridos, dando lugar & problemas paosteriares de
aceptacion. La pérdida de nutrientss canduce a una
disminucion en el material fermentado ade S1 por ciento vy
pérdidas de energia del 18 por ciento (McCullough, 1977):

2 LLactato =====> Butirato + 2 COz + 2 Ha

Ademas se pueden presentar otros patrones metabdlicos
relacionados con la degradaciéon de proteinas, o reacciones
acopladas de oxido reduccién relacionadas con la desaminacidn
de aminodcidos, dando lugar a la liberacidn de diéxido de
carbono y amoniaco.

Alanina + 2 Glicina ====> J Ac. acético + 3 NHs + CO=
2 Alanina ====> 2 Ac. propibnicao + Ac. acético + I NHx + CO=z

Con el deteriora de proteinas y el aumento de la capacidad
amortiguadora del medio, la cantidad de carbohidratos requeridos
para llevar el pH a 4 se incrementa. Este problema no se presenta
en la yuca debido a su bajo contenido protéico.

Se ha demostrado que los - microorganismas no desaminan
aminoAdcidos a valores de pH menores de 4, ademas a pH 4-5, la
accion de clostridios se ve seriamente inhibida (McCullough,
1977).

De la estequiometria béasica de los procesos bioquimicos se

sabe que por cada mol de etanol o acidao acético se farma una

mol de CO=2, lo cual lleva a una pérdida de materia y
energia y una liberacidn mayor de calor al medio. Ademas se

sabe que 1la liberacién .y recuperacicon de energia en la
glucolisis son relativamente bajas, 4.72 y 6.85 por ciento
respectivamente, sin embargo el proceso fermentativo es mucho
mas rapido que el respiratorio. :
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En términos practicos estos principios basicos implican que

si la fermentacidn en el ensilaje no se controla hacia un
patron homolactico, los problemas de calentamiento pueden
lilegar a ser importantes, hecho gque coincide con la elevacidn de
temperatura observada en =ilos de yuca de grandes dimensiones
(Zaragoza, 1984). Este calentamiento puede llegar a detener la
fermentacion antes de que se alcance un pH suficientemente bajo
para lograr la conservacidn del material.

Diversos autores han estudiado el ensilaje de material forrajero,
desde un punto de vista de la microbiologia aplicada (Ruxton y
McDaonald, 19743 Ohayama, Masaki y Hara, 1975; Ohyama, Morichi vy
Masaki, 1975), otros mas desde wun punto de vista practico
(Vandergerten v Vanstallen, AT o desde un puntog de vista
nutricional (Fathak, Mahan y Ranjhan, 1974; Shimada,1981;
Castrillon, Shimada s Calderon 19278), abundando asi la
informacidn desde un punts de vista practico.

For otra parte. Fozo (1983), encuentra gque en la fermentacidn
lactica de la harina de yuca enriquecida es importante
considerar:

&) La presencia de hidréxido de calcio para ajustar el pH.

b)) La presencia de celulosa como material de soporte y reservorio
de humedad. Ademas, se confirma que el ensilaje se puede llevar

a cabo satisfactoriamente en niveles de humedad del 60 a 70 par
ciento.

c) El tipo de indculo empleado.

Hasta principios de ésta década no era claro la conveniencia

de emplear lactobacilos come iniciadores de la fermentacién
lactica del ensilaje (Sharpe, 1981), sin embargo varios autores
han estudiado la aplicacitn de lactobacilos en el ensilaje de
diversos de materiales tanto de origen animal como vegetal. En
ocasiones no se encontrd beneficio en la inoculacidn (Ely et.
al., 1982; Moon et. al., 1981 y Ohyama et. al., 1975), pero en
otros casos se observd que la adicidn de lactobacilos provoca

una disminucién mayor del pH, un aumento en la produccidn de
Acido lactico y disminucidn de acidos grasos volatiles

‘Flores et. al., 1985; Lindgren et. al., 1983; Maoon, 19815 y Van
Wik et. al., 1985) dando lugar a un producto mads apetecible para
los animales de acuerdo a los criterios expuestos anteriormente
por Flieg (193B).

Aparentemente el éxito del uso de lactobacilos en el ensilaje
reside en la carga bacteriana inicial del material (Moon, 198135 vy
Van Wik et al, 198%), asi como de las condiciones en que se
lleve a cabo el ensilaje (McCullough, 1977), en si cada sistema
de ensilaje requiere uria exploracidn sistemdtica para la
seleccidn del microorganismo adecuada.

Las bacterias lacticas =se dice que son fermentadoras obligadas
ya que solo obtienen energia de la fostorilacién del
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sustrato carbonada, y en términas bioquimicos estrictos cumple

con la definicién de fermentacidn. Las bacterias lacticas

son cocos o bacilos gram positivos., no esporulados, siendo desde
anaetrocbios facultativos hasta anaerobios estrictos, con
requerimientos nutricionales estrictos (Doelle, 1973 vy Sharpe,
1981).

El estudio de 1la fisiologia de lactobacilos tiene una larga
tradicion y se ha demostrado que la fermentacidn lactica
presenta inhibicidn por producto final ({Rogers y Whittiers,
1928), esto es, gque la fermentacidn se ve inhibida por la
molécula no disociada de 4acido lactico m&s que por

ningun otro compuesto, aparentemente afectandao a la
fasfofructoquinasa que es la primera de las once enczimas gque
intervienen en la glucdlisis (Lehninger, 1973).

La fermentacién l&ctica ha =zido ampliamente estudiada en
cultivo sumergido por diversos autores, usando cultivos puros
(axenicos) de microorganismos y en general se reporta que bajo
condiciones de pH controlado, el pH dptimo de fermentacidn
esta antre S y 6; los medios de cultivo son ricos y las relaciones
de C/N menores a 4 (Luedeking y Piret, 1959; Hanson y Tsao, 1972:
Keller y Gerhardt, 19733 Rogers, et. al.,1978). For otra parte
usando también cultivo sumergido pero con indculos mixtos
(no—axénicos) diversos autores reportan que es posible orientar
el patréon fermentativo hacia un perfil homoldctico a través

de la manipulacion de temperatura, pH y composicidn de la
fuente nitrogenada; con medioc de cultivo mas pobres y relaciones
C/N alrededor de 30 (Torre de 1la I. y Goma, 1980; Gémez y
Viniegra—-Gonzalez, 19813 Pipyn y Verstraete, 1981, Goémez y
Coronado-Vega, 1983).

2.4 Cultiva solido de hongos filamentosos

Como se indicéd anteriormente, el cultivo de hongos filamentosos
es el proceso que se ha relacionado con mas frecuencia con la
denominacidén generalizada de FSS, y en este respecto se
revisard el avance del conocimiento cientifico e ingenieril en
esta area. :

Laos hongos filamentosos obtienen energia por el Ciclo de kKrebs y
la fosforilacidn oxidativa, formando 26 moléculas de ATP netos
por mol de glucosa consumida, estos compuestos de alta energia
son la base de la biosintesis del micelio. La respiracidn se
puede representar esquematicamente de la siguiente manera:

Glucosa ====> &6 Hz0 + 6 CO=x
con la liberacién de 639 kcal/ mol de glucosa.

A pesar de que se conocen los principios bioquimicos de esta
fermentacion, el refinamiento y automatizacion del proceso se
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alcohol (Moo Yaung et. al., 1983).

El proceso diseRado por Raimbault (1980) utiliza un bioreactor
cilindrico de lechoc fijo donde el hongo crece sobre una matri:z
de granulos humedos de almiddn de yuca gelatinizados, matri:z

que es a la ver el soporte y el sustrato. A través de la
columna se hace pasar aire previamente humedecido y calentado,
dando lugar a un producto hasta con 20 % de proteina en base
seca (Raimbault, 1980). Esta metodologia se ha empezado a usar
para explorar su aplicacién en productos mas valiosos.

Finalmente, el proceso Waterloo produce proteina unicelular a
partir de material celuldsico y se puede obtener un producto
hasta con 38 % de proteina (Moo Young et. al. 1983)

Cada proceso de oS requiere de una pareja adecuada de
microarganismo v sustrato para obtener el producto deseado.

El crecimiento de los hongos filamentosos se lleva a cabo en forma
apical alargandaose las hifas fdngicas, sin embargo c=e
presentan cambios en 1la morfologia de acuerdo al sistema de
cultiva.

En el cultivo sumergido agitado y aireado, el crecimiento se
presenta en forma de esférulas, con crecimiento apical en la
parte exteriar de la esférula. En cultivo superficial, como en
una caja de Petri, el crecimiento es apical pero en dos
dimensiones saobre la superficie del agar.

En la FSS el crecimiento es apical, pero la direccitn depende de
la disponibilidad de nutrientes Y de 1la configuracién
geométrica de la matriz sdélida. Asi inicialmente se
presenta un crecimiento apical superficial, posteriormente hay un
ataque hacia el interior de los granulos de almiddén, vy
finalmente una invasion de los espacios libres entre los
granulos de sustrato, de esta manera simplificada se puede
apreciar la complejidad del proceso durante el crecimiento
microbiano.

Debido a 1la heteraogeneidad del medio, existe una dificultad
técnica importante para medir experimentalmente el crecimiento

en farma precisa, asf{ los métodos con que se cuenta
actualmente no san del todo adecuados (Acidos nucleéicos,
proteina verdadera). Existen otros métodos tal vez mas
precisaos pero sin aembargo su aplicacién es complicada

(radiocisotopos, ATP) (Aiba et al, 1978).

El crecimiento de 1los hongos y su metabolismo en la FSS esta
sujeto a los mismos fundamentos bioquimicos y- leyes fisicas
que un cultivo sumergido. Sin embarga la aplicacidén de los
controles practicos de la fermentacidn es mucho mas
dificil, ya que comunmente laos controles se basan en la

‘
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composicion del gas. el mezclado del medio, la disponibilidad de
nutrientes, la relaciédn superficie volumen y los factores
ambientales como temperatura, pH y humedad.

Las presiones parciales de oxigeno y didxido de carbono en el
ambiente s0N factores criticos para el crecimiento y 1la
formacion de productos en la FSS (Bajrachaya % Mudgett, 1980),
de tal forma gque se pueden usar mezclas de 0Oz y CO= para

regular la fermentacion.

El mezclado es un factor usado en conexidn con la aireacidn
para introducir nuevas superficies de aireacidn, sin embargo,
produce rompimiento del micelio y consecuentemente un dakao celular
y disminucidn del crecimiento.

Los factores nutricionales pueden ser limitantes para el
crecimiento balanceado an la ESSy esta situaciaon es
2speclialmente importante =n este medio donde la difusion de
nutrientes es lenta.

El disefio de los bio—reactores de fermentacidn ha avanzado poco
por la dificultad que existe para hacer medidas experimentales
confiables a las variables importantes del proceso, ya que la
heterogeneidad del medio dificulta la determinacidn precisa de
la biomasa, nutrientes, pH y temperatura.

El paso limitante en 1la transferencia de masa en la FSS puede
residir en la difusiodn inter o intrafase.

La transferencia de masa interfase es muy importante para el
transporte de oxigeno desde el espacio vacio en el reactor
hasta la fase sélida donde crece el microorganismo. Este
transporte depende del tipo de sustrato empleado, asi como de la
humedad del medio, ya que un exceso de humedad puede inundar los
espacio vacios evacuando el aire y causando una disminucion

del crecimiento del hongo.

Si. la fraccion vacla es suficientemente grande para soportar
el crecimiento, podria no ser necesaria la aireacidn continua,
sin embargo también se requiere desalojar el COz producido,

por 1lo gque la aireacion continua es necesaria y posiblemente un
mezclado suave también es recomendable. El control practico
mas efectivo de la tranferencia interfase de oxigeno, es medir
continuamente los niveles de oxigeno dentro de la masa que
esta fermentando y tomar las medidas correctivas adecuadas si el
nivel de este es muy bajo.

La transferencia de masa intrafase se refiere al transporte de
nutrientes y enzimas dentro de la masa de sustrato. Este aspecto
se puede analizar haciendo algunas simplificaciones, en forma.
similar a las pastillas utilizadas como catalizadores quimicos,
involucrandose el uso de factores de efectividad y modulo de



Thiele, empleados ampliamente en la ingenieria de reactores
quimicos.

For otra parte, la transferencia de calor en 1la FSS esta
fuertemente asociada con las tasas de aireacion de la mezcla
fermentando. lLa baja humedad del medio establece condiciones

dificiles para la transferencia de calor, por 1lo tanto, el
control de temperatura en grandes escalas en muy dificil. Este
problema es una de las principales desventajas de la FSS respecto
al cultivo sumergido.

lLa aireacion puede ser empleada para calentar o enfriar la masa
durante la fermentaciéon de acuerdo a 1la etapa en que se
encuentre 21 proceso.

El diseho de bioreactores para fermentacion sélida ha sido
realizado en gran medida en forma empirica y la razdn
principal de =2sto, =g la ausencia de datos experimentales
confiables, asi como 1la +falta de =ensores adecuados para este
sistema de ftermentaciaon.

En forma general, existen diferentes disenos de bio—reactores que
se han empleado para la FSS: tambores rotatorios, charolas,
dispositivos de incubacidn de geometria cartesiana verticales

e 1inclinadaos, fermentodares de columna y continucs de canjilones
(Lonsane et. al., 1983).

Finalmente se conoce muy poca informacidén acerca de la
técnicas de automatizacién de la FSS, y la mayoria de ellas

han sido desarrolladas en Japén vy atros paises orientales,
para la produccion industrial de koji y enzimas. Sin embargo,
los detalles técnicos no estdn disponibles en la literatura y
son de naturaleza confidencial.
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conservaran tanto en medico sumergido como en sélido; sin
embargoc posiblemente sea necesario hacer algunas consideraciones
especiales, debido a la dificultad experimental que presenta este
ultimo .

La mayor parte de los modelos que se han desarrollado para la
fermentacidn lactica son no estructurados y el trabajo
experimental ha =sido realizado en cultivae sumergido usando
cultivos bacterianocs axénicos puros, bajo condiciones de pH y
temperatura controlados y usando frecuentemente medias de cultivo
compl=jos, con peptana como fuente de nitrdgeno y extracto de
levadura como fuente de factores de crecimiento (Luedeking vy
Firet, 1952; Hanson y Tsaa, 1972; kKeller y Gerhardt, 197S; Aborhey
y Williamson, 19773 Rogers et. al.,1978).

Los primeros estudics de la fermentacion lactica en cultivo
sumergida indicatron Jue tanto el pH como el Aacido lactico no
protonado afectaban fuertemente a esta fermentacion (Rogers vy
Whittiers, 1928 ¥y & partir de estos hechos se empieza a estudiar
este fendmeno.

Gran parte de los esfuerzos para desarrollar modelos para simular
la fermentacidén lactica se basa en los trabajos realizados por
Luedeking y Piret (1959), empleando lactobacillus delbrueckil

NRRL - B 445, incubado a 45 'C. Determinaron que la tasa de
formacién del 4&cido 1lactico a partir de glucosa, depende
tanto de la velocidad de crecimiento como de 1la densidad

bacteriana presente, encontrando que:

REES VEE = A HA A +B X
dt dt

donde a y b son parametras dependientes del pH.
Hanson vy Tsao (1972), modificando la expresién de Monod (1942) y

estableciendo similitud entre las reacciones quimicas de primer
orden y las fermentaciones, desarrollaron =21 siguiente modelo:

R = dX = -Kv S X
dt Ks—-S

Rs = d8. = - Bs S X
dt

Rp = dP = Bp S X
dt

donde - kv, Ks, Bs y Bp son constantes y debido al signo negativo en
la constante de afinidad en la expresidn de Monod (1942), cambia
de signo =21 denominador.

La estimacidon de los parametros la realizaron a traveées de la
integracion "y linealizacidn de las ecuaciones diferenciales.
FPara la integracién gréafica y diferenciacidn de las curvas
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modelo.

Este modelo no predice la fase de retardo, por lo que es necesario
ajustar la escala del tiempo al momento de la simulacién.
Ademas no realiza predicciones correctas a altas tasas de
dilucién en cultivo continuo debido al crecimiento en las
paredes que presenta el microorganismo, sin embargo, tresulta
atil en los estudios de cultiva continua que realizan
posteriormente.

Usando 1los datos de Rogers et. al. (1978), Aborhey y Williamson
(1977} desarrollan el modelo mas avanzado de la fermentacidn
lactica en medio liquido, este modelao es estructurado a
diferencia de todos los anteriores. Es importante hacer notar que
este modelo tal vez sea el dnico estructurado para la
fermentaciéon lactica, vy se presenta 12 aRos despuas gue
Tsuchiva =t al. (1966 cresentan la teoria de los modelos
estructurados por primera vez.

Farten simultaneamente de la idea de Monad (194%Z) y de Luedeking
y Piret (1942), concsideran que la formacidn de producto depende
de la concentracién de sustrato intracelular efectiva (Si) y que
el transporte de sustrato a través de la membrana es el paso
controlante del proceso siguiendo una cinética enzimdtica
(Kg). Es decir que la inhibicidén por producto afecta
directamente el transporte de sustrato a través de la membrana.
Toman en consideracién que la formacidén de biomasa y praducto
y. el consumo de sustrato estadn bajo control enzimatico
{(Ux,Us,Up).

Para resolver el problema del modelado de la fase de retardo
introducen un término de concentracidn critica de sustrato

(St), debajo de 1la cual no existe actividad y que a tiempo cero
tiene un valor de cero. Las ecuaciones que resultan despueés de
su desarrollo son:

Rx = dX = Us X
dt
Rp = dP = Up . X
dt
Rs = dS. = - q Kg S X
dt Ks + §
Rsi= dSi = g kKg 8 - Ux - Us
dt Ks + S Yx Yp
donde Se = 0 cuando Si<St
y Se = S§i-8t cuando Si>St
Ux = U_max Se Up = U_maxp Se Kg = Ko + _Kt Se q =_3§
Se + kKsx Se + kKsp Se + Kst S+KpF

Este modelo relativamente complejo predice satisfactoriamente las
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este modelo es interesante desde el punto de vista de su

concepcion sin embarga, en la F8S no resulta muy clara su
aplicacién.

La aproximacién general para modelar 21 crecimiento en un
cultivo por lates es:

Ragt =o Xl = S CTR0 B B e X e )

sin embargo, considerar simultaneamente todos los factores que
afectan el crecimiento es muy complejo vy generalmente los modelos
se desarrollan taomando en cuenta un soloc factor.

Uno de los modelos mas zimples es la ley de Malthus:

Rx = dX = u X
dt

donde u es una constante.

For otra parte, existen numerosos de modelos que han sido muy
recurridos en Biologia, Agricultura, Ingenieria y Economia,

los modelos sigmoidales y los asintéticos, expresiones gque
generalmente son no lineales, en esta seccidédn se revisaran los
modelos que pueden tener intereés para el aArea de
fermentaciones.

Los denominados asintdticos, son expresiones del tipo:
X =A - B G*

donde A, B, vy G son constantes, A es el valor maximo que puede
tomar el valor de X, con esta expresién se puede representar la
formacion de cualquier productao.

Otro modelo de esta clase es el modelo desarrollado por Gompertz
(Ratkowsky, 198335 Draper & Smith, 1981), que es una variacion
del modela logistico perae sin simetria en su puntoc de
inflexidn:

Rx = dX = k X log(A/X)
t

a

donde. A es el valor maximo que alcanza X y k es la tasa
especifica de reaccidn. Expresidn gque se puede integrar
para llegar a: »

X = A exp(~ B exp(~kt))

sin embargo, es importante seralar que existen varias
parametrizaciones de este mismo modelo, que posiblemente facilitan
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Raimbault (1980) wutilizd este modelo para caracterizar la
cinética de crecimiento de A. niger sobre yuca en FSS, que
se puede expresar en forma diferencial de la siguiente forma:
BRI = D X 8l = SO R
dt K

donde se aprecia que existe un factor de inhibicidn pablacional
sobre el crecimiento que es proporcional al cuadrado de la biomasa
presente. Verlhust en 1844 y Feer y Read en 1220 contribuyeron a
la teoria incluyendo este factor de inhibicidn (Bailley %
Ollis, 1977).

For otra parte, a este modelo se le puede asociar el consumo de
sustrato con energia de mantenimiento:

(ny
(51

Rs =

0o
ot
<~
o
<

donde Y es un factor de rendimiento y m es la cantidad de
energia del sustrato que es consumido por unidad de
microorganismo Yy por unidad de tiempo, para mantener la flora
bacteriana viable.

La idea de energia de mantenimiento fue expresada anteriormente
por Pirt (1973), debido a los cambios de los rendimientos globales
de conversidn de sustrato a producto. Este autor demostrd que

una porcion del sustrato total consumido se destina al
crecimiento, mientras gque otra porcién se utiliza para el
metabolismo enddgeno, que comprende la biosintesis de
macromoléculas estructurales Y gasto de energia en el

transporte activo.

Edwards y Wilke (1968) desarrollaron una metodologlia para
ajustar los datos experimentales obtenidos de una fermentacion
por lotes, a una ecuacién logistica modificada, donde al menos
algunos de sus parametros tienen significado fisico.

Basicamente la generalizacidn’ que hacen de la ecuacidn
logistica es la siguiente:

X = _ [
1 + exp( F(t) )

donde
F(t) = Ao + Ast + Azt + Axt + ...

A medida que se aumenta el grado del polinomio de F(t), se
obtendran curvas con mayor poder de prediccidn. Por ctro lado

A representa el valor de la concentracién de células en la
fase 2stacionaria o la concentracidn mdxima de producto
obtenido, el parametro A; representa la velocidad maxima
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para su estudio se puede hacer uso del avance en este ramo de la
ingenieria quimica.

Los aspectos sobresalientes de ingenieria de estas dos
fermentaciones de sustrato solido son:
FERMEN-— REGLHEN" ~TEHEPO DE I MASA T CALOR POSIEBILIDADES
TACION REACTOR DE DISENO
ENSILAJE Lote Estatico Despre-— Difusidén Cond inicial
Empacado ciable Dim y geametri
Heterageéeneo
ENRIGQUE- lLLote Est y/0 Din Conv-Dif Conv-Dif Cond inicial
CIMIENTO Emp y/0 Agit Dim y geametris
Heterogéneo Cond operacisn

Se deben tomar e2n cuenta algunas consideraciones., por ejemplo, en
el caso de FSS el producto de interés permanece en el lecho,
mientras gque n los reactores quimicos el proceso es continuo,
lo cual lleva a disekos especiales en el reactor para este proceso
intermitente.

Un punto importante en las reacciones bioquimicas es que el
proceso de fermentacidtn o su  producto normalmente son  muy
termolébiles, por 1lo que en ocasiones es importante evitar gque
la temperatura del medioc exceda un cierto valor.

Los modelos matematicos pueden ser usados como herramienta en el
disefio racional de bioreactores de FS5S5, y este punto de vista es
el usado en esta parte del trabajo.

Los madelos usadas para describir los reactores cataliticos de
lecho empacado se pueden clasificar en dos grandes categorias
(Froment, 1972):

MODELOS
Dimensitn Pseudo-homogéneos ‘-  Heterogeneos

Una Flujo pistéon (FP) - FP + Gradientes interparticula
FP + mezclado axial FP + Gradientes inter e
intraparticula

Dos FP + mezclado axial FP + Gradientes inter e
y radial intraparticula y mezclado radial

De los modelos mencionados, los que se pueden emplear para la FSS
s0on los bidimensicnales tanto pseudo homogeéneos como
heterogéneos, recordando gque los procesos fermentativos son
intermitentes Y dependientes del tiempao, lo cual aumenta
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considerablemente la complejidad de la expresiones matematica
del modelc.

E1l avance del conocimiento tedrico y practico de la
fermentacion solida vy la complejidad del fendmenoc obligan
por el momento, al uso de modelos pseudo homogeneos que

involucran constantes globales de transporte.

Existe una gran deficiencia de modelos matemdaticos para la FSS
(Lonsane et. al., 198%5), vy en este csentido sdlo se han hecho
algunos intentos para modelar algqunos aspectos de la transferencia
de calor y masa (Lonsane et. al., 1985 y Singer et. al., 1976).
Debido a 1la sensibilidad de los microorganismos a la temperatura,
uno de 1los problemas mas zerios en la FSS es la disipacion de
calor del sistema y por considerarlo un aspecto critico en este
trabajo,. se enfocard unicamente dicho problema v la revisién

de los modelos =2 hara en este sentido.

De trabajos anteriores {Huerta, 1984), se sabe que los gradientes
de temperatura en la direccidn radial son importantes para
bioreactores cilindricos de FSS mientras que el gradiente de
temperatura en la direccidn axial es relativamente menor.

Por otra parte, de la teoria de reactores cataliticos se sabe
que la dispersidn axial se puede despreciar si la relacion de
longitud a diametro de particula es mayor a 100 - 150
(Carberry, 1976 y Froment 1972), situacidén que se puede dar en
la FSS.

La forma general de un modelo pseudo homogéneo temporal y
bidimensional en geometria cilindrica, que considera
gradientes de temperatura radiales y un mezclado ideal en la
direccidn axial y despreciando la dispersidn en la direccidn

axial y angular, puede expresarse de la siguiente forma:

PCp dT = k(d=2T + 1 dT ) + UPCp dTI + P (-AH) Rx
dt dir= r dr dt
con condiciones iniciales: T = To
y condiciones de frontera:
dT = 0 @ r =0 Yy dT = - h (T-Tw) @ r = Ro
dr dr - k

que es la ecuacidn de continuidad de energlia térmica para un
reactor cilindrico de lecho +ijo.

Esta ecuacion general es susceptible a sufrir algunas
simplificaciones, por ejemplo en el caso del ensilaje, por



llevarse a cabo en un medio anaercbio no existe el término de
convexidén por aireacion. En el caso del entriquecimiento
protéico, bajo ciertas condiciones, es posible despreciar el
perfil axial de temperatura. Estas simplificaciones pueden avudar
a la comprobacién de algun modelo de transparte de este
naturaleza.

2.7 Antecedentes directos a este trabajo

Debida a su alto contenido de almidédn la yuca encierra una gran
cantidad de energia importante para la alimentacidn animal y
humana, siendo un cultivo impartante en el area de Huimanguillao,

Tabasco, donde en 1986 <se produjeron 25 000 toneladas. 31
aprovechamiento del tubérculo requiere de das factores
importantes:

&) Conservacidén
b) Aumento del contenido de proteinas

Respectz al primero, alqunos autores han realizado estudios de
snsilaje con diversos materiales encentrando que la adicidn de
bacterizs lacticas puede ser un factor muy importante para
agrientar favorablemente =1 ensilaje, obteniendo un productao de

mejor calidad para la alimentacidn animal. Los estudios
realizados por veterinarios y cootecnistas sobre el ensilaje de
yuca han estado enfocados de manera esencial hacia la

produccion animal.

Fara el caso especial del ensilaje de yuca se ha puesto poca
atencién en los aspectos bioquimicos y de ingenieria, siendo

que la conservacion del material y el control de la
fermentacién depende en forma importante de estos factores.

En 1lo segundo, el cultivo de hongos filamentosos puede aumentar el
contenido protéico de diversos materiales, entre ellos la yuca,
teniendo este proceso una complejidad tecnoldgica superior a la
del ensilaje. El cultivo de A. niger en yuca ha sido estudiado
desde puntos de vista microbioldgicos y de algunos aspectos de
ingenieria, ademds de que se han disefado empiricamente
algunos prototipos de biorreactores agitados y estaticos.

La complejidad del proceso de enriquecimiento ptrotéico, la falta
de sensores adecuados y la heterogeneidad del medio no han
permitido comprobar modelos matematicos que contribuyan al
entendimiento del proceso y al disefioc de biorreactores adecuados.

2.8 Objetivo de este trabaijo

En este trabajo pretendemos contribuir a 1la aplicacidén de
algunos conceptos de ingenieria en el enriquecimiento protéico

y en el ensilaje de la yuca, enfocados a resclver las limitantes
de su aprovechamiento. FPara este propdsito se planearon dos
actividades especificas:
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CAPITULO 3. METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Los métodos experimentales empleados en éste trabajo se apoyan

en técnicas ampliamente difundidas en el estudio de las
fermentaciones. Algunas de ellas fueron adaptadas especialmente
para el estudio de las fermentaciones csdlidas en los

laboratorios del Departamento de Biotecnologia de la UAM-I.
Asi mismo se desarrollaron y adaptaron diferentes dispositivos
experimentales, contando con el apoyo del taller mecanico y de
soplado de vidrio de la UAM-I, gue hicieron posible 1la
realizacidn técnica de este trabajo.

3.1 Ensilaje

3.1.1 Bacterias lacticas

lLos microorganismos gue cse empliearon en este trabaijo ya habian
sido estudiados previamente v en este trabajo =2 contribuve a 1la
difusidn de su conocimiento.

Se emp learon tres cepas de bacterias del genero
Lactobacillus, ¥y una cuarta del género Streptococcus:

a) Dos cepas de Lactoebacillus =p aisladas en un trabajo
anterior (Velazque=z, 1983) a partir de fermentaciones
espontaneas (Col fermentada y Pozol).

b) Una tercera cepa fue aislada de col fermentada y posteriormente
identificada como (Lactobacillus casei (Velazquez, 19833 Po=zo,
1983)

c) Se utilizd también una cuarta cepa de coleccidn
Streptococcus termophilus ATCC 1469.

3.1.2 Agar y medio de Rogosa

Los medios de conservacidn y propagacion empleados tuvieron
como base la composicién de aquellos disefiados para bacterias
lacticas por Rogosa en 1959 (Sharpe, 1981).

Las cepas fueron conservadas en agar Raogosa modificado (ver
Apéndice II), al medio liquido se le adiciond 15 g/1 de agar
bacterioldgico. Este medico fue esterilizado a una presion de 1
kg/cm durante 15 minutos, en autoclave de vapor.

El medio de agar se inoculd por azada y se incubd durante 24
horas a 30 ‘C y se almacend a 4 'C. El cultivo resultante fue
tranferido cada tres meses a otro medio con agar.

Fara propagar el cultivo de bacterias lacticas se empled un
medio de Rogosa modificado con la composicidén que se describe en
el Apéndice 1I1. Las cepas de microorganismos fueran transferidas
por siembra por azada del agar al medio liquido de Rogosa,
previamente esterilizado como se indicd anteriormente.

‘
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lactico por metilacidn, etanol Y ac. aceético, ac.
propionico y ac. butirico (Acidos grasos volatiles, AGV's)
por cromatografia gaseosa los ensayos analiticos fueron

practicados cada mes, hasta una edad de S meses.

3.1.5 Ensilaje de yuca seca.

Se empled yuca seca para estudiar los siguientes efectos en el
ensilaje:

Estudia Apartado
Tamarfo de indculo - ke
Composicidn y factores ambientales o
Temperatura e
Escalamiento : O

Los tubérculos dZde vuca +tueron lavados. picados v secados al sol
hasta alcanzar 3-10 X de humedad, =1 material zeco ze tamizd
utilizando diferentes mallas.

De acuerda a las necesidades de cada ensayo experimental, se
trabajd con diferentes tamafios de particula (dp), como se
describe en la Tabla 32.1.

De los ensilajes realizados con yuca seca (Tabla 32.1), las
condiciones iniciales de la fermentacidon (3.1.3) se adaptaron a
las condiciones propias del ensayo, como en caso de variacidn de
pH inicial y de tamaRo de indculo.

El indculo requerido se mezcld con agua suficiente para llevar
la humedad del medio a S5 %

Tabla 3.1 Tama#o de particula de la yuca seca empleado
en los diferentes ensayos experimentales

dp (mm) dp (mm) No. Malla Ensayo *
promedio

menor 10.00 g 75 = . Ca, (NH4)2504, Fibra, Esc
2.38 - 4.00 3« 1% Bei=" tx dp, Esc
Ly&B = " Z2ia8 2.03 10 - 8 dp, Esc
059 ~ 0.80 0.70 = 20 dp, pH, T, Io, Esc
.27 = 0.59 0.44 50 - 30 dp
@A ==  0.ED 0. 20 150 - 50 dp
* Io : Tamarno indculo Ensayo S.3

pH y dp Ensayo S5.4.1

Ca, (NH4)2504, Fibra Ensayo 5.4.2

T : Temperatura " Ensayo 5.5

Esc : Escalamiento Ensayo 6.2
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En la direccidn axial fue posible medir temperaturas a la
entrada y a la salida de la columna, ademas de 3 puntos
intermedios a lo largo del eje a valores de 0.17, 0.45, 0.74 de la
altura total.

Se emplearon columnas de vidrio con chaqueta para recirculacion
de agua, la temperatura del bafo fue controlada con una

precision de + 0.1 'C, mediante un termorequlador recirculador
Haake EZ2.

Las dimensiones caracteristicas de este aparato se detallan en
la Tabla 3.3.

- Torres de 18, 40 y 20 kg
En el escalamiento del ensilaje (5.2) se utilizaron las 2 columnas
de distintas dimensiones, que se describen en la Tabla 3.32.

Las torres se incubaron en una camara de temperatura constante
de uso microbioldgico, a una temperatura de 33.3 + 3 ‘C.

Fara las I torres se realizaron mediciones de temperatura, a
valores adimensionales de +radio ©, 0.4, 0.8, y 1. A una

profundidad de 20 cm de la parte superior.

Para 1la torre de 40 kg se obtuvieron también mediciones de la
temperatura en el centro del cilindro y a diferentes alturas.

En la columna de 90 kg, se hicieron también mediciones a 10 cm
de la superficie.

Tabla 3.2 Dimensiones caracteristicas
del escalamiento de silos

Cap (kg) L/D D/dp D (cm)
1 S.8 T =t 1E9 b6
15 3.0 76 - 107 18
40 3.0 63 - 105 25
0 0.6 > 55 55

3.1.8 Tratamiento de muestras

Se prepararon tantos microsilos como muestras se requirieron.

Se tomaron muestras por duplicado a intervalos regulares de
tiempo. e

Los andlisis de cada muestra se realizaron por duplicado.
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En el momento de la fermentaciédbn la humedad del medio fue
ajustada a S0 X y el pH a 8 y se inoculd con 2 x EO7 esporas por

g M5, la densidad de empaque fue aproximadamente de 0.75. EI1
nivel de aireacidn fue de 0.2 1/hr g MS, en los prototipos de 1
1t se trabajd con 450 g M5, es decir con una aereacidn de 90
1/7hr, la velocidad transversal del aire Ffue de de I500 cm/hr
aproximadamente.

3.2.5 Prototipos para medir perfiles de temperatura, COz y 0>

Se emplearon los mismos prototipos descritos para el ensilaje de 1
kg mencionados en el apartado (3.1.7), pero en este caso se
realizd una fermentacidn con A. niger para lograr el
enriquecimiento proteico de la yuca, utilizandose el sistema

de aireacion del dispositivo. Las mediciones de gases se
realizaron a la salida de la columna empacada.

3.2.6 Tratamiento de muestras
El tratamiento de muestras es similar al del ensilaje midiendo
pesao seca, pH, proteina verdadera y azucares totales.

PERS o R L OSHl ==—=1 Feso secao

U -—=> S g + 45 ml Hz0 ———> pH

E —-——-> Secar a 60 ‘C durante 3 dias

S Moler y tamizar < malla 50

T 0.25 g + 10 ml H=0
Macerar

R -~ Proteina
Analisis ————— > - Acidos nucléicos

A - Azucares Totales

3.3 Tecnicas analiticas

3.3.1 Tincion de Gram o

Para el caso de los lactobacilos se empled la tincién de Gram
como medio de indentificacién, se siguid la técnica descrita
por Cruiskank et al (1975) que se detalla en el Apendice II.

3.3.2 Peso seco
La determinacién de materia seca se realizd de acuerdo al
método descrito por la AODAC (1980), la técnica se detalla en
el Apendice II.

3.3.3 Acidez total titulable (ATT) y pH

La acidez total titulable y pH fueron realizados de acuerdo al
método descrito por la AUOAC (1980), la técnica se detalla en

el Apéndice I1.
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Control de temperatura
Bomba de circulacidn agua
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(10) Humidificador aire
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Fig. 3.2 Dispositivo experimental
perfiles axiales de

para la determinacidn de

temperatura en la fermentacidn sdlida de

la yuca, con 1 | de capacidad, 6 cm de DI y 35 cm de altura.
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Fig 3.3. Dispositivo experimental para la determinacidn de
perfiles radiales de temperatura en la fermentacidn sbdlida de
la yuca, con 1 | de capacidad, 6 cm de DI y 35 ecm de altura.
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CAPITULO 4. SIMULACION DE UN REACTOR DE ENRIQUECIMIENTO PROTEICO

En este capitulo se presenta el desarrollo y validacidén de un
modelo matematico de que describe el comportamiento de un
bio-reactor de lecho fijo donde se lleva a cabo el enriquecimiento
protéicao de 1la yuca. El problema se estudia desde un punto de
vista de reactores quimicos cataliticaos de lecho empacado,
pero con las debidas restricciones propias del sistema
bioldgico.

4.1 Descripcion del problema

La utilizacidn de algunos productos agricolas primarios en la
alimentacidn animal se ha visto limitada por su bajo contenido
proteéico. Como una altermnativa para favorecer la utilizacidn

de la yuca en las dietas de animales, se ha planteado aumentar el
contenido protéico de dichos materiales. La fermentacidn en
sustrato sélido puede llevar consigo un aumento de protéinas

en un factor de &6 a 8, a través del crecimiento de hongos
filamentosos (Senez, 19793 Raimbault, 1980).

£l crecimiento del hongo, entre otras cosas es posible gracias al
consumo de azucares (sustrato) que se distribuyen en
asimilacion (formacion de biomasa) y en respiracion
(formacion de C0z).

Durante el crecimiento de los hongos hay un gran desprendimiento
de calor debido a la respiracidn del micraorganismo:

CeHinlle + 6 On ====> & C0z + & H=z0
Liberando 673 Kcal/g mol de sustrato respirado.

Raimbault (1980), estimé que cerca de 35 7 del total de los
azucares consumidos se respira, esto es, que para un incremento
de 15 %4 en proteina MS, se liberan globalmente cerca de 800
Kcal/ kg MS durante la fermentacidn. Otros estudios indican
cantidades mayores de liberacién de calor (3 200 Kcal/Kg MS)
para sistemas de composteoc (Finger et al 19765 Lonsane et al
198%) .

Debido a las caracteristicas del crecimiento, aproximadamente el
80 Y% del azucar se consume en 10 horas, por lo que para mantener
el medio isotérmico seria necesario remover cerca de 32 Kcal /

hr kKg MS, equivalente a enfriar 3.2 1 de agua a una tasa de 10 'C
hora. ¥

El crecimiento de hongos filamentosos es muy sensible a
elevaciones de temperatura, y en el caso de Aspergillus niger,

10 a 12 'C arriba de la temperatura éptima (35 — 37 ‘C) ocurre
una disminucidn notable del crecimiento.

En esta seccién se pondrd especial atencion en los problemas
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de liberacidén del calor metabdlico y la consecuente
elevacidn de la temperatura del medio; estos aspectos se
estudiardan mediante modelos matematicos tanto cinéticos como

de transporte de calor (Moo Young et al, 1983).

Finalmente se desarrolla un modelo matemdatico para la
prediccio™n del comportamiento de un reactor de enriquecimiento
proteico en medio sdlido, basado en fundamentos bioquimicos

y fisioclbgicos, apoyandose en datos experimentales.

4.2 Evidencia experimental
El sistema experimental que se empled es muy parecido al de

Raimbault (1980), por lo que parte de la evidencia experimental se
toma de su reporte, y la parte complementaria necesaria para
comprobar el modelo se desarrolla en este trabajo. Los
dispositivos experimentales gque se emplearon se describen en la
FaFura S 2 v S La columna de vidrio se empaca con la yuca
inoculada y humeda que se fermenta, a través de la cual se

pasaba aire previamente calentado y humidificado. La temperatura
del aire de entrada y la del agua que circula por la chaqueta se
regularon a 35 ‘C. En estas condiciones +fue posible obtener

mediciones de temperatura en la direccidén radial y axial de la
caolumna, asi como COz y 0=, en el aire de salida de la

columna (3.2.35). La metodologia empleada en esta seccidn se
describe detalladamente en el capitulo 3.

4.2.1 Cinetica de COx, O= y temperatura

De acuerdo a lo anterior, la elevacidn de temperatura del medio
deberia coincidir con la formacidn de bidxido de carbono y

el consumo de oxigeno.

Como una primera etapa para desarrocllar 21 modelo, se midid la
temperatura, la formacidon de CO= (%) y consumo de O=x

(Z) a la salida del lecho empacado; los resultados obtenidos se
describen en la figura 4.1 a y b, aqui se aprecia que existe una
clara correspondecia entre las tres variables mencionadas,
ademds de existir fundamentos bioquimicos para ello. De
acuerdo a esto, es posible desarrollar un modelo que relacione el
crecimiento de la biomasa al consumo de azucares, la formacidn

de bidxido de carbono y la elevacidn de temperatura.

For otra parte 1la grafica (Fig. 4.1 b) del coeficiente
respiratorioc (CR = CD=/0z) es congruente con otros datos

obtenidos anteriormente (Bajrachayra & Mudgett, 1980; Raimbault,
1980Q).,. donde se sehala que en la region de crecimiento
balanceado este coeficiente deberd tener un valor cercano a 1.
Desde un punto de vista estequiométrico se puede decir lo
siguiente, valores de CR mayores de 1 en la primera etapa de
germinacién de las esporas, se relaciona posiblemente con un
aumento en la asimilacidn de carbono; mientras que valores -
menores a 1 en las etapas finales de la fermentacidon se



relacionan posiblemente con pérdida de carbono de la biomasa, es
decir lisis celular.

4.2.2 Perfiles radiales y axiales de temperatura

Con el proposito de obtener 1los datos necesarios para
desarrollar y comprobar un modelo de transferencia de calor se
midieron en el reactor los perfiles axiales y radiales de

temperatura (3.2.9).

En el centro de la columna mencionada se midieron los perfiles de
temperatura en la direccidn axial, de las 15 a las 30 horas de
fermentacidén que es la etapa en que se presenta el mayor
calentamiento. Los resultados se encuentran graficados en la
figura 4.2 a. Las diferencias maximas absolutas de temperatura
observadas fueron de ©0.04 'C/cm, durante toda la fermentacidn,
esto es 1.36 + 0.87 'C en toda la longitud del reactor (Fig. 4.2
b), las diferencias maximas observadas en todo el reactor en 72

% de las muestras fueron menores a 1.75 'C (Fig. 4.2 c©).

Por otra parte, se midieron los perfiles en la direccidn radial,

a una altura de la columna de ©.7 de la longitud total, y se
encontrd que laos perfiles de temperatura eran muy importantes
(Fig 4.3). Se encontraron diferencias de hasta 5 ‘C/cm, esto es
mads de 100 veces respecto al perfil axial, lo que lleva a un
calentamiento de 15 ‘C arriba de la temperatura de incubacidn en
el centro del bio-reactor.

De este manera se concluyd que las diferencias de temperatura en
la direcciétn axial eran menos importantes que los perfiles
radiales, y por tanto podrian despreciarse del balance del
reactor.

4.3 Planteamiento del modelo teorico

En los apartados siguientes se plantea el desarrollo del modelo
tanto para las expresiones cinéticas como para el balance en el
bio-reactor.

4.3.1 Modelo cinetico
Dados los argumentos anterior se postuld que el madelo
cinético inicial seria el ptropuesto por Raimbault (1980).

Es decir, modelo logistico para el crecimiento:

Rx = dX = u X {1 - k X) @ t=0 X = 0.0012
) dt AT
Consumo de azldcares considerando mantenimiento:
Rs = dS =1 dX + m X @ t=0 8 = 0

dt Y dt
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y un coeficiente de correlacidn de 0.999

Entre 285 y 45 ° C se interoplaron 1Z datos y la dependencia de u
con la temperatura se ajustd con la expresidn propuesta par
Esener et al (1981):

u= Aexp (~Eay / RT)
I NENeMps (—NEagn "/ RI?
donde
Ay B : Constantes
Ea, : Energia de activacidn
Eaz : Energia de desactivacidn o desnaturalizacion
R : Constante de los gases

Los parametros fueron estimados por el método de Marquardt
(1967) y se encontraron los siguientes valores finales:

& = 2.694334 E+11 Hr—?
B = 1.300653 E+47

Ea, = 70 225 J/ g mol
Ea= = 283 356 J/ g mol

La suma de cuadrados de los residuos fue de 0.0199, y la varianza
de los residuos fue de 0.00221.

Los valores encontrados para las energias tanto de activacidn
camo de desactivaciétn estan dentro del rango esperado para
sistemas bioldgicos enzimaticos (Segel, 1976 vy Bailey &
Dllis, 1977 ) 2

Esta funcion ofrece la ventaja sobre la tradicional de
Arrhenius de describir de una manera completa el incremento de
velocidad de crecimiento al aumentar la temperatura, hasta llegar
a un maximo, y posteriormente simular la disminucidén de la
velocidad al continuar aumentando la temperatura y presentarse la
desnaturalizacién de enzimas (Fig 4.35).

Otra forma de relacionar el crecimiento con la temperatura es

mediante el nivel maximo de crecimiento al Ffinal de 1la
fermentaciéon que tambien es funcidn de la temperatura
(Raimbault, 1980) . En este caso se tomaron 1los datos

experimentales que se muestran en la Tabla 4.2,
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donde

R t Detinido en 4.32.1

T : Temperatura (°'C)

t : Tiempo (hr)

i : Radio del reactor (cm)

zZ t Longitud del reactor {(cm)

U : Velocidad transversal del aire (cm/hr)
(—-AH) : Calor de reaccidn (cal/ g 8)

= : Densidad aparente del empaque (g/cm™)
Cp : Capacidad especifica (cals/g ‘C)

k 2

Conductividad térmica {(cal/cm hr ‘'C)

Las ecuaciones fueron adimensionalizadas de acuerdo a:

T= T r= I= Z° t= £t~ 0= L
Tb R L 0 U
donde:
L : Longitud de la coclumna {(cm)
R : Radio de la columna (cm)
Tb: Temperatura de incubaciaon ('C)

empleando las siguientes relaciones geométricas:

A =L m= R

R dp
y la difusividad térmica (a)

a =k

P Cp

y los numeros adimensionales Feclet de calaor y Damk&hler:

Pe= a Daxz:= (-AH) P L Rci
dp U UprPCp T

se llegd a las siguientes expresiones:

Wi _q_I + Daxzx _1_ Rx
dZ Rci

= A 4 o P
m Pe dr=

n.'n
ey
3

dT
dr
donde Rci es la tasa de reaccidn a tiempo cero.

Debido a que las ecuaciones que describen la reaccidn en general
estan expresadas en materia seca, fue necesario introducir la
fraccidn de materia seca (F ms) en el momento real de
operacion. Por otra parte, de la adimensionalizacidn de las
ecuaciones para arreglar el Dazrz, fue necesario introducir
Reci, por 1l1lo que ahora es necesario dividir por el mismo término
(Rci) para que la ecuacidn no se afecte.
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Asi aplicando colocacidn ortogonal en la direccidn radial tenemos:

dT ;= Fe’ Bss Te + Da Ga Ry J§ = 1,...,NR
dt

Anr+1,1 Ti1 = Bi (Tresr — 1)

Donde NR son los puntos interiores de colocaciédn, si NR = 2 se tiene:

dl 4+ = Pe’ (Bys Ta + Byiz Tz + Bisx Tx) + Da Ga Rx,

1%
B
i

Fe’ (Bpasy T, + Bos To + Bas Tx) + Da Ga Ry=

~{Azs Ta1 + As2 T2 + Axss Tx? = Bi (Tx - 1)

Finalmente a partir de una ecuaciétn diferencial parcial se
tienen 2 ecuaciones diferenciales ordinarias de primer orden
simultaneas que se integraron por Runge Kutta de 4° y $5° orden
Junto con las ecuaciones que describen la cinética. Ademas

se tiene una expresidn algebraic »ara calcular el valor de la
temperatura en la pared mediante a condicién de frontera. Asi
mismo Colocacidén Ortogonal permite calcular la temperatura en el
centro de la columna.

Se empled el algoritmo de Marquardt (19463), acoplado a los dos
métodos mencionados anteriormente (Colocacidn ortogonal vy
Runge Kutta) para realizar la estimacién de los parametros
(Pe’, Da’ y Bi) que caracterizan'al bio-reactor.

La validaciéon del modelo se realizd mediante la comparacidn

de &4 valores de temperaturas calculadas y experimentales, en
funcidn del radio y del tiempo simultaneamente, T(t,r). Se
contd con mediciones de temperatura en cuatro posiciones
radiales (0, 0.4, 0.8 y 1 del radio adimensional), a intervalos de
una hora de las 15 a las 30 horas de fermentacidn (Fig 4.3).

De la expresién cinética se aprecia que u y k tienen la
posibilidad de permanecer constantes o ser funcidn de la
temperatura. For otro lado, la energia de mantenimienta tiene
tres posibilidades, permanecer constante, ser igual a cero o
ajustarse nuevamente. &

De acuerdo a 1lo anterior se probaron las combinaciones posibles
entre u, k& y 1la energia de mantenimiento (m) analiznado
variaciones que se indican en la Tabla 4.3.
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El escalamiento del proceso se puede llevar a cabo a través del
manejo de las condiciones de operacién, geometria vy
dimensiones del reactor, asi como las caracteristicas del
material que sirve de soporte y sustrato al crecimiento del hongo,
como contenido de humedad, densidad de empaque Yy tama®vo de

particula Todos estos aspectos de alguna manera estan
contemplados en los nameros adimensionales de Feclet,
Dami:bhler y Bioct del reactor, que de una manera cuantitativa
establecen las relaciones entre los diferentes factares

mencionados.

Este modelo puede servir para escalar reactores en otras
geometrias, como cartesiana (Zymotis) o posiblemente toroidal
(Petrin). Posiblemente thaciendo algunas modificaciones al modelo,
se padran simular reactores dindmicos con agitacidn
intermitente (Fetrin).

Fara la biosintesis de algun producto valioso esté
Justificado el control del reactor, y el primer paso para hacer
dicha tarea es contar con un modelo que simule el comportamiento
del mismo. La temperatura y la formacidn de CO=z podrian

ser las variables de control dada la importancia que tienen en el
crecimiento del microorganismo.

4.6 Conclusion

Se plantea y valida un modelo de transferecia y generacidn de
calor seudohomogeneo dinamico unidimensional, para la
simulacién de un reactor de enriquecimiento protéico de yuca
mediante el crecimiento de Aspergillus niger. Debido a la
estimacidon de los numeros adimensionales (Pe y Bi) se concluye

que el mecanismo de transferencia de calor es esencialmente
conductivo.

Este modelo puede servir como base para el disefo y escalamienta
de reactores de fermentacion sélida, donde se empleen otros
soportes y microoganismos, y donde los productos de interés sean
otros diferentes a la proteina unicelular.

Asi mismo, el modelo puede ser la base para la simulacidn y
escalamiento de reactores . estaticos en otras geomettrias, y
posiblemente util también para reactores dindmicos con
agitacién intermitente.

Finalmente, este modelo puede ser util para el control de
fermentadores en medio sdlido donde los productos recuperables
sean valiosos.
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Fig 4.6 Comparacidn de temperaturas
experimentales y calculadas en el
bioreactor ‘de enriquecimiento protéico
en las condiciones de la Tabla 4.4., (a)
COND5 y (b) CONDI19.
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condiciones de la Tabla 4.4, (a) CONDS y
(b). COND19.
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para lograr la conservacion de la yuca, gque exige valores de pH
menores a 4 para evitar la desaminacidén de aminoacidos,
evitando la putrefaccidén debida a la actividad proteolitica de
clostridios (McCullough, 1977).

Tabla S.1. pH al final del ensilaje * ’

Tratamiento Repeticiones pH promedio
S8in inocular 8 4.11 + 0.14
Inoculados g LGB OIS
Acido = Zre HoR SHOUAS

#* Datos obtenidos de 30 a 140 dias

Fara fines de estudioc de adicién de bacterias lacticas, se
emplearon tres cepas de lLactobacilluz y una de Streptococcus
termophiluzs de coleccidn. Las cepas de faciobacillus ce
aislaron en un trabajJo previo a partir de fermentaciones
espontaneas (Pozo, 1983), en la Tabla 3.2 se presenta su origen,

y los productos metabdlicos durante el ensilaje.

Tabla S.2 Analisis de los prnductbs de la fermentacion del
ensilaje con diferentes tratamientos. *

Tratamientos Origen g lactico g etanol a AGBVY's
kg MS kg MS kg MS

Flora natural Tubérculo 1251 + 1 D Bt 4. 2 10.4
L. casel Col agria 26858+ -1 o7 o 08 1,7
L. =p (1) Col agria 14.6 + 1 1.0 + 0.5 <HRCHAST
L. 5p (2) Fozol 24.8 + = SOl < 0.1
S. termophilus ATCC 1469 S/ deg *+ 0.1 “ 1.0
e R SRR 2ed

2 L A= T o o < 0.1

* Datos obtenidos en un lapso de 30 a 140 dias
AGV‘'s : Suma de ac. acético, propidnico y butirico

Fozo (1983), concluyd gque la formacidn de Acido lactico en

el ensilaje, es poco afectada en el rango de 65 a 55 % de humedad,
la cual elimina la interferencia de los diferentes niveles de
humedad, en los casos de fermentacion espontanea (EFN) y
bacterias l&acticas (EBL).

En la Tabla 5.1 y 3.2, se aprecia qué los silos inoculados (EBL)
presentaron una produccidn mayor de acido lactico, respecto
a los fermentados de manera espontanea (EFN). El pH de los
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9.2 Seleccion de cepa y estabilidad del silao.

El criterio de seleccién de la cepa esta basado en la mayor
produccion de dcido lactico y en la presencia de un
patrén homofermentativo.

De la Tabla S.2, se puede apreciar que la cepa de Lactobacillus
cazel vy la cepa 2 de Lactoebacillus szp, formaron alrededor de

2.5 7 de Acido lactico BS; asi que cualquiera de estas dos
cepas podian emplearse.

En un trabajo anterior {(Pozo, 1983) se habla empleado la cepa de

L. casei, asi que se optd por seleccionarla. De esta forma
se tenla la ventaja de camparar resultados posteriormente y
brindar informacidn basica sobre 1a tisiologia Y

comportamiento de la cepa en otro medio, va que Fozo encsild yuca
enriquecida con hongos filamentosos.

En la Tabla E.3, =se aprecia el andlisisde los productos de
termentacién para el ensilaje con la cepa seleccionada y los
otros dos tratamientas. Es claro gque esta cepa, da lugar a un
patran homofermentativo (Doelle, 1975), es decir que mas del

90 Y de los productos de la fermentacidn es acido lactico,

en este caso se encontrd un valor de 22.9 %.

Se evaluaron las pérdidas en microsilos de 40 kg adicionados de
L. casei al 10Z y mantenidos durante 3 meses a 33 + 3 'C. Las
pérdidas en base seca fueron del 7%, siendo responsables de esto
el crecimiento superficial de hongos y la liberacidén de CO2

por su respiracion. Respecto a la pérdidas en base humeda
fueron del 114, debido a la evaporacion de agua, drenado de

liquido v a la contaminacidn por hongos.

En general las pérdidas postcosecha de productos agricolas en
México, oscilan entre el 30 y 40 Z. Se conocen reportes de silos
comerciales de yuca (1200 ton), en que las pérdidas son de
alrededor del 30 Z%Z. El uso de silos adecuados e inoculados con
lactobacilos pueden contribuir a la disminucidn de pérdidas en

el ensilaje de yuca (LANFI, 1986).

5.3 Estudio del tamafno de inocula

En la literatura, no existe un trabajo similar donde se determine
el tamako de indculo apropiado para ensilaje, asil que se
recurric a adaptar los criterios de las fermentaciones’
lacticas en media 1liquidao, para seleccionar el tamano de
inédculo, tomandose en cuenta los siguientes criterios:

a) Veldcidad de acidificacién

b) Valares finales de pH y de concentracidn de Acido lactico
.c) Patrén fermentativo -

d) Consumo de sustrato y rendimientos aparentes

e) Evaluacidn del crecimientao
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prueba de Tukey (Steel % Torrie, 1980) al nivel de 5%, calculando
unos  valores criticos de 3.71 para producto y de 0.16 para pH.
Siguiendo la representacion de Duncan s indican los
tratamientos en gque se encontraron diferencias cignificativas
entre la concentracid de producto (g/kg MS) vy pH finales:

NIVEL D I.NOC WL AE 1IN

() 1 =) 5 10
I 15.86 RS s 33.05 32.49
pH 4.45 4,00 3. 90 2 s 3.83
Tanto para el caso de pH vy producto final se encontraron
diferencias significativas al comparar O %4 y 10 % con todos los
niveles. Entre 1s T y 94 no se encontraron diferencias

significativas. Dado este andlisis recomendamos un tamano de
indculo alrededor de 1 %Z, aunque puede ser necesario aumentarlo
dependiendo del estado de la materia prima (Moon, 1981; Van Wyk %
Heydenrych 1983) y para buscar disminuir ligeramente el pH (Tabla
S5.4), ya que un ligero aumento de indculo podria hacer
desaparecer la diferencia significativa entre 1 y 10 %.

En la Tabla 5.4 se aprecia que las velocidades iniciales de
formacién de producto y la de descenso de pH practicamente no se
madifican a los diferentes niveles de indculo. Al comparar
globalmente 1los casos no inoculados y los inoculados el incremento
en la velocidad de formacidn de acido es de 144 7%, y de 90 %4

para el descenso del pH, en las primeras horas de la
fermentacidn. Una velocidad alta de acidificacidén es una
caracteristica importante en el éxito del ensilaje (Mc

Cullough, 1977), vya que de esta forma rapidamente se imponen
condiciones adversas a microoganjismos patégenos.

Al comparar los datos de los microsilos inoculados con L.
casel (Tablas 5.3 y S.4) empleado tanto yuca fresca como seca,
se aprecia que los valores de acidez total titulable y pH
alcanzados =on similares. Esto presenta la ventaja de no depender
de la estaciocnalidad del cultivo de la yuca para poder realizar
este . tipo de ensayos, y emplear vuca seca como materia prima para
las exberiencias rosteriores.
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S5.3.3 Consumo de sustrato limitante

Los requerimientos nutricionales de los lactobacilos zon exigentes
(Sharpe, 1981), sin embargo el crecimiento celular es =scaso en la
fermentacion lactica. La fuente de carbono puede setr el
sustrato limitante para que se lleve a cabo la farmacién de
acido lactico.

En 1la figura S.2, se aprecia la cineética de la concentracioén

de aztcares reductores solubles expresados como glucosa, para
diferentes niveles de inoculaciédn. Aqui se aprecia que el
nivel de aztcares iniciales aumenta con 1 tamafo de indculo.

En la literatura se cita que es necesario entre entre & - 8 % de
azucares solubles (Mc Cullough, 1277), resultado que es un paco
mayor al nuestro, sin embargo se puede explicar debido a la
presencia de aztcares solubles no reductores en la vuca (Teles
et al 1979; Teles =t al, 1980; Battisti et al 1981).

For otra parte, en la Tabla 5.4 =e observa aque la velocidad de
consumo de sustrato de los casos inoculados es mayor que en las
casos sin inédculo. Correspondiendo a la predominancia de
bacterias lacticas viables provenientes del indculo.

S5.3.4 Rendimientos

Se analizd el rendimiento de productoc formado por sustrato
consumido, conocido como Y o.asy O rendimiento aparente, en
forma similar al rendimiento en reacciones quimicas.

En la Tabla 5.4, se observan los valores de rendimientos globales,
para los diferentes niveles de inoculacidén. En la figura 5.3 se
presenta la historia de cada uno de estos coeficientes a través
de la fermentacién. Fara los diferentes niveles de inoculacidn

se observa que el valor global que se reporta, es alcanzando
asintdticamente partiendo de un valor mas bajo.

lLos silos no inoculados presenta un valor global de 0.40, menor
que en los casos inoculados (0.73), indicando que la inoculacidn
ademas de aumentar el nivel de acidificacidn, 1logra una
transformacidén mas eficiente.. del sustrato, ya que el
rendimiento tebrico es de 1. Desde uwun punto de vista
estequiométrico los rendimientos bajos pueden significar que la
asimilacién de carbono es mayor en las primeras horas de la
fermentaciobn, lo gue es entendible por el crecimiento de la
biomasa en este medio pobre.

Fara el caso de las fermentaciones lacticas en cultivo sumergido
se han reportado rendimientos cercanos a 1, pero empleando un
medio de cultivo rico (Luedeking y Firet 1959; Rogers et al 1978).

5.3.9 Evaluacion del crecimiento
La biomasa se evalud por dos métodos:
a) Froteina verdadera por el método de Lowry, 1951



Fo TR — ¥ kst Se. Lty e Sude o
BACS GEUEChtar mE CEG T s TANTeEsE en
' o 2 ==l =3 =] ULl
e = S o S B &5
mEdLiGy . 48 2usl =re UR resulisade
s= Sabe &.J Eres s ;gﬁ*@ 8  bhastEdae
L el L on . de amgmﬁﬂﬁ E="T o+ o i [
Hum, s melere @l vales Bigpitslen de ls

|
Il

114

El

da.  acidew, $uclélcns regiolid
a0 WL ] e Uil . S ENRED I E0m ;3 = g,;n[r.g._u; f&mn  indidrescesSs O f
SELmENUE FELYUE posdible, Suancl el ears s SoEe

Iss | Sli=pom, Shprkysdes 8n oF B8 :

ia_H-Jwg e T & zpgsar e L3
sentsr esieE pdlaede, remalid nis

rletivas de. i Dipmase, &0 f8rms SiEllar =

S8 SuE S2 oanflean 20 mizrshigliagia (ang

i

- =& muEsfran 38 cinddlces de SRosEBnEnEs
. (7 srenses niveles . de - ingculecidng Sl L
=) _apn  de datee gtsEaldgle s B la Tabls 508 =@ maest-a
“reameniiEs  Sipmlsa . més Lmpe [ de Sscldps Auslelcps
2§ E e . e wuRa Feisciiln slresta =2
P T N Sl m el insclal JEs- H4cd itles
TR dm Sud¥ g SRMAG TS, ' s
LERELL A LpREE | Sudeslyse, slefdo- de @ Sk
les pivelse Us Angesulsclonr de 1, 5, B w 10
- = Lta Limemk 2 los gdas mdtados profasios
LE e ELlEivEe ﬁum!-,‘-:!..r‘°;€;:_'. L T i Mmg = al L EFEP, :I =
me pera svaliuyar #n formeE preciss el crfcimieniso
AETiCAE @8 . =Snetilsie.

3

hales k¥ = Mos e affwimﬁﬁéF :
nue leicos e&n =2l enstlaje de yucs a
mive s de § ol d e

MSke 2 D L TR Fi i L g
t@ ARM ka, H8)

Jakw W WS
y e
'.{:-“4\ '....\]|,:l.

ﬁng o, OB

i

2.2 To 08 0 35 £ 0. .;2.
N e la-k | D &% B ;:_:t




71

5.4 Efecto de composicion y factores ambientales

Fara llevar a cabo cualquier fermentacidn con éxito es
necesario conocer la influencia de la composicitdn del medio de
cultivo asi{ como de las condiciones ambientales.

S.4.1 Efecto del pH y tamafo de particula.

El pH es importante ya que determina aspectos sobresalientes de la
actividad bioclégica (Seqgel, 1976). El tamaho de particula no

se ha estudiado para el encsilaje y es importante por la relacidn
guarda la anaerobiosis con los espacios vacios.

Se utilizd yuca seca con un tamano de 0.6 — 0.B mm para estudiar
valores de pH inicial de S, &, 7 vy 8. For otra parte, a un
valor de pH inicial de 6 se estudiaron los siguientes tamaRos de
particula promedioco {(mm): ©.20, 0.44, 0.70, 2.03, vy Z.19 (Tabla

J3.1). En ambos ensayos la densidad de empaque fue de 1.1 g/ml.

Fara estos dos estudics se emplearon microsilos de 350 g de
capacidad descritos 20 Z.1l.46, e incubados a 30 C vy la
inoculaciéon fue de 10 % siguiendo las indicacicnes de 3.1.3 y
Z.1.85. Las experiencias se realizaron por triplicados.

Mediante la prueba de Tukey no se encontraron diferencias
significativas (P>0.05) en el pH y concentracidn de &cido
lactico finales para los diferentes de pH iniciales empleados
(Tabla S.7). Indicando que el ensilaje de yuca se puede llevar a
cabo en un rango relativamente amplio (S5-8), cabe mencionar que el
pH de los tubérculos frescos de yuca (6~6.5).

En cultivo sumergido la fermentacidn lactica presenta una
importante dependencia con el pH, sin embargo, es dificil hacer
comparaciones ya que en esas casos los medios de cultivo fueron
ricos vy con control de pH, en contraste de esta fermentacio™n que
se lleva a cabo en un medio sumamente pobre y sin control de pH.

Tabla 5.7 Efecto de pH inicial en el ensilaje de yuca
a 72 horas de fermentacioén

PH inicial Repeticiones pH final g lactico/ kg MS

S 3 3.80 + 0.01 34.96 + 0.46

) 3 "3.80 + 0.01 35.23 + 0.50

7 3 3.80 + 0.01 35.40 + 0.47

8 = Z.80 + 0,01 34.08 + 0.88
Aplicando la prueba de Tukey no =e encontraron diferencias
significativas (P>0.08) en el pH final para los tamafios de
particula estudiados, ~s8in embargo para la formacidn de

producto se encontraron diferencias significativas para los dos
tamahos mayores (Tabla S5.8). La cepa empleada no es anaerobia
estricta, es posible que al aumentar el tamafio de particula
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niveles de adiciéon de cada una de las variables se fijd de la
siguiente forma (g/kg materia fresca):

CaClx L e e = |
(NH4) 2504 H Fo=e AFA
Bagazo de cara : 35 vy S2.35

Se disefd un experimento factorial completo con 3 variables y 2
niveles, las 8 experiencias se realizaron por triplicado; Se
emplearon microsilos de laboratorio con capacidad de 5S00 g,
wutilizando yuca seca con un tamaho de particula menor a 10 mm,
las condiciones del esnsayo e inoculacion estan describen en| la
seccion 3.1.8 vy 3.1.6., a excepcidn del contenido de humedad

que +ue de &5 %. En los casos de adicién de bagazo 1 tamako de
particula de la fibra fue similar al de la vuca.

La variacion de Acida lactico y pH en el tiempo
carrepondieron a paerfiles tipicos de la fermentacisn v
similares a los presentados en la figuras .1 a v b.

El andli=sis de regresidn se realizd con las variables
independientes codificadas en -1 y +1, la variable de respuesta
fue la formacidn de acido lactico durante la fermentacidn.

Para cada tiempo 1los resultados obtenidos fueron expresadas en
base a materia seca total y yuca seca y analizados mediante una
regresidn multilineal de primer orden tomando en cuenta los
efecto cruzados de la variables, ajustando el modelo empirico:

Y = 0Qc + Ay X1 *+ Az Xo + Az s + Aq X1X2 + As X1 Xs + Ae Xa2Xs

donde:

Xy = Cloruro de calcio
X2 = Sulfato de amonic
Xs Bagazo de cara

En 1las Tablas 5.9 y 5.10 se muestran 1los resultados de| los
coeficientes de las regresiones. En el Apendice IV se muestran| los
datos completos de pH y formacidn de &cido lactico para cada

uno de los tiempos de la fermentacién.

Cuando 1la formaciétn de Acido lactico fue expresada en
términos de materia seca total, se observd que los intervalos

de todos los coeficientes cruzaron por cero en los tiempos
muestreados, excepto el coeficiente del sulfato de amonio en el
segundo tiempo muestreado, indicando la importancia de la fuente
nitrogenada en las primeras horas de la fermentacion.

En el caso de los resultados expresados en base a yuca seca, se
observd que las coeficientes cuyos intervalos no pasaron por
cera correspondian a la- adicion de bagazo de cakfa. Asi

mismo aumentaron las correlaciones de las regresiones pasando de-
0.S5 a 0.70 al final de la fermentacidn, con los datos
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de pH &a uwna cierta concentracion de producto y "a" es el valor
limite de pH alcanzado y K es la constante de acidificacion.
El valor inicial de pH (pHo) esta dado por:

pHo = a (1 + b))

Los parametros fueron estimados con el algoritmo de Marquardt
(19263) usando la forma integrada del modelo:

pH = a (1 + b exp ( - k F))

Los valores de los parametros fueron:

a = T.7362
b = ©.7477
E.o= 00,1019

v 2l coeficiente de correlacidn fue de 0.9&687.

For otro lado, a través de la ecuacién de Henderson Hasselback
(LLenhinger, 19272):

pH = pk + log (Sal)

({Acido)
se relaciona el pH con la capacidad amortiguadora del complejo
conjugado lactato - A&cido lactico y con 1la relacién
empirica del pH ve ATT, se puede asociar 1la capacidad

amortiguadora del medio con la ATT y el pH (Fig. 5.6 a y b).

Asi el nivel de &acido lActico que minimiza los cambios de pH
posteriores es de aproximadamente 27.5 g/kg MS. Este un criterio
de seguridad en la conservacion del material ya que la actividad
posterior de microorganismos indeseables se vera disminuida.

En la figura S.6 b se comprueba que cuando las proporciones del
conjugado Aacido—-base son iguales, el pH del medio se aproxima al
valor del pkK (3.84) del &cido lactico.

La mediciédn simple del pH puede ser un indice cualitativo de

la calidad de 1la fermentacién del ensilaje, pues cuando la
fermentacion sea tipicamente homolactica el pH tendera al

valor del pK, pero cuando ocurran desviaciones de la via
fermentativa y se formen otros productos, el pH del medio
probablemente serd mayor ya que por ejemplo el pkK de Acido
acetico’ es 4.76, del acido propidnico 4.87 y el del acido
butirico es S.463 (Lenhinger, 1272).
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5.5 Efecto de la temperatura

La dependencia de 1la acidificacidén con la temperatura es un
aspecto que no ha sido reportado para el ensilaje en 1la
literatura, vy que desde un punto de vista de bioingenieria es
necesario para =21 disetio de los silos como bioreactores de
fermentacidn.

El ensilaje se estudid en base a los mismos criterios que en el
punto S.3, es decir:

a) Velocidad de acidificacion

b) Valores finales de pH y concentracidn de acido lactico
c) Patrédn fermentativo

d) Consumo de sustrato y rendimientos aparentes

f) Evaluacidn del crecimiento

Se realizd un estudio del efecto de la temperatura en la
cinética de la fermentacidn del ensilaje de vyuca baio
condiciones isotérmicas. Las temperaturas probadas fueron 2T,

0, 38, 40 y 45 'C con una variacién de 0.1 'C en su contrpl, la
inoculaciéon del microsilo fue al 10 %L V:P con Lactobacillus
casel. Estas experiencias se realizaron con yuca seca, con un
tamarno de particula de 20-30 mallas, y que posteriormente fue
humedecida al 30 % para el ensayo, se emplearon microsilos de SO g
de capacidad con salida de gases tipo Bunsen. E1 detalle de la
metodologia de esta seccidn se describe en 3.1.3 y 3.1.6.

En cada cinética existieron tantos microsilos como muestras y en
cada tiempo se tuvieron 2 repeticiones, los analisis se
realizaron por duplicado.

S.5.1 Acidogenesis

En esta seccidtn se analizan 1los resultados del ensilaje a
diferentes niveles de temperatura, en base a la formacidn de
adcido lactico y la disminucidn del pH.

lLa determinaciéon de 4Adcido lactico fue por titulacidén de
acuerdo a la razones ahi expuestas en 5.3.

En las Fig S.7 a y b se observan la cinética de formacidn de
acido lactico y pH, para las S temperaturas ensayadas. Se
aprecia que la velocidad inicial de acidificacidn y de descenso
del pH, asi como la formaciéon final de producto depende
fuertemente de la temperatura (Tabla S.12).

Comparando la formacidn final de producto y aplicando la prueba
de Tukey se encontraron diferencias significativas (P<0.035), entre
todas las temperaturas excepto para la comparacion de 25 y IS5
‘C. Se encontraron difereficias significativas (FP<0.0%) al comparar
el pH final de 45 ‘€ .con cualquiera de las otras temperaturas
ensayadas.
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que een el caso de no tener cepas termotolerantes el patrdn
fermentativo se puede desviar.

Tabla S5.14 Incremento de metabolitos en el ensilaje de yuca a
inoculado con L. casel en funcidon de la temperatura

Metabolito i E MM E < Ry | Rl S iR L a (G

g/kg MS =T S0 =5 40 45
Etanol 0.6 ner )[R 4,7 < 0.1
Ac acetico 1 nr L | CAER A ) 0.8
Ac propionico < 0.1 ne L4501 1.6 < 0.1
Ac butirico 3 ne 0.9 : iR 0.3
Ac lactico 0.7 T Zl: 4 26.6 14.8
% Ac lactico 89.0 R T 2.4 77.6 91.29
Indice Flieg 65.0 100.0 g0.0 70.0 80.0

(]

* Estimado en la Tabla E..

5.5.3 Consumo de sustrato

En la figura 5.8 se aprecia la variacidn del contenido de
azucares solubles reductores residuales en la fermentacion del
ensilaje, en todos los casos se observa un descenso del contenido
de azdcares fermentables inicialmente (4 % BS) presentes en la
yuca. La velocidad inicial de consumo de azutcares es funcidn

de la temperatura en taodo el rango estudiado.

Para 1los casos de 30 a 40 °‘C y alrededor de las 25 horas de
fermentacién se observa un aumento en el contenido de azldcares
reductores, empezando esta actividad cuando el contenido de
azlcares es de 2 - 2.3 % BS5. Este efecto puede deberse a:

a) GQue el material contara inicialmente con cadenas cortas de
azucares con terminal reductor

b) Presencia de azdcares solubles no reductores (Teles et al
1979; Teles et al 1980 ; BRattisti et al 1981).

c) Actividad amiladsica en el ensilaje liberando glucosa o
cadenas cortas de azldcares con terminal reductor

d) Hidrdolisis del almiddn en ‘medio 4&cido y temperaturas
elevadas

Sin embargo es necesarioc mayor trabajo basico para determinar
exactamente la causa de este ftendmeno.

En general en la cinéticas de 30 a 40, y despueés de 30 horas,

se aptrecia que a medida que 21 almidén se hidroliza que empieza

a acumularse, por lo que puede inferirse que sste no es pasa
limitante de 1la fermentacidn, sino 1la transformacidn de la
glucosa a acido lactico.

A pesar de la dificultad para esclarecer =1 fendomeno observado,
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la produccidn de acido lactico y el nivel de pH fue adecuado
a temperaturas menores a 40 ‘C.

S5.5.4 Evaluacion del crecimiento

lLa evaluacion del crecimeinto en esta etapa presentd las
mismas deticiencias que se han explicado para el caso del estudio
de nivel de inoculacién (5.3.5), y en la Tabla 5.15, se observan
los incrementos en los valores finales y maximos de Acidos
nucleicos durante la fermentacion. El valor inicial fue de 1.15
g/kg MS, correspondiente al 10 % de inoculacidn.

Tabla 5.15 Valores finales y maximos de incremento
de acidos nucleicos en &l ensilaje de yuca a
inoculado con L. casel e incubado a diferentes
temperaturas

Temperatura Maximo Final

(e e ) (g ARN/kg MS)

23 0.31 + 0.03 0.09 + 0.03F
30 Ol £ 0008 0.09 + 0,01
=/ CHAEE] - D 203 e 1+ 0501
40 0.14 + 0,02 0.11 + 0,02
45 0.01 + 0,01 - 0.19 + 0.02

De esta Tabla se aprecia que el método de andlisis de la
biomasa. no fue el adecuado pues no permite establecer un patrén
claro de crecimiento respecto a la temperatura. Sin embargo para
temperaturas menores a 40 ‘'C se observd crecimiento y luego una
fase de decaimiento a diferencia de 45 'C donde no se observaron
incrementos, sino que continuamente el contenido de ARN
disminuyd durante toda la fermentacion.

S.6 Conclusion

El efecto principal de la adicién de lactobacilos al ensilaje de
yuca, es un cambio del patrén heterofermentativo observado en la
fermentacidén espontanea, hacia un patrdn homofermentativo,

lo que implica pocas pérdidas de materia y energia por la

formacién de productos ligados a la putrefaccidn. SE
determind que un indculo ge 1 Z era suficiente para llevar a
cabo el ensilaje, aunque se considera adecuado aumentarlo

ligeramente (1-2%).

La adicidn de cultivos de bacterias ldadcticas al ensilaje
aumenta la cantidad de acido lactico formado hasta en un 75 %,

y aumenta la velocidad de acidificacidén hasta en un factor de
1.8 comparado con 1l1los silos fermentados con la flora natural. De
la misma forma 1los valores de pH alcanzados son menores a 4, en
los silos inoculadaos, asegurando la conservacidn del material
amilaceo.
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La acidificacidén se realiza en forma mas eficiente en silos
inoculados, en términos del consumo de sustrato, los
rendimientos globales aparentes Y p/s observados fueron de 0.73,
significando un incremento de 80 %Z respecto a los no inoculados.

En términos de 1los criterios bioquimicos estudiados en la
fermentacion del ensilaje, es poca la diferencia entre utilizar
yuca fresca o yuca seca como materia prima de las experiencias, la
cual facilita método de sstudio de este sistema.

Si existe interés en evaluar el crecimiento bacterianc en el
ensilaje deben buscarse métodos mas sensibles para la
evaluacién de la biomasa de bacterias lacticas.

Aungque el pH as un factor sumamente importante para la
fermentacion lactica se encontrd que 2n un rango bastante
amplio (5 & 8) de pH inicial se puede llevar a cabo el ensilaje
con &xito.

El efecto del tamano de particula sobre la acidificacidn fue
evidente =2n los tamanos mayvores afectando adversamente a la
fermentacidn.

Los +t+equerimientos de calcioc y nitrdgeno de la fermentacion
lactica en el ensilaje de yuca estadn cubiertos por la materia
prima. La fibra tiene un efecto favorable en la fermentacion
aumentando la concentraciébn de dcido léactico un 25 por
ciento con la adicidn de 10 a 15 por ciento de bagazo de cara en
base seca. Fosiblemente el efecto este basado en la capacidad de
absorcién de agua y los azdcares residuales del bagazo. Sin
embargo asta s una practica poco comuan en los silos
industriales.

La temperatura tiene un efecto muy importante en las velocidades
de la fermentacidn del ensilaje, asi como en la acumulacion
final de A&cido lactico. A este respecto las condiciones
dptimas en un silo inoculado con L. casel oscila entre 30 y

5 'C, también se observo que el patrén fermentativo se
desvia del homolactico a medida que la temperatura se aleja
del optimo. Haciendo notar que’ temperaturas menores afectan el

patrén fermentativo, pero muy poco los niveles finales de
adcido lactico y pH, mientras que elevaciones de la temperatura
afectan severamente tanto =1 patrén fermentativo como el nivel
de acidificacitn y pH finales. En este sentida tal vez es
recomendable €l uso de bacterias termotolerantes.

El diseRo adecuado de los silos y la conservacion de la yuca por
ensilaje, usando bacterias lacticas, presenta datos
experimentales prometedores, que merecen ser evaluados a escala
comercial, como una alternativa importante en la disminucidn de
pérdidas postcosecha en este producto.
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Fig 5.7 Cinética de acidez total titulable (a) y
pH (b) del ensilaje de yuca en funcidn de la
temperatura, adicionado de 10 % V:P de
Lactobacillus casel.
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CAPITULO &. SIMULACION Y ESCALAMIENTO DEL ENSILAJE

6.1 Simulacion del ensilaje

La conservacién de alimentos por ensilaje es un proceso que ha
sido poco estudiado desde un punto de vista de biocingenieria y
las aportaciones mas importantes en el ensilaje han sido en
nutricién animal, gque es su principal aplicacidn.

En esta secciédn pretendemos contribuir al estudio del ensilaje
desde un punto de vista de biocingenieria, concretamente
planteando y comprobando modelos cinéticos para su simulacidn.

En este aspecto, los dnicos antecedentes cetrcanos =zon las
numerosos reportes acerca de la simulacion del cultivo sumergido
de la fermentacion lactica (Ver 2.3.1), aun considerando las
diferencias entre el cultivo sumergido y €l sdlido, decidimos
considerar inicialmente estos modelos reportados previamente.

Estos modelos son conjuntos de ecuaciones diferenciales ordinarias
simulténeas de primer orden y no lineales, con una serie de
constantes relacionando a las variables: biomasa (X)), sustrato
(S) y producto (P). Para poder validar cualquiera de =sos modelos
es necesario contar con determinaciones precisas de X, S y P.

Debido a 1la poca sensibilidad de los métodos empleados en la
determinacién de 1la biomasa (Ver 5.3.5 y S5.5.4) no fue posible
cuantificar el crecimiento microbiano en forma precisa. Esto
impone una dificultad seria en la simulacidn ya que la biomasa
es la parte activa catalitica de la fermentacidn. Por otro
lado, la determinacion de azucares presentd cierta
incertidumbre debido a 1la presencia de azucares no reductores
fermentables en la yuca (Ver 5.5.3).

lLo anterior did lugar a un cambio de estrategia para la

seleccidn del modelo, haciendo consideraciones realistas
acerca de las variables que es posible medir en el ensilaje de
yuca. Se selecciond al &acido lactico como la variable que

seria util para la simulacidén y que a la vez es sumamente
importante para el ensilaje. Para validar este tipo de modelos
contadbamos con datos de cinéticss experimentales de acido
lactico en funcidn del tamaho de indculo y de la
temperatura.

Examinando las graficas de los datos experimemtales (Fig. S.la y
S.7a) se observan algunas caracteristicas comunes, es decir las
curvas son de tipo asintético sin cambio aparente de curvatura.
Se probaron algunos modelos como logistico, ley de potencia y
diversos modelos asintéticos (Draper y Smith, 1981 y Ratkowsky,
1983). Dos modelos dieron resultados satisfactorios.

El primero es una variacidn del modelo logistico pero sin
simetria en el punto de inflexién, este modelo ha sido usado
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para estudios poblacionales de animales, es decir el modelo de
Gompertz (Draper y Smith, 19813 Ratkowsky, 1983):

Rp = dP = k P logfa
dt P

donde A representa a la formacidn maxima de producto vy k es la
constante especifica de la fermentacidén. En su forma integrada
el modelo se expresa como:

F = A exp (-B exp (- k t ))
donde las condiciones iniciales (Fo) se pueden conocer a traveés
de:

Fo = log (A — RB)

El segundo =s un modelo mecanistico, conocido como una funcion
de monomalecular de acidificaciodn, donde la veloccidad de
acidificacidn es directamente proporcional a la cantidad de
dcido que se va a formar, este modelo es presentado por Draper y
Smith (1981):

RP = dP. =k ( A - F)
. dt

donde A representa la concentracidn maxima de producto y k es
la constante de reaccién de 1la fermentacidn. En su forma
integrada el modelo es:

P =A (1 -Bexp (- k t ))
donde las condiciones iniciales (Fo) estéan dadas por:
Po = A (1 - B)

Los parametros de ambos modelos fueron estimados por el método

de Marquardt (1963), usando las expresiones integradas y datos de
producta y tiempo, en la Tabla 6.1 y 6.2 se presentan los
resul tados de las regresiones no lineales para ambos casos.

lL.os dos modelos estudiados presentaraon una prediccion
satisfactoria de los datos experimentales, reflejandose en
promedios de las desviaciones de la prediccidn pequefios (Tabla
[ - ) e

Es importante hacer notar que el parametro A en los dos modelos
se refiere a la concentracién maxima de ascido lactica, sin

embargo no es posible establecer comparacién entre las k’'s de
los modelos, ya que en el caso de Gompertz se trata de una
constante especifica de acidificacidn, mientras que en el
modelo mecanistico se trata de una constante de reaccion, de
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igual forma solo se puede decir
incluidas las condiciones iniciales,

que en el pardmetro B estan
aunque de diferente manera.

Tabla 6.1 Resultados de la estimacién de parametros del
modelo de Gompertz aplicado a la cinética de ensilaje
en funcidn del indculo y la temperatura.

A B k DT
Indculo (4) @30 ‘C
0 15.3566 S5.774635 0.1336 1.01
1 27.1108 4.1598 0.2096 0.65
& 28.1144 I.0082 0.1688 0.468
S 28.3280 2.8825 0.1762 IFes
10 23439765 2.4264 0.1624 1
Temperatura ('C) @10 % Io
25 26.7710 3.2898 O AVESE 1.05
0 29.9765 2.4264 0.1624 1.87
5 26.7847 2.8533 D oS 1285
40 26. 1650 2.8770 0.2416 .81
45 14,4625 2.4611 0.3336 0.4%9
DT : Promedio de las desviaciones en la prediccidn

Tabla 6.2 Resultados de la estimacidn de pardmetros del

modelo mecanistico aplicado a la cinetica de ensilaje
en funcion del indculo y la temperatura.

& B k DT

Indculo (4) @30 ‘C

(6] =45 55 b 1.0366 0.0288 2.81
i 29.5605 1.0570 0.0370 2:25
3 29.9539 1.0292 0.0786 0.54
S 30.1242 1.0182 0.0838 0.44
i0 31.7873 0.9893 0.0844 0.10
Temperatura ('C) @10 % Io

28 29.9371 1.0335 0.0528 1.23
0 31.7873= 0.9893 0.0844 0.10
38 28.0952 1.0187 0.1129 0.96
40 26.7635 1.0067 0. 1380 0.06
45 14.7160 0.9941 0.1989 0.10

DT : Fromedic de las desviaciones en la prediccidn

modeloc mecanistico no
la fermentacidn lactica,

La interpretacion vy
resultan muy claras

aplicacién del
para el caso de
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ya qgque no es aplicable para un proceso autc = =I'=
fermentacidn.

For otra parte, 21 modeloc de Gompertz tier- 3 EBns
la inbibiciébn que se presenta en la fero o

(Luedeking ¥ Firet, 1959), ya quea 1% wdallit R T

(protonada) del producto es el princieal Sl
fermentacién y esta forma idnica cambia en :
con el pH, de ahi la justificacidn del térn
del modelo de Gompertz. For lo anteric oEelolnss
este Gltimo modelo para caracterizar 1ia c: =
de vuca inoculado con lactobacilos.

!

En las figuras 6.1 Yy 6.2 se pueden apred
los datos experimentales con la predii i
Gomrertz en funcion del tamano de indculo =
respectivamente. shi se observa que 21 pi =
o & o ) e = '___ = - En 32 tp L TN T EE
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6.1, a excepciotn del caso de 1 % gque consideramos se debe a
problemas experimentales.

El efecto de la temperatura se refleja en la formacidn final de
producto dando lugar a una curva con un maximo alrededor de 30
‘Cy pero los valores calculados son un pPOCo menores a los
encontrados experimentalmente (Tabla 6&.3). Asi misma, los
valores de k aumentan al incrementarse la temperatura en el rango
estudiado, aplicando 1la ecuacién de Arrehnius se obteniene un
valor de 49 661 J/g mol para la Energia de activacidn, que
esta dentro del rango para procesos bioldgicos (Segel, 1976),
para el caso del factor de frecuencia se obtuvo un valor de 28.23
EO6, en la grafica &.3 se aprecia la dependencia de k con la
temperatursa.

Este modelo sencillo de la cinética del ensilaje tiene
limitaciones fuertes al no contemplar a2 1la biomasa, sin embargo el
modelo de Gompertz =8 similar a los propuestos anteriormente
{(Feller vy Gerhardt, 1275 y Aborhey y Williamson 1278 para simular
la formacién de producto en la fermentacidn lactica en
cultivo sumergido:

Rp = dP = k P f(P)
dt

donde f(P) es una funcidn de inhibicidn, existiendo diferentes
formas para este factor (kKeller y Gerhardt, 19753 Aborhey y
Williamson, 1978), pero en ningun caso para el ensilaje.

Ademas de manera préctica y usando la correlacidn dada en la
seccién S.4.3 se puede relacionar facilmente el pH del medio con
la acidez total titulable: 4 !

EwE = lasin (FH =15
K ab

donde K, a y b son las constantes referidas en la secciéon S5.4.3.

Asi de manera sencilla,es posible seguir el desarrollo del
ensilaje en el caso de un patrédn homolactico, y obtener mas |
datos experimentales para corregir este modelo en su
extrapolacidn a escala industrial. !

Los modelos desarrollados para el ensilaje pueden servir paralla
simulacidn y diagbstico del proceso usando sistema expertos.

6.2 Escalamiento del ensilaje

Dadoe 1lo anterior en este momento contabamos con un modelo
cinético sencillo del ensilaje en funcidn de 1la temperatura vy
del tamarno de inédculo, elementos importantes para la
simulacién y disewro de silos industriales.
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For otra parte, durante la practica del ensilaje se reparta
calentamiento de la masa, sin embargo no existen reportes donde se
estudie de manera sistematica este fendmeno a escala
industrial (SARH, 1784).

Faor 1lo tanto, como metodologia de estudio establecimos gue los
silos de grandes dimensiones podrian estudiarse mediante un
balance de snergia, usando un modelc pseudohomogéneo
dindmico y unidimensional (Froment, 1972), en forma similar al
empleado en 4.3.2.

Fara este propdédsito se diseraron diferentes bioreactores (Ver
Z.1.7) con la finalidad de obtener datos experimentales para
validar un modelo del ensilaije gue fuese aplicable a escala
industrial, asi =e procedid a realizar el escalamienta del
proceso.

Frevio a lps ensayos se hicieron algunas consideraciones
termodinamicas, asi para un ensilaje homolactico (via EMP,

Doelle, 1975) con 60 % de humedad se estimd que si la cantidad
de acido lactico formado fuese de I %4 (de acuerdo a nuesttros
resultados del capitulo 3), la temperatura maxima adiabatica

seria de 5.7 ‘C aproximadamente. For otra parte, suponiendo las
mismas condiciones y el mismo consumo de azucares (4 4 BS), pero
en el caso de una fermentacidén heteroldctica (via HMF,
Doelle, 1973), la temperatura maxima adiabdtica seria de 4.2

‘C.. En el caso de considerar la via de fosfocetolasa (Doelle,
19738) para 1la fermentaciédn heteroldctica seria de 18.5 'C.

Es importante mencionar que estos cAlculos depende fuertemente
del contenido de humedad del medio ya que afecta el valor de la
capacidad calorifica.

Esta informacidn teorica indicaba 4que probablemente el
ensilaje no se calentaria significativamente debido a una
fermentacién homoldctica o heterolactica con la presencia de
etanol (EMP), sin embargo una fermentacidén heteroldctica via
fosfocetolasa, es decir con 1la presencia de acido acético,
podria calentar el medio.

Dadas estas consideraciones era necesario confrontar estos
resul tados tedricos con datos experimentales. Para este
proposito nos propusimos realizar el escalamiento, poniendo
atencion en los problemas de generacidn y transferencia de
calor, asi nuestras instalaciones permitieron realizar el
escalamiento del ensilaje hasta un nivel de 100 kg.

Durante el escalamiento del ensilaje de yuca adicionado de
lactobacilos al 10 % V:P, se estudiaron microsilos a niveles de 1,
155 40 Y 0 kg con relaciones L/D de &, 3, I, y 0.&
respectivamente, como se indica la Tabla 3.2 y en la seccion
il e La relacion L/D fue disminuyendo pasando de 6 hasta 0.6,
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a la vez que se aumentaba la cantidad de material pasando de 1 a
20 kg respectivamente.

Lo prototipos experimentales fueron mantenidos en camaras con
temperatura regulada a 3T + 3 'C, a excepcidn del caso de 1 1 kg
que se mantuvo a IO ‘'C, en todos los casos se registrd la
variacion de la temperatura durante la fermentacidn. El
analisis de la acidez total titulable fue alrededor de Z % BS
para todos los casos, suficiente para lograr. la conservacion.

En los diferentes microsilos estudiados, no se observaron
gradientes de temperatura importantes entre el centro y la pared
del fermentador, como se puede observar en la Fig 6.4., la
temperatura de 1a masa tendidéd a la temperatura del medio
ambiente a medida que la fermentacidn procedia. Asl se

confirmd que la fermentacidn homolactica o pequenas
desviaciones de ella, no libera el suficiente calor para elevar la
temperatura de la masa del =snsilaje hasta un nivel de 100 kg

aproximadamente.

Fensando que el fendmeno de calentamiento podria deberse a la
respiracidn residual del tejido vegetal se realizé el ensilaje

con yuca fresca y yuca seca a nivel de 40 kg y L/D de I, sin
embargo en ninguno de los dos casos se observaron gradientes de
temperatura importantes como se aprecia en la figura 6.5.
Indicando que la respiracidn residual del tejido vegetal, en
esta condiciones, tampoco origina un calentamiento importante en
la masa.

En este momento es posible establecer ciertas hipdtesis acerca
del fendmeno de calentamiento observado a escala industrial, que
en cualquier caso requiere mayor estudio.

Bajo condiciones reales la heterogeneidad del medio puede
ocasionar la formacién de espacio vacilos, don una
fermentacidn acética puede ser favorecida y el desprendimiento

de calor ser importante.

Es posible que 1la escala a la cual se hicieron los ensayos sea
demasiado pequena para detectar elevaciones importantes de
temperatura, por lo que seria necesario estudiar este fendmeno

en los lugares donde se presenta, tomando en cuenta el patrodn
fermentativo y pPosiblemente también aspectos fisioldgicos
postcosecha.

6.3 Conclusion

La cinética de acidificacidn del ensilaje de yuca adicionado
de Lactoebacillusz casel fue caracterizada en funcion del
tamatoc de inotculo y de la temperatura mediante la adaptacion
del modelo de Gompertz a la formacidn de acido lactico,
tomando como variable unicamente al producto.
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CAPITULO 7. CONCLUSION GENERAL

En este trabajo se proponen alternativas a los problemas de
utilisacién de 1la yuca (Manihot esculenta) mediante la
Fermentacion Sdlida, cubriendo aspectos novedosos y
practicos de biocingenieria.

Concretamente se estudid el enriquecimiento protéico y el
ensilaje de la yuca para resolver los problemas de bajo contenido
de proteinas y conservacién en humedo, repectivamente.

Los resultados se pueden dividir en dos partes fundamentales:

a) Enriquecimiento protéico

Dado el amplio antecedents microbioldgico existente en el
cultivo de Aspergillus niger en medic solido, se planted vy
validd un modelo matematico de transferencia y generacion de

calor =seudohomogéneo dinamico unidimensional. Los numeros
adimensionales (Fe y Bi) estimados fueron muy altos y se
concluyd que 21 mecanizmo de transferencia de calor =s

esencialmente conductivo.

El modelo puede servir para la simulacidn, disefo y escalamiento

de reactores estaticos, con geometrias cilindrica,
cartesiana y torocidal, posiblemente también para reactores
dinamicos con agitacion intermitente, asi mismo con

modificaciones el modelo se puede adaptar a otrsos sistemas de
soportes y microorganismos, como al caso de bagazo de caRa
impregnado.

Finalmente, este modelo puede ser Gtil para el control de
fermentadores en medio sdlido donde los productos recuperables
sean valiosos .

b) Ensilaje

= antecedente microbioldgico del ensilaje de yuca fue
deficiente por 1lo que se realizd un trabajo muy extenso en este
sentido Y finalmente se avanzaron algunas ideas sobre la

simulacidn y escalamiento de este proceso.

El amplio trabajo microbiolégico realizado permitid establecer
una metodologia experimental para el estudio del ensilaje de
materiales amilaceos.

El efecto principal de la adicién de lactabacilos al ensilaje de
yuca, se refleja en un cambic del patrén heterofermentativp
observadoa en la fermentacién esponténea, hacia un patron
homofermentativo, lo que implica disminucién de pérdidas por
la formacién de productos ligados a 1a putrefaccion. Se
determind que un indculo de 1 % (ViF)era suficiente para
llevar a cabo el ensilaje.

La adicidn de cultivos de bacterias ladcticas al ensilaje
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aumenta la cantidad de &cido lactico formado hasta en un 75 %,

y aumenta la velocidad de acidificacidn hasta en un factor de
1.8 comparado con los silos fermentados con la flora natural. Asi
loe valores de pH alcanzados =zon menores a 4, en los silos
inoculados, asegurando la conservacion del material amilaceo.

lLa acidificacion se realiza en forma mas eficiente en silos
inoculados, en términos del consumo de sustrato, los

rendimientos globales aparentes Y p/s observados fueron de 0.73,
significando un incremento de 80 Y respecto a los no inoculados.

En términos de los criterios bioquimicozs estudiados en la
fermentacidn del ensilaje, es poca la diferencia entre utilizar
yuca fresca o yuca seca como materia prima de las experiencias, lo
cual facilita el método de estudio de este sistema.

51 =2xiste interds en evaluar =21 crecimiento bacteriano en el
ensilaje deben buscarse meétodozs mas sensibles para la
evaluacidn de la biomasa de bacterias lacticas.

El pH es un factor muy importante para la fermentacidn lactica
se encontrd gque en un rango amplio (S a 8) de pH inicial se
puede llevar a cabo =1 ensilaje con #xito.

Al aumentar g1 tamafio de particula 1la acidificacidn se ve
desfavorecida.

Los requerimientos de calcio y nitrdgeno de la fermentacidn
del ensilaje de yuca estan cubiertos por la materia prima.

La adicién de 10 a 1S por ciento de bagazo de caWa BS aumenta la

concentracion de dcido lactico un 25 por ciento.
Posiblemente debido 2 la capacidad de absorcidn de agqua y a los
azucares residuales del bagazo. 8Sin embargo esta es una

préctica poco comin en los silos industriales.

La temperatura tiene un efecto muy importante en las velocidades
de 1la fermentacidn del ensilaje, asi como en la acumulacidén
final de A&cido lactico. A este respecto las condiciones
optimas en un silo inoculado con L. casel oscila entre 30 y

35 '€, también se observd que el patrén homofermentativo se
desvia a medida que la temperatura se aleja del éptimo.

Con el antecedente microbioclégico realizado en este trabajo se
simuld la cinética de acidificacidén del ensilaje adicionado
de lactobacilos.

La cinética fue caracterizada en funcidn del tamakho de
inéculo y de la temperatura mediante la adaptacidn del modelo
de Gompert=z, tomando como variable unicamente al A&cido

léactico.



Este modelo cinético y la correlaciétn de pH con la acide:z
total titulable permiten el seguimiento del desarrcllo del
ensilaje homolactico en escala industrial y abre la oportunidad
para futuros estudios en este tema.

For otra parte, se determind que la fermentacidn homolactica

y heterclactica no desprenden suficiente calor para elevar
significativamente la temperatura durante el ensilaje hasta una
escala de 100 kg.

A partir de datos tedricos y resultados experimentales se
determind gque se requiere mayor trabajo de campo para estudiar
=1 fendmeno de calentamiento en silos industriales y la
aplicacidn de lactobacilos en 21 ensilaje de yuca posiblemente
deberd contemplar el empleo de cepas termotolerantes.

£l disero adecuado de los silos v la conservacién de la yuca por
ensilaje, usando bacterias lacticas, presenta datos
experimentales rrometedores; gque merecen ser evaluados a escala
comercial, como una alternativa importante en la disminucidn de
perdidas postcosecha en este producto.

Los dos tipos de fermentaciones sédlidas aqui estudiadas, son
sumamente diferentes, vya que uno e trata de un procesc aerobio
con hongos, mientras 4que =21 otro es anaerobio con bacterias. Al
inicio de este trabajo se partio de antecedentes directos muy
diferentes patra ambos procesos, en resumen y desde un punto de
vista de bioingieria =1 lograron las siguientes punt@s
sobresalientes:

Para el enriquecimiento se establecid un metodologia de
estudio de bioreactores orientada al escalamiento racional vy
cuantitativo, basado en numeros adimensionales, similar a

reactores cataliticos y que permitird aplicaciones con otros
materiales, microoganismos y bio-reactores.

Para el casc del ensilaje se destaca la conveniencia de utilizar
pequefios indculos de bacterias 1lacticas para favorecer una
fermentacién adecuada. La cinetica se caracterizd usando un
modeloc sencillo que permitird avanzar en futuros estudios a
escala industrial.

Los futuros trabajos en esta rama tal vez deban orientarse al
estudio de diferentes microorganismos aplicables al ensilaje,
asi como al dise#o de medios de cultivo para la produccicn de|
inoculantes.
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ESTOCASTICOS
ESTRUCTURADOS
SEGREGADDS -1:?
NO ESTRUCTURADOS
DETERMINISTICOS ESTRUCTURADOS
DISTRIBUIDDS{:
NO ESTRUCTURADOS
Figura 1. Clasificacidn de modelos en ciencias naturales.

Adaptado de Himmenblau (196%9) y Tsuchiya et al. (1964)

El estado fisioldgico de los miciroorganizmos influye =1 proceso
fermentativo, esta idea basica origind 2l desarrollo de los |
modelos estructurados y no-estructurados (Tsuchiva, Fredericksaon y
Aris, 1966), de acuerdo a la consideracison de los componentas
internos de la célula (estructurados) o simplemente considerarla
como un ente homogéneo (no estructurados).

Los modelos no-—-estructurados, desarrollados primerc
cronoldgicamente, consideran Gnicamente cambios en la biomasa,
sustrato y producto sin considerar cambios quimicos,

volumétricos o geometricos en las ceélulas, es decir no

toman en cuenta, el estado fisioldgico de las ceélulas. En este
caso la biofase es vista como un medio continuo, como si se
tratara de un compuesto quimico en solucién. La validez del
medio continuo en ingenieria, requiere de la existencia de un
gran numero. de ceélulas en un volumen relativamente pequero
comparado con el volumen total del sistema (Bailley, 1977;
Takamatsu et al, 1981; Holmberg y Ranta, 1979).

Los modelaos estructurados, adap tando la terminologia de
Tsuchiya, et. al. (19646), consideran el estado fisioldgico de la
células. Es decir tratan de determinar las relaciones de la

biomasa, sustrato y producto, con otras propiedades bioldgicas
de los microorganismos, como composicidn quimica interna de la
célula, distribucidn de edades y tiempos de duplicacidn.

Los modelos no estructurados son usados generalmente para disero
de fermentadores, mientras que los estructurados se emplean para
estudios fisioldgicos Mmas finos. Sin embargo, en la
actualidad, dado el desarrollo de los modelos y de la fisiologia
microbiana, no es posible establecer una divisidn radical entre
estos dos tipos de modelos.

2. Metodologia de desarrollo de modelos

Frevio al desarrollo del modelo debe existir un trabajo
conceptual, concluyendo en el establecimiento de postulados o
hipdtesis de regqulacidén y control del desarrollo de la
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fermentacion (Fig. 2).
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Los modelos cinéticos agqui presentados incluyen ecuaciones
diferenciales ordinarias (EDO) con condiciones iniciales,
matematicamente esto se conocen como problema de valor inicial
(PVI). En ocasiones dada la complejidad de las EDO, no siempre es
posible encontrar una splucidn analitica, por 1lo que|
frecuentemente se recurre a computadoras digitales para resolver
el problema nimericamente.

La comprobacién del modelo implica la integracién y la!
comparacion de los valores calculados y experimentales. La forma
de la sclucidn depende del valor de los parametros, esto es un
problema serio, va que los parametros en sistemas bioldgicos

no permanecen constantes por periddos largos de tiempo, sdeméas

que las expresiones pueden ser no lineales{(Holmberg y Ranta,
1979 .

Un criterio que generalmente se acepta para estimar los
parametiros, £s minimizar la suma de cuadrados:

MIN J = L= )=

esto se puede realizar a través del método del gradiente
(steepest descendt) Yy de Gauss—Newton, desartrocllado en el
algoritmo de Marguardt (1963), este método es muy poderoso y
garantiza convergencia y unicidad en 1la solucidn, bajo el
criterio de estimacidn, aungque depende mucho de los valores
iniciales de los parametros.

Otras técnicas de estimacidn de parametros, consiste en
meétodos de busqueda directa (Rosenbtrock), o por
linealizacidn de 1la expresiones cineticas, ya sea en forma
diferencial o integral (Lineweaver—-Burk; Eadie-Hofstee; Hanson y
Tsao, 1972).
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1. MEDIO DE ROGOSA MODIFICADO (Sharpe, 178§

Camponente g/1

Peptona 10,00
Ext. levaduras S.00
Dextrosa 10.00
Sacarosa 5.00
Acetato de sodio 15.00
Citrato de amonio 2.00
Fosftfato monopdtasico 6.00
Sulfato de magnesio Q.60
Sulfato de manganeso 0.10
Sul fato ferroso 0.03

Se ajusta el pH a 5.3 con acido acetico glacial

2. MEDIO DE CONSERVACION DE HONGOS (Huerta 5., 1984)
Componente q/1
Harina de yuca tamizada 20

Sulfato de amonio ]

Fosfato monopotasico 1.0
Urea 1.0
Agar 15.0

Procedimiento:

La mezcla se hierve durante 10 minutos, excepto el agar, se deja
enfriar vy se ajusta el pH a § - 3.5 con acido fosférico.

Se calienta suavemente y se adiciona el agar.

Se esteriliza a 1 kg/cm= durante 30 minutos.

Una vez frio el medio se inocula con esporas por azada, y se
incuba por S dias a 35 ‘C.

3.MEDIO DE ESPORULACION (Huerta S. 1984):

Componente g o ml
Harina de yuca tamizada 100
Sulfato de amonio 8
Urea =
Fosfato monopétasico 4
Agua 230
Frocedimiento:

lLas sales se disuelven en el agua y se afade la harina de yuca
lentamente, procurando formar una suspencion.

lLLa pasta se distribuye en porciones de aproximadamente 20 g en
matraces Erlenmeyer de 280 ml, con un tapdn de gasa y algoddén.

El medic se esteriliza en autoclave, durante 30 minutos a 1
kg/cm=.

Una vez frio el medio se inocula por azada con esporas de A.
niger en condiciones de esterilidad., =21 medio se incuba durante

7 dias a 35 ‘C.

Una wvez crecido el micelio y esporulado se adicionan al matraz 150
ml de agua y 0.5 ml de Tween 80 previamente esterilizados.



Se resuspenden las esporas con un agitador magnético durante 15
minutos, posteriormente se filtra con gasa. ?

Se hace una dilucidn 1:20 con agua destilada y con esta
dilucion =se llena la camara de Neubauer, usando una pipeta
Pasteur.

Se cuenta las esporas de 10 cuadros de la cadmara dispuestos
diagonalmente, observando al microscopio con el objetivo de 40 X.
Se obtiene un promedio de las esporas por cuadro y se multiplica
por el factor de conversidn de la camara (25 x E04) vy por la
dilucion realizada (20).

Se adicionan la cantidad de esporas suficiente para tener 2 x EO7
esporas por gramo de yuca seca.

4. TINCION DE GRAM (CyuvishonKef ol 1775

Reactivos:

Disolver 2.0 g de cristal violeta en 20 ml de etanol al 9% %“.
Disolver 0.8 g de oxalato de amonio en 80 ml de agua.

Mezclar las soluciones preparadas (solucidn de cristal violetar.

En un mortero moler finamente 1.0 g de Yodo y 2.0 g de yodurco de
potasio (KI)

Disolver la mezcla molida en 300 ml de agua {lLugol).

Mezclar volumétricamentes etanol (95 %) y acetona en proporciones
7:1 (Decolorante).

Disolver ©0.25 g de Safranina en 10 ml de etanol al 95 %,
posteriormente aforar a 100 ml con agua destilada. Filtrar la
solucidn.

Procedimiento:

Hacer el +frotis del cultivo, en un portaocbjetos, posteriormente
secar al aire y fijar a la flama.

Agregar 2 gotas solucidn de cristal violeta sobre el frotis,
lavar con agua de después de 1 minuto.

Agregar 2 gotas de lugol, lavar con agua después de 1 minuto.
Decolorar gota a gota con la soluciédn de alcohol-acetona, hasta
que ya no arrastre colorante.

Agregar Z gotas de Safranina, lavar después de 10-20 segundos.
Secar al aire y observar al microscopio a 40 o 100 X con aceite de
‘inmersidn.

5. DETERMINACION DE PESO SECO (AOAC, 1980

Procedimiento:

Pesar con balanza analitica alrededor de 10 g de muestTa
humeda, en charolas de acero inoxidable, previamente taradas.
Mantener en estufa a 105 ‘'C durante 24 horas.

Sacar de la estufa, dejar enfriar en desecador, y pesar.
Los.resultados se expresan como % de humedad o de materia seca.

&. ACIDEZ TOTAL TITULABLE Y pH (ADAC, 1980)
Reactivos:

Solucitn valorada de NaOH aproximadamente O.1 N
Saluciones patrén pH 4 v 7
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Procedimiento:

Hacer una calibracidn doble del potencidmetro a pH 4 v 7

Fesar en balanza analitica alrededor de 5 g de muestra humeda
de silo

Agregar 45 ml de agua destilada

Agitar durante 35 minutos

Medir 1 pH sobre 21 sobrenadante

Agitar con una barra magnética, mientras gota a gota se titula
con la sosa, hasta llegar a pH 7

El resultado se expresa como g dcido lactico/kg MS:

g ac. lactico/kg MS = N x V x 20/ (Pmh » Fs)
N : Normalidad de sosa

Vv : Volumen gastado (ml)

Fmh : Feso de la muestra humeda (g)

Fs : Fraccion de materia seca de la muestra

7. DETERMINACION COLORIMETRICA DE ACIDO LACTICO (Rarker vy
Summerson, 1941 v Barnett 1951)

Reactivos:

Solucion 1.5 4 de p—-Hidroxidifenil en NabDH 0.5 %

Solucién al 4 % de CuS04:35HZ0

Solucion al 20 %L de CuS04:SH20

Hidréxido de calcio en polvo

@) Acido sulfarico concentrado

Solucion patron de acido lactico (88 % pureza, p.e.=
1.249 1574y, obtenida mediante la dilucidn 1:50, de una
solucidn de 1 mi/1.

Procedimiento: .
Tamar S gr de muestra humeda (20 g ac. lactico/kg ),
resuspenderla en 45 ml de agua destilada, agitar vigorosamente

durante =] minutos con una barra magnética (aprox. 2000
microgramos/ ml).
Del sobrenadante hacer una dilucion 1:20 (0.5 ml del

sobrenadante + 9.5 ml agua, aprox 100 microgramos/ ml).

Freparar la curva patrdn de aAcido lactico agregando de O a S

ml de la dilucidn 1:50 de 4&cido lactico, y ajustando el
valumen final a 5§ ml.

A 1 ml de muestra y a la curva patrédn, agregar 1 ml de sulfato
de cobre 20 %

Agregar 8 ml de agua a las muestras y 4 a la curva patrén.
Adicionar aproximadamente 1 g de Ca(OH)Z, agitar vigorosamente
inmediatamente después (10 microgramos/ml).

Dejar reposar la muestra durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

Centrifugar durante 7 minutos a 4000 rpm

Transferir 1 ml del sobrenadante ( 10 microgramos/ml) y adicionar
0.05 ml se sulfato de cobre al 4%, enfriar los tubos en bako de
hielpo, y adicionar 6 ml de H2504, previamente enfriado, agitar
cuidadosamente. i
LiLevar a un bafo de agua en ebullicidn durante T minutos.



Enfriar en bafo de hielao.

Adicionar 0.1 ml del reactivo de p-Hidroxidifenil, agitar
vigorosamente inmediatamente después. |

Incubar a 3T 'C durante 30 minutos. ;

Durante la incubacidin agitar dos veces

Llevar a un bafo de agua en ebullidn durante 2 minutos.

Leer densidad éptica a 560 nm.

8. DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES (Miller, 193%9)

Reactivos:

Disolver 1 g de A&cido 3,3 dinitro salicilico (DNS), 1 g de
MaOH, ©.05 g de sulfito de sodio anhidro, 0.20 g fenol, en agua
destilada, posteriormente aforar a 100 ml de solucion (Reactivo
de DNS). '
Solucidn patrdn de glucosa de 0 a 1 g/1.

Procedimiento:

Del <cobrenadants del macerado (3.1.8) tomar 0.3 ml, agregar 0.3 ml
de agua.

Adicionar 1 ml del reactivo DNS

Agitar en vorte:x, llevar a un bafo de agua en en ebullicidn
durante S minutos, enfriar posteriormente en un bako de agua.
Agregar B ml de agua destilada, agitar

Leer absorvancia de 0.1 a 0.460 a 575 nm.

Los resultados se expresan en g glucosa/kg MS:

g glucosa/kg MS = (Abs — b) x 20 / (Pm x m)
Abs : Densidad odptica de la muestra

b : Ordenada al origen de la curva patrdn
m : Pendiente de la curva patron

Pm : Peso de la muestra seca

9. DETERMINACIDN DE AZUCARES TOTALES (Yusaku et al., 1985)
Reactivos

a) HCl I N

b) NaOH 1 N

b) Reactivo de DNS

Procedimiento:

Tomar 1| ml del macerado (3.1.8) y agregar 5 ml de HC1 1 N.

Llevar a un bafio en ebullicidn durante 2 horas.

Agregar S5 ml de NaOH 1 N

Aforar a 100 ml

Tomar 1 ml y agregar 1 ml de reactivo de DNS.

Seguir la técnica de azucares reductores (8)

Los resultados de expresan como % de azucares reductores totales
en la muestra:

% a™zucares reductores totales = (Abs — b) % 100 / (Pm x m)

Abs : Densidad 6ptica de la muestra
b : Ordenada al origen de la curva patrdn
m : Pendiente de la curva patron

Fm Feso de la muestra seca



124
‘

10. DETERMINACION DE ACIDOS NUCLEICOS (Gamez y Viniegra,
1977)

Reactivos:

Solucidn de &cido perclédrico 0.7 M

Solucidén patrdn 20 mg/l de acido ribonucleico (RNA) de
levadura de Torula T-vI, Sigma Chem. Co., en &acido
perclérico 0.7 M.

Frocedimiento:

Tomar 2 ml de la suspensidn del macerado de la muestra (3.1.8)
Agregar 5 ml de agua destilada, agitar

Centrifugar durante 15 minutos a 4 000 rpm J

Tirar =1 sobrenadante

Agregar S ml de la solucidn de &cido percldrico

Agitar =2n vortex hasta resuspender =1 sedimento

Incubar a 70 ‘'C durante 20 minutos

Agitar wna vez durante la incubacidn.

Centrifugar a 4000 rpm durante 15 minutas

Lavar las celdas de cuarzo del essectrofotdmetro con una
solucién de HC1l en etancl al 30 “4.

Se calibra =1 aparato con aire y sin celdas a 270 nm.

Se lee la absorbancia, con las celdas vacias

FPara que 1las lecturas con las celdas sean validas 21 %Z de
trasmitancia debe ser > a 80.

Leer absorvancia de las muestras a 260 nm entre 0.1 y 0.46. Hacer
diluciones con &acido perclérico si es necesario.

Fara asegurar que no hay interferencia con proteinas 1la
relacidn de densidad dptica a 260 y 280 nm debe ser mayor a 2.
Los resultados se expresan como mg equivalentes de RNA de
levadura/kg MS:

mg RNA/kg MS = (Abs — b)) x 23 000 / (Pm X m)

Abs : Densidad dptica de la muestra

b : Ordenada al origen de la curva patran

m : Pendiente de la curva patrén

Pm : Peso de la muestra seca

11. DETERMINACION DE PROTEINA VERDADERA (Lowry y col, 1951)
Reactivos: i {

Disolver 20 g de NazZC0Z en 1 1 de NaOH 0.1 N

Disolver 1 g de CuS04 en 100 ml de agua

Disolver 2 g de tartratato de sodio y potasioc en 100 ml de agua
Reactivo de Folin Ciocalteu, diluir 1:2 al momento de usarlo
Solucidn patrdn de Seroalbumina bovina, de 0 a 330 mg/1

Procedimiento:

De 1la suspencidn del macerado (3.1.8), hacer una dilucidn 1:5
si se trata de emsilaje, y uwuna dilucidn 1:30 si se trata de
entriquecimiento protéico (3.2.6)

Tomar 1 ml de dilucidn, agregar 1 ml de NaOH 1 N

Llevar a un ba®o en ebullicidn durante S minutos

Enfriar los tubos en bafo de hielo
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Preparar: S0 ml dela solucidén de a) + 1 ml de b) + 1 ml de c)
Adicionar S ml de la mezcla anterior a cada muestra, agitar

Dejar reposar en la oscuridad durante 30 minutos

Agregar 1 ml de la solucidn de Folin, guardar en la oscuridad
durante Z0 minutos

Leer absorbancia a 730 nm, con filtro rojo

Los resultados se expresan com g de proteina verdadera/kg MS:

g proteina/kg M8 = (Abs - b) ® % / (Fm x m)
Abs : Densidad dptica de la muestra

b : Ordenada al origen de la curva patrdn
m : Pendiente de la curva patroén

Pm : Feso de la muestra seca

12. CROMATOGRAFIA DE GASES

Determinacidon de Acido lactico, etanol, acido aceético,.
propidgnico vy butirico por cromatograftia de gases (Gomez vy
Coronadao, 1983)

Aparato:

El cromatdgrafo empleado fue marca Varian 1440, con detector de
ionizaciéon de flama, usando nitrdgeno como gas acarreador,
hidrdgeno y aire para la flama del quemador. El aparato contd |
con un registrador gr'afico y un integrador marca Varian modelo
CDS 111. Con un puerto de inyeccion directamente sobre la

columna.

Freparacion de columnas:

Se emplearon indistintamente dos columnas, en cada una de ellas se
caracterizo el tiempo de retencién de los diferentes
compuestos.

a) La primera columna es. de 1.6 m de largo de tubo de acero
inoxidable de 1/8 de pulgada; esta columna se rellena con 78%4 de
Cromosorb W, malla 80-100, 20 % de Tween B0, y 2 7 de 4&cido
fosfdérico.

b) La segunda columna tienen las mismas caracteisticas que la
anterior excepto que es de 1.20 m de largo y se empaca con Forapak
as.

Flujo de gases:

Se trabaijid con el siguiente flujo de gase para cualquiera de las
dos columnas:

a) Hidrédgeno. Se requiere un flujo de 30 ml/min, medido
directamente sobre el guemadar.

b)Y Aire. El1 Fflujo de 200 ml/min se mide colocando un quemador
accesorio, en la céamara del detector del cromatdgrafo 3
b)Y Nitrdogeno. El flujo se mide directamente sobre la columna,
siendo de 20-40 ml/min.

Calibracian del cromatdgrafo:
Con los flujos de gases medides adecuadamente, y calentado el
aparato durante al menos 3 horas, se calibra gl aparato siguiendo



el procedimiento del manual del equipo.

Condiciones de operacion del cromatbgrafo:
Fara 4cido lActico vy &cidos grasos volatiles (AGVYS), las
condiciones de cada columna son:

Columna
A “B
Temp inicial columna ( 'C) 20 200
Temp final columna (B 130 200
Vel. de calentamiento ( ‘C/min) is Q :
Temp. inyector [y 110 220
Temp. detector (ENEED 110 240
Tiempo de retencion (min) 3-4 8

Fara el caso de la columna con Forapak G5 (b)), la columna se
mantiene isotérmica, Yy es necesario emplear septos que resistan
altas temperaturas.

Freparacion de soluciones patron para lactico, ABY s ¥y
etanol:

Se prapara una seclucidn patrén de 15 ml/1 de acido
lactico, y se le da el mismo tratamiento gque a las muestras
problema.

Se prepara una solucién de 1 ml/l de etancl y AGBV™s.
FPosteriormente en los cdalculas se toma en cuenta la pureza y
densidad de los reactiveos, para conocer las concentraciones en g/l
de cada compuesto.

Preparacion de la muestra:

Se toman S5 ml del sobrenadente de la muestra que se usd para
determinar pH y ATT, (3.4), centrifugar a S000 rpm 10 min ,
agregar 0.5 ml de una mezcla de Acido fosférico y aAcido
formico (25%4) en una relacion en volumen de J:l.

FPara determinar etanol y AGBV"s se inyecta, directamente del
sobrenadante de la muestra centrifugada, en cualquiera de las dos
columnas.

Para determinar acido lactico se procede como sigue:

Del sobrenadante de las muestras ya preparadas (centrifugadas) se
toma 1 ml, se el agrega 0.6 ml de acido sulfurico (30 %Z vivl} y

T ml de metanol, se mezcla, y se incuba durante 1 hora a S5 ‘C. Se
deja enfriar y se agrega 1 ml de agua destilada, se agita, y se
agrega un ml de cloroformo gque solubiliza el acido lactico
metilado.

Analisis de la muestra:

Se estabiliza el aparato inyectando al menos tres veces soluciones
patrén con que se va a trabajar. Ademds durante el analisis

de las muestras, estas se intercalan con soluciones patrén, en
una relacion de S:i.

Se puede analizar AGY"s y etanol indistintamente en las dos
calumnas. El 4&cido lactico metilado se determina unicamente
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BITSE.LACTICO.D0904A01

XT FILE NAME:
BITSE,LACTICO,D0904A01

EP FILE NAME:

LE NUMBERED

CORD LENGTH: 80 BYTES
MBER OF RECORDS: 904

LE CODE: 0

RSIONS: 1

2. PROGRAMA  DE SIMULACION Y ESTIMACION DE

BIOREACTOR DE ENRIQUECIMIENTO

PARAMETROS

DEL




DRSSl y 5 - e ViR Se e e e e NG S I Ol o Mg g e o] Taime o 5 e g | ISP TSR IR =

131
SCONTROL USLINIT,NOLIST,LOCATION,INIT

PROGRAMA PARA ESTIMAR LOS VALORES DE LOS PARAMETROS
DE BIOT, PECLET Y DAMKHOLER EN UN REACTOR DE

FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO

CON CINETICA DEPENDIENTE DE LA TEMPERATURA
A TRAVES DE K(T) MAX FORMACION BIOMASA

Y MU(T) O MUsSCTE OPCIONAL

OO0

DIMENSION TH(6),SIGNS(6),DIFF(6),SCRAT(600)
EXTERNAL MODEL

EXTERNAL FSus8

DIMENSION TEMP(64)

DIMENSION Y(14),WORK(90),IWORK(5),CTE(20),AR(3,3),B8R(3,3),XR(3)
COMMON/A/AR,BR,CTE

READ(S,*) (CTE(I),I=1,9)

READ(S,*) (CTE(I),1=10,14)

READ(S, %) (CTE(I),I=15,18)
READ(S,») (CTE(I),I=19,20)
READ (S, ) (XR(I),I=1,3)

READ(S,*) (AR(1,1),I=1,3)

READ(S,*) (AR(2, 1D, I=1,3)
READ(S,x) (AR(3,I1),I=1,3)
READ(S,*) (BR(1,I),I=1,3)
READ(S,x) (BR(2,1),1I=1,3)

T READ(S,*x)(BR(3,I),I=1,3) K 53 gt
READ(S,*) (TEMP(I),I=1,8)

READ(S,*) (TEMP(I),I=9,16)

READ(S,x) (TEMP(1),I=17,24)

READ(S,») (TEMP(I),I=25,32)
READ(S,*) (TEMP(I1),I=33,40)
READ(S,x) (TEMP(I),I=41,48)
READ(S,*) (TEMP(I),1I=49,56)

READ(S,*) (TEMP(I), I=57,64)
READ (S, *)NOB,NP,NPROB
READ(S,*) (TH(I),I=1,NP)

DO 4 I=1,NP

DIFF(IT=,01
4 SIGNS(I)=1,
EPS1=1.E-0S
EPS2=1.E-0S

IT=999

XLAM=0,01

CALL UWHAUS (NPROB,MODEL ,NOB, TEMP,NP,TH,DIFF,SIGNS,EPS1,
1EPS2,IT,XLAM,10,,SCRAT)

STOP

END

SUBROUTINE UWHAUS(NPROB,MODEL,NOB,Y,NP,TH,DIFF,SIGNS,
1 EPS1,EPS2,MIT,FLAM,FNU,SCRAT)

DIMENSTION SCRATC(I),YU(IJ, THUIJ,DIFF(1),SIGNS(T)
EXTERNAL MODEL

IA=}

IB=IA+NP

ICESIB+NP
IDSIC+NP
IE=ID+NP
IFSIE+NP

TG=IF+NOB ks
IH=IG+NOB
IT = IH + NP » NOB
IJ = IH '
CALL HAUSS9(NPROB,MODEL,NOB,Y,NP,TH,0IFF,SIGNS,EPS1,EPS2
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,FLAM,FNU,SCRAT(IA), SCRATCIS), SCRATCIC), SCRAT(CID),

1 1
2 2 SCRAT(IE), SCRAT(IF), SCRAT(IG), SCRAT(IH), SCRAT(II).
3 .3 SCRAT(IJ) ) e o -
4 RETURN
5 END
6 SUBROUTINE HAUS59(NPROBO, MODEL, 'BO, Y,NG,TH,DIFZ,SIGNS,EP1S,EP2S
g 1,MIT,FLAM,FNU, Q,P,E,PHI,TB,F,R,A,D, DELZ) R
8 C FORTRAN 1II VEPSION
9 C He J. WERTZ
0 c ADAPTED FOR THE CDC 6400 (J. F.MACGREGOR)
1 c
27T 7T T OIMENSTION THCNG), OIFZ(NG), SIGNSTNAY, Y(NBO)
2 C DIMENSION Q(N@), P(NQ), EC(NG), PHI(HQ), TB(NQ)
4 c DIMENSION F(NBO), R(NBO)
5 © _DIMENSION A(NQ,NG), D(NO,NQ), DELZ(NBO,NQ) = 3
6 DIMENSION TH(1), DIFZ(1), SIGNS(1), Y(1), G¢€L), PC1), EC1),
7 1 PRICl), TB(1), F(1), RC1), ACY), D(1), DELZ(1)
8 DIMENSION DUM1(10),DUNM2(100),DUM3(10)
9riies EXTERNAL MODEL 4
k) ARCOS(X) = ATAN(SORTC(1.07X%x%2 = 1.0)) TN UANSN
% NP = NQ
2 NPROB = NPROBO
i3 NOB S MBO: .- oo SR g g A X
34 EPSY = EP1S
15 EPS2 = EP23
36 NPSQ = NP * NP
37 NSCRAC = S#NP+NPSQ +2*NUB+HP%NOB 3, s
i8 WRITE(6,1000) NPROB, NOB, MNP, NSCRAC
39 WRITE(6,1001)
30 CALL GASS60(1,NP,TH,DUML,DUM2)
1 WRITE(6,1002)
32 CALL GASS60(i,NP,0IFZ,DUM1,DUM2) :
33 IF(MINO(NP=1,50=NP,NOB=NP,MIT=1,999=MIT))99,15,15
34 15 IF(FNU=1,0)99, 99, 16
95 16 CONTINUE
36 DO 19 I=1,NP
37 TEMP = ABS(DIFZ(1))
98 IFCAMINI(1.,0-TEMP, ABS(TH(I))))99, 99, 19
99 19 CONTINUE
00 GA = FLAM
01 NIT = 1
02 LAOS=0
03 IF(EPSI) 5,70,70
0a S EPS1 =
05 70 $S0 = o
06 CALL MODEL (NPROB, TH, F, NOB, NP)
07 D0 90 I = 1, NOB
08 R(I) = Y(I) = F(1)
09 90 SS0=SSA+R(I)*R(I)
10 WRITE(6,1003) SSQ
11 BEGIN ITERATION
12 '
13 100 GA = GA / FNU
14 INTCNT = 0
15 WRITE(6,1004) NIT
16 101 JS = 1 - NOB
17 DO 130 J=1,NP
18 TEMP = TH(J)
19 P(J)=DIFZ(J)xTH(J)

TH(J)“ |H[Jj F(JT
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@(J)=0

JS = JS + NOB 139
CALL_MODEL (NPROB, TH, DELZ(JS),
IJ = JS~1

00 120 I = 1, NOB

IJ=1J + 1

DELZ(IJ) = DELZ(IJ) = F(CI)

120

130

QCJ) = aQJ) + DELZ(IJ) * R(I)
8CJ)= a(J)/P(J)

TH(J) = TEMP

OB, HP)

Q=XTxR (STEEPEST DESCENT)

131

IF(LAOS) 131,131,414
DO 150 I = 1, NP

00 151 J=1,1

SUM = 0

KJ = NOBx(J=1)
KI = NOBx(I-1)
DO 160 K = 1§,
KI KI + 1

NOB

160

DELZ(KJ)

KJis=m K+ §

SUM = SUM + DELZ(KI) =
TEMP= SUM/(P(I)2xP(J))
JI = J + HPx(I-1)

151
150

D(JI) = TEMP
IJ = I +# NPx(J=1)
D(IJ) = TEMP
ECI) = SGRT(D(JI))

666

CONTINUE

DO 153 I = {, NP
IJ = I=NP

D0 153 J=1,1

153

IJ = IJ + NP

ACIJ) = D(CIJ) 7 (ECI)=EC(CJd))
JI = J + NPa(I~-1)

A(JI) = A(1J)

II = - NP
DO 155 I=i,NP
P(I)=Q(I)/E(I)

A= SCALED MOMENT MATRIX

155

PHI(I)=P(I)
IT = NP + 1 + II
ACII) = ACII) + GA

i=1
CALL MATIN(CA, NP, P, 1, DET)

STEP=1.0

P/E = CORRECTION VECTOR

T SUMIEPUIY*PHI(I) +SUMI

231

SUMT=0,
SuMe=0,
Sum3=g0,
DO 231 I=1,NP

SUM2=P (1) »P (I)+SUM2
SUM3= PHI(I) » PHI(I) + SUM3
PHI(I) = P(I)

TEMP = SUM1/SGRT(SUM2xSUM3)
TEMP = AMIN1(TEMP, 1.0)

TEMP = S57,295+ARCOS(TEMP)
WRITE(6,1041) DET, TEMP

170
o R g

00 2e0 I = 1, NP
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134
PL1) = PHI(I) «SYEP / EIX]

4 TB(I)= TH(I) + P(I)
220 CONTINUE

WRITE(6,7000)
7000 FORMAT(30HOTEST POINT PARAMETER VALUES )
WRITE(6,2006) (TB(I), I = 1, HP)
DO 221 I = 1, NP
IF(SIGNS(I)) 221, 221, 222
222 IF(SIGN(1.0,TH(IJ)*«SIGN(1,0,TB(I))) 663, 221, 221
221 CONTINUE
SumMB=0 ey
CALL MODEL(NPROB, TB, F, NOB, NP)
00 230 I=1,N0B
R(I)=Y(I)=F(I)
230 SUMB=SUMB+R(I)#*R(I)
WRITE(6,1043) SUMB
IF(SUMB = (1.0+EPS1)%SSQ) 662, 662, 663
663 IF( AMIN1(TEMP=30, 0, GA)) 665, 665, 664
665 STEP=STEP/2,0
INTCNT = INTCHNT + x
IF(INTCHNT - 36) 170, 2700, 2700
664 GA=GAxFNU
ENTENT. = INTOHT: sl % JaB, Lo, 3
IFCINTCNT - 36) 666, 2700, 2700
662 WRITE(6,1007)
DO 669 I=1,NP
669 TH(I)=TB(I)
CALL GASS60(1,NP,TH,0UM1,0UM2)
WRITE(6,1040) GA, SUMB
IF(EPS2) 229,229,225
229 IF(EPS1) 270,270,265
225 D0 240 I = 1, NP
IF(ABS(P(1))/(1.E=20+ABS(TH(I)))=~EPS2) 240, 240, 241
241 IF(EPS1) 270,270,265
240 CONTINUE

!
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6 WRITE(6,1009) EPS2

.7 GO TO 280

18 265 IF(ABS(SUMB - SS@) =- EPS1#SSQ@) 266, 266, 270

19 266 WRITE(6,1010) EPS1

20 G0 TO 280

21 270 SS0=SUMB : :

22 NIT=NIT+1

23 IF(NIT - MIT) 100, 100, 280

25 3700 WRITE(6,2710)

25 2710 FORMAT(//115H0#x*x THE SUM OF SQUARES CANNOT BE REDUCED TO THE SUM
26 10F SQUARES AT THE END OF THE LAST ITERATION = ITERATING STOPS /)
27 c

28 T END ITERATION

29 c

30 280 WRITE(6,1011)

31 WRITE(6,2001) (F(I), I = 1, NOB)

32 WRITE(6,1012) -

33 WRITE(6,2001) (RCI), T = i, NOB)

34 $8Q=SUMB

35 IDF=NOB=NP s = B x|
36 WRITE (6,1015)

37 1=0

38 CALL MATIN(D, NP, P, I, DET)

39 00 7692 Is1,NP

4g I =1 ¢« NPe(I=1)
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| 7692 E(I) = SGRT(D(II)) 135
DO 340 I=1,NP
JI = 1 & NPx(I=f) = 1 __

| IJ = I + NPx(I=2)

DO 340 J = I, NP

JI = JI + 1
E ACJI) = DQJI) 7/ (ECII*ECJ)) i
I IJ = IJ + NP

380 A(IJ) = AQJD)
CALL GASS60(3,NP,DUMZ,DUML,A)
WRITE(6,1016)

| CALL GASS60(1,NP,E,DUMT,DUM2)

| IF(IDF) 341, 410, 341

| 341 SOEV = SSQ / IDF
WRITE(6,1014) SDEV, IDF

SDEV = SQRT(SDEV)
DO 391 I=1,NP
PCI)=TH(I)+2.0%E(I)*SDEV
391 TB(I)=TH(I)=2.0#%E(I)#*SDEV

B WRITE(6,1039) =

CALL GASS60(2,NP,TB,P,DUM2)

LAGS=1

G0 TO 101 it
414 DO 415 K = 1, NOB

TEMP = 0

DO 420 I=1,NP

D0 420 J=1,NP

ISUB = K+NOBx(I=1)
DEBUGL = DELZ(ISus)

c DEBUGL = DELZ(K + NOBx(I=1))
ISUB = K+NOB=x(J=1)
| DEBUGE = DELZ(ISus)
c DEBUG2 = DELZ(K + NOBx(J=1))
IJ =1 ¢+ NPx(J=1)
DEBUG3 = D(IJ)/(DIFZ(I)«TH(I)XDIFZ(J)=xTH(J))

; 420 TEMP = TEMP + DEBUG! » DEBUGZ = DEBUG3
‘ TEMP = 2,0%8QRT(TEMP) »SDEV
R(K)=F (K) +TEMP
415 F(K)=F(K)=TEMP

, WRITE(6,1008)

| IE=0
DO 425 I=1,NOB,10
IESIE+10

IF(NUB=IE) 430,435,435
430 IE=NOB

435S WRITE(6,2001) (R(J), J= I, IE)
425 wWRITE(6,2006) (F(J), J = I, IE)

’

RETURN
99 WRITE(6,1034)
GO TO 410

1000 FORMAT(3BHINON=CINEAR ESTIMATION, PROUBLEM NUMBER 13,77 15,
1 14H OBSERVATIONS, IS, 11H PARAMETERS 1I14, 17H SCRATCH REQUIRED)
1001 FORMAT(/2SHOINITIAL PARAMETER VALUES )
1002 FORMAT(/S4HOPROPORTIONS USED IN CALCULATING DIFFERENCE QUOTIENTS )

~—T003 FORWMAT(/2SHOINITIAL SUM OF SGUARES =  E12,4)
1004 FORMAT(/7/7/745X,13HITERATION NO., I4)
1007 FORMAT(/32HOPARAMETER VALUES VIA REGRESSION )
1008 FORMAT(////S54HOAPPROXIMATE CONFIDENCE LIMITS FOR EACH FUNCTION VAL

| iUt )
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1009 FORMAT(/62HOITERATION STOPS = RELATIVE CHANGE IN EACH PARAMETER LE
185 THAN E12.4)
1010 FORMAT(/62HOITERATION STOPS = RELATIVE CHANGE IN SUM OF SGUARES LE
1SS THAN  ,E12.4/)
1011 FORMAT(/22H1FINAL FUNCTION VALUES )
1012 FORMAT(////10HORESIDUALS ) ,
1014 FORMAT(//24HOVARIANCE OF RESIDUALS = . ,E12.4,1H,14,

120H DEGREES OF FDEEDOM )

1015 FORMAT(////19HOCORRELATION MATRIX )

1016 FORMAT(////21HONORMALIZING ELEMENTS )

1033 FORMAT(//19HOEND OF PROBLEM NO., I3)

1034 FORMAT(/16HOPARAMETER ERROR ) ;

1039 FORMAT(/71HOINDIVIDUAL CONFIDENCE LIMITS FOR EACH PARAMETER (ON LI
{1NEAR HYPOTHESIS) )

1040 FORMAT(/,1X, LAMBDA =',E10.3,5X, SUM OF SQUARES AFTER REGRESSION=’

1E15.7)

1041 FORMAT(14H DETERMINANT = E12.4, 6X, 25SH ANGLE IN SCALED COORD. =
1 FS5.,2, 8HDEGREES )

1043 FORMAT(28HOTEST POINT SUM OF SGUARES = €12.4)

T 2001 FORMAT(/SE12.4)

2006 FORMAT(/S5E12.4)

W U OV ~NCIMESIWNNNE OO B~NO U S W —
i l

END
P SUBROUTINE MATIN(CAA, NVAR, EB, MB, DET) o RO L
r DIMENSION A(NVAR,NVAR),B(NVAR,1),AA(1),88(1)
'S DO 1 I=1,NVAR
6 BCI,1)=88(1)
7 D0 1 J=1,NVAR > 23
'8 1 ACJ,I)=AA(J+NVAR®(I=1))
)9 PIVOTM = A(1,1)
50 DET = 1.0
51 DO 550 ICOL = 1, NVAR
52 PIVOT = A(ICOL, ICOL)
33 PIVOTM = AMIN1(PIVOT, PIVOTHM)
34 DET = PIVOT * DET
35 c
56 c DIVIDE PIVOT ROW BY PIVOT ELEMENT
37 c
38 ACICOL, ICOL) = 1.0 ’
39 PIVOT = AMAX1(PIVOT, 1.E=20)
a0 PIVOT = ACICOL, ICOL)/PIVOT
41 00 350 L=1,NVAR
32 350 ACICOL, L) = A(CICOL,L)*PIVOT
43 IF(N8 .EQ, 0) GO TO 371
a4 D0 370 L=1,NB
as 370 B(ICOL, L) = B(ICOL, L)*PIVOT
46 c
a7 c REDUCE NON=PIVOT ROWS
48 [ ;
49 371 00 550 L1s1,NVAR
50 IF(L!l .EQ. ICOL) GO TO 550
51 T = A(L1, ICOL)
52 A{C1, ICOL) = 0. R4 2
53 DO 450 L=1,NVAR
34 450 A(L1, L) = A(L1, L) = ACICOL, L)#*T
55 IF(NB .EG@. 0) GO TO SSO (¢ =
56 DO S00 L=1,NB ¥
57 500 B8(L1, L) = B(L1, L)=BCICOL,L)*T
58 550 CONTINUE
59 DO 3 I=1,NVAR = |

60 55!15#3?1.1)
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00 3 J=1,NVAR
3 AA(J+NVARX(I-1))=A(J, 1)
RETURN

END
SUBROUTINE GASS60(ITYPE,NG,A,B,D)
DIMENSION A(10),B(10),0(100),C(10,10)

= NP = NQ
NR = NP/10
LOW = 1
LuP = 10
10 IF( NR )15,20,30 L4
15 RETURN
20 LUP=NP

IF(LOW .GT. LUP) RETURN
30 WRITE(6,500) (J,J=LOW,LUP)

GO TO (40,60,80),ITYPE

40 WRITE(6,600) (A(J),J=LOW,LUP)
GO TO 100

60 WRITE(6,600) (B(J),J=LOW,LUP)

GO TO 40

80 CONTINUE
00 85 I=1,NP
DO 85 J=1,NP

85 C(J,1)=D(J*+NPx(I=1))
00 90 I=LOW,LUP

90 WRITE(6,720)I,(C(J,I),Jd=L0OW,]I)
LOW2=LUP+1

IF(LOWZ2 .GT,. NP) GO TO 100

00 95 I=LOW2,NP
95 WRITE(6,720)1,(C(J,I),J=LOW,LUP)
100 LOW = LOW + 10

LUP = LUP +« 10
NR = NR =
GO T0 10

S00 FORMAT(/1I8,9112)

600 FORMAT( SE12.6)
720 FORMAT(1HO,I3,1X,5F12.4,/5X,5F12.4)
1 CONTINUE
RETURN

END
c
c

REARRRNRARRRERARARR AR AR RRARRRRRARRRRRNRRAAAARRRRRARRRRARRRRAR

c 3
! SUBRUOUTINE MUDELU(NPROB,TH,F,NOB,NP)
EXTERNAL FSUB
INTEGER N,NEGN36
DIMENSION Y(14),WORK(90),IWORK(S),TH(6),F(64),A(2),B8(2,2)

1,ART03,3),BR(3,3),CTE(20)

COMMON/A/AR,BR,CTE
COMMQON/B/PM,DA,BI,B,A,CTE2,CTE4,R1,R2,UM,BIOMAX
COMMON/C/YC, YW

PM = TH{I)
DA TH(2)
81 TH(3)
G CRECIMIENTO MAXIMO DE BIOMASA BIOMAX=CTE(3) O VAR(T)

VAR=0
BIOMAX=CTE(3)

C TASA ESPECIFICA DE CRECIMIENTO MU=CTE(1) O VAR(T)
UM=CTE(1)

C FACTOR DE RENDIMIENTO OF BIOMASA G X/ G S
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1 CTE2=CTE(2)

2 c MANTEMNIMIENTO

B CTE4=CTE(4) S
4 ¢ FACTOR DE EQUIVALENCIA DE TIEMPO INTEGRACION Y FERMENTACION
= R1 = 100.0

6 c RENDIMIENTO DE G C02/G S

A R = 0,5110 e S ST AL
8 IFLAG = }

9 ERRABS = 1.E-04

0 ERRREL = 1.E=-0S

1 LR TIEMPO DE INTEGRACIONS - - - . - . . |

- R " 3 X = 0,0

2 XFINAL = 3000,

4 c

5 C ~ PR = L

6 c

7 (o DICTAR CONDICIONES INICIALES

8 c

A = O S M it Sty 5 o . e e o et L T G
0 c BIOMASA

1 Y(1) = 0,0012

.2 Y(2) = 0,0012

3 Y(3) = 60,0012 i L e e s R .
4 Y(4) = 0,0012

5 C AZUCARES CONSUMIDOS

16 Y(S) = 0,0

17 Y(6) = 0,0 :

18 Y(7) = 0,0

9 Y(g) = 0.0

30 c FORMACION DE €02

5 Y(9) = 0.0

32 Y(10)= 0.0

33 Y(i1)= 0,0

34 Y(12)= 0.0

35 c TEMPERATURA INICIAL EN LOS PUNTOS DE COLOCACION

56 Y(13) = 1,/71.4 j

37 Yy(i14) = 1,/1.4

58 C

59 c

50 c

b1 c MATRICES DE COLOCACION
62 B(1,1) = BR(1,1)=(BRC1,3)%AR(3,1))/7(BI+AR(3,3))
63 B(1,2) = 8R(1,2)=(BR(1,3)*AR(3,2))/(BI+AR(3,3))
64 B(2,1) = BR(2,1)=(BR(2,3)*AR(3,1))/(BI+AR(3,3))
65 B(2,2) = BR(2,2)~(BR(2,3)%AR(3,2))/(BI+AR(3,3))
66 A(l) = BR(1,3)xBI/(BI+AR(3,3))
67 A(2) = BR(2,3)*BI/(BI+AR(3,3))

68 J=0

69 ( NUMERQ DE EDO SIMULTANEAS PARA RK4S

70 N = 14

71 XPRINT = 100

72 X0UT = X _

73 NEGN36 = 3 + 62N

78 c

i TP L

76 10 CALL RKF4S(FSUB,N,Y,X,XOUT,ERRREL,ERRABS,IFLAG,WORK, IWORK,NEGN36)
'7 c

78 J = x/7100

79 IF(J.GE.15) GOTO S

GOTOo 7
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S F(J=14)=YCxCTE(6)
F(J+2) =Y(13)=CTE(6)
F(J+#18)=Y(14)*CTE(6)

F(J+34)=Yu»CTE(6)

c TEMPERATURA EN °C
7 YC = YC » CTE(6)
YW = YW = CTE(6)
Y1 = Y(13) « CTE(e6)
Y2 = v(14) » CTE(6)
c BIOMASA
BC =Y(1)x Ri
81 =Y(2)*x R}
82 =Y(3)* R1
BP =Y(4)x Ry
c AZUCARES CONSUMIDOS

8C =Y(S)* R}
S1 =Y(6)x Ry
S2 =Y(7)x Ry
SP =Y(8)x Rt

C FORMACION DE CO2
GC =Y(9)x Rt
61 =Y(10)» R1
G2 =Y(11)* R1

GP =Y(12)x R1
(o IMPRESION DE RESULTADOS DE LA INTEGRACION
C WRITE(6.81)J,BC.81082,BE,YC.YI,YE.YW.IFLAG
60 70 (80,20,30,40,50,60,70,80), IFLAG

el XOUT = X + XPRINT
IF (X .LT. XFINAL) GO TO 10

RETURN

30 WRITE (6,82) ERRREL, ERRABS
G0 TO 10

40 NRITE (6,83)
60 7O 10

S50 ERRABS = 1,0E=-09

| WRITE (6,82) ERRREL, ERRIES
GO 70 10

60 ERRREL = 10, OtERRREL
WRITE (6,82) ERRREL, ERRABS

IFLAG = 2
G0 TO 10

70 WRITE (6,84)
IFLAG = 2

GO T0 10

80 WRITE (6,85)
stop

c

T 81 FUORMAT (@X,Fa.T1,3X, 802X, Fa.1),3X,4(2X,Fa.1),1I2)
82 FORMAT ( * TOLERANCIAS REASIGNADAS °,2E12.3)
83 FORMAT ( ° MUCHAS ETAPAS )
84 FORMAT ( ° MUCHAS SALIDAS °)

85  FORMAT U " LUS PARAMETROS SON INVALIDOS ")
86 FORMAT ( 77777+ 3Xp"Z",3X,"Y(1)",3X,"Y(2)",3X,"Y(3)",3X,"Y(4)",
13X, "YCEN",5X,"YSD",5X,"Y2",5X,"EVALS.FCN",/)

END -4
- e
c

SUBROUTINE FSuB (X, Y, YP )
C




2 .. i1 AT TP S

OIMENSION Y(IQJ.YF(IQ]rCTE(Eb%QRR(S.S}.BR(3,3)'A(Z),B(Z,Z)

1
2 COMMON/A/AR,BR,CTE
3 __ cOMMON/B/PM,DA,BI,B8,A,CTE2,CTE4,R1,R2,UM, BIOMAX
4 COMMON/C/YC, YW
5 c TEMPERATURA A LA PARED (YW) Y AL CENTRO (YC)
6 YW = (BI=AR(3,1)xY(13)=AR(3,2) »Y(14))/7(BI+AR(3,3))
7 YC = CTE(7)»Y(13)= CTE(8)xY(14)+ CTE(9)xYW
2 c TEMPERATURA EN °‘C
9 E0=YCxCTE (&)
0 E1=Y(13)*CTE(6)
1 E22Y(14) *CTE(6) el £ g
F) EI=YwWxCTE(6) ¥, o = G F
3 c FUNCIONALIDAD DE MU CTE O VAR(T)
a IF(UM,EQ.CTE(1))GOTO 10
S GO TO 20 iy s :
& c MUSCONSTANTE
7 10 UM1=CTE (1)
8 UM2=CTE(1)
9 UM3=CTE(1) [ 5 2
0 UMAsCTE (1)
1 GO TO 30
12 c MUCT) ARRHENIUS DOBLE
T e 20 TOREQeCTE(20). . - = o' ol il SRR L B P o B s
)Y Ti=E1+CTE(20)
)S T2=E2+CTE(20)
e T3=E3+CTE(20)
57 UMi= CTE(10)*EXP(=CTE(11)/(CTE(14)*T0))
>8 UM1= UML/(1+CTE(12)*EXP(=CTE(13)/(CTEC14)*xT0)))
59 UM2= CTE(10)*EXP(~CTE(11)/(CTE(14)*xT1))
10 UM2= UM2/(1+CTE(12)=EXP(=CTE(13)/(CTE(14)%T1)))
71 UM3= CTE(10)*EXP(~CTE(11)/(CTE(14)*T2))
7e UM3= UM3/ (1+CTE(12)*EXP(=CTE(13)/(CTE(14)%T2)))
73 UMa= CTE(L1O0)*EXP(=CTE(11)/7(CTE(C14)=T3))
74 UMa= UMG/ (1+CTECI2)*EXP(=CTE(13)/(CTE(14)%T3)))
15 & FUNCION DE K(T) POLINOMIO OE CUARTO ORDEN EN T
76 30 IF(BIOMAX ,EQ.CTE(3))GOTO 40
77 C30=CTEC1S)+CTECI16)*EQO+CTE(L1T7)*EO%*24¢CTE(18) *EO%%3
78 C+CTE(19) %EO0xn4
79 C31=CTE(1S)+CTE(16)*EL1+CTE(17)2E 2 x2+CTE(18)2E1x«3
80 C*CTE(19) #Elnnd
81 C32=CTE(1S)+CTE(16)%E2+CTE(17)2E22%x2+CTE(18) xE2%x»3
82 C+CTE(19)rE2%xx4g
83 C33=CTEC15)+CTE(16)2EI+CTE(L7)*E3Zx%2+CTE(18) xE3x»3
84 C+CTE(19) *E3=rqg
85 GOTO SO
86 40 C30=1/CTE(3)
87 C31=1/CTE(3)
88 C32=1/CTE(D)
89 €33=1/CTE(3)
90 c CRECIMIENTO LOGISTICO
91 50 YP(1) = UML » Y(1)+x(l -~ Y(1)/C30) /Rl
92 YP(2) = UM@ » Y(2)*(1 = Y(2)/C31) /R1
93 YP(3) = UM3 = Y(3)x(1 = Y(3)/C32) /R}
194 YP(4) = UM4 = Y(4)+(1 - Y(4)/C33) /R
95 c CONSUMO DE AZUCARES CON MANTEMIMIENTO
T1'} YP(S) = YP({1)/CTEZ + CYEG » Y(1) /R1 el
97 YP(6) = YP(2)/CTE2 + CTEG4 = Y(2) /Ri
598 YP(7) = YP(3)/CTE2 + CTE4 = Y(3) /R}
199 YyP(8) = YP(4)/CTE2 + CTE4 = Y(4) /Ri

00 C FORMATION DE CO2

Y I PRCHE S R et |- O SR Ao 1.4l & e L vl (U
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YP(9) = YP(S)x R2 141
YP(10)= YP(6)% R2
YP(11)= YP(7)x R2

YP(12)= YP(8)x R2

C TEMPERATURA EN LOS PUNTOS DE COLOCACION
YP(13)= PMx(B(1,1)»Y(13)+B(1,2)xY(14)+AC1))+ DAxYP(10)
YP(14)= PMx(B(2,1)*Y(13)+8(2,2)*Y(14)+A(2))+ DAxYP(11)
RETURN
END

E

C

c AR AR R R R AR AR AR R AR AR RN R AN R R RN R AR R R AR AR KA RN R ANRR R AR R AR R R RRRRRR

c

(

C

c

c

SUBROUTINE RKF4S(FSUB,NEGN,Y,T,TOUT,RELERR,ABSERR, IFLAG,WORK,

1 IWORK,NEQN3S)

INTEGER NEQN, IFLAG,IWORK(S),NEQN36 b
REAL Y(NEQN),T,TOUT,RELERR,ABSERR,WORK (NEGN36)

EXTERNAL FSu8

INTEGER K1,K2,K3,K4,K5,K6,KIM

KIM=NEQN+1

K1 = KiM+}

K2 = KI+NEGN

K3 = K2+NEGHN s g
K4 = K3+NEGN

KS = K4+NEGN

K6 = KS+NEGN

CALL RKFS(FSUB,NEQGN,Y,T,TOUT,RELERR,ABSERR,IFLAG,WORK (1) ,WORK (K1M)

1,WORK (K1) ,nwORK (K2) ,WORK (K3),WORK (K4) , WORK(KS) ,WORK(K6),
2WORK (Ké+1) , IWORK (1), IWORK(2) » INORK (3), INORK (4), IWORK(S))

RETURN
END

SUBROUTINE RKFS(FSUB,NEGN,Y,T,TOUT,RELERR,ABSERR, IFLAG,YP,H,F1,F2

1,F3, F4,FS,SAVRE,SAVAE,NFE,KOP,INIT,JFLAG,KFLAG)

LOGICAL HFAILD,0UTPUT
INTEGER NEQN,IFLAG,NFE,KOP,INIT,JFLAG,KFLAG

REAL Y(NEGN),T,TOUT,RELERR,ABSERR,H, YP (NEQGN),
F1(NEQN),F2(NEGN) ,F3(NEQN),FA4 (NEQN) ,FS(NEQN),SAVRE,

2 SAVAE

EXTERNAL FSusB

REAL  A,AE,DT,EE,EEDET,ESTTOL,ET,HMIN,REMIN,RER,S,
SCALE, TOL, TOLN,U26,EPSP1,EPS, YPK

INTEGER K, MAXNFE,MFLAG

DATA REMIN/I.E-IZ/A

DATA MAXNFE/10000/

IF (NEGN ,LT. 1) GO TO 10

IF ((RELERR ,LT. 0.0) ,.OR, (ABSERR .LT. 0.0)) GO TO 10
MFLAG=IABS(IFLAG)

IF (IMFLAG .EG. 0) .OR. (AFLAG .GT. 8)) GO TO 10
IF (MFLAG .NE, 1) GO TO 20

EPS = 1.0

EPS = EPS/2.0

EPSPI = EPS + [.0

IF (EPSP1 .G6T. 1.0) GO 70 S
Ueb = 26.,0*EPS

G0 TO SO

10 IFLAG=8

0 :---a PP EPEPEP R SSRGS | I SPRCRE IPRPR SRR | BT SPAPRRTS  BER RS SO O | ERCIEREE SO
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RETURN Sree
20 IF ((T .EQ. TOUT) .AND. (KFLAG .NE. 3)) GO TO 10
IF. (MFLAG_.NE. 2) GO TO 25

IF ((KFLAG .E@. 3) .OR. (INIT .E@, 0)) GO TO 45
IF (KFLAG .EGB, 4) GO TO 40

IF ((KFLAG .EQ. S) LAND., (ABSERR .EQ. 0.0)) GO TO 30
IF ((KFLAG .EQ. 6) o.AND, (RELERR ,LE, SAVRE) _.AND.

1 (ABSERR .LE. SAVAE)) GO TO 20
60 TO S0
25 IF (IFLAG .EG. 3) GO TO 4S
IF (IFLAG .EG, 4) GO TO 490

1F ((IFCAG .EQ@. S) .AND, (ABSERR .6T. 0.0)) G0 70 &5
30 STOP
40 NFE=0

IF_(MFLAG .E@, 2) GO TO SO

45 IFLAG=JFLAG

IF (KFLAG .EQ, 3) MFLAG=IABS(IFLAG)
S0 JFLAG=IFLAG

KFLAG=0

|
|

SAVRE=RELERR

SAVAE=ABSERR

RER=2,0%xEPS+REMIN
IF_(RELERR ,GE. RER) GO TQ 55

~NOWMEWN= OO NN E W O O WSO U & 0w -

RELERR=RER

IFLAG=3

KFLAG=3

RETURN 4 ’

'& 585 OT=TOUT=T : P
9 IF (MFLAG .EQ. 1) GO TO 60
10 IF (INIT .,EQ. 0) GO TO 65
11 GO TO 80
e 60 INIT=0
k1 KOP=0
14 . A=T
)S CALL FSUB(A,Y,YP)
j6 NFE=1
37 IF (T JNE, TOUT) GO TO 65
8 IFLAG=Z
39 RETURN

)0 65 INIT=1

1 ) H=ABS(DT)

N2 TOLN=0,

)3 DO 70 K=1,NEGN

J4 TOL=RELERR=ABS(Y(K))+ABSERR

3S IF (TOL .LE. 0.) GO TO 70

26 TOLN=TOL

27 YPK=ABS(YP(K))

08 IF (YPKaHx2S ,GT., TOL) H=(TOL/YPK)=x%0.2

09 70 CONTINUE :

10 IF (TOLN LE. 0,0) H=0.0

11 H=AMAX] (H,U26%AMAX1 (ABS(T),ABS(DT)))

e JFLAG=ISIGN(2,1FLAG)

13 80 H=SIGN(H,DT)

14 IF (ABS(H) ,GE. 2.0%ABS(DT)) KOP=KOP+1
5 IF _(KOP . NE. 100) GO TO 85 T
5 KQP=0

17 IFLAG=7

18 RETURN

19 85 IF (ABS(DT) .6T. U26%ABS(T)) GO TO 95

20 D0 90 K=1,NEGN

a :
B T R g s NG e T s e e o ores |- M e S e oot o g




90  Y(K)=Y(K)+OT#YP(K) e

A=STOUT

CALL FSUB(A,Y,YP)
NFE=NFE+1

60 TO 300

INITIALIZE OUTPUT POINT INDICATOR

D
wn

QUTPUT= LFALSE.

TO AVOID PREMATURE UNDERFLOW IN THE ERROR TOLERANCE FUNCTION,
SCALE THE ERROR TOLERANCES

OO o0n OO0 0

SCALE=2,0/RELERR
AESSCALExABSERR

STEP 8Y STEP INTEGRATION

aioNeNe]

100 HFAILD= .FALSE.

SET SMALLEST ALLOWABLE STEPSIZE

HMIN=U26%ABS(T)

ADJUST STEPSIZE IF HECESSARY TO HIT THE OUTPUT POINT.
LOOK AHEAD TWO STEPS TO AVOID DRASTIC CHANGES IN THE STEPSIZE AND
THUS LESSEN THE IMPACT OF OUTPUT POINTS ON THE CODE.

OO0 0 (e e N

DT=TOUT=-T
IF (ABS(DT) .GE. 2.0*ABS(H)) GO TO 200
IF (ABS(DT) .6T. ABS(H)) GO TO 150

c

c THE NEXT SUCCESSFUL STEP WILL COMPLETE THE INTEGRATION TO THE
o OUTPUT POINT

c

OUTPUT= .TRUE,
H=0T
G0 T0 200

150 H=0,5=0T

200 IF (NFE .LE, MAXNFE] GU TU 220

TOO MUCH WORK
IFLAG=4
KFLCAG=4
RETURN

o0 |O O

ADVANCE AN APPROXIMATE SOLUTION OVER ONE STEP OF LENGTH H

oo

220 CALL FEHL(FSuB,NEQN,Y,T,H,YP,F1,F2,F3,F4,FS,F1)
NFE=NFE+S

(@]

— € COMPUTE AND TEST ALLOWABLE TOLERANCES VERSUS LOCAL ERROR ESTIMATES
AND REMOVE SCALING OF TOLERANCES. NOTE THAT RELATIVE ERROR IS
MEASURED WITH RESPECT TO THE AVERAGE OF THE MAGNITUDES OF THE
SOLUTION AT THE BEGINNING AND END OF THE STEP,

s KpNe Nyl

B SERAN R - . e et e silke o s e e e e il e et el o e lilel o e duerh eie [l o e | flids o SR g8




EEOET=0.0 144

|
3 DO 250 K=1,NEGQN
3 ET=ABS(Y(K))+ABS(F1(K))+AE -
IF (ET .GT. 0,0) GO TO 240
B c
5 c INAPPROPRIATE ERROR TOLERANCE
r .= IFLAG=5S . L e
2 RETURN
S c
0 240 EEsABS((=2090.0#YP(K)+(21970.0xF3(K)=15048.0+F4(K)))+
L. 1 L (22528.0#F2(K)=27360,02FS(K)))
2 250 EEOET=AMAX1(EEOET,EE/ET)
3 c
4 ESTTOL=ABS(H)*EEOET*SCALE/752400.0
= c
6 IF (ESTTOL .LE. 1.0) GO TO 260 ™
7 c
8 e
gt rat UNSUCCESSFUL STEP - | ]
0 ¢ REDUCE THE STEPSIZE , TRY AGAIN E,
1 C THE DECREASE IS LIMITED TO A FACTOR OF 1/10
2 C !
L3 HFAILD=  TRUE. "y AT RSN o ¢ B Ly
T OUTPUT= .FALSE,
S S$=0.1
)6 IF (ESTTOL .LT. 59049,0) S=0.9/ESTTOL**0,.2
)7 H=S»H -
)8 IF (ABS(H) .GT. HMIN) GO TO 200
)9 c
{0 c REQUESTED ERROR UNATTAINABLE AT SMALLEST ALLOWABLE STEPSIZE
|1 IFLAG=6
H KFLAG=6
13 RETURN
14 c
15 c
16 c SUCCESSFUL STEP \
17 o STORE SOLUTION AT T+H
18 c AND EVALUATE DERIVATIVES THERE
19 c
20 260 T=Ten
21 00 270 K=1,NEQN
2 270 Y (K)=F1(K)
ES AsT -
24 CALL FSUB(A,Y,YP)
25 NFE=NFE+1
26 c
27 c
28 T CHOOSE TEXT STEPSIZE
29 c THE INCREASE IS LIMITED TO A FACTOR OF S
30 c IF STEP FAILURE HAS JUST OCCURRED, NEXT
31 c STEPSIZE IS MOT ALLOWED TO INCREASE
3z 4
33 85,0
34 IF (ESTTOL .GT. 1.,889568E=4) S=0,9/ESTTOL*%0.2
35 IF (HFAILD) S=AMIN1(S,1.0)
) H=SIGNC(AMAX] (S*ABS (HY ,HMIN) , H)
37 c
28 c END OF CORE IMTEGRATOR
29 -
40 T W
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145
SHOULD WE TAKE ANOTHER STEP

IF (OUTPUT) GO _TO 300

IF (IFLAG .GT., 0) GO TO 100

INTEGRATION SUCCESSFULLY COMPLETED

OO0 0O0

ONE=STEP MODE
IFLAG==?2
RETURN

(o Ne

300

INTERVAL MODE
T=TOUT
IFLAG=?

RETURN
END

SUBROUTINE FEHL(FiﬂﬁﬂNrY1T'“JYPUF10F2(£31FarFSIS)

INTEGER NEQN
REAL Y(NEGN),T,H,YP(NEGN),F1(NEGN),F2 (NEON),
1 F3(NEGN) F4(NEGH),FS(MEQN) ,SNEGN)

REAL CH
INTEGER K

a2l

CH=H/4,0 :
D0 221 K=1,NEQGN
FS(K)=Y(K)+CH*xYP(K)

a2ee

CH=3,0+H/32,0
00 222 K=1,NEQN
FS(K)SY(K)+CHx (YP(K)+3.0#F1(K))

CALL FSUB(T+3,0=xH/8,.0,F5,F2)

CH=H/2197.0
00 223 K=1,NEQN

éesd

FSURI=Y(K) +CHa (1932, 0+ YP(K)+ (7296, 0#F2(K)=7200.02F1CKYYY
CALL FSUB(T+12.0%*H/13,0,FS,F3)

CH=H/48104,0

224

00 229 R=1,NEGN

FS(K)SY(K)+CH%((8341,04YP(K)=84S.04F3(K))+
1 (29440.,0*F2(K)=32832.0%F1(K)))
CALL FSUB(T+H,F5,F4)

225

CH=H/20520.0
00 225 K=1,NEQN
F1(K)=Y(K)+CHx ((=6080,0#YP(K)+{(9295.0#F3(K)~

[ 5843, 0xFa(K)) )+ (41030, 0*F1(K)=28352,0%F2(K)))
CALL FSUB(T+H/2.0,F1,FS)

COMPUTE APPROXIMATE SOLUTION AT.T+H

00

230

CH=H/7618050.0
D0 230 K=1,NEGN
S(K)ZY(K)+CH*((902880,0*YP(K)+(3855735.,0*F3(K)~

.‘a-..-'i---t---i]----A.-.ﬂ..--‘.--.u....‘..-v 5 o i e e R Ay A

i I371289, 0xFa(K)) )Y+ (3953664, 0%xF2(K)+

&

(=3
.
>




RETURN

1486
277020.0*F5(K)))

o

END i AT T J
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JSC ACCOUNT: D0904A01

ILE NAME: CONDS.LACTICU.D0S04A01
ILE NAME: CONDS.LACTICG,.D0994A01

UMBERED

LENGTH: 80 BYTES
OF RECORDS: 21

ODE: ¥

3. DATOS DE CORRIDA CONDS




B ":..-‘p.---ﬁ....'.-.-g..-.‘-....ﬂ.-..'...-D....‘--~0...

0.3.0.55.3.3:0.07.830.:35--1.558”?8£€€1b.99101155?9,0.3335333
C.694334E11,70225.,1.300653E47,283356.,3.314
=1,16637597,0.0737289418,=1.2076122dE=-04,=3,77236331E-05

4,39666391E=07,273.15
0.393765191,0,803087153,1.
=2.53953456,3.8256163,-1.28603174
=1,37767678,=1.24519489,2.622871695

1.715476006,-9.71547609,8.
=9,90235118,12.2996598,~2.39727265
9.03367355,-32.7642856,23.7306121
22.7574U8E,-65,4241488,42.6666069

40.1,4109,4447,47.7,49.0,49.2,46.5,48.5
48,1,48.2,40.7,406.3,45.4,44,.1,41.%9,39.7
38.3,38.7,82.0,49.6,46.7,47.2,80.7,4b.6
46,4,4b.6,45.7,44,5,43.9,32.5,40.4,38.3

36.2,37.2,33.7,41,0,41.9,42.2,41.3,41.¢C
40.7,40.9,40.7,39.4,39.1,38.9,38.0,37.1
34.9,35.7,37.1,38,.4,23.6,38.,4,37.9,37.2
37.5+37.4,37.5,36.5,36.8,36.6,36.1,35.0

64,3,1
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JSC ACCOUINT: CO0904A01

ILE NAME: COND19,.LACTICU0.009C4A01
ILE NAME: _COND19.LACTICO.D0904A01

UMBERED

LENGTH: 89 BYTES
OF RECULRDS: 21

ODE: G

4. DATOS DE CORRIDA COND19




.y "i]'-"T""]"-'\‘""’]-°'°$'""']'"'I""(l""V" U...

50—

0e63s9¢5993e3¢0,07,830es35+,1.558078205,0.89141153749,0.33353353
2.694334E11,70225.,1.300653E47,283356.,0.3114
=1.16637597,9.0737289416,=1.20761224E=04,=3,79235331E=05

4.39666391E=07,273,13
0.393765191,0.5803087153,1.
-2.53958456,3.d29b1063,-1.28603174
=1.37767678,-1.24519489,2.5228710d

1.71547606,=9.71547009,45.
-9,90238118,12.2996598,=2.39727865
9.03367355,=-22.,7642856,23.7306121
22.757482,-65.4241488,42.66b6b609

51 838,940 0 d2 sS4 .0, 45,047 1 §48.9
48.2,48.4,49.5,47 ,8,47.4,46,3,45,.2,44.1
37 G532, 392, 01 05,43 U, 48585457 966
d6.9347.I.HB.E;Qb.Q;ﬁ5.6;4S.1.Qd.u,dﬂ.l

i 2n 0 86 5, 8T 28,390, 4N 2pa1t sy id2.. 4
42.4,42,9,43.0,41.5,39.7,39.0,36.3,37.0
38.,0030,0,356;30.6,33.0,38.8,40.,2,40,9
40,9,40.,6,4049;,39,.8,38.0+s37e69372,36.8

64,3,1
0.346292E=-01,3.9705%42,5.203061
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EXT FILE WANME: mMUMAX LACTICu.DC9G2a01
EEi® FILE NAME: myMAX LACLTICUG,. 00904401
e i

ILy UMBCRED
ECGRD LENGTHE of 5
JMEES OF RECORDS: 390
ILi COLE: 9

YTes

5. PROGRAMA DE ESTIMACION DE PARAMETROS DE U MAXIMA EN FUNCION

DE CA TEMPERATURA
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152
1 SCONTRNL 3L T 11T, n0sSeu=Ce
e C PROGEAMA e ESTINACING 08 PARANMETROS PE #UMAX EN FULCION DE TEMP
2 BIREMST iy o [GNE(4) suplEr i dige s G G AT CARSIAE o Tl 20y a0 DY (] 51)
4 curmaQ T
S EXTERINIAL SHDeL
6 REAC (3, x) 133, u¥
7 Dl Pty P
3 REAG (S, %) Tu(l)
9 1 CGnTIug
10 DG 2 I=1,iwh
i1 READ(S, x)T(1), v (1)
e e CCLTINUE
13 IT=10¢C
10 NDu 4 Izlawr'
115 9 = 0 8 Bt
io SIGHS(I)=1.
17 4 CIT Tiinits
HE hﬂsl’l.:-\l
rl FPaP =L ke DA B
29 aazg .0
21 Coalle i8St , «aiygiLh f gty il Py T e R G S B PG
22 15952, 01, aumiiy 1y, ,5C008T)
23 N
c4 2= )
es SuRROUTIEE rndUS (PR, wIGDEL, M), Y, 02, T, 0IFF, 51645,
20 I E781,0282, «(T,FLAM,FIY,3CRAT)
27 ppNENs gl SCRAT [N INTERASING) 5ol S e by il d (100N B3
28 EXTERIAL ~uDelL
29 Ia=1
30 If=TAa+0P
z1 IC=T3+1s¢
32 ID=IC+ivP
33 IE=ID+P
34 IF=IE+iiP
25 IGSIF +4108
36 IH=IG+ni)E
37 IT = IH + P » 408
38 1J = I+
29 CALL H80U3o59(HPRIR,HIDEL,1iGB, Y, 1P, T, OIFF,S5IGIS,EPSL,EPS2,N
490 1 SFLAM, FiI,3CRAT(IA), SCRAT(IB), SCRAT(IC), SCRAT(IO)},
41 2 SCRAT(IE), SCRAT(IF), SCRAT(IG), SCRAT(IH), SCRAT(II),
42 3 SCRAT(IJ) )
43 RETIIRII
44 EiD
4S SUBROUTINE AHAUSS9(NPPO60, MODEL, BO, Y,nNU,TH,OIFZ,S5IGNS,EP1S,t
46 1,4IT,FLAM,FU, Q,P,2,pPH1,78,F,R,A,L, DELZ)
47 C FORTRPAN TII VERSION
48 C He Je WERTZ
49 C ADAPTED Fyr TuE CDC &49C (Jo. FMACGRIGOR)
50 C
=} C DIMENSION Ta(lw), DIFZ(N3), SIGHS(IiN), Y (iidy)
= C DIMERSLIIN (W)Y, P(NY), Ehil), PHI(LO), T5(Hd)
33 C DlﬂENdIOh Z(By), Fisd)
54 C UIGEASTGn a (g, 1d), D(NG,.09), DELZ B0, k)
e DNIHENS ISy PR pt Gl DIEECL e S TGS RIS iy S e, BT ) 5
30 1 eHi(l), T8(1), F{1), R(1), A(l), 2(1), OELZ(1)
57 2IAENS T 0N 21 2) 0 2(100) ,Liti3(10)
38 ZXTER AL wigEL
359 A C S (R) ST me (=5 bRl s wis e S line- L))
3% e
-0 B IS SRS | IPP T R SRR | I SR | PP -0 - Fy AL I a- -0




0 - b g v ] v ] T g v ] v 0 v 0
b1 NPROSZ = i:PROSD 153
22 NOR = 50
53 €981 = £013
b4 EPS2 = CF25
= NPSG = 2 » &F
oh HSCPAC = SxNP+iIPSTY +2xH0D+HFxnNUB
il SHITE(£,1000) P2t 438, P, HSERAE
o3 ARITE(£,1001)
o? CALL 5AS3oG(l,nP,TH,nimy,Dutid)
79 WRITE(H,1012)
71 Bl S aSssf LylPePTE 7, [Brgdquest wtsay
72 IFMIND{iP=1,50=LP, iNR=1P,111T=1,999=417))99,15,19
Pl IS IS (FuU=1.00935 99, 1&
74 16 CHATIMue
S O 18 T=1 nap
76 TEMP = AsS(UIFZ2(I))
77 IF(LeaT 1. 0=TEMD, ABS(TH(I))))IS99, 99, 19
73 19 CONTIUE
79 GA = ELAC
s i Bt=rea|
31 LAUS=E)
22 A6 R SIS 70 AT
Q2 S _Pass =
24 TOOML S
2 5] CALL ‘WuotL PRUs, Til, F, 0B, nd)
36 1) ) g Enlie =" RS S
57 RPRY S oyiT) = 0T
38 Q0 3303=S3U+r (1) *R(])
89 WRITE(5,1903) SsQ
990 C BEGIH ITERATIOHN
91 r
92 100 GA = GA 7 Fiju
93 INTCHNT = )
94 ARITE(b,1004) nIT
93 et 985 = 1 = if{l5
96 DO 130 J=1,4P
97 TEMP = TH(J)
98 PCI)SIOIFZ(J)Y&TH(J)
99 _ THOL) s TAHACLY$P 1.1
00 G(J)=0
01 JS = JS + NOB
Qe CALL "ODEL(NiFROB, TH, CELZ(JS), ©®OB, uP)
03 IJ = JS=1i
04 D0 120 I = 1, NO3
0S 1J = 1J + 1
06 DELZ(IJ) = GELZ(IJ) - F(ID
Q7 @0 6D = arldd & BFELZCTJ ) w1
08 (J)= B(J)/PLd)
09 C U=XTxR (STEEPEST DESCENT)
10 130 TH(J) = Tewp
13 PETLAGSYE 19771 <1414
b= T et s i o i e
.5 DY 191 J=1,1
14 SYM = i
1< K e= iy il § )
1o KI = G2+ (I=-1)
i7 UGG 1l ~ = 1, FUH
10 R ST ) Y
119 ne) IR T W T R |
29 USSRy = 3t # el 2RI i B S
10 - R O T b O e S K| RN T ST s,




<0 - 0 v ] v floveseery h] goo o ey ) v
) o 154
121 TEMP= SUM/(PIT)*xP (J))
122 JI = J & hPxI-1)
123 3 1 [0 S
124 T =0 s PR =1R)
125 31, RICITY == FEwp
126 150 E(I) = SURT(L(EIIY)
127 bhh ConTTiiue
128 (7 v et 51 T
129 1J = T=HpP
i3C DO 133 Jd=t,1
131 LU= LT P
132 A(IJ) = (L)) 7 (E(I)xe(J))
AR JiLs =ileer (1P (=10
134 133 &4{J1) = a(lJ)
i?2g Joa S 1 ] 2 N 5 5 o i 10 1 i
135 II = - 4P
127 00 153 1I=1, 4
353 P(IN=tI)yse (D)
129 P TLTEETT 1
146 P1s TG v e ST
I 19, W GI U= AR STRS ATt
142
e {=1
114 CALL MR A 02 7 o gl it i
149 P7E = CUORNAFTTION VECTOR
146 STEF=1.4
147 Sidi1=d.
148 SuMr=il.,
149 Siym3=3g.,
150 DU 231 I=1,4P
154 S =R () xPHI () +S0IY]
152 Sume=p (1) =P (I)+5uM2
153 SuUM3= PHI(I) = PHI(I) + SUM3
154 231 PHI(I) = P(I)
158 TEMP = SiUM1/3uRT(SiiM2x51i13)
156 TEMP = AMINL(TENP, 1,.0)
157 TEMP = 57 _.295%xARCIS(TEMP)
158 WwRITc (0,1G41) CET, TENP
159 | 0 SO0 1 0 R » R e e
160 P(I) = PRI(I) »STEP 7/ E€(I)
161 TB(I)= Th{(l) + P(I1)
162 220 COHTINUE
163 WRITE(5,7000)
164 7000 FORMAT(3CHOTEST POLIIT FARAMETER VALUES )
165 WRITE(6,20060) (T8(I), I = 1, NP)
i566 00 221 I = 1, wP
167 TEUSIGHS(L) Y Pell, a2l 22
108 222 IF(SIGuW(1.0,TH(I))*SIGH(1,0,TB(I))) b63, 221, 221
169 221 CONTI'ivE
174G SimE =0
174 CALL \0dei (PP, T3, F, 093, hP)
172 £N 230 1I=t1,.ul
172 RCI)=Y(1)=-F (L)
174 230 Syhkz=3utinex ()22 (1)
D ARITE (K, 1543) 555 -
17¢ IF(3U4% = (1.0+5751)%x3537)) bued, uhe, Lol
L1 4rs pud IF( Al (IZP=35,C, 3A)) culS, wbS, 4ud
178 nbS STEp=,T1Zp¥2 4
179 13 Site s TP CHRTE SO
40 [FLTNTCiT = %) 170, 2730, <700
v e e N BRI WS RN | EPRE PR PSR | PR SCR I | [PREER SRR | A 0. A
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81 bbd BFASGAXF U

8¢ ILTCT = ISTCHT + 1

22 IE(IMTICNT = 20) aspé, 3700, 2700

a4 boe arITE(rn,1207)

8¢ D0 6693 I=t,.F

86 669 Ti(I)=Ts(I)

Wi AR AR S ] e Tode 51851 SR

8éd ANITE (b, 1G40) SA, 34Yn5

39 IF(EP352) 229,229,22%

90 229 IFLEral) 10,184,265

91 s A s T T s R T
92 IF(ARBS(P(I)YI/Z(1.5=20+AHS(TH(I)))=EPS2) 240, 240, Ju6l
92 241 IF(EF31) 270,700,205
34 2490 CINTINnuC
93 NEFTEAG ST Ao Sy
S9¢ Gy T 230
97 209 IF(A35(3Uu'is = S350} = ZP51%xS3U) 266, 20b, 279
Gé 2ol A TE(L,14,19) V91
Q9 GG T 230
0C 270 S3H=51143
191 1= 1T+)

G2 PO aET = Sahiali= WS 1 ikt 2S¢

s o 1 1 T O i 1 WY e )

n4d STl FaRPAT({//71195Geexn THID L0 OF SOUAKES CaftiwuT HE REDUCED TO THE Suil
9= 1OF SCuaRey AT THE =000 OF TwhE LA3T ITESATIOH = [TERATINLG [STOPS /)
0¢ C

67 £ LND TTERATIOMG
08 C

09 280 RITE(o,1C11)

10 YRITE(e,2001) (F(I), I = 1, KOB)
11 NRITF (ba1p] )

12 WRITE(6,2001) (R(I), I =1, KOB)

% SSA=SUMS

14 IDF=NC8B=ap

s WRITE(H,10153)

iée 1=0

17 CALL "ATIq(D, WP, ¥, 1, DET)

18 o) 7692 I=1,ivP

19 i TR S R
20 7692 E(I) = SGRT(D(II))
21 00 240 I=1,:uP
2e JI = I + iPx(I=-1) - 1
232 IJ = [ + WPx(I=2)
24 DO 3406 J = I, nP

25 JI = JI + 1

26 A(JI) = VWJT) 7 (E(I)xE(J))

27 | Ty i R R 1
23 340 4(IJ) = AWJI)
29 CaLl GASSo0(3,nP,DUNI3,CUML,A)
30 ARITE(L,1010)

il CALL GASSHOG(], P, E, DIV, DIM2)
=4 IFCICFY 341, 410, 541

33 R CSEVE 255350 /T UF

34 SRITE(H,1014) sSDEV, INF

25 SDEV = ouxTI(SDEV)

36 N 331 I=1,4P

LA PLI)=TA(I)+2.0+F (1) *x3DEV
z5 391 T3(1)=Tutl)=2.uxe(I)xroH1EY
BLo 2 JTE (D, 1039)

490 CALL 3AS88o%(ec,mi, Tz, ,Ll1Me)

g - v i T halheras TR e L MEC SRR RIS EGR L S - 0. A | . A 1
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241 LAL3=1

242 50 TO 10}

242 T I Wl e Bt U DA s Wit 12

244 Tesp = )

248 DO 429 I=1, 4P

‘46 DT 429 J=1,.WF

247 ISG oz 4ty l=1])

248 NERLGE = DelZ(Is43)

249 C LERUGL = Oel2(K + udBx(I-1))

239 [3uf = ¥rigunx(J=1)

2351 DERGEY = el Z(ISUg ]

252 C DEBIR2 = weliZ(% + WS3x(J=1))

253 0 (P R [ L YR

254 DEsC3 = DLV /Z((NIFZ(I) *T-H(TIYXQIFZ(JIxTii(J))

288 4230 TR =—TESE 4 (UE3NGY  s= O ER G @ sa S aFLoies

230 TEMP = ¢ N%x3nT(TC'0) x35JEV

237 R(K)=F(n)+TERD

258 419 F(R)=F (K )=TFMP

259 R O kR e T A Y

25¢C 1Z=3

201 )¢ 4&3 I=1,~¢‘.'J11:'

2o TE=IE+1%

a2 [FQias=1F) seG,a38, .23

Zo4 WD SR

2p0% 4355 T B Eo A 2000 BER (IR ISR TES

290 4g3 «PITE(n,cédb) (F{J), J = I, IL)

ol 410 N TTE (gl 083" sk

2068 RETURNL

269 99 WY ITE(5,1234)

270 G0 TO 41C

271 L1000 FORPAT(IRAHIGu-) THEAR ESTIMATION, PROBLEM wWUMBER VL A e O

272 1 144 OBSERVATIONS, IS5, 118 PARAMETERS3 114, 17h SCRATCH REQUIR

2732 1001 FORMAT(/2SHOLILITIAL PARAMETER VALUES )

c7d 1002 FORMAT(/54n0PRUPORTINIIS USED I CALCULATING DIFFERENCE QUOTIENT

2718 1003 FORMAT (/296G ITTAL SuiM OF SOUARES = i ol B

276 1004 FORMAT(//7/77745X,13HITERATION 10, I4)

277 1007 FORMAT(/32110PARAMETER VALUES VIA REGRESSICN )

278 1008 FAORMATI(///7/S4HUAPPROYIMATE CONFIDENCE LIMITS FOR EACH FUNCTIGH

279 AUFE =

280 1009 FORMAT (/620G ITERATION STOPS = KRELATIVE CHAWNGE It £ACH PARAMETESR

281 1SS THAN E12.4)

232 1010 FORMAT(/02HOITERATION STOPS - RELATIVE CHAMGE [Iil 3uUM OF SQUARE!

283 1SS THAN sE12. 4/

284 1011 FORMAT(/22HIFINAL FUNCTION VALUES )

285 1012 FORMAT(///7/710HOGRESIDUALS )

286 1014 FORMAT(/724+OVARTANCE COF RESIDUALS = rE12.4,1H,14,

287 120H DEGREES (F FDRDEEDOM )

288 1015 FORMAT(//7/7/719H0CORRELATION (VATRIX )

289 1016 FIRMAT(///7/7214CHURMNALLIZTING ELEMENTS )

2990 1033 FURMAT(//1940EN) 2F PRUGLEM NG. I3)

91 1034 FORMAT(/1ARDPAXANETER ERRUR )

292 1039 FORMAT(/71iruli0IVIDAL CONFIOENRCE LIMITS FOR cACH PARAMETER (U

293 1MEAR iYPUTRESIS) )

294 1040 FORMAT(/,14,°LAMEDA =°,019.3,5X%, 33U UF SuJARES AFTER REGRESSI

298 RBERIe

296 1041 FURHAT(Ldn pETERMTLAGT = E12.49 rZ, 2051 AUGLE [1J SCALED CCORD,

297 1 FS5.2, oHWEGKEES )

298 1243 FARNAT(2240TEST POIUT som UF SGUARES = ZhZs3)

o Iz 2901 FOaRMAT(/SEL2.4)

28 2006 FIRWAT(/SEL2, ) ]

<0 R IR SRR IR SRR SR | SRR SO | [SIPRRY P RPIREPES | TV SRR | ISR SPRC PR | I
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501 i
X SUBROUTINE HiAT1O(AA, "lvar, D8, &8, UET)
0z DI Eg = pr. i) Xige 3t etk ey “f-’i‘-Jx‘.li:l).AA,’l),uiifj)
2G4 DU 1 I=1,ilVAr
508 B(T,1)=0e(l)
1S DO 1 J=1,0vaR
b 1 A(J, Ty=od( ey« (T=1))
208 PIVUTt = a(1,1)
506 REST S sl
F1C D0 9% IChL = 1, VAR
fil 20 A T L R )
512 PIVOT.Y = AdINI(PIVYT, FIVOHTY
513 DET = PLveT x DET
14 c
718 C DTVWTHE syt Qe +y 9TvGT FLENENUT
‘16 C
17 ACICuL, icuL) = 1.9
Akt PIVOT = 2 R{1(FIVDT, [ .E=20)
¢19 RIS = 2 DD 5t SISO P T T
126 Nt 356 L1, VAR
he 550 VAl w s LR alICul, e JrPIveT
ce gl TR Bt ) TR T S
23 S i e T
W24 S e Al (] el | ) B bl G RC
5 C
26 C REQUECE el [YuT 1318
37 £
h28 371 LY 5S¢ Li=l,isVaR
129 LFEL el TCOLY 62 TG 550
520 T = A1, ICUL)
131 AT R S T
122 DO 450 L=1,iVARr
333 450 A(L1, L) = a(L1, L) - ACICOL, L)=*T
534 IF(N8 .EC, 9) LI TO 550
525 DY 5390 L=1,: ¢
126 500 S5(L1, L) = B8(L1, LY=-S(ICOL,L)T
337 S50 COLTIluE
38 NG 3 I=i,nvaR
29 SE =3 005 1)
240 DO 3 J=1,nwVAR
g1 3 AA(J+IIVARXx([=1))=A(J,]1)
542 RETURG
54 3 END
344 SUBRUUTINE GASS6O(ITYPE,d,A,B,D)
45 DIMEIWSIUN A(C10),B(10),0(1G50),C(10,10)
246 WP = NG
q7 R = P /1)
48 Loy = 1
149 LUP = 19
330 10 IF( wRkR J15,20,30
251 19 RITUR';
Se e I U 2
53 IF(Lua GTe LUP) ETiJ2N
S 30 }‘QQITE(‘EIS')'}) (J'J:Lij'irLEJD)
5% GO Ty 149,09,690), 1TYPF
Sé 40 '-'-fi‘?ITE(’Z‘:’T-"())(A(-’)IJ:LL)""'LUP)
57 G2 T L4
SR O ST 2, D W e (BI04 ; S=LGT LR
58 =V A )
o0 30 CANTILaul
L0 - o T St U RN (SRR RS E | ORSEONCI 0 Gl [Py RO IR S
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251 00 &5 T=1,0P 158

25¢ nyg a5 Jd=1,iP

3262 RS ULl TYSivi T eritew (1] = TH))

354 90 9% T=Lua, LR

ZHs 90 WRITE(O0,129)1, (CLIs0) sacian; 1)

3et Ldw2=Lur+]

25T TEDIE 12 oy HEY S0 TO 190

368 00 95 I=Luw2, Uk

256 9S HRITE(9, 712030, (CUJs i) d=00W, LUE]

370 3 7o i MR IR L s B B R e B

Sl (B e e U =T SR

27e IR = R -

3T 3 GOl

274 500 FIRMAT(/16.9112)

275 00 FHRMATI SF1%.7)

i76 720 FORBAT(IEY, T 5, 1A, AFL2e8 /5%, 3R 12 ei)

7T e R e s

378 RLTUKR

279 i

230 SHERGYTILE oDpL (19093, TH, F, g, «f)

331 A SR ESTRARROSRE C b f o ) o (),

2 (BhE TS T

_2"3 (Cixi "L‘

234 Dy S0 1=,

BAE A = TH(1) %1812 & EXT(=TM(C)=1005/(2,312xT(1)))
33¢ 8= 1+ TH(S)xled43xe P (=TA(4)x1t 0o/ (E.312*T(i)))
257 F{i)=474

23d 20 CatiTlisuc

289 RETLR! \

39¢ E: D

- f- .0 - A 0 A 0 <A 0 Ao ] e
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il ey LRE7, 3331 Pw 159
BEINS s AEewiilonl o Sivan 1A
EXT FILE WadE: fxXPMuian.aCTICC.D2904A01
EEl FILE SAME:S EXPIUMA L ILACTICO.U0304A01
T ———F r——
ILF JUHMSEREL
EEGL LEVIGT L H1T cfTEn
UrMe =2 OF RECIORDS: 14
TH N e DR ¢ I )
b. DATHS EXFERIMENTALES DE U MAXIMA EN FUNCION DE LA
TEMPERATURA
Q- A 0 A 9 A 0 o A 0 A 0 Py ] e




.
(1]
.

13,4
0.2691296
D 702040

A .

9.,1301614
0.2633502
296.15,%.1077
340 ,65,4,1-96

303.15,%.1739
305465 42392
303.15,0.30

310,65,C.3401

WU © O WIN O W & pNu

[ O

s
S =

311.9G,0.3404
313.15,0,.34

31d.4v,6.317°%
AN ol

"
-~ O

-

316,9G,u.2130
318,15,05.1247
FIRR1S 0205514
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b aFrEMND ICE
DATDS DEL EFECTO DE ClOMeos

DATOS DEL EFECTO DE COMFOSICION EN EL
FARA ESTUDIAR EL EFECTO DEL CLORURD DE

ssiRa il e i L g A gL A =




658.35

{Horas)
44,5

-
-t

16
Ier S SR LTS

T

2. VARIACION DE LA ACIDEZ TOTAL TITULABLE EN BASE A MATERIA SECA TDTAL

EXP

955&4688

"
.J..l“l...(.l~._11

A A A S Y
GOSN = 0 1010 D

B4|4|4r¢|5|b.|2|
Pt Ol EIAGRL

96063354

.). o T T T T

S R

+H 4 T 4+ 4
00 @0 D

gt 3:6__..:,“
RRSREEN IR RN

o o B o B B ¢ )

. . z (] [ ®
o~

.
vt e Dt D

! o

L+ 4]+
DA FIN TS O

- O N ) OO
G400 = v 0 04Ol e

N D
Lol .1|n_ .U.-. .”-. .-I” D ot I

b4+ 41+
55915723

5 7.10:1.

]
-
o
11 4 ot

~ 4+ D0l

E M P O (Horas) \
44.5 &8.3

I

0

. VARIACION DE LA ACIDEZ TOTAL TITULABLE ENM EBASE A YUCA SECA IquIﬁL

ot

EXP
fe

=

SN MNDOD

L]
ot DY et P et

RN S N L e
N0 OND
LN —~I0M
It cd ¥ 0 b

MNRNMNDO O

R T L e
Ottt D DD

+1 44+ 4 41+
N @ NgnN
SN~
MR M

NS+ o
OHHOCH00
HAH I H 4 44
1M 00-0mm o
T4 o 04 P o o o

el o IR S B I o

00O mmSH
Hl 4+ #4414+
SO - N

L] L] L] - L] L] L ]

WA SO~

™ e e T ot rd e

D DD DD DD

Mt nNn-or~a
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VARIACION DE LA TEMPERATURA EN EL INTERIOR
DEL STLEIDBES] K&

R=Z CM H=35 CM L/D=6 D/DP=75-100

TEMFERATURA ('C) @ ZI=0.35 DELTA T
TIEMFO FARED CENTRO T BAND CTD-FRD

o AN = _ T

=
i ; i
= Y .
5 el
= i 5 90
S i «
o X, z,
L LEy 5T -
~ s Wl =
Ll ] e
L = W o ¢
N
i N &
5 =l o
e P {1 =
= =y #0
| 5= = s X )
3 = £l
S S0
i 30,90 20
ol L Sl SR
Zé = = =¥/l T £
P Z e 2
S 0 oS
V= . — = T,
J.L'B o = e L
ZR) e Yy e
= ! -
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VARIACION DE LA TEMFERATURA EN EL INTERIOR
DEL SILO DE 13 KG
R=% CHM =84 CM L/D=3% D/DP=76-107

TEMFERATURA ('C) @& ZI=0.7 DELTA T
TIEMFO FARED CENTRO T BANGO CTO-FRD
G.00 20.00 20. 00 33.00 0,00
—x 10 26.90 BEL B IZ.00 = a7
6. 00 28.42 27.66 Ib. 00 =07 &

7 .00 Il1.04 30.41 32.00 ~0.63
8.00 Zin 8l 31.E3 I2.00 -0.48

9.00 32,46 z2. 14 I2.50 -0.32
22.00 I1.48 32,76 32,50 1.28
23.00 32.79 34.28 IT.50 1.50
28.50 21.70 33.16 34, 00 1.47
0. 00 32,24 T2, 45 5. 00 0. 21
T1.00 3. 44 T4, 50 TI.00 1.15
32,00 3.23 T4, 69 32,00 e
I4,00 33.33 4,59 T2, 00 1.26
46, 00 2. 35 53.47 5. 00 M 1=
48,00 . I1.37 2. 04 Th. 00 0.67
53,00 32. 46 4,18 32. 00 b )

55.00 SLaZ0 33.16 33. 00 1.47
72.00 32. 68 34.08 32,00 1. 40
75. 00 3I2. 46 33.98 32.00 1.52

VARIACION DE LA TEMFERATURA EN EL. INTERIOR
DEL SILO DE 40 kG
R=12.5 H=73 CM L/D=3 D/DF=63-105

TEMFERATURA ('C) @& Z=0.83 DELTA T
TIEMFO FARED CENTRO T BAND CTO-FRD
0.00 25.00 25.00 33.00 Q.00
J.10 29.64 25.03 33.00 —-4.61
6.00 30.30 25428 36.00 =45 282
7.00 31.35 28.04 F2.00 =
8.00 F1.56 28.77 32.00 ~2.79
.00 31.67 =yl S I2.50 =249

22.00 33.2 I2.61 F2.50 -0.66
23.00 32.95 I2.61 33.30 -0.34
28.350 I2.3 F2.30 Z4.00 -0.01
Z0.00 32.95 S2.41 35.00 -0.55
31.00 I33.3 33.45 33.00 0.07
I2.00 T = I3.34 T2.00 -0.04

24.00 33.49 23.45 I2.00 -0.04
446.00 Ry AR L 39.00 ~0. 46
48. 00 S L7 SiE e b1 36.00 =e 510
S53.00 el 7y IT.24 O Q.07
=5.00 Z2.74 I2.41 FI3.00 =TS
7w 00 L 7 PR I2.00 -0. 035

75.00 I3.06 32.03 32,00 ~0.03
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