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RESUMEN 

Este trabajo plantea la fermentación en medio sólido como una 
alternativa v iable para la utilización de materiales 
amiláceos, 
problemas 
debido 

concretamente para contribuir a solucionar los 
de aprovechamiento de la y uca <Manihot esculenta), 

a: 
perecibilidad. 

i) su bajo contenido de proteínas y ii) su 

La fermentación en medio sólido es un proceso donde la 
acti v idad microbiana se lleva a cabo en toda la masa cuyo 
contenido de h umedad oscila entre 50 y 75 por ciento dependiendo 
del tipo de material empleado. El enri9uecimiento protéico de 
la yuca con As pergillus n iger y el ensilaje adicionado de 
Lactobacillus ~asei presentan alternativas importantes para 
solucionar los problemas de a plicación de la raíz. 

La orientación d e este t raba jo se basa en el estudio de ambas 
fer mentaciones desde un punto d e v ista de bio1n9en1eria, e s 
decir se trata de hacer una sin tesis de a spectos 
microbiológicos e ingenieriles. 

Los antecedentes previos de estos dos procesos fueron diferentes, 
en la parte de enri9uecimiento protéico se contaba con un amplio 
trabajo microbiológico, mientras 9ue en el caso del ensilaje los 
estudios previos fueron de naturaleza aplicada en nutrición 
animal, existiendo pocos reportes microbiológicos. 

En la parte de enriquecimiento protéico este estudio realizado 
fue la continuación de trabajos anteriores. Es decir, se 
planteó y comprobó un modelo matemático para la simulación 
de la generación y transferencia de calor de la fermentación 
en medio sólido, acoplado intrinsecamente al abalance de masa, 
encontrando 9ue el mecanismo de transporte de calor es 
esencialmente conductivo. 

Este modelo seudohomogéneo, unidimensional y dinámico, permite 
la predicción del crecimiento, el consumo de sustrato, la 
formación de co~ y la elevación de la temperatura dentro 
del bioreactor. El modelo sirve de base para: 

del proceso basado 
además con algunas 

a bioreactores con 

a) Escalamiento 
(Peclet y Biot), 
aplicar el modelo 
agitación. 

en números adimensionales 
modificaciones es posible 
diversas geometrias y con 

b) Control del proceso fermentativo siendo posible su extensión 
a otros sistemas de microorganismos y sustratos donde el producto 
de la fermentación sea valioso. 

Con el trabajo anterior se logró un avance novedoso y original 
en el campo del modelamiento de las fermentaciones sólidas de 
hongos filamentosos. 
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En lo referente al ensilaje de y uca el trabajo se dividió en dos 
etapas, una microbiológica y otra de simulación y escalamiento 
donde los puntos sobresalientes fueron: 

a) Estudios microbiológicos del ensilaje 
Se estableció la metodologia microbiológica de estudio del 
ensilaje de yuca 9ue permitió determinar 9ue la adición de 
inóculos pe9ue~os ( 1 %, V:P) de Lactobac1llus casei favorece 
9ue la fermentación siga u n patron homoláctico mejorando 
notablemente la calidad bio9uimica del ensilaje. 

En el estudio de diversos aspectos de la fermentación del 
ensilaje se encontró 9ue en un rango amplio (5-8) de pH inicial 
la fermentación se lleva a cabo exitosamente, mientras 9ue 
diámetros de partícula mayores a 3 mm perjudican el desarrollo 
de la fermentac1on. 

Estudios nutricionales indicaron 9 ue l a adicion de cloruro de 
calcio y sulfato de amonio 31 ens1laJe ~o favorece l a formación 
de ácido l áctico, sin embargo la adición de bagazo de ca~a 
incrementa el ~1vel final de acido posiblemente por la mayor 
capacidad de retención de agua y suplementacion de azúcares. 

Se determinó una correlación empirica de pH contra acidez 
total titulable, útil para llevar acabo el seguimiento de 
ensilaje homoláctico bajo condiciones reales. 

b) Simulación y escalamiento del ensilaje 
La cinética 
función del 
aplicación 

de acidificación del ensilaje se simuló en 
tama~o de inóculo y de la temperatura mediante la 

del modelo de Gompertz y usando al ácido láctico 
como unica variable. 

Por otro lado, se determinó 9ue hasta un nivel de 100 kg la 
fermentación homoláctica y heteroláctica no desprende el 
suficiente calor para elevar la temperatura de la masa 
significativamente. En este sentido se recomienda realizar 
estudios en el lugar donde se presentan los problemas de 
calentamiento del ensilaje. 

Finalmente respecto al ensilaje se logró un avance muy 
importante en el conocimiento y aplicación de la fisiología de 
lactobacilos en medio sólido, permitiendo establecer un modelo 
sencillo para simular la cinética de acidificación. 
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CAPITULO l. INTRODUCCION 

La escasez de alimentos y el crecimiento acelerado de la 
población mundial hacen necesario un aprovechamiento racional de 
los recursos alimentarios existentes v asi como la disminución 
de pérdidas desde la producción hasta el consumo. 

En la actualidad existe en México un programa de la Secretaria 
de Agricultura y Recursos Hidraúlicos <SARH) para impulsar el 
cultivo de la yuca (Hanihot esculenta) y cubrir la demanda 
alimentaria del sector pecuario con miras a disminuir el consumo 
de granos forrajeros. 

En 1984, la SARH estimó la existencia de 300 000 Ha de tierras 
marginadas 9ue podrian cultivarse con yuca, en 1986 se reporta 
una producción de 25 0 00 ton en la zona de Humangu1llo. Tabasco. 
Además existen otros p rogramas encam1~a□os a la u~ilización 
integral de este cultivo. 

La t'ai z 
di vet'sas 
e:-: is ten 
cultivo. 

de la yuca, es un tubérculo 9ue puede ser empleado en 
formas para consumo humano, animal e industrial. Además 

varios factores 9ue permiten la expansión de este 

En 1972 a nivel mundial, 
½ de sus requerimientos 
utilización se ve limitada 

420 millones de personas suplían el 
calóricos con yuca, sin embargo 

principalmente por tres factores: 

50 
su 

A) Bajo contenido protéico <1-2½) y un valor nutritivo inferior 
a muchos cereales y leguminosas. 

B) Problemas de conservación en forma húmeda. Con frecuencia 
se presenta descomposición durante su ensilaje y los costos de 
secado son altos debido a la alta humedad relativa de los climas 
tropicales donde se cultiva. Las pérdidas postcosecha de 
productos agricolas se estiman en general entre un 20 y 30½, en 
el caso de la yuca esta pérdida puede deberse a problemas de 
manejo y a desviaciones de la fermentación en el ensilaje. 

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

Previo a la explotación del potencial 9ue representa la yuca, es 
resolver los problemas 9ue limitan su aprovechamiento, 

sentido la fermentación en sustrato sólido <FSS) 
necesario 
en este 
presenta las siguientes soluciones: 

i ) La fermentación láctica del ensilaje conserva los 
tubérculos de yuca en forma húmeda. 
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ii ) La acidi fi cac ión 9 ue s e p roduce en el ens i la j e c ausa l a 
hidró l i sis d e l os g l u cós id os c ianogenic o s ( linamarina y 
lotaustra lina) li bera ndo el HC N y deto x if i cando l a r a i z . 

iii ) El 
el n i v e l 

c recimi e nto de hon g os f ilamentosos s obre l a y uca a umenta 
protéi c o de 6 a 8 v e c es. 

La tres a lternati vas a nteriores s e pueden llevar a c abo mediante 
dos fermentaciones s ólidas, e l ensilaj e y el enri9uecimiento 
proteico. 

En el e ns ilaj e y e l e nr i9 uecimien t o protéico 
diferen t es mic roorgani s mos y condi c iones 
c omp arán d ose en f orma genera l d e la si g ui e nte manera: 

s e 
de 

e mplea n 
culti v o, 

FACTCJ R ENS ILAJE ENRI OU EC IM I EN TO PROTEI CO 

Mic r oorg anismo 
Medio ambien t e 
Ve! c rec i miento 
Fase retardo 
Producto 
Via metabólica 
Finalidad 

Bacte r ias l á c t i cas 
Anaerobi o 
Alta 
Corta 
Acido láctico 
Glucolisis 
Conservación 

Mo h os 
Aerobio 
Baja 
Largo 
Biomasa 
Respiración 
Enriquecimiento 

El ensilaje de la yuca es un proceso de conservación 9ue 
industrialmente se lleva a cabo en grandes volúmenes ( 1 000 
ton). El re9uerimiento de anaerobiosis hacen que el proceso se 
lleve a cabo en sistemas cerrados, además su bajo valor agregado 
solo permiten controlar la fermentación a través de las 
condiciones iniciales y mediante el dise~o del bioreactor. 

El enri9ueci miento proteico es un proceso en desarrollo aunque 
existen industrias japonesas automatizadas que pueden fermentar 
hasta 20 ton de Koji. El alto valor agregado de sus productos 
justifica que se lleve a cabo el control de este proceso abierto, 
con una complejidad tecnológica mayor a la del ensilaje y que 
ofrece la oportunidad de regular la fermentación a través de 
las condiciones de operación y el régimen de agitación. 

Por otra parte, los estudios de ensilaje realizados por 
veterinarios y zoot e cnistas han sido en forma esencial de 
carácter aplicado y enfocado a la alimentación animal, 
existiendo también pocos estudios de orientación 
microbiológic a que han sentado las bases bio9uimicas del 
ensilaje. S in embargo no se conocen estudios desde un punto de 
vista de bioingeniería 9ue podrian llevar a trazar 
lineamientos generales sobre u n control apropiado del ensilaje en 
grandes volúmenes. 



Respect o al enri9uecimiento p rotéico, en la actualidad e x iste un 
grado d e avance importante en los aspec~os microbiológicos 
básicos y se realizan esfuerzos para el dise~o eficiente de este 
tipo de fermentadores, siendo los modelos matemáticos una 
herramienta s umamente útiles en el dise~o de bioreactores. 

En este trabajo se muestra la aplicación de algunos aspectos de 
bio-ingenieria en el enri9uecimiento protéico y el ensila j e de 
y uca, orientados a resol ver las limitantes de su aprovechamiento 
con dos l ineas de estudio: 

a) En lo referente al enri9uecimiento protéico se contribuye al 
dise~o a decuado d e bio-reactores mediante el planteamiento v 
compro cación de u n modelo matemático, haciendo especial 
enfásis en l os p roblemas □ e t ransferencia y generaci ó n de 
c alor. 

b) Respecto a l ensilaje s e presen ~an l os resultados de u n estudio 
básico orientado a determinar las condiciones microbiológico 

adecuadas para 
sobresalientes de 
escalamiento. 

c onservar la y uca J se analizan aspectos 
l a simulación de la cinética y el 
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES 

2.1 Generalidades de la Fermentacion en Sustrato Solido <FSS) 
La f ermentaci ó n e n s ustrato s ólido <FSS ) . se ha propuesto 
c omo u na a lte rna~iva a las t ecno l o g ias a ctualmente u sadas para 
e l a provec h amiento d e p roductos agricolas primarios. 

Este proceso e st á r elacionado con la utilización de material 
h úmedo e través d e l a acti v idad de hongos y bacterias, es 
dec i r 9ue la f ermen tación s e l leva a cabo e n toda l a masa 
h úmeda. 

Este p roceso n o d ebe s er confundido con el cu l tivo s uperficial y 
u na forma g ener 3l d e d efin i r e l medio s ólido en el campo de las 
f ermentac iones. e s 9ue s e trat a d e u n materia l o rgánico húmedo 
n o susp e nd i do e n a gua. 9 ue Permi t e e l d esa r rollo d e l a 
f erme nt ac i o n dese2da . Los n iveles d e humed a d v a n d esde 1~ (donde 
l a a c tiv1da□ ~ 1ológi c a c esa) h as ~a 80 por c iento 
a pro ximadamente, d ependiendo del n ive l ma x 1mo d e retención de 
agua de l mater ial 9 ue se e mp l ee como sustrato (Hesseltine. 1972: 
Knapp, 1978; F:a i mb aul t. 1980 ; t1 oo Youn g , et. al., 1983 ) . 

Existen cuatro p rocesos de FSS 9ue han 
actualidad: 

sido empleados en la 

a) Alimentos f ermentados orientales 
b) Quesos madurados 
c) Composteo 
d) Ensilaje 

Los productos de la FSS 
enzimas, ácidos orgánicos 
empleando microorganismos 
( Moa Young et al, 1983 ) . 

incluye la formación de biomasa, 
y algunos metabolitos secundarios, 

y materiales previamente seleccionados 

Existen ventajas y desventajas 
sólida (Moo-Young, et. al., 1983; 
y Ba i 1 ey ~,. O 11 is, 1 977) : 

Ventajas 
* Requiere menos energia 
* Reduce el volumen de react6r 
* Productos concentrados 9ue 

facilitan extracción 
* Pocos efluentes 
* Poco control del proceso 
* Rendimientos a ltos 

en el uso de la fermentación 
Hesseltine, 1972; Knapp, 1978 

Desventajas 
* Problemas de transferencia 

de calor y masa 
* Pretratamiento del sustrato 
* Control dificil 
* Requiere mucha mano de obra 
* Re9uiere inóculo muy alto 
* Posibilidad de contaminación 

Ya 9ue l a FSS t iene v entajas y desventajas es necesario un estudio 
sistemático para cada aplicación, esto requiere de la 
integración de u n grupo interdisciplinario Biotecnológic □ para 
la investigación, desarrollo, adaptación, transferencia y 
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difusión de l a tec n ología de interés. 

Es n ecesari o hacer notar 9ue en este trabajo se emplea el concepto 
de FSS d e u na manera muy amplia, r elacionándolo tanto con el 
ensilaje c omo c on el e nri9uecimiento protéico, sin embargo debe 
reconoce r se 9 ue e n la l i teratura este proceso (FSS) esta 
íntimamen t e r el a cionado c o n el cultivo de hongos filamentosos. 

2.2 La yuca <Hanihot esculenta> como sustrato de la FSS 
El mat eria l u t i lizado e n e ste estudio es y uca y dada su 
importanc i a se r e v isarán algunos conceptos. 

2.2.1 Importancia de la yuca 
La y uca e s o rig i naria de Sudamérica, del sur y oeste de 
Mé x ico. y d esde h ace =ooo a~ os se ha a daptado a l a titudes dentro 
d e u na f ran ja q u e v a d e 30 ' al su r y n or te d el Ecuador, a 
e lev ac ione s n o may o re s d e 2000 m s obre el n ivel d el mar, en 
tempe raturas d e 1 0 º 2 5 ·e , con preci p itaciones de 5 0 a 5 0 0 0 mm 
anuales. en s uel o s pobres con pH de 4 a 9 (Pursglove, 1968; Kay, 
1973; Phi! 1 i ps, 1974) . 

Aun9ue l a y uca es originaria de América el 40 por ciento de la 
producción mundial proviene de Africa (Okigbo, 1980). 

La yuca se puede usar para consumo humano, alimentación animal y 
uso industrial en diversas formas, destacándose el ensilaje de 
yuca para alimentación animal. Además existen diferentes 
razones 9ue han propiciado la rápida expansión del cultivo de 
la yuca <D k igbo, 1980): 

i 
i i 
i i i . 
iv 
V 

Se adapta a suelos pobres 
Resiste la se9uia y el ata9ue de la langosta 
Se propaga fácilmente por resiembra de trozos de tallo 
Tiene una productividad relativamente alta (75 ton/Ha). 
El cultivo es barato 

Además consume los mismos nutrimentos del suelo 9ue otros 
cultivos como la caña de azúcar, maíz y naranja. 

2.2.2 Valor nutritivo de la yuca 
La yuca es el producto con mayor proporción de carbohidratos 
después de la caña de azúcar. Se ha reportado 9ue la yuca 
puede producir hasta 250 000 cal/Ha/dia comparado con 176 000 
del arroz, 110 000 del trigo y 200 0 00 del maiz y 114 000 del 
sorgo. La composición 9uimica de la yuca varia en las 
diferentes partes de la planta, y de acuerdo a la variedad, 
localización, edad, método de análisis y condicio~es 
ambientales <De Vries, 1967; Coursey y Haynes, 1970; Phillips , 
1974) • 

las ~~aices de la yuca son muy ricas en calorías, son 
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sev eramen te def i c ientes en p roteinas ( 1 - 2 %) , g rasas (0 .5 %) y 
en a lgun o s mine ra les y vit a mi nas. Consec u entemente l a y uca tiene 
un valor n utr i t ivo menor 9 ue l os cereales y las leguminosas, y 
hasta 9ue ~ lgunas o tra s r a ices. El p er f il de a minoácidos es 
p obre en lisina, metionina y t ri ptofano. 

Del 6 4 a l 
amilosa y 
ciento d e 
(Henders hot, 

7 2 por ciento d e l a y uca es almidón. en la forma de 
amilopec ti na. En l as v ariedades d ulces hay 1 7 por 

sacarosa y poc a c antidad d e g lucos a y f ructosa 
e t a l 1 9 7 2 ; Senez. 1979). 

La cásca r a de l a y uc a 
l a pulpa, por l o 9ue 
c onteni d o d e prote i na. 
p uede l leva r c ons i go 
facto r d e 6 a 8 (Senez, 

contiene un poco más de proteina 9 ue 
el p elad o c onduce a una di sminuc i on del 

S in emb a rgo l a f ermentaci ó n de la yuca 
u n a umento en e l conteni d o proteico en un 
1979 ; Raimbaul t y Alaza r d, 198 0) . 

La v u c a e s 
c on t enidos 
durante e l 
compuestos . 

r azon abl emen t e ri c a e n c alc i o y vi tamin a C. 
d e T iamin a, Ribc f lavina y Niaci n a s on ba jos, 

p roces a mien t o s e p ierde proporc i ones altas 

p ero l os 
a demás 
de e stos 

Las hojas de la y uca son r icas en proteínas, pero con menos 
metionina 9ue las raices, los niveles de los demás 
aminoácidos esenciales exceden la referenc~a de la FAO (1977). 
Por esta razón la proteína de la hoja de yuca se puede llamar 
superior a la proteína de la soya, sin embargo la 
suplementación de metionina en los productos de yuca es una 
práctica extendida <Adegbola, 1977). 

2.2.3 Toxicidad de la yuca 
La yuca contiene glucósidos cianogénicos en la forma de 
linamarina (93 por ciento), y lotoaustralina <7 por ciento). El 
contenido de los glucósidos 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 
relación con el contenido de gl~cósidos cianogénicos. Las 
variedades dulces tienen un contenido de HCN menor que las amargas 
(Okigbo, 1980). 

Los indios americanos consumidores de yuca conocían las 
propiedades tóxicas de la raiz desde hace cientos de a~os. El 
consumo de la yuca y 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 clasificación de la 
yuca en base a su contenido de HCN. En el rango de 50 a 100 m9 de 
HCN/ kg de raiz fresca pelada se cataloga desde inocua hasta 
peligrosamente venenosa, respectivamente. Este mismo autor 
observó 9ue niveles menores a 30 ppm HCN corresponden a las 
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variedades dulces y niveles de hasta 480 ppm para las muy amargas. 

El consumo de productos 
cianuro por per1ódos muy 
toxicidad crónica. 

de y uca con u n nivel no t óxico de 
largos dan como consecuencia una 

Diversos estudios h an relacionado el consumo de yuca con ciertas 
condiciones pato lógicas y enfermedades tales como neuropatia 
atáxica tropical CN AT> y el bocio endémico. 

Osuntokun, reporta la 
múltiples del s istema 
de la raiz y con niveles 

incidencia de NAT, consistente en lesiones 
nervioso, en áreas con elevado consumo 
altos de tiocianato. 

Ekpechi y Delange, reportan la incidencia de bocio endémico, no 
asociado a la deficiencia de y odo, s ino intimamente r elacionado 
c on elevados c onsumos de y uca seca, ahumada y sin f ermentar. 
c onfirmandose que l a v uca in terfiere con la asimilación de 
yodo por la tiroides. 

2.2.4 Oportunidades para conservar y mejorar el valor nutritivo 
de la yuca 
La toxicidad de la yuca ha guiado a diversos métodos de 
detoxificación para minimizar el peligro del cianuro, en general 
son métodos de tratamiento con soluciones, ebullición o 
fermentación (Coursey y Haynes, 1970; Collard y Levi, 1959). 

Sefa-Debeh (1984), ha reportado que durante la elaboración de un 
producto tradicional a base de yuca llamado gari, ocurre una 
primera etapa de detoxificación por la hidrólisis de la 
linamarina al disminuir el pH durante la fermentación, como 
consecuencia de la producción de ácidos orgánicos por 
Corynebacterium manihot (Collard y Levi, 1959). Lo cual 
muestra la posibilidad de emplear la fermentación láctica en 
medio sólido como una alternativa al proceso de detoxificación 
y conservación de la yuca en fresco. 

En México existen oportunidades para elevar el valor nutricional 
de la yuca, mejorando directamente las variedades de cultivo en 
los diferentes programas de producción (Appan et al 1980; SARH, 
1984). Recientemente se han desarrollado metodologias para el 
enriquecimiento proteico de la yuca (Raimbault, 1980), además 
existen estudios para aprovechar el potencial del cultivo a 
través del beneficio integral de hojas y raíces (Cruz, 1984) y 
la reducción del contenido de glucósidos cianogénicos. 
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2.3 Ensilaje y fermentacion lactica. 
El ensilaje s e e ngloba dentro de l a fermentaciones en sustrato 
sólido y a manera de definición para este trabajo, y en base a 
McCu l lough ( 1977) , se deberá en tender por ens i 1 aj e 1 a 
conservación del material (organice alimentario) húmedo por 
la acidificac ión anaerobia debido a la acción de 
microorganismos. De esta manera se excluye la aplicación del 
término para otros u sos como a lmacenamiento de granos y 
cereales, conservación de p roductos húmedos por la adición 
d e á cidos orgánicos e inorganicos. ( U. Nebraska, 1978 ), o en 
general el a lmacenamiento de cual9uier material en una 
construcción denominada silo. 

El p rincipal propósito del e nsila j e e s la conserv ación del 
material con una p érdida min1ma d e n u trientes y energía. 
aunque t ambién se le han atribuido ciertos beneficios como un 
mej o ra en balance ae am inoá c idos (Sharpe. 1981 ) . 

S e conocen 5 ti pos de patrones fermentativos 9ue pueden l levarse a 
cabo en el ensilaje: l áctico, acético, propiónicc, 
butirico y marchitamiento (McCullough, 1977 y Doelle, 1975). Sin 
embargo como se v era mas t arde, la fermentación láctica es 
la más apreciada. 

Los factores importantes para la realización y éxito del 
ensilaje son (McCullough, 1977; Whittenburg, 1961): 

Contenido de humedad (66-72 %) 
Poca capacidad amortiguadora del medio 
Disponibilidad de carbohidratos solubles (6-8 %) 
Predominancia de bacterias lácticas homofermentativas 
Alta velocidad de fermentación 
Bacterias ácido tolerantes para producir un pH menor a 4 

La fermentación láctica en el 
metabólica 9ue más disminuye el pH del 
pK <3.84>, además le confiere 
org~nolépticas aceptables <McCull9u9h, 

ensilaje es la via 
medio, debido a su bajo 
al producto propiedades 

1977; Fleig, 1938). 

La fermentación láctica puede seguir dos vias metabólicas 
obteniéndose diferentes proporciones de productos finales, asi 
por ejemplo, la fermentación homoláctica, por la via de 
Embden-Meyerhoff-Parnas <EMP> produce más de 1.8 moles de 
ácido láctico por mol de glucosa consumida, mientras 9ue la 
fermentación heteroláctica, via hexosa monofosfato <HMP), 
produce una proporción menor de ácido láctico además de 
etanol y e□~, con la consiguiente pérdida de nutrientes y 
energia <Rose, 1977; Doelle, 1975). 
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Homolactica <EMP> 
FERMENTACI0N Glucosa== > 2 Lactato 
LACTICA 

% RECUPERACI0N 
CARBONO ENERGIA 

100.0 93.1 

Heterolactica <HMP) 
Glucosa== > Lactato+ Etanol+ C02 91.6 94.9 

Durante la fermentación homoláctica se sigue 
reacción global: 

la siguiente 

Glucosa+ 2 Pi+ 2 ADP ======= > 2 Lactato+ 2 ATP + 2 H2 0 

Si la formación de ácido láctico es lenta o la cantidad de 
ácido insuficiente, se favorece el desarrollo de clostridios 
butiricos, y a 9ue el lactato es usado como sustrato para la 
fermentación butirica a la vez se eleva el pH favoreciendo el 
desarrollo d e clost ridos . dando lugar a problemas p osteriores de 
a ceptación. La pér □ ida d e nutrientes conduce a una 
disminución en el material f ermentado □ e 51 por ciento y 
pérdidas de energia del 18 por ciento (McCullough, 1977) : 

2 Lactato===== > Butirato + 2 C02 + 2 H2 

Además se pueden presentar otros patrones metabólicos 
relacionados con la degradación de proteínas, o reacciones 
acopladas de oxido reducción relacionadas con la desaminación 
de aminoácidos, dando lugar a la liberación de dióxido de 
carbono y amoniaco. 

Alanina + 2 Glicina==== > 3 Ac. acético+ 3 NH3 + CO2 

3 Alanina ==== > 2 Ac. propiónico + Ac. acético+ 3 NH3 + C02 

Con el deterioro 
amortiguadora del 
para llevar el pH 
en la yuca debido a 

de proteinas y el aumento de la capacidad 
medio, la cantidad de carbohidratos requeridos 
a 4 se incrementa. Este problema no se presenta 
su bajo contenido protéico. 

Se ha demostrado 9ue los , - microorganismos no desaminan 
aminoácidos a valores de pH menores de 4, además a pH 4-5, la 
acción de clostridios se ve seriamente inhibida CMcCullough, 
1977). 

De la este9uiometria básica de los procesos bio9uimicos se 
sabe que por cada mol de etanol o ácido acético se forma una 
mol da C02, lo cual lleva a una pérdida de materia y 
energia y una liberación mayor de calor al medio. Además se 
sabe que la liberación ,_ y recuperación de energia en la 
glucólisis son relativamente bajas, 4.72 y 6.85 por ciento 
respectivamente, sin embargo el proceso fermentativo es mucho 
más rápido que el respiratorio. 
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En términos prácticos estos principios básicos implican 9ue 
si la fermentación en el ensilaje no se controla hacia un 
patrón homoláctico, l os problemas de calentamiento pueden 
llegar a ser importantes. hecho 9ue coincide con la elevación de 
temperatura observada en silos de y uca de grandes dimensiones 
(Zaragoza, 1984). Este calentamiento puede llegar a detener la 
fermentación antes de 9ue se alcance un pH suficientemente bajo 
para lograr la conservación del material. 

Diversos 
desde un 
McDonald, 
i1asak i, 

autores 
punto 
1974; 

1975) , 

han estudiado el ensilaje de material forrajero, 
de vista de la microbiologia aplicada (Ruxton y 
Ohayama, Masaki y Hara, 1975; Ohyama, Morichi y 

otros más desde un punto de vista práctico 
(Vander<3erten 
nutricional 
Castrillón, 

v l...-'ansta 11 en. 1979) , o desde un punto de vista 
(F'atha k . Mohan y Ranjhan. 1974: Shimada.1981; 

Shimada / Calderón 1978), abundando asi la 
información desde u n punto de v ista práctico. 

F'or otra 
láctica 

parte. 
de la 

consider'ar: 

< 1983) , 
harina de 

encuentra 9ue en 
yuca enri9uecida 

la f ermentación 
es importante 

a) La presencia de hidróxido de calcio para ajustar el pH. 
b) La presencia de celulosa como material de soporte y reservorio 
de humedad. Además, se confirma 9ue el ensilaje se puede llevar 
a cabo satisfactoriamente en niveles de humedad del 60 a 70 por 
ciento. 
c) El tipo de inóculo empleado. 

Hasta principios de ésta década no era claro la conveniencia 
de emplear lactobacilos como iniciadores de la fermentación 
láctica del ensilaje (Sharpe, 1981), sin embargo varios autores 
han estudiado la aplicación de lactobacilos en el ensilaje de 
diversos de materiales tanto de origen animal como vegetal. En 
ocasiones no se encontró beneficio en la inoculación (Ely et. 
al., 1982; Moon et. al., 1981 y Ohyama et. al., 1975), pero en 
otros casos se observó 9ue la adición de lactobacilos provoca 
una disminución mayor del pH, un aumento en la producción de 
ácido láctico y disminución de ácidos grasos volátiles 
· Flores et. al., 1985; Lindgren et. al., 1983; Moon, 1981; y Van 
Wik et. al., 1985) dando lugar a un producto más apetecible para 
los animales de acuerdo a los criterios expuestos anteriormente 
por Flieg (1938). 

Aparentemente el é:-:ito del u-so de lactobacilos en el ensilaje 
reside en la carga bacteriana inicial del material (Moon, 1981; y 
Van Wik et al, 1985), asi como de las condiciones en 9ue se 
lleve a cabo el ensilaje <McCullough, 1977), en si cada sistema 
de ensilaje re9uiere uMa exploración sistemática para la 
selección del microorganismo adecuado. 

Las bacterias lácticas 
ya 9ue sólo obtienen 

se dice 9ue son fermentadoras obligadas 
energia de la fosforilación del 
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sLLstrato 
con la 

carbonado, 
definición 

y en términos bio9uimicos estrictos cumple 
de fermentación. Las bacterias lácticas 

son cocos o 
anaerobios 
re9uer· i mi en tos 
1981) . 

bacilos gram positivos, no esporulados, siendo desde 
facultativos hasta anaerobios estrictos, con 

nutricionales estrictos (Doel le, 1975 y Sharpe, 

El estudio de la fisiología de lactobacilos tiene una larga 
tradición y se ha demostrado 9ue la fermentación láctica 
presenta inhibición por producto final (Rogers y Whittiers, 
1928), esto es, 9ue la fermentación se ve inhibida por la 
molécula no ·disociada de ácido láctico más 9ue por 
ningún otro compuesto, aparentemente afectando a la 
fosfofructo9uinasa 9ue es la primera de las once enzimas 9ue 
intervienen en la glLtcól isis (Lehninger, 1975). 

La fermentación láctica ha sido a mpliamente estudiada en 
cLLltivo sumergido por d i v ersos autores, usando culti vos puros 
(axeni=os) de microorganismos y en general se repor~a 9ue bajo 
condiciones de pH controlado, el pH óptimo de fermentación 
esta entre 5 y 6; los medios de cultivo son ricos y las relaciones 
de C/N menores a 4 (Luedeking y Piret, 1959; H-anson y Tsao, 1972; 
Keller y Gerhardt, 1975; Rogers, et. al.,1978). Por otra parte 
LLsando también cultivo sumergido pero con inóculos mixtos 
(no-axénicos) diversos autores reportan 9ue es posible orientar 
el patrón fermentativo hacia un perfil homoláctico a través 
de la manipulación de temperatura, pH y composición de la 
fuente nitrogenada; con medio de cultivo más pobres y relaciones 
C/N alrededor de 30 <Torre de la I. y Goma, 1980; Gómez y 
Viniegra-González, 1981; Pipyn y Verstraete, 1981, Gómez y 
Coronado-Vega, 1983). 

2.4 Cultivo solido de hongos -filamentosos 
Como se indicó anteriormente, el cultivo de hongos filamentosos 
es el proceso 9ue se ha relacionado con mas frecuencia con la 
denominación generalizada de FSS, y en este respecto se 
revisará el avance del conocimiento cientifico e ingenieril en 
esta área. 

Los hongos filamentosos obtienen energia por el Ciclo de Krebs y 
la fosforilación oxidativa, formando 36 moléculas de ATP netos 
por mol de glucosa consumida, estos compuestos de alta energia 
son la base de la biosintesis del micelio. La respiración se 
puede representar esquemáticamente de la siguiente manera: 

con la liberación de 639 kcal/ mol de glucosa. 

A pesar de 
fermentación, 

9ue 
el 

se conocen los principios bio9uimicos de esta 
refinamiento y automatización del proceso se 
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h a d esa rro l l ad o p r i nc ip almente e n p aise s oriental e s. Por o tra 
parte s e conoc en p ocos t rab a jos o revis i ones d e la literatura 
donde 3e a nal icen a spectos d e ing e n ieri a en este campo de l as 
f ermentaci ones CLonsane et al , 1985 ) . 

Los h on gos fil ame n tosos 9 ue 
producción de b iomasa, pueden 
Young et a l, 1983 ): 
a) Ficomicetos: 

s e 
ser 

emplean 
a grupados 

e n 
e n 

l a FSS para 
t res c lases ( Moa 

b ) Ascomi c etos : 
Huc or y Rhizo pu s 
As p e r g illus ~ Penicill i um 
Hongos comestibles 

y Tric h oderma 
c) 8as1 di omi c et o s: 

l a 

En la Tabl a 2 . 1 se e nunci a n a lgun os d e l os microorganismos u sados 
e n la FSS para la pro d ucc ió n d e al i men tos. 

Ta bl a :.1 M1croorgan1smos e mp le a d o s pa r a l a prod uc c1o n □ e 

alime n t os po r FSS 

M icra□ rgan1sm□ 

Rhizopus oliqosporu• 

Aspergillus niger 
Aspergillus niger 

Penicilliua roqueforti 

Trichoderma reesei 
Trichoder•a lignorua 
Trichoderaa harzianu• 

Sporotrichu• theraophile 

Procesa 

Tempen 

Bi □masa de yuca 
Biomasa de yuca 

Maduracion queso 

Biomasa de pasto 
Biomasa de paja 
Biomasa de bagazo 

Biomasa de papel 

Chaetoniu• cellulolyticua Biomasa de paja 
maiz, estiércol 

Referencia 

Hesseltine, 1972 

Raimbault & Alazard, 1980 
Carrizales et al 1981 

Gray, 1970 

Han & Anderson, 1975 
Viestur et al,1981 
Roussos, 1985 

Barnes et al, 1972 

Moo Young et al, 1979 
Pa11111ent et al, 1978 

Aureobasidiu• pullulans Biomasa de pasto Han~ Anderson, 1975 

Los procesos Koji, Raimbault y Waterloo utilizan cultivos puros de 
microorganismos para mejorar el control de la utilización del 
sustrato y la f ormación de producto final CMoo Young et. al., 
1983) . 

El proceso Koji. s e lleva a cabo en charolas o camas, de 7 a 12 cm 
de e spesor, donde s e hate c recer el hongo sobre un sustrato 
previamente acondic i onado, e n un ambiente de humedad, temperatura 
y aireación cont r oladas. Este p roceso · ha sido modificado y 
adaptado para l a producción de amilasa en la producción de 
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alcohol <Meo 'l □Ltng et. al., 1983). 

El proceso dise~ado por Raimbault (1980) utiliza un bioreactor 
cilindrico de lecho fijo donde el hongo crece sobre una matriz 
de gránulos húmedos de almidón de yuca gelatinizados, matriz 
9ue es a la vez el soporte y el sustrato~ A través de la 
columna se hace pasar aire previamen~e humedecido y calentado, 
dando lugar a un producto hasta con 20 ~ de proteína en base 
seca (Raimbault. 1980). Esta metodologia se ha empezado a usar 
para explorar su aplicación en productos más v aliosos. 

Finalmente, el proceso Waterloo produce proteina unicelular a 
partir de material celulósico y se puede obtener un producto 
hasta con 35 % de proteina <Moa Young et. al. 1983) 

Cada proceso 
m ic roor·gan 1 smo 

de FSS re9uiere de una pareja adecuada de 
sustrato para obtener el p roducto deseado. 

El crecimiento de los hongos filamentosos se lleva a cabo en forma 
apical alargandose las hifas fúngicas, sin embargo se 
presentan cambios en la morfologia de acuerdo al sistema de 
cultivo. 

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

En la FSS el crecimiento es apical, pero la dirección depende de 
la disponibilidad de nutrientes y de la configuración 
geométrica de la matriz sólida. Asi inicialmente se 
presenta un crecimiento apical superficial, posteriormente hay un 
ata9ue hacia el interior de los gránulos de almidón, y 
finalmente una invasión de los espacios libres entre los 
gránulos de sustrato, de esta manera simplificada se puede 
apreciar la complejidad del _proceso durante el crecimiento 
microbiano. 

Debido a la heterogeneidad del medio, existe una dificultad 
técnica importante para medir experimentalmente el crecimiento 
en forma precisa, asi los métodos con 9ue 
actualmente no son del todo adecuados (Acidos 
proteina verdadera). Existen otros métodos tal 

se cuenta 
nucléicos, 

vez más 
precisos pero sin embargo su aplicación es complicada 
(radioisotopos, ATF') (A iba et al, 1978). 

El crecimiento de los hongos y su metabolismo en la FSS esta 
sujeto a los mismos fundamentos bio9uimicos y · leyes físicas 
9ue un cultivo sumergidó. Sin embargo la aplicación de los 
controles prácticos de la fermentación es mucho más 
dificil, ya 9ue comunmente los controles se basan en la 
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gas. el mezclado del medio, la disponibilidad de 
r elación superficie volumen y los factores 

t emperatura, pH y humedad. 

Las presiones parciales de oxigeno y dióxido de carbono en el 
ambiente san factores criticas para el crecimiento y la 
formación de productos en la FSS (Bajrachaya & Mudgett, 1980), 
de tal forma 9ue se pueden usar mezclas de 02 y C02 para 
regular la fermentación. 

El mezclado es un factor usado en conexión con la aireación 
para introducir nuevas superficies de aireación, sin embargo, 
produce rompimiento del micelio y consecuentemente un da~o celular 
y disminución del crecimiento. 

Los factores nutricionales 
c recimiento balanceado en 
e specialment e i mpor t ante s n 
nutrientes es lenta. 

pueden 
l a FSS. 

e ste meaio 

ser limitantes para 
esta 
aonae 

situación es 
la difusión de 

el 

El dise~o de los bio-reactores de fermentación ha avanzado poco 
por la dificultad 9ue existe para hacer medidas experimentales 
confiables a las v ariables importantes del proceso, ya 9ue la 
heterogeneidad del medio dificulta la determinación precisa de 
la biomasa, nutrientes, pH y temperatura. 

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

La transferencia de masa interfase es muy importante para el 
transporte de oxigeno desde el espacio vacío en el reactor • 
hasta la fase sólida donde crece el microorganismo. Este 
transporte depende del tipo de sustrato empleado, asi como de la 
humedad del medio, ya 9ue un exceso de humedad puede inundar los 
espacio vacios evacuando el aire y causando una disminución 
del crecimiento del hongo. 

Si la fracción vacia es sufici~ntemente grande para soportar 
el crecimiento, podria no ser necesaria la aireación continua, 
sin embargo también se re9ui~re desalojar el C02 producido, 
por lo 9ue la aireación continua es necesaria y posiblemente un 
mezclado suave también es recomendable. El control práctico 
más efectivo de la tranferencia interfase de oxigeno, es medir 
continuamente los niveles de oxigeno dentro de la masa 9ue 
está fermentando y tomar las medidas correctivas adecuadas si el 
nivel de este es muy bajo. 

La transferencia de masi 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 químicos, 
involucrándose el uso de factores de efectividad y módulo de 
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Thiele, empl~ados ampliamente en 
9uimicos. 

la in9enieria de reactores 

Por otra parte. la transferencia de calor en la FSS esta 
fuertemente asociada con las tasas de aireación de la mezcla 
fermentando. La baja humedad del medio establece condiciones 
dificiles para la transferencia de calor, por lo 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. 

La aireación puede ser empleada para calentar o enfriar la masa 
durante la fermentación de acuerdo a la etapa en 9ue se 
encuentre el proceso. 

El diseño 
realizado 
principal 

de 
en 
de 

b i orea.e tot·es 
g t·an meo ida 
esto. '=S l a 

para fermentación sólida ha sido 
en forma empirica y la razón 

ausencia de datos experimentales 
con-fiables, asi como la 
sistema de fermentacian. 

falta de sensores adecuados para este 

En forma general, existen diferentes diseños de bio-reactores 9ue 
se han empleado para la FSS: tambores rotatorios, charolas, 
dispositivos de incubación de geometria cartesiana verticales 
e inclinados, fermentodares de columna y continuos de canjilones 
<Lonsane et. al., 1985). 

Finalmente se conoce muy poca información acerca de la 
técnicas de automatización de la FSS, y la mayoría de ellas 
han sido desarrolladas en Japón y otros países orientales, 
para la producción industrial de koji y enzimas. Sin embargo, 
los detalles técnicos no están disponibles en la literatura y 
son de naturaleza confidencial. 
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2.5 Modelos cineticos de fermentaciones 
El objetivo primordial del modelamiento en bioingeniería, es el 
desarrollo de un conjunto de expresiones matemáticas (ecuaciones 
algebráicas y diferenciales), capaces de describir y explicar el 
comportamiento de un proceso biológico y 9ue s ean útiles 
dentro de un objetivo concreto. La situación ideal de un 
modelo es e l desarrollo de una expresión general. sin embargo no 
es fácil, ya 9ue depende de la complejidad del sistema y de la 
disponibilidad de información. Los sistemas biológicos son 
comple jos y la información es ocasiones es en controvertida. 

El estudio 
parámetros. 
llenar los 
biológicos. 
oreguntas 

de la construcción de modelos y estimación de 
fue primeramente realizado con la finalidad de 
re9uerimientos de aplicaciones prácticas de procesos 
Sin embargo, de es ta aplicación h an surgido 

9ue solo pueden ser responcidas con una 
investi<3ación 
modelos está 

b iológica más p rofunca. La utilicad de los 
e n cone :-: ión con planeac1ón 

herramienta 
,:Je l os 

e:-:per i men tos . 
investigación 

y puede 
biológic.?. 

evaluación cuantitativa 

ser una 
básica, 

de los 
bio9uimicos (Holmberg y Ranta, 1979) • 

a través 
diferentes 

vali osa en 
de la 

postulados 

la 

La complejidad de las expresiones matemáticas puede ser muy 
amplia. sin embargo, generalmente existe un compromiso entre la 
complejidad de las expresiones matemáticas y la facilidad para 
comprobar el modelo. 

Los diversos modelos poseen limitaciones y cualidades, que los 
hacen atractivos en mayor o menor grado, asi la aplicación de 
cada modelo dependerá del objetivo 9ue se persigue. De esta 
forma los modelos matemáticos usados en fermentaciones son una 
imagen o una representación sencilla del proceso biológico. 
El proceso denota una serie de operaciones o tratamientos reales, 
mientras que el modelo es su descripción matemática. 

Uno de los objetivos de este trabajo es desarrollar y comprobar 
modelos aplicables a la fermentación láctica y al crecimiento 
de hongos filamentosos ambos en ~edio sólido, esto contribuye al 
conocimiento de la fermentación sólida y del metabolismo 
microbiano. En esta sección se revisará el avance cientifico 
a este respecto. 

2.5.1 Fermentacion lactica 
Debido a la falta de información respecto a la cinética de la 
fermentación láctica en el ensilaje y a la relativa abundancia 
de información en cultivo sumergido, a continuación se 
presentarán los avances más importantes en modelamiento de la 
fermentación láctica en cultivo sumergido. 

El desarrollo de 
bio9uimicos, esto 

los 
hace 

modelos 
pensar 

tiene su base 
9ue los mismos 

en fundamentos 
principios se 
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medio s umergido como en s ólido; sin 
sea necesario hacer a lgunas consicerac1 □nes 

la dificul tad experimental 9 ue presenta este 

La mayor parte d e l os mode l os 9ue se han desarrollado para la 
fermentación l áctica son no estructurados y el trabajo 
experimental ha s ido r ealizado en cultivo sumergido usando 
cultivos bacterianos axénicos puros, b a j o condiciones de pH y 
temperatura controlados y usando frecuentemente medios de cultivo 
complejos, con peptona como fuente de nitrógeno y extracto de 
levadura como fuente de factores de c recimien t o (Luedeking y 
F'iret, 1959; Hanson y Tsao, 1972; Keller y Gerhardt, 1975; Aborhey 
y Williamson, 1977; Rogers et. a l., 1978). 

Los p rimeros estudios d e la fe rmentac io n láctica e n c ultivo 
sumergido indicaron 9ue tanto el pH como e l ácido l áctico no 
protonaco af ec taban fu er t emente a e sta fermentacion CRogers y 
Whi ttiers, 1928) y a part ir d e es tos hec ho s se empieza a estudiar 
este fenómeno. 

Gran parte de los esfuerzos para desarrollar modelos para simular 
la fermentación láctica se basa en los trabajos realizados por 
Luedeking y Piret (1959), empleando Lactobacillus delbrueckii 
NRRL B 445, incubado a 45 ·c. Determinaron 9ue la tasa de 
formación del ácido láctico a partir de glucosa, depende 
tanto de la velocidad de crecimiento como de la densidad 
bacteriana presente, encontrando 9ue: 

Rp = dP = a dX + b X 
dt dt 

donde a y b son parámetros dependientes del pH. 

Hanson y Tsao (1972), modificando la expresión de Monod (1942) y 
estableciendo similitud entre las reacciones 9uimicas de primer 
orden y las fermentaciones, desarrollaron el siguiente modelo: 

R" ~- = º-~ = - Kv s X 
dt Ks-S 

Rs = dS . = 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 expresión de Monod ( 1942), cambia 
de signo el denominador. 

La estimación de los parámetros la realizaron a través de la 
integración - y linealización de las ecuaciones diferenciales. 
Para la integración gráfica y diferenciación de las curvas 
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cinétic a s ut ilizan el método de Edwards y Wilke ( 1968 ). 

Mediante 
simulación 
e:-:p 1 ican 
afinidad. 

este 
de 

la 

modelo 
u n cu lti v o 

t'a zón de 1 

encuen t t· a n buenos r esultados en 
sumergido continuo. 

signo negativo de la 
sin e mbargo no 
constante de 

En 1975, Keller y Gerhardt, ensayan la fermentación láctica en 
cultivo continuo para l a producción de proteína cruda para 
alimentación animal. Utilizan básicamente las ideas de Manad 
( 1942) y Luede ki ng y Piret (1 959 >, y expresan la tasa especifica 
de crecimiento (k i ) como un a función de la concentración del 
producto: 

k i = k ma:-: ( 1 - F' / Pma:-: ) 

¡::;; :: -= jY -- k i ~ 
✓ ., 

at f .. s + s 

Rp = dP = ( a k i + b L2. 
dt Ks+S 

Rs - Q.ª- = a k i + b L.._§_ 
dt y ~::: s+S 

la 

donde Y es un factor de rendimiento, a y b son las mismas 
constantes 9ue en el caso del modelo de Luedeking y Piret (1959), 
y Ks es la constante de afinidad de Monod (1942). Además 
encuentran 9ue los valores relativos de a y b, pueden ser usados 
para calcular las contribuciones relativas del crecimiento y 
mantenimiento en la producción de ácido láctico. 

Rogers, et. al. ( 1978), trabajando con Streptococcus 1:remoris 
HP y utilizando a la lactosa como fuente de carbono y sustrato 
limitante en concentraciones de 0.2 a 5 %, encuentran un modelo 
conveniente para el cultivo por lote, construido con las ideas 
de Monod (1942) y de Luedeking y Piret (1959): 

Rv ,. = dX = k1 .....L Ke X 
dt l<s+ s Kp+P 

Rs = dS = 1. dP 
dt Yp dt 

Rp = dP = k.,. º-~ + ke s X 
dt dt Ks+S 

donde las ki son constantes. 

Utilizan técnicas de regresión no lineal para la estimación 
de los parámetros y combinan el criterio de minimos cuadrados 
y sencillez de las expresiones para la discriminación del 
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modelo. 

Este modelo no predice la fase de retardo, por lo 9ue es necesario 
ajustar la escala del tiempo al momento de la simulación. 
Además n o r ealiza predicciones correctas a altas tasas de 
dilución en cultivo continuo debido al crecimiento en las 
paredes 9ue presenta el microorganismo, sin embarga, resulta 
útil en los estudios de cultivo continuo 9ue realizan 
posteriormente. 

Usando los da tos de Rogers et. a 1. ( 1978) , Aborhey y Wi 11 i amson 
( 1977 ) desarrollan el modelo más avanzado de la fermentación 
láctica en medio l i9uido, este modelo es estructurado a 
diferencia de t odos los anteriores. Es importante hacer notar 9ue 
este modelo tal vez sea el único estructurado para la 
fermentación láctica. v se p resenta 12 a~os despues 9ue 
Tsuch1 ya et al. ( 1966) ;::;resentan l a t eori a d e l os modelos 
estruct urad os por primera ~e z. 

Parten simultáneamente de l a idea de Manad (1942) y de Luede ki ng 
y Piret (1942), consideran 9ue la formación de producto depende 
de la concentración de sustrato intracelular efectiva <Si) y 9ue 
el transporte de sustrato a través de la membrana es el paso 
controlante del proceso siguiendo una cinética enzimática 
<K9). Es decir 9ue la inhibición por producto afecta 
directamente el transporte de sustrato a través de la membrana. 
Toman en consideración 9ue la formación de biomasa y producto 
y el consumo de sustrato están bajo control enzimático 
(U>:, Us, Up >. 

Para resolver el problema del modelado de la fase de retardo 
introducen un término de concentración critica de sustrato 
(St), debajo de la cual no existe actividad y 9ue a tiempo cero 
tiene un valor de cero. Las ecuaciones 9ue resultan después de 
su desarrollo son: 

donde Se = o 
y Se = Si-St 

LJv .. = u ma:-: Se 
Se + l<s:-: 

Rx = 

Rp = 

Rs = 

Rsi= 

cuando 
cuando 

dX 
dt 
dP 
dt 
g_§_ . 
dt 
dSi 
dt 

= Us 

= Up 

= 

= 

Si <St 
Si >St 

Up = U ma:-:p Se 
Se + · f:::sp 

9 

9 

X 

X 

K9 s X 
l<s + s 

t<s s Ux 
Ks + s Yx 

t<g = ~<o + l<t Se 
Se+ l<st 

!::!.e. 
Yp 

9 = s 
S+t<pP 

Este modelo relativamente complejo predice satisfactoriamente las 
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diferentes etapas de la fermentación, esto hace pensar 9Lle las 
premisas sobre l as 9ue f ue fundamentado son correctas. Sin 
embargo este modelo re9uú· ió de un gran esfuer::o en 
programación para su comprobacion. 

E:-: i sten otro 
emplearse en 
di f i c i 1 med i t' 
de potencia 
Bovee et. 
alcohólica: 

tipo de modelos 9ue por su sencille:: han empe::ado a 
fermentaciones y especificamente en casos en 9ue es 

en forma precisa la biomasa. Este modelo de ley 
es similar a los utili::aaos en reacción 9uimica, 
al. ( 1984) lo aplicaron para la fermentación 

Rs = dS = k s p 

dt 
Rp = dP = V dS l p/• 

dt dt 

□ onde Tp,•• a. b v k son ccnstantes. 

Por otra parte. para el dise~o de fermentadores, es necesario 
conocer cual es la dependencia de la cinética en función de la 
temperatura. Para este efecto Esener, Roels y Kosen (1981), 
desarrollaron una expresión de la velocidad máxima 
especifica de crecimiento (u max) en función de la 
temperatura, usando expresiones combinadas de tipo Arrehnius 
llegan a predecir el proceso de activación e inhibición de la 
cinética microbiana en función de la temperatura. La 
expresión a la 9ue llegan después de su desarrollo es: 

u max = A exp <-DH /RT) 
1+ K exp<-DH'/RT) 

expresión similar a la presentada por Kehoe y Butt (1972) para 
una cinética de hidrogenación de benceno. 

2.S.2 Cultivo de hongos filamentosos , 
En el caso del crecimiento de hongos filamentosos en FSS existe 
relativamente poca información respecto al desarrollo y 
aplicación de modelos. Entre los modelos más recurridos 
están el modelo cúbico, el logistico, el modelo de Okazaki 
(1980) y un modelo mixto 9ue se puede derivar de las expresiones 
de Monod, Teissier y Contois <Bailey & Ollis, 1977). 

El modelo cúbico se deriva del crecimiento 9ue presentan los 
hongos filamentosos en forma de esférulas en cultivo sumergido: 

X = X.o :1. "
3 + a t ):S 

donde a = ts. 6 ~>o-1 > :v :s kg = dr 
p dt 



este modelo 
concepción sin 
aplicación. 

es interesante 
embargo, en 
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desde 
la FSS 

el 
no 

punto de 
resL1l ta 

v ista de su 
muy clara SLt 

La aproximación general 
cultivo por lotes ec• 

para modelar el crecimiento en µn 

Rv = dX = f (T, pH, S, X, ••• ) 
dt 

sin embargo, considerar simultáneamente todos los factores 9ue 
afectan el crecimiento es muy complejo y generalmente los modelos 
se desarrollan tomando en cuenta un solo factor. 

Uno de los modelos más simples es la ley de Malthus: 

R '·' ·- d X = u X 
dt 

donde u es una constante. 

Por otra parte, existen numerosos de modelos 9ue han sido muy 
recurridos en Biologia, Agricultura, Ingeniería y Economía, 
los modelos sigmoidales y los asintóticos, expresiones 9ue 

son no lineales, en esta sección se revisarán los 
pueden tener interés para el área de 

generalmente 
modelos 9ue 
fermentaciones. 

Los denominados asintóticos, son expresiones del tipo: 

X= A - B Gt 

donde A, 
tomar el 
formación 

B, y G son 
valor de X, 

de cual9Ltier 

constantes, A es el valor máximo 9ue puede 
con esta expresión se puede representar la 
producto. 

Otro modelo 
<Ratkowsky, 
del modelo 
in f l e:-: i ón : 

de esta clase es el modelo desarrollado por Gompertz 
1983; Draper & Smith, 1981), 9ue es una variación 
logistico pero sin simetría en su punto de 

donde A es el 
especifica de 
para llegar a: 

Rx = ~~ = k X log(A/X) 
dt 

valor máximo 9ue 
reacción. Expresión 

alcanza X y k es la tasa 
9ue se puede integrar 

X = A e:-:p < - B e:-:p (-k t >l 

sin embargo, es importante se~alar 9ue existen varias 
parametrizaciones de este mi$mo modelo, 9ue posiblemente facilitan 



su ap l i c ac i ón . 

Finalmente existe o tra ex presión de t ipo mecanistico, sin 
cambio de curvatura en el perfil 9ue describe y donde la v elocidad 
de formación es p roporcional a la cantidad d e crecimiento 
alcanzado a ese momento Draper & Smit h , 1981): 

Rx = d X = k(A - X) 
dt 

donde k es la constante de crecimiento, A es el v alor limite del 
crecimiento. Este modelo se puede integrar, para llegar a: 

X = A 1 - B e:-:p (-kt)) 

Por o tra p arte. ~os modelos sigmoidales producen cu rvas en forma 
d e ~ , 2m Pez ando ~n u n c1er~o p unto con u n crecimiento monótono 
h as~a 3 1c an za r su cunt □ j e inflexi ó n. d espues d e l o cua l la 
v eloci dad d e crec1mien~o dec rece para a pro x imars e 
asintoticamente a cero. Existen diversas expresiones 
matemáticas 9ue ~an aproximadamente el mismo tipo de curvas y 
algunas tienen bases teóricas ( Ratkowsky, 1983), entre estas 
expresiones están la logística y las desarrolladas por 
Gompertz, Richards, Morgan-Mercer-Flodin y Weibull. 

De las expresiones sigmoidale,s la 9ue ha sido más usada en 
fermentaciones ha sido la logística, es decir: 

X = 

Es interesante saber 
modelo logístico, 9ue 
práctico: 

A 
1 + exp <B - C t) 

9ue existen 
pueden ser 

otras parametrizaciones del 
más indicadas para el uso 

X = 1 
A + 8 C 

X = A 
1 + exp < B> e 

X = 1 
A + e:<p (B) e 

X = A 
1 + B e>:e s-c t) 

X = 1 
A + B e:-:p <-C t) 

La última expresión se ha empleado en fermentaciones y ha 
tenido algunas interpretaciones teóricas, como 9ue A es el 
inverso del nivel máximo de crecimiento, Bes la relacion de 
biomasa final a inicial y C es la velocidad especifica de 
crecimiento. 



Raimbault (1980) utilizó este modelo para caracterizar 
cinética de crecimiento de A. niger sobre yuca en FSS, 9ue 
se puede e xpresar en forma diferencial de la siguiente forma: 

Rx = dX = u X 
dt 

1 - X 
K 

la 

donde se aprecia 9ue existe un factor de inhibición poblacional 
sobre el crecimiento 9ue es proporcional al cuadrado de la biomasa 
presente. Verlhust en 1844 y Peer y Read en 1920 contribuyeron a 
la teoria incluyendo este factor de inhibición (Bailley & 
Dllis, 1977). 

Por otra parte, a este modelo se le puede asociar el consumo de 
sustrato c on energia de mantenimiento: 

Rs = d S = 1 dX + m X 
dt Y dt 

donde Y es un factor de rendimiento y m es la cantidad de 
energia del sustrato 9ue es consumido por unidad de 
microorganismo y por unidad de tiempo, para mantener la flora 
bacteriana viable. 

La idea de energia de mantenimiento fue expresada anteriormente 
por Pirt (1975), debido a los cambios de los rendimientos globales 
de conversión de sustrato a producto. Este autor demostró 9ue 
una porción del sustrato total consumido se destina al 
crecimiento, mientras 9ue otra porción se utiliza para el 
metabolismo endógeno, 9ue comprende la biosíntesis de 
macromoléculas estructurales y gasto de energía en el 
transporte activo. 

Edwards y Wilke (1968) desarrollaron una metodología para 
ajustar los datos experimentales obtenidos de una fermentación 
por lotes, a una ecuación logística modificada, donde al menos 
algunos de sus parámetros tienen significado físico. 

Basicamente la generalizaci6~ - 9ue 
logística es la siguiente: 

X = A 
1 + exp< F(t) 

donde 

hacen de la ecuación 

A medida 9ue se aumenta el grado del polinomio de F<t>, se 
obtendrán curvas con mayor poder de predicción. Por otro lado 
A representa el valor de la concentración de células en la 
fase estacionaria o la concentración máxima de producto 
obtenido, el parametro A1 representa la velocidad máxima 
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especifica de crecimiento o de f ormaci ó n 
Ao esta i nvolucrada c on la r elac i ón Xo / X. 

de p rodLtcto; 

De e sta f orma s e cuen ta con una r epresentación continua. 9ue es 
pos ible d iferenciar e in t egrar de acuerdo a los requeri miento s del 
modelo y es d e g ran u tilidad p ara la c o mprobacion p osterior de 
los modelos. Esta metodologia de Edwards y Wil k e, r e9uiere del 
uso de programas para la estimación de p arámetros en modelos 
no lineales (Mar9uardt, 1963 ) . 

El modelo p ropuesto p or Okaza k i ( 1980) , ya ha sido referido 
anteriormente (Huerta, 1984) y básicamen t e se trata de un modelo 
logi sti co p ara e l crec i miento, est a bleciendo a demás una 
rel a ción d e l a f ormaci ó n d e d ióx ido de c arbono p roveniente 
d e la respira ci on e nd óg ena. 

Po r o t r a oa r te . ex i st e u n a Ti an e r a de combin a r t r es modelos 
d i s t 1 n t e s e n u n , n i s m a e :-: p r es i C:i n m a te m á t i c a • 2 s d e c 1 r . 1 o s 
d esar ro ll ad os p or Ma nad ( 1942) . Moser y Contois (Bail ey y Ollis, 
1977) . Los t raba j o s d e l os d os ~ !timos son básicamente 
variaciones s obre l a e xp resión o riginal de Jac9ues Monod, 9ue a 
su vez partió de l a c onsideraciones de Michael i s y Menten 
(191 3 ), Briggs y Hal d ane ( 1925 ) , Chang ( 1943) y Langmuir 
(Carberry, 1976 ) : 

Manad dX = Urna:-: s X 
dt l<s + s 

Moser dX = Urna:-: s• X 
dt l<s + s• 

Contois dX = Urna:< s X 
dt l< s X + s 

Las expresiones presentadas se pueden 
manera: 

dX = Umax S• X 
dt Ks Xb + s• 

de tal forma 9ue si 

combinar de la siguiente 

a=l y b=O se tiene el modelo se Manad 
a=l y b=l se tiene el modelo de Contois 
a=l y k=O se tiene el modelo de Moser 

Esta g eneralizac i ón d e los tres modelos es práctica ya 9ue 
permite evaluar l os tres modelos simultáneamente y seleccionar 
el mas adecuado e una combinación de ellos. 

2.6 Diserío de bioreactores de FSS 
Los bioreactores de ensilaje y los de enri9uecimiento protéico 
tienen s imilitud con los r eactores 9uimicos de lecho fijo, asi 
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para su estud i o se puede h acer uso del a vance en este ramo de la 
ingeniería 9ui mi c a . 

Los aspectos s obresal i entes de ingeniería d e estas dos 
fermentaciones de sustrato sóli d o s on: 

FE RM EN- RE§l_MEt:!_ T IPO Q~ 
TACION REAC TOB_ 

ENSILAJE Lote Estático 
Empacado 
He t e r ogéneo 

ENRIQUE- Lote Est y/ o Din 
CIMIE NTO Emp y / o Agit 

Hete rogéneo 

I MAS A 

Despre-
ciable 

Conv-Di f 

l CALOR 

Difusi ó n 

Con v - Di f 

POSIBILIDADES 
DE DISENO 

Cond inicial 
Dim y geome tr i 

Cond i nicial 
Dim y geomet r- L 
Cond opera ci ó n 

Se deben tomar e n cuent a algunas c onsi deraciones, por e jemp l o, e n 
el caso de FSS e l p roducto de i nteres permanece e n el lecho, 
mientras 9 ue e n l os r eactores 9 uimicos el proceso es continuo, 
lo cual lleva a dise~os especiales en el r eactor para este proceso 
intermitente. 

Un punto importante en las reacciones bio9uimicas es 9ue el 
proceso de f ermentación o su producto normalmente son muy 
termolábiles, por lo 9ue en ocasiones es importante evitar 9ue 
la temperatura del medio exceda un cierto valor. 

Los modelos matemáticos pueden ser usados 
dise~o racional de bioreactores de FSS, 
el usado en esta parte del trabajo. 

como herramienta en el 
y este punto de vista es 

Los modelos usados 
lecho empacado se 
(Froment,1972): 

para describir los reactores cataliticos de 
pueden clasificar en dos grandes categorias 

Dimensión 

Una 

Dos 

11 O D E L O S 
Pseudo-homogéneos 

Flujo pistón <FP) 
FP + mezclado axial 

FP + mezclado axial 
y radial 

Heterogéneos 

FP + Gradientes interparticula 
FP + Gradientes ínter e 
intraparticula 

FP + Gradientes ínter e 
intraparticula y mezclado radial 

De los modelos mencionados, los 9ue se pueden emplear para la FSS 
son los bidimens i onales tanto pseudo homogéneos como 
heterogéneos, r ecordando 9ue los procesos fermentativos son 
intermitentes y dependientes del tiempo, lo cual aumenta 
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considerablemente 
del modelo. 

l a complejidad de l a e xpresiones matemática 

El avance del conocimiento teórico y práctico d e la 
fermentación sólida y la complejidad del fenómeno obligan 
por el momento, a l uso de modelos pseudo homo9éneos 9ue 
involucran constant e s globales de transporte. 

Existe u na gran deficiencia de modelos matemáticos para la FSS 
(Lonsane et. al., 1985), y en este sentido sólo se han hecho 
algunos intentos para modelar · algunos aspectos de la transferencia 
de calor y masa (Lonsane et. al., 1985 y Singer et. al., 1976). 
Debido a la sensibilidad d e los mic r oorganismos a la temperatura, 
uno d e los problemas más serios en la FSS es la disipación de 
calor del s istema y por considerarlo un aspecto critico en este 
trabajo, se e nf ocará unic a mente dicho p robl e ma y la r evisi ón 
d e los model os se h ara en e s~e sentido. 

De t rabaJos a nte rio res (Huer~a, 
de temperatura en la dirección 
bioreactores cilindricos de FSS 
temperatura en la dirección axial 

1984), se sabe 9ue los gradientes 
radial son importantes para 
mientras 9ue el gradiente de 

es relativamente menor. 

Por otra parte, de la teoria de reactores catalíticos se sabe 
9ue la dispersión axial se puede despreciar si la relacion de 
longitud a diámetro de partícula es mayor a 100 150 
(Carberry, 1976 y Froment 1972), situación 9ue se puede dar en 
la FSS. 

La forma general de un modelo pseudo homogéneo temporal y 
bidimensional en geometria cilíndrica, 9ue considera 
gradientes de temperatura radiales y un mezclado ideal en la 
dirección axial y despreciando la dispersión en la dirección 
axial y angular, puede expresarse de la siguiente forma: 

PCp dT = k(d 2 T + ~ dT 
dt dr:2 r dr 

con condiciones iniciales: 

y condiciones de frontera: 

dT = O 
dr 

@ r = O 

y T = To @ z = o 

y 

+ UPCp dT + P (-AH> R>: 
dt 

T = To 

dT = 
dr -

b. 
k 

<T-Tw) @ r = Ro 

9ue es la ecuación de continuidad de energía térmica para un 
reactor cilindrico de lecho fijo. 

Esta ecuación 
simplificaciones, 

general 
por 

es 
ejemplo 

susceptible 
en el caso 

a sufrir algunas 
del ensilaje, por 
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llevarse a cabo en un medio anaerobio no existe el término de 
convexión por aireación. En el caso del enri9uecimiento 
protéico, bajo ciertas condiciones, es posible despreciar el 
perfil axial de temperatura. Estas simplificaciones pueden ayudar 
a la comprobación de algún modelo de transporte de este 
naturaleza. 

2.7 Antecedentes directos a este trabajo 
Debido a su alto contenido de almidón la yuca encierra una gran 
cantidad de energia importante para la alimentación animal y 
humana, siendo un cultivo importante en el área de Huimanguillo, 
Tabasco, donde en 1986 se produjeron 25 000 toneladas. El 
aprovechamiento del tubérculo re9uiere de dos factores 
importantes: 
a) Conservación 
b) Aumento del contenido de proteinas 

Respecto a l primero, algunos autores h an realizado estudios de 
ensilaje c on diversos materiales encontran~o 9ue la adición de 
bacteri a3 lácticas puede ser un factor muy importante para 
orientar favorablemente el ensilaje, obteniendo un producto de 
mejor calidad para la alimentación animal. Los estudios 
realizados por veterinarios y zootecnistas sobre el ensilaje de 
yuca han estado enfocados de manera esencial hacia la 
producción animal. 

Para el caso especial del ensilaje de yuca se ha puesto poca 
atención en los aspectos bio9uimicos y de ingenieria, siendo 
9ue la conservación del material y el control de la 
fermentación depende en forma importante de estos factores. 

En lo segundo, el cultivo de hongos filamentosos puede aumentar el 
contenido protéico de diversos materiales, entre ellos la yuca, 
teniendo este proceso una complejidad tecnológica superior a la 
del ensilaje. El cultivo de A. niger en yuca ha sido estudiado 
desde puntos de vista microbiológicos y de algunos aspectos de 
ingenieria, además de 9ue se han dise~ado empíricamente 
algunos prototipos de biorreactores agitados y estáticos. 

La complejidad del proceso de enri9uecimiento protéico, la falta 
de sensores adecuado$ y la heterogeneidad del medio no han 
permitido comprobar modelos matemáticos 9ue contribuyan al 
entendimiento del proceso y al dise~o de biorreactores adecuados. 

2.8 Objetivo de este trabajo 
En este trabajo pretendemos contribuir a la aplicación de 
algunos conceptos de ingenieria en el enri9uecimiento protéico 
y en el ensilaje de la yuca, enfocados a resolver las limitantes 
de su aprovechamiento. Para este propósito se planearon dos 
actividades especificas: 
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a) Enri9uecimiento protéico 
Planteamiento y comprobación de un modelo matemático para la 
transferencia y generación de calor en la FSS, tomando en cuenta 
los siguientes factores: 

* Evidencia experimental basada en fundamentos bio9uimicos, 
microbiológicos y físicos. 

* Dependencia del crecimiento con la temperatura. 
* Descripción matemática del biorreactor de lecho empacado 

fijo. 
* Comprobación del modelo en base a resultados experimentales. 
* Utilización posterior del modelo en el dise~o y control de 

biorreactores de FSS . 

b) Ensilaje 
Caracterización del proceso 
bioingenieria. contemplando la 
tomando en cuenta los siguientes 

jesde u n p unto de v ista de 
u tilización de lactobacilos y 

f actores: 

* Establecimiento de la metodologia para hacer estudios de 
ensilaje. 

* Nivel de inoculación 
* Modelamiento de la cinética de acidificación 
* Planteamiento de lineamientos generales para el control adecuado 

del ensilaje. 
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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 sólidas 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 mecánico y de 
soplado de vidrio de la UAM-I, 9ue hicieron posible la 
realización técnica de este trabajo. 

3.1 Ensilaje 

3.1.1 Bacterias lacticas 
Los microorganismos 9ue se 
sido estudiados p reviamente 
difusión d e su c onocimiento. 

emplearon en este traba j o y a habían 
en e ste t rabajo s e contribuye a la 

Se emplearon tres cepas de bacterias del género 
Lactobacillus, J una cuarta del género Streptococcus: 

a) Dos cepas de Lactobacillus sp 
anterior <Velazguez.1983) a 
espontáneas (Col fermentada y Pozal). 

aisladas 
partir 

en 
de 

un trabajo 
fermentaciones 

b) Una tercera cepa fue aislada de col fermentada y posteriormente 
identificada como Lactobacillus casei <Velaz9uez, 1983; Pozo, 
1983) 

c) Se utilizó también una cuarta cepa de colección 
Streptococcus termophilus ATCC 1469. 

3.1.2 Agar y medio de Rogo9a 
Los medios de conservación y propagación empleados tuvieron 
como base la composición de a9uellos diseñados para bacterias 
lácticas por Rogosa en 1959 (Sharpe, 1981). 

Las cepas fueron conservadas en agar Rogosa modificado <ver 
Apéndice II), al medio li9uido se le adicionó 15 g/1 de agar 
bacteriológico. Este medio fue esterilizado a una presión de 1 
kg/cm durante 15 minutos, en autoclave de vapor. 

El medio de agar se inoculó por azada y se incubó durante 24 
horas a 30 ·e y se almacenó a 4 ·c. El cultivo resultante fue 
tranferido cada tres meses a otro medio con agar. 

Para propagar el cultivo de bacterias lácticas se empleó un 
medio de Rogosa modificado con la composición 9ue se describe en 
el Apéndice II. Las cepas de microorganismos fueron transferidas 
por siembra por azada del agar al medio li9uido de Rogosa, 
previamente esterilizado como se indicó anteriormente. 
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Posteriormente s e realizaron traspases consecu t i v os del cultivo en 
el mismo medio li9uido, l a incubación se realizó a 30 ·e 
durante 2 4 h oras si n control de pH. El v olumen de inóculo 
empleado en los traspases fue de 10% V:V. 

La activaci ó n de l a cepas se suspendía cuando se alcanzó un 
valor de pH cercano a 3.8, y un crecimiento de 4 a 6 unidades de 
densidad óptica po r ml ( UDO / ml ) a 540 nm, en aproximadamente 20 
horas de i ncub ación, dicha turbidez correspondió a una 
concentración de biomasa de 1.5 a 2 g / 1 aproximadamente. 

3.1.3 Condiciones iniciales de ensilaje 
Previo a 
tinciones 
los silos 
3.cti v aaas 
3 . 1 . :2 

la inoc ulación de los silos se realizaron regularmente 
d e Gr am, como control bacteriológico. El inóculo de 

consi stió e n u n c ultivo de bacterias lácticas 
c on ! 3s c arac teristi cas que se describen en e l punto 

P revio a l a 1noculación, e l pH d el medio de cultivo de 
lactobacil o s f ue aj ustado a 6 con hidróxido de amonio, excepto 
en los casos en 9ue se especifi9ue otro v alor inicial de pH. 

La adición de bacterias lácticas se hizó a un nivel de 0.1 1 
de medio por 0 .9 k g de material húmedo ( 10% V:P>, excepto en los 
casos en 9ue se especifi9ue otro nivel de inoculación. La 
adición del cLlltivo de bacterias lácticas fue en condiciones 
no estériles. La mezcla húmeda se empacó a una densidad de 
l. 1 k9/l. 

3.1.4 Ensilaje de yuca fresca 
Se empleó yuca fresca para los fines de comparación de tres 
metodologias de ensilaje, de selección de cepa y de 
estabilidad de los silos, descritos en los apartados 5.1 y 5.2. 

La raiz del tubérculo de yuca fue lavada y picada a un tama~o 
de particula de 1 a 2 cm. El . contenido de humedad de la yuca 
fresca fue de 58 % aproximadament~. 

Las condiciones iniciales de la fermentación fueron iguales para 
los cuatro tipos de bacterias empleada (3.1.3). 

La adición de ácidos inorgánicos se realizó a un nivel de 
0.1 % V:P, con una mezcla 7:1 en volumen de HC1:H2 S0 4 

concentrados. 

La i ncorporación de los diferentes aditivos (cultivos lácticos 
o ácidos), se hizo en forma manual y la mezcla resultante se 
empacó en recipientes con bolsas de plástico con una capacidad 
suficiente para 20 kg de materia fresca. 

A las diferentes experiencias se les midió, humedad, pH yac. 



láctico por metilación, etanol y ac:. acético, ac. 
propiónico y ac. butirico (Acidos grasos volátiles, AGV's ) 
por cromatografia gaseosa los ensayos analíticos fueron 
practicados cada mes, hasta una edad de 5 meses. 

3.1.5 Ensilaje de yuca seca. 
Se empleó yuca seca para estudiar l os siguientes efectos en el 
ensi la ,ie: 
Estudio Apartado 
Tamaño de 1nóculo 
Composición y factores ambientales 
Temperatura 
Escalamiento 

Los t ubércul o s ~ e v uca f uer o n l avados. p icados v 
hasta a lcanzar 3 - 10 d e humedad, e l material 
u tilizando d i f eren~ e s mallas. 

e- ..,.. 
...J • ...;. 

5.4 
e- c­
._¡ • ...J 

6.2 

secados a l sol 
=: eco s e t amizó 

De acuerdo a las necesidades 
trabajó con diferentes tamaños 
describe en la Tabla 3.1. 

de 
de 

cada ensayo e xperimental, 
particula (dp), como se 

se 

De los ensilajes realizados con yuca seca (Tabla 3.1), las 
condiciones iniciales de la fermentación (3.1.3) se adaptaron a 
las condiciones propias del ensayo, como en caso de variación de 
pH inicial y de tama~o de inóculo. 

El inóculo re9uerido se mezcló con agua suficiente para llevar 
la humedad del medio a 55 'l. 

Tabla 3.1 Tamaño de partícula de la yuca seca empleado 
en los diferentes ensayos experimentales 

dp <mm) dp <mm) 
promedio 

menor 10.00 
2.38 4.00 3. 19 
1.68 2.38 2.03 
0.59 o.so 0.70 
0.29 0.59 0.44 
0 •. 10 0.29 0.20 

* Io Tamaño inóculo 
pH y dp 
Ca, <NH4)2S04, Fibra 
T Temperatura 
Ese Escalamiento 

No. Mal la 

> 5 
8 5 

10 8 
30 20 
50 30 

150 50 

Ensayo e- -...J •• :.:,. 

Ensayo 5. 4. 1 
Ensayo 5.4.2 
Ensayo 5.5 
Ensayo 6.2 

Ensayo* 

Ca, <NH4)2S04, Fibra, Ese 
dp, Ese 
dp, Ese 
dp, pH, T, I o, Ese 
dp 
dp 



3.1.6 Microsilos de labora torio 
Para los estudios de diferentes condiciones de ensilado a nivel 
laboratorio, se emplearon dos dimensiones basicamente: 

Capacidad 500 g 
Se emplearon unicamente para el estudio del efecto de la adición 
de calcio, sulfato de amonio y fibra descrito en 5.4.2. 

Se usaron frascos de 
capacidad de ~00 ml. 
expulsión de gases como 

; idrio, de dimensiones 8 DI x 10 cm y 
con tapa roscada y una salida Bunsen, para 

s e puede apreciar en la figura 3.1 a. 

El tama~o de particula fue menor a 1 cm. la relación LID= 
1.25, v D/dp = 8. Los f rascos f ueron mantenidos a 30 ·e en una 
incubadora de uso microbiológico. 

Capacidad SO g 
Par a fi nes de estudi o d e v ariación de pH inicial y de tama~o de 
particula (5.4.1 ) y e fecto de la temperatura en el ensilaje 
(5.5), se emplearon tubos de ensay e Pvrex no. 9800 de 22 DI x 140 

mm con capacidad de 65 ml. 

A los tubos les fueron adaptados tapones de hule con salida para 
gases tipo Bunsen, como se aprecia en la figura 3.1 b. 

Los tubos fueron incubados en un ba~o de agua, con un recirculador 
termoregulador Haake E2, teniendo una precisión en el control de 
temperatura de 0.1 ·c, Como se aprecia en la figura 3.1 c. 

El tama~o de particula empleado fue el obtenido entre las mallas 
20 y 30, la relación L/D fue de 5 y la relación 0/dp de 28 a 
37. 

3.1.7 Prototipos para medir perfiles de temperatura 
A nivel de banco y planta piloto, se trabajaron con 4 tipos de 
columnas denominadas por su capacidad: 

- Columnas de vidrio de 1kg 
Ery cooperación con el taller de soplado de vidrio y taller 
mecánico de la UAM-I, se dise~aron 2 columnas para medir 
temperaturas a diferentes posiciones radiales y axiales como se 
es9uematiza en la figura 3.2 y 3.3. 

Se emplearon guias dobles de acrilico, para asegurar la 
posición de los diferentes termopares en la dirección radial. 
Con este dise~o fue posible obtener mediciones de temperatura en 6 
posiciones radiales, en puntos dispuestos en espiral a valores 
adimensionales de radio .de O, 0.4, 0.53, 0.67, O.SO y 1.0, a una 
altura de 25 cm (0.7 de la altura total). En este caso no se usó 
~l sistemas de aireación del dispositivo experimental. 
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axial fue posible medir temperaturas a la 
salida de la columna, además de 3 puntos 

largo del eje a valores de 0.17, 0.45, 0.74 de la 

Se emplearon columnas de vidrio con cha9ueta para recirculación 
de agua, la temperatura del ba~o fue controlada con una 
precisión de + 0.1 ·e, mediante un termoregulador recirculador 
Haake E2. 

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

- Torres de 15, 40 y 90 kg 
En el escalamiento del ensilaje 
de distintas dimensiones, 9ue se 

(5.2) se utilizaron las 3 columnas 
describen en la Tabla 3.3. 

Las torres se incubaron en una cámara de temperatura constante 
de uso microbiológico, a una temperatura de 33.3 ~ 3 ' C. 
Para las 3 torres se realizaron mediciones de temperatura, a 
valores adimensionales de radio O, 0.4, 0.8, y l. A una 
profundidad de 20 cm de la parte superior. 

Para la 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 características 
del escalamiento de silos 

Cap (kg) L/D D/dp D <cm) 

1 5.8 75 100 6 
15 3.0 76 107 18 
40 3.0 63 105 25 
90 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. 
Los análisis de cada muestra se realizaron por duplicado. 
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Tamizar < malla 50 
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~ 

Peso seco 

pH, Acidez total titulable 
Ac láctico 
Eta.no! y AGV 's 

Proteína 

Ac nucléicos 

Azúc a res - --> Solubles 
reductores 

Hidrólisis- > Totales 

3.2 Enriquecimiento proteico 
La mayoría de l os métodos empleados en los estudios de 
enri9uecimiento protéico de la yuca ya han sido empleados 
anteriormente y solo s erán mencionados brevemente. 

3.2.1 Hongos filamentosos 
Se empleó Aspergillus niger var. henerbergii cepa No. 10, 
<Raimbault, 1980) 

3.2.2 Medio de conservacion de hongos 
El medio de conservación fue el mismo 9ue el empleado por Huerta 
S. (1984), detallado en el Apéndice II. 

3.2.3 Medio de esporulacion de hongos 
El medio de producción de inóculo fue el mismo 9ue el empleado 
por S. Huerta (1984) detallado en el Apéndice II. 

3.2.4 Medio de crecimiento de hongos 
fermentación es similar al empleado por S. Huerta 

embargo se empleó harina integral de yuca, 
sales de grado, . industrial, se gelat in izó en 

kg/cm durante 25 minutos, con una humedad 

El medio de 
(1984>, sin 
adicionada de 
autoclave a 1 
inicial de 38 '1/.. 

La adición de sales industriales fue como sigue (kg o 1): 
Yuca integral 10.00 
Fosfato de potasio 0.25 
Sulfato de amonio 0.26 
Agua 3.80 
El pH de la solución de S,t:lles se ajustó a 3.5 

La yuca adicionada de sales fue secada y molida para su posterior 
utilización, resultando con un diámetro de particula 
promedio de 0.45 cm. 
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En el momento de la fermentación la humedad del medio fu e 
ajustada a 50 % y el pH a 5 y se inoculó con 2 x E07 esporas por 
g MS, la densidad de empa9ue fue aproximadamente de 0.75. El 
nivel de aireación fue de 0.2 1/hr g MS, en los prototipos de 1 
lt se trabajó con 450 g MS, es decir con una aereación de 90 
1/hr, la velocidad transversal del aire fue de de 3500 cm/hr 
aproximadamente. 

3.2.5 Prototipos para medir perfiles de tempera tura, CD:z y D:z 
Se emplearon los mismos prototipos descritos para el ensilaje de 1 
kg mencionados en el apartado (3.1.7), pero en este caso se 
realizó una fermentación c o n A. niger para lograr el 
enri9uecimiento proteico de la yuca, utilizándose el sistema 
de aireación 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 
peso seco, pH, proteína verdadera y azúcares totales. 

M ---> 10 g ---> Peso seco 

U ---> 5 9 + 45 ml H20 ---> pH 

E ---> Secara 60 ·e durante 3 diás 

• S Moler y tamizar< malla 50 

~ 
T 0.25 g + 10 ml H20 

Macerar 
R • Proteína 

Análisis-----> Acidos nucléicos 
A Azúcares Totales 

3.3 Tecnicas anali ticas 

3.3.1 Tincion de Gram 
Para el caso de los lactobacilos se empleó la tinción de Gram 
como ~edio de indentifica~ión, se siguió la técnica descrita 
por Cruiskank et al (1975) 9ue se detalla en el Apendice II. 

3.3.2 Peso seco 
La determinación de 
método descrito por 
el Apéndice II. 

materia seca se realizó de acuerdo al 
la AOAC (1980), la técnica se detalla en 

3.3.3 Acidez total titulable· <ATT> y pH 
La acidez total titulable y pH fueron realizados de acuerdo al 
método descrito por la AOAC (1980), la técnica se detalla en 
el Apéndice II. 
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3.3.4 Acido lactico <Determinacion colorimetrica) 
En el ensilaje de la yuca se realizó la determinación 
calorimétrica de ácido láctico según Barker y Summerson 
(1941) y Barnett (1951), la técnica se detalla en el Apéndice 
I I. 

3.3.5 Azucares reductores libres. 
La determinación de azúcares reductores se realizó de 
acuerdo a la técnica de Miller (1959) 9ue se detalle en el 
Apéndice II. 

3.3.,6 Azucares totales 
La determinación de azócares totales se adaptó de la 
referencias mencionada, haciendo la hidrólisis del almidón 
bajo condiciones ácidas <Yusaku et al., 1985), pero adaptando el 
método para la cuantificación de azócares por el método de 
Mil ler ( 1959), el detalle de la técnica se describe en el 
Apéndice II. 

3.3. 7 Acidos nucleicos 
La determinación de ácidos nucléicos se realizó de acuerdo 
al método descrito por Gómez y Viniegra (1977), la técnica 
se detalla en el Apéndice II. 

3.3.8 Proteina verdadera 
La determinación de proteina verdadera se realizó según el 
método de Lowry y col. ( 1951), la técnica se detalla en el 
Apéndice II. 

3.3.9 Cromatografia de gases. 
Con esta técnica se realizó la determinación de ácido 
1•ctico, etanol, ácido acético, ácido propiónico y 
ácido butirico (ácidos grasos volatiles, AGV's), siguiendo 
las recomendaciones de Gómez y Coronado (1983), la técnica se 
detalla en el Apéndice II. 

3.3.10 Medicibn de tempera tura 
La temperatura fue medida con termopares tipo J de cobre 
constantano, marca EIRELEC LTD, modelo Beta, serie BK 1048, el 
aparato contaba con una precisión de 0.1 ·c. En cada ensayo los 
termopares fueron calibrados individualmente usando termometros de 
mercurio con una precisión de 0.1 ·c. 

3.3.11 Dt;! terminacion de C02 y 02 
La determinación de gases se realizó para el caso del 
crecimiento del hongo filamentoso, midiéndose en la corriente de 
salida de la columna y expresado en por ciento en el aire. Previo 
al analisis es necesario secar el aire, asi primero se pasa por 
un refrigerant~ con agua fria (10 ' C) y luego por una columna 
empacada con silica gel con colorante para humedad. 
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La cuantificación de CD2 fue por determinación infrarroja 
en un analizador Beckman LB2. La cuantificación de 02 fue 
por determinación paramagnética en un analizador marca 
Servomex SIBRON (Oxigen Analyser) modelo 541A. 
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1 O cm 

2.2 cm 

b) Capacidad: 50 g 

1 4 C!!t 

• 
Baño con 

temperatura 

controlada 

Fig 3.1 Esquema de los dispositivos experimentales de 
laboratorio empleados en estudios nutricionales (a) y 
cin~ticos (b) del ensilaje de yuca inoculado con 
bacterias lActicas. 
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( 1) 
(2) 
(3) 
(4) 
(5) 
(6) 
(7) 
(8) 
(9) 
(10) 

Columna de fermentaciOn 
Chaqueta de recirculaciOn 
Termopares 
Regulador de presiOn aire 
Bano maria 
Control de temperatura 
Bomba de circulaciOn agua 
Rotlmetro 
Registrador temperatura 
Humidificador aire 

Fig. 3.2 Dispositivo experimental para la determinaciOn de 
perfiles axiales de temperatura en la fermentacibn sblida de 
la yuca, con 1 1 da capacidad, 6 cm de DI y 35 cm de altura. 
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( 1) Columna de fermentaciOn 
. ( 2) Chaqueta de recirculaciOn 

(3) Termopares 
(4) Gula de acrllico 
(5) Registrador temperatura .. (6) Regulador de presiOn aire 
(7) Humidificador aire 

1 1 
5 (8) Bailo maria 

. (9) Bomba de circulaciOn agua 
·l.._ __ ) (] . 

(10) RotAmetro 

11 1 1 l 1 1 l 11 

l 

Fig 3.3. Dispositivo experimental para la determinaci6n de 
perfiles radiales de temperatura en la fermentacibn s6lida de 
la yuca, con 1 l de capacidad, 6 cm de DI y 35 cm de altura. 
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CAPITULO 4. SIMULACION DE UN REACTOR DE ENRIQUECIMIENTO PROTEICO 

En este capitulo se presenta el desarrollo y validación de un 
modelo matemático de 9ue describe el comportamiento de un 
bio-reactor de lecho fijo donde se lleva a cab o el enri9uecimiento 
protéico de la yuca. El problema se estudia desde un punto de 
vista de reactores 9uimicos cataliticos de lecho empacado, 
pero con las debidas restricciones propias del sistema 
biológico. 

4.1 Descripcion del problema 
La utilización de algunos productos agricolas primarios en la 
alimentación animal se ha visto limitada por su bajo contenido 
protéico. Como una alternativa para favorecer la utilización 
de la yuca en las dietas de animales, se ha planteado aumentar el 
contenido protéico de dichos materiales. La fermentación en 
sustrato sólido puede llevar consigo un aumento de protéinas 
en un f actor de 6 a 8, a través del crecimiento de hongos 
filamentosos (Senez, 1979; Raimbault, 1980 ) . 

El crecimiento del hongo, entre otras cosas es posible gracias al 
consumo de azúcares (sustrato) 9ue se distribuyen en 
asimilación (formación de biomasa) y en respiración 
(formación de CD2>-

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

Llberando 673 Kcal/g mol de sustrato respirado. 

Raimbault (1980), estimó 9ue cerca de 35 % del total de los 
azúcares consumidos se respira, esto es, 9ue para un incremento 
de 15 % en proteina MS, se liberan globalmente cerca de 800 
Kcal/ kg MS durante la fermentación. Otros estudios indican 
cantidades mayores de liberación de calor (3 200 Kcal/Kg MS) 
para sistemas de composteo (Finger et al 1976; Lonsane et al 
1985). 

Debido a las caracteristica~ del crecimiento, aproximadamente el 
80 % del azúcar se consume en 10 horas, por lo 9ue para mantener 
el medio isotérmico seria necesario remover cerca de 32 Kcal / 
hr Kg MS, equivalente a enfriar 3.2 l de agua a una tasa de 10 ·e 
hora. 

El crecimiento de hongos filamentosos es muy sensible a 
elevaciones de temperatura, y en el caso de Aspergillus niger, 
10 a 12 ·e arriba de 1~ temperatura óptima (35 - 37 'C) ocurre 
una disminución notable del crecimiento. 

En esta sección se pondrá especial atención en los problemas 
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de liberación del calor metabólico y la consecuente 
elevación de la temperatura del medio; estos aspectos se 
estudiarán mediante modelos matemáticos tanto cinéticos como 
de transporte de calor (Meo Young et al, 1983). 

Finalmente se desarrolla un modelo matemático para la 
prediccioAn del comportamiento de un reactor de enri9uecimiento 
proteico en medio sólido, basado en fundamentos bio9uimicos 
y fisiológicos, apoyándose en datos experimentales. 

4.2 Evidencia experimental 
El sistema experimental 9ue se empleó es muy parecido al de 
Raimbault (1980), por lo 9ue 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 9ue se emplearon se describen en la 
figura 3.2 y 3.3. La columna de vidrio se empaca con l a yuca 
inoculada y húmeda 9ue se fermenta, a través de la cual se 
pasaba aire previamente calentado y humidificado. La temperatura 
del aire de entrada y la del agua 9ue circula por la cha9ueta se 
regularon a 35 ·c. En estas condiciones fue posible obtener 
mediciones de temperatura en la dirección radial y axial de la 
columna, asi como C02 y 02, en el aire de salida de la 
columna (3.2.5). La metodologia empleada en esta sección se 
describe detalladamente en el capitulo 3. 

4.2.1 Cinetica de C02, 02 y temperatura 
De acuerdo a lo anterior, la elevación de temperatura del medio 
deberia coincidir con la formación de bióxido de carbono y 
el consumo de oxigeno. 

Como una primera etapa para desarrollar el modelo, se midió la 
temperatura, la formación de C02 (%) y consumo de 02 
(%) a la salida del lecho empacado; los resultados obtenidos se 
d~scriben en la figura 4.1 a y b, a9ui se aprecia 9ue existe una 
clara correspondecia entre las tres variables mencionadas, 
además de existir fundamentos bio9uimicos para ello. De 
acuerdo a esto, es posible desarrollar un modelo 9ue relacione el 
crecimiento de la biomasa al consumo de azúcares, la formación 
de bióxido de carbono y lá elevación de temperatura. 

Por otra parte la gráfica <Fig. 4.1 b) del coeficiente 
r~spiratorio <CR = C02/02> es congruente con otros datos 
obtenidos anteriormente <Bajrachayra ~~ Mudgett, 1980; Raimbault, 
1980), donde se se~ala 9ue en la región de crecimiento 
balanceado este coeficiente deberá tener un valor cercano a 1. 
Desde un punto de vi~ta este9uiométrico se puede decir lo 
siguiente, valores de CR mayores de 1 en la primera · etapa de 
germinación de las esporas, se relaciona posiblemente con un 
aumento en la asimilación de carbono; mientras 9ue valores 
menores a 1 en las etapas finales de la fermentación se 
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relacionan posiblemente con pérdida de carbono de la biomasa, es 
decir lisis celular. 

4.2.2 Perfiles radiales y axiales de tempera tura 
Con el propósito de obtener los datos necesarios para 
desarrollar y comprobar un modelo de transferencia de calor se 
midieron en el reactor los perfiles axiales y radiales de 
temperatura (3.2.5). 

En el centro de la columna mencionada se midieron los perfiles de 
temperatura en la dirección axial, de las 15 a las 30 horas de 
fermentación 9ue es la etapa en 9ue se presenta el mayor 
calentamiento. Los resultados se encuentran graficados en la 
figura 4.2 a. Las diferencias máximas absolutas de temperatura 
observadas fueron de 0.04 'C/cm, durante toda la fermentación, 
esto es 1.36 ~ 0.87 ·c en toda la longitud del reactor (Fig. 4.2 
b) , 1 as di fe rene i as má:-: i mas observadas en todo e 1 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 dirección radial, 
a una altura de la columna d~ 0.7 de la longitud total, y se 
encontró 9ue los perfiles de temperatura eran muy importantes 
(Fig 4.3). Se encontraron diferencias de hasta 5 'C/cm, esto es 
más de 100 veces respecto al perfil axial, lo 9ue lleva a un 
calentamiento de 15 ·c arriba de la temperatura de incubación en 
el centro del bio-reactor. 

De este manera se concluyó 9ue l~s diferencias de temperatura en 
la dirección axial eran menos importantes 9ue los perfiles 
radiales, y por tanto podrian despreciarse del balance del 
reactor. 

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

4.~.1 Modelo cinetico 
Dados los argumentos anterior se postuló 
cinético inicial seria el p~opuesto por Raimbault 

Es decir, modelo logistico para el crecimiento: 

9ue el 
( 1980) • 

R:< = d X = Ll X ( 1 - k X) 

dt 
@ t=O X= 0.0012 

Consumo de azúcares considerando mantenimiento: 

Rs = dS = l ~f + m X 
dt Y.,. dt 

@ t=O S = O 

modelo 
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Formación de C02 como una fracción de los azúcares 
consumidos: 

Re = f!.COI = Yco:2 f!.§_ @ t=O C02 = O 
dt dt 

donde 
t 
X 
s 
Ll 
~--· ·, 

m 
Y.,. 

Yco2 

. . 

Tiempo -' Hr) 
Biomasa (gX/gMS) 
Sustrato glucosa g (S/g MS) 
Tasa especifica de crecimiento (Hr- 1 ) 

Inverso del crecimiento máximo (g MS/gX> 
Coeficiente de mantenimiento ( g S/g X Hr) 
Rendimiento de azúcares a biomasa (gX/gS) 
Rendimiento de azúcares reductores a 
C02 9ue se respiran (g C02/9S) 

4.3.1.1 Dependencia del crecimiento con la temperatura 
Raimbault (1980) reportó cinéticas de crecimiento (Proteina) 
para diferentes temperaturas de incubación (Fig 4.4), datos 9ue 
son necesarios para establecer la dependencia del crecimiento con 
la temperatura. Esto se puede hacer a través de la tasa 
especifica de crecimiento (u), asi se tomaron los datos de 
Raimbault (1980) y se estimó u gráficamente, los datos se 
muestran en la Tabla 4.1 

Tabla 4.1 Estimación de u en función de 
la temperatura para el crecimiento 

de A. niger en yuca 

TemperatL1ra 
< • C> 

30 
35 
40 
45 

u 
<hr- 1 > 

0.18 
0.30 
0.34 
o. 13 

Dada la escasez de datos experimentales, las parejas de valores de 
u y temperaura fueron ajustadas por un polinomio de cuarto orden 
para interpolar más datos "experimentales" de 30 a 45 'C. Las 
constantes del polinomio fueron: 

Ao = 2.4476847 
A1 = -ú.1690401 
A2 = 5.6960492 E-04 
A3 = 1.6366071 E-04 
A4 = -2.6295777 
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y un coeficiente de correlación de 0.999 

Entre 25 y 45 · C se interaplaran 13 datos y la dependencia de u 
con la temperatura se ajustó con la expresión propuesta por 
Esener et al ( 1981): 

donde 

u= A exp (- Ea1 / R T) 
1 + B exp (- Ea2 / RT) 

C_onstantes 
Energia de activación 
Energia de desactivación o desnaturalización 
Constante de los gases 

Los parámetros fueron 
(1963) y se encontraron 

estimados por el método de Mar9uardt 
los siguientes valores finales: 

A = 2.6'14334 E+11 Hr- 1 

B = 1.300653 E+47 
Ea1 = 70 225 J/ g mol 
Ea2 = 283 356 .¿/ g mal 

La suma de cuadradas 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 activación 
como de desactivación están dentro del rango esperado para 
sistemas biológicos enzimáticos (Segel, 1976 y Bailey ~ 

O 11 is, 1 977 ) 

Esta función 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 máximo, y posteriormente simular la disminución de la 
velocidad al continuar aumentando la temperatura y presentarse la 
desnaturalización de enzimas (Fi9_ 4.5). 

Otra forma de relacionar , el crecimiento con la temperatura es 
mediante el nivel máximo de crecimiento al final de la 
fermentación 9ue tambien es función de la temperatura 
(Raimbault, 1980). En este caso se tomaron los datos 
experimentales 9ue se muestran en la Tabla 4.2. 
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Tabla 4.2 Crecimiento máximo al final de la fermentación de 
A. niger en y uca en función de la temperatura 

Temperatur<3 X ma:-: F'roteina ma:-: 
( , C) ('1/. MS) ( '1/. MS) 

30 26.7 11.0 
-e:-. ..:;, :.;J 30.0 12. 1 
40 28.8 11. 6 
45 25.4 10.4 

Los datos experimentales de biomasa, expresados como fracción en 
base seca. fueron ajustados por un polinomio de cuarto orden para 
obtener una función empirica de 1/k en el intervalo de 
interés: 

1 / 1.-/ r•. 

Los valores de las constantes del polinomio fueron: 

Ao = 127.0822 
A1 = 7.9524 
A2 = 0.0159 
A:s = 4.0306 E-03 
A~ = 4.7334 E-05 

y un coeficiente de correlación de 0.9999 

La dependencia de la biomasa máxima con la temperatura, se 
trató de ajustar a la ecuacion doble de Arrhenius mencionada 
anteriormente, 
satisfactorios, 
pal inomi al. 

sin embargo no se obtuvieron resultados 
y en el modelo ~e manejo la expresión empirica 

3.2 Modelo de transporte 
El balance de ener9ia en el bio-reactor se hizo usando un modelo 
dinámico pseudohomogéneo bidimensional, las ecuaciones son 
(Froment 1972, Hlavacek 1970): 

PCp Q.L = k 
dt ' 

(d 2 T' + · .!_ Q.L ) - UPCp dT' + P <-AH) R:< 
dr' 2 r'dr' dZ' 

con condiciones iniciales: 

y condiciones de frontera: 

@ r = o g_L = C>- . 
dr' 

y@ Z' = O T' = Tb 

__ .. -

@ t' = O T' = Tb 

y @ r = R - k dT' = h (T' - Tb) 
dr' 



donde 

R·-· 
T 
t 
r 
z 

Definido en 4.3.1 
TemperatLtra < • C) 

Tiempo (hr) 
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Radio del reactor (cm) 
LongitLld del reactor <cm) 

u 
<-AH) 

F" 

Velocidad transversal del aire (cm/hr) 
Calor de reacción (cal/ g S) 

Cp 
k 

Densidad aparente del empa9Lle (g/cm 3 ) 

Capacidad especifica (cal/g 'C) 
CondLlctividad térmica (cal/cm hr ' C) 

Las ecuaciones fLleron adimensionalizadas de acLterdo a: 

T= T' r= r Z= 7 , t= t , O= '=-L. 

Tb R L o u 
d onde: 

L LongitLld de la columna (c m) 
R Radio de la columna <cm) 
Tb: Temperatura de incLtbacion < • e> 

empleando las siguientes relaciones geométricas: 

A = b. 
R 

m= .EL 
dp 

y la difLlsividad térmica (a) 

a =_t__ 
p Cp 

y los números adimensionales Peclet de calor y Damk6hler: 

Pe= a ----dp U 
Daxxx= (-AH) P L Rci 

U P Cp Tb 

se llegó a las siguientes expresiones: 

dT = B_ 
dt m Pe 

(d 2 T + 1 dT ) -
dr 2 r dr 

dT 
dZ 

+ Dax x x 

donde Rci es la tasa de reacción a tiempo cero. 

1 Rx 
Rci 

Debido a 9ue las ecuaciones 9ue describen la reacción en general 
están expresadas en materia seca, fue necesario introducir la 
fracción de materia seca <F ms) en el momento real de 
operación. Por otra p~rte, de la adimensionalización de las 
ecLtaciones para arreglar el Daxxx, fue necesario introducir 
Rci, por lo 9ue ahora es necesario dividir por el mismo término 
(Rci) para 9ue la ecuación no se afecte. 
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Se definieron la siguientes relaciones: 

de donde 

donde 

y 

Ga= E_ms 
Rci 

Pe ' = A ---m Pe 

se puede llegar a 

dT = Pe' (d 2 T 
dt dr 2 

Re = g_co; = Yco:2 

dt 

Rs = dS = 1 dX 
dt Y .. dt 

pv = dX = U X ( 

dt 

Da ' = Da x r x Ga 

+ 1. .9.l .9.l 
r dr dZ 

Q~ 
dt 

m X o 

1-· k V !] " 

+ Da' Re 

donde u y k pueden estar definidas como en 4.3.1.1 

La adimensionalización de 
realizó en forma similar 
e:-:p res iones: 

C.F. @ r=ú .9.l =Bi 
dr 

c. I. @ t=O T=1 y 

donde Bi= hR es el número 
k . 

las 
y 

condiciones 
se llegó a 

(T-1) y @ r=1 

@ Z=O T=1 

de Biot de calor 

de 
las 

dT 
dr 

en la 

frontera se 
siguientes 

=O 

pared 

De acuerdo a las consideraciones hechas en la sección 4.2.1, se 
concluyó 9ue la variación de temperatura en la dirección 
axial no era tan importante como la radial, por lo 9ue el modelo 
permite la siguiente simplificación: 

dT = Pe' 
dt 

(d 2 T + 1_ . .9.l ) + Da' Re 
dr 2 r dr 

con las mismas condiciones de frontera en la dirección radial y 
la misma condicion inicial para el tiempo. 

4.4 • . • Ccimprobacion del modelo 
Se utilizó el método de colocación ortogonal <Finlayson, 
1980; Finlayson 1971 Y .. Finlayson 1974) para discretizar la parte 
espacial de la ecuación diferencial parcial, resultando un juego 
de ecuaciones diferenciales ordinarias simultáneas de primer 
orden, 9ue son integradas por el método de Runge Kutta de 4' y 
5~ orden (Carnahan, et al 1969). 
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Asi aplicando colocación ortogonal en la dirección radial tenemos: 

dT j= F'e ' 
dt 

_j = 1, ••• , NR 

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

dT 1 = Pe' + Da Ga R v 
"1 

dt 

Q.I. 2 = Pe' (B21 T1 + B22 T:2 + B2::s T::s> + Da Ga R:-:2 
dt 

Finalmente a partir de una ecuación diferencial parcial se 
tienen ? ecuaciones diferenciales ordinarias de primer orden 
simultáneas 9ue se integraron por Runge Kutta de 4' y 5' orden 
junto con las ecuaciones 9ue d e scriben la cinética. Además 
se tiene una expresión algebráic ara calcular el valor de la 
temperatura en la pared mediante condición de frontera. Asi 
mismo Colocación Ortogonal permite calcular la temperatura en el 
centro de la columna. 

Se empleó el algoritmo de Mar9uardt (1963), acoplado a los dos 
métodos mencionados anteriormente <Colocación ortogonal y 
Runge Kutta) para realizar la estimación de los parametros 
(Pe', Da' y Bi) que caracterizan' al bio-reactor. 

La validación del modelo se realizó mediante la comparación 
de 64 valores de temperaturas calculadas y experimentales, en 
función del radio y del tiempo simultáneamente, T(t,r). Se 
contó con mediciones de temperatura en cuatro posiciones 
radiales <O, 0.4, 0.8 y 1 del radio adimensional), a intervalos de 
una hora de las 15 a las 30 hora~ _de fermentación <Fig 4.3). 

De la expresión cinética . se aprecia 9ue u y k tienen la 
posibilidad de permanecer constantes o ser función de la 
temperatura. Por otro lado, la energia de mantenimiento tiene 
tres posibilidades, permanecer constante, ser igual a cero o 
ajustarse nuevamente. 

De acuerdo 
entre u, 
variaciones 

a lo anterior se probaron las combinaciones posibles 
k y la energia de mantenimiento (m) analiznado 
9ue se indican en la Tabla 4.3. 
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Tabla 4.3 1ialores de los parámetros ajustados para las 
del modelo durante SU comprobación 

No. u k .. m Pe Da Bi 
E05 

1 Cte Cte Cte 1620 5.25 9.09 ,.., Cte Cte 0.06 3348 3.89 8.96 ..... 
..,. Cte Cte o 3388 3.86 9.07 -~· 
4 F (T) Cte Cte 1468 6.06 8. 92 
5 F(T) Cte 3.04 1977 6.47 8.14 
6 F (T) Cte o 2251 5.83 8.65 

7 F <T) F (T) Cte 1893 5.45 9.87 
8 F (T) F <T) 2.40 2597 e- --, 

....J. I I 9 .24 
9 F (T) F <T ) o 2731 5.60 9.62 

10 Cte F (T) Cte 2222 4.44 9.78 
1 1 Cte F (T) 1. 84 3637 4.12 9.18 
12 Cte F (T) o 4051 3.86 9.95 

= o. 30 
= ":!' 

•.J. 33 
= o. 07 

Ll = Cte 
k = Cte 
m = Cte 
F<T> 
SS 

Función de la temperatura de acuerdo a 4.3.1.1 
Suma de cuadrados 

DT Promedio de las desviaciones en la predicción 

variaciones 

se DT 

99.40 1. 25 
63.59 0.99 
63.65 0.99 

228.52 1.89 
189.13 1.72 
186.92 1.71 

236.44 1.92 
2(H). 33 l. 77 
199.94 l. 77 

141.76 1. 49 
99.46 1.25 
97.26 1. 23 

Como criterios de 
modelo se tomaron: 

selección en las diferentes variaciones del 

a) El menor promedio 
b) Valores realistas 
c) Comportamiento 
fermentación. 

en las desviaciones de la predicción. 
en la estimación de los parámetros. 

razonable en la predicción de la 

De acuerdo a los criterios anteriores el modelo con el 9ue se 
obtuvieron mejores resultados fue el 9ue tenia u como una 
constante, el coeficiente de mantenimiento igual a cero o ajustado 
en el modelo y k en función de la temperatura(modelos 11 y 12 de 
la Tabla 4.3). 

Posteriormente además del ajuste de Pe', Da' y Bise pretendió 
ajusta~ simultáneamente la energia de ~antenimiento (m) y los 
valores iniciales de biomasa <Xo) y de temperatura (To>, con la 
finalidad de disminuir ~l error en la predicción. Sin embargo, 
el valor de To tendió a un valor muy pe9ue~o e irreal (3.5 'C) 
por lo 9ue esta idea se abandonó, y la temperatura inicial se 
excluyó del ajuste. 
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Por otra parte, se contaba con dos corridas experimentales para 
ajustar los parámetros, esta óltima versión del modelo se 
aplicó a los dos juegos de datos, ajustando Xo, m, Pe, Da' y Bi 
simultáneamente llegando a los valores en los parámetros 
indicados en la Tabla 4.4. 

Tabla 4.4 Estimación de los parámetros del modelo final 
en dos jL1e90s de datos e:<per imenta les. 

Corrida m Xo Pe Da' Bi se DT 
E05 Eü4 

COND5 2.00 8.74 2976 4.93 10.12 82 1. 13 
COND19 2.86 4.40 3208 4.26 5.24 82 1. 13 

Nomenclatura como en la Tabla 4.3 

Se puede apreciar 9ue 4 de los 5 parámetros ajustados en las dos 
corridas experimentales son similares y están en el mismo orden 
de magnitud, excepto el Biot donde se encontraron diferencias de 
cerca del 93 %. Pero en ambos casos se observa 9ue la 
desviación promedio del error en la predicción de las 
temperaturas es pe9ue~a (1.13 'C), como se puede apreciar en las 
figuras 4.6 a y b, donde se muestra la comparación de los datos 
experimentales y calculados por el modelo para los dos juegos de 
datos. 

El contenido promedio final de proteína de estas corridas fue de 
14 X aproximadamente. 

El modelo definido predice el crecimiento microbiano (Fig 4.7 a y 
b), el consumo de sustrato (4.8 a y b), observándose 9ue en la 
zona central de la columna, donde se eleva más la temperatura, 
el crecimiento y el consumo de sustrato es menor. La diferencia de 
proteína calculada por el modelo al final de la fermentación 
entre el centro y la pared fue . de 2 ½, mientras 9ue la reportada 
por Raimbault (1980) al incubar a 35 y 45 ·e fue de 1.7½. Este 
modelo permite predecir también la formación de C02 como 
se aprecia en la figura 4.9 <a y , b>, los valores calculados por la 
simulación son ligeramente mayores que los encontrados 
experimentales. 

4.5 Discusion del modelo desarrollado 
Las condiciones experimentales 9ue se emplearon llevaron a 
nómeros de Peclet de calor de 4 181 y Biot de 10.0460, con un 
Re d• partícula de 1.61. Los valores de Pe y Bi son muy 
diferentes a los que se obtienen en reactores 9uimicos 
cataliticos de lecho ·· empacado < B<Pe<12 y 0.1<Bi<5>, la 
estimación de estos .números indica 9ue en el reactor 
biológico existe una resistencia a la transferecia de calor 
mucho más fuerte en el lecho en si 9ue en la pared y 9ue la 
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resistencia a la conducción es mucho más alta 
convección. En resumen se puede pensar 9ue 
principal de transferencia de calor es conductivo. 

9ue a la 
el mecanismo 

Normalmente en reactores 9uimicos los números adimensionales 
relacionados con transferencia de calor se estiman sin reacción, 
en este trabajo los números adimensionales fueron calculados con 
reacción (fermentación) debido a los fuertes cambios 
reológicos 9ue ocurren dentro del medio a medida 9ue transcurre 
la fermentación De tal manera 9ue se estiman números 
adimensionales promedio durante todo el tiempo de la 
fermentación, esta es la razón tal vez por lo 9ue la elevacion 
de temperatura en la simulación al principio de la 
fermentación es lenta. 

El material con 9ue se trabajó en la fermentración tenia una 
humedad cerca al 50% y es una mezcla de sustancias orgánicas 
siendo en su inicio la mayor parte almidón, para 9ue a medida 
9ue transcurre la fermentación la proporción relativa relativa 
de aúcares disminuya y el contenido protéico aumente, es decir 
se trata de materiales 9ue en esencia no tienen buenas propiedades 
térmicas. 

Por otra parte, el modelo predice el crecimiento del hongo en 
diferente forma en el interior de la columna, es decir 9ue en el 
centro el crecimiento es menor 9ue en la periferia. Esto esta de 
acuerdo a los datos reportados por M. Raimbault (1980) donde el 
crecimiento a temperaturas mayores de 35 ·e es menor en sistemas 
isotérmicos; las predicciones del modelo en la formación de 
proteina son congruentes con los datos encontrados 
experimentalmente. 

Además, las otras caracteristicas de la fermentación como el 
consumo de sustrato y formación de C02, son igualmente 
diferenciables del centro a la pared, aunque en el caso del 
C02 es importante hacer notar 9ue una vez 9ue se forma el gas 
se mezcla con el aire 9ue esta pasando y se puede estimar el por 
ciento en la corriente de salida, lo 9ue de acuerdo al modelo 
implica realizar un promedio de .formación del gas producido en 
el radio de la columna para cada tiempo. 

Por otra parte, este modelo puede ser usado para determinar una 
estrategia adecuada en el escalamiento de la fermentación 
sólida, ya sea 9ue el producto final sea proteina unicelular o 
tal vez productos mas valiosos como extractos enzimáticos 
crudos~ metabolitos secundarios estimulantes del crecimiento 
vegetal <ac. giberélico) o antibióticos (penicilina). 
Seguramente esta met~dologia de estudio de bio-reactores~ 
podrá ser aplicable a otros sistemas fermentativos de sustrato 
sólido 9ue involucren a fibras celulósicas u otros soportes 
inertes y microorganismos como A. niger, A. terreus, T. 
harzianum, u otros más. 
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El escalamiento del proceso se puede l levar a cabo a través del 
manejo de las condiciones de operación, geometría y 
dimensiones del reactor, a si como las características del 
material 9ue sirve de soporte y sustrato al crecimiento del hongo, 
como contenido de humedad, densidad de empa9ue y tama~o de 
particula Todos estas aspectos de alguna manera están 
contemplados en los números adimensionales de Peclet, 
Damk5hler y Biot del reactor, 9ue de una manera cuantitativa 
establecen las relaciones entre los diferentes factores 
mencionados. 

Este modelo puede servir para escalar reactores en otras 
geometrias, como cartesiana (Zymotis) o posiblemente toroidal 
(Petrin). Posiblemente haciendo algunas modificaciones al modelo, 
se podrán simular reactores dinámicos con a gitación 
intermitente (Pe trin ) . 

Para la biosintesis de algún producto valioso está 
justificado el control del reactor, y el primer paso para hacer 
dicha tarea es contar can un modelo 9ue simule el comportamiento 
del mismo. La temperatura y la formación de C02 podrían 
ser las variables de control dada la importancia 9ue tienen en el 
crecimiento del microorganismo. 

4.6 Conclusion 
Se plantea y valida un modelo de transferecia y generación de 
calor seudahamogeneo dinámico unidimensional, para la 
simulación de un reactor de enri9uecimiento protéico de yuca 
mediante el crecimiento de Asperqillus niqer. Debido a la 
estimación de los números adimensionales (Pe y Bi) se concluye 
9ue el mecanismo de transferencia de calor es esencialmente 
conductivo. 

Este modelo puede servir como base para el dise~o y escalamiento 
de reactores de fermentacion sólida, donde se empleen otros 
soportes y microoganismos, y donde los productos de interés sean 
otros diferentes a la proteina unicelular. 

A~i mismo, el modelo puede ser . la base para la simulación y 
escalamiento de reactores . estáticos en otras geometrias, y 
posiblemente útil también para reactores dinámicos con 
agitación intermitente. 

Finalmente, este 
fermentadores en 
sean valiosos. 

modelo puede ser útil para el control de 
medio sólido donde los productos recuperables 
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Fig. 4.5 HAxima Tasa de crecimiento tu) de 
Aspergillus niger en FSS en tunciOn de 
la temperatura. Modelo <---->. 
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Fig 4.6 CpmparaciOn de temperaturas 
experimentales y calculadas en el 
bioreactor de enriquecimiento prot~ico 
en las condiciones de la Tabla 4.4., (a) 
CONOS y (b) COND19. 
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Fig 4.7 Simulacibn del crecimiento 
microbiano •. en el bioreactor de 
enriquecimiento prot~ico en las 
condiciones de la Tabla 4.4, <a> CONOS y 
C-bl COND19. 
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CAPITULO 5. USO DE BACTERIAS LACTICAS EN EL ENSILAJE DE YUCA 

Existe discrepancia entre los dis t intos autores, acerca de la 
importancia o n o de emplear inóculos de bacterias lácticas 
como iniciadores de l a a ctividad microbiana en la fermentación 
del ensila j e, en forma s imilar a l a industria de derivados 
lácteos (Sharpe, 1981). En ocasiones la inoculación ha dado 
lugar a un producto de mejor calidad, ap a rentemente el éxito de 
la inoculación está asociado a la naturaleza de la materia 
prima (Moon, 1981; Van liJy k ::~ Heydenrych 1985). Es importante 
probar esta discrepancia de la literatura, en el ensilaje de la 
yL1ca. 

5.1 Comparacion de tres tipos de ensilaje 
El ensilaje se puede e valuar mediante la escala de Flieg de 100 
unidades, donde s e califica favorablemente altos porcentajes de 
á ci d o láctico y c astiga l a pre sencia de ácido a cético y 
bu t i r ico. Diversos autores han reportado 9ue valores a ltos de 
este indice empir i co se relaciona bastante bien con la ingesta 
de material ensilado en animales <Oh y ama y Masaki, 1977; U. 
Nebraska, 1978). 

Primeramente se comparó el efecto de la adición de 
lactobacilos con otras formas conocidas de ensilaje, estas 
técnicas ha sido empleadas en otras ocasiones para conservar 
material lignocelulósico, obteniéndose resultados positivos 
(Roussos, 1985; Ohyama y Masaki, 1977; U. Nebraska, 1978). 

Los tres sistemas de conservación probados fueron: 
a) Ensilaje con la flora natural del tubérculo de la yuca <EFN). 
b} Ensilaje con cultivos de bacterias lácticas <EBL). 
c) Ensilaje con una mezcla de ácidos inorgánicos <EAI>. 

Para el primer caso (EFN> se hicieron 8 repeticiones, para el 
segundo <EBL> se hicieron duplicados para cada una de las 4 cepas 
empleadas adicionando el inóculo al 10 i. V:P, y finalmente para 
el tercer caso (EAI) las experiencias se realizaron por triplicado 
adicionando el ácido al de 0.1 i. V:P. 

Los tubérculos de yuca fueron obtenidos de campos de Puente de 
Ixtla, Mor., se lavaron, picaron (1-2 cm) y ensilaron en un 
periodo no mayor a 24 horas. El material fue empacado en 
recipientes con capacidad de 20 kg aproximadamente, a una densidad 
de 1. 1 kg/1. 

De acuerdo a la adición del inóculo o de la mezcla de 
ácidos, el porcentaje de humedad cambió, asi para las silos 
con flora natural fue de ._ 57.0 ~ 0.7, para los inoculados de 63.5 + 
0.3, y para los adicionados con ácido de 57.2 ~ 0.7. 

En la Tabla 
tratamiento. 

5.1 se agrupan los valores de pH, para cada 
En ensilaje sin inocular no cumple con la condiciones 
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para lograr l a conserv ación de la y uca, 9ue exige v alores de pH 
men o res a 4 para evitar la desaminación de aminoácidos, 
evitando la putrefacci ón debida a la actividad pro teolitica de 
clostridios (l"l cCul lough, 1977 ) . 

Tabla 5. 1. pH a l final del ensilaje * 

Tratamiento Repeticiones pH p~~omed i o 

Sin inocular o 4. 11 + o. 14 1...1 

Inoculados 8 3.63 + o. 13 
Acido e e 16 -1- o. 15 ·-· ·-·. 

* Datos obtenidos de 30 a 140 días 

Para fi nes d e e studio de ad ición de bacterias lácticas, se 
emplearon t res cepas de Lac toba c1 ll us y una de S tr eptococcus 
te rmophilu s de colección. Las cepas de Lactobaci l lus se 
aislaron en un trabajo previo a partir de f ermentaciones 
espontáneas (Pozo, 1983), e n la Tabla 5.2 se presenta su origen, 
y los p roductos metabólicos durante el ensilaje. 

Tabla 5.2 Análisis de los productos de la fermentación del 
ensilaje con diferentes tratamientos.* 

Tratamientos Origen 

Flora natural Tubérculo 

L. casei Col agria 
L. sp ( 1) Col agria 
( 

L. ;_=:p ( 2) Pozal 
•::' termoph i 1 u:.., ATCC 1469 ~·. 
Ad. acido ------

9.. lacti_co 
kg 1'1S 

19. 1 + 1 

26 .5 + 1 
14.6 + 1 
24.8 + e ·-· 
13.7 + 2 

'-.. o. 1 

* Datos obtenidos en un lapso de 30 a 140 
AGV's Suma de ac. acético,' propiónico y 

9.. etanol 
kg t1S 

e- ,..., 
....J • ..:. + 0.2 

l. 7 + 0.8 
1.0 + 0.5 
< o. 1 
1.5 + o. 1 

6.5 + l. 9 

días 
butirico 

9.. AGV's 
kg MS 

10.4 

0 .7 
< (>. 1 
< (). 1 
< 1. O 

< 2. () 

Pozo (1983), concluyó 9ue la formación de ácido láctico en 
el ensilaje, es poco afectada en el rango de 65 a 55 % de humedad, 
lo cual elimina la interferencia de los diferentes niveles de 
humedad, en los casos de f ermentación espontánea <EFN) y 
bacterias lácticas <EBL). 

En la Tabla 5.1 y 5.2, se aprecia 9ue los silos inoculados (EBL) 
presentaron una producción mayor de ácido láctico, respecto 
a los fermentados de manera espontánea <EFN). El pH de los 
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silos inoculados a lcanzó un valor menor de pH y cercano al pK 
del ácido láctico (3 .84). 

Por otra parte , l os datos de la fermentación con la flora 
natural, c oinciden con datos de silos comerciales de yuca de 11 
ton, de Buenavista, Ver., c on un conteni d o de humedad de 60 %. Se 
encontraron valores de pH de 4.05 y 22.8 para la acidez total 
titulable expresado como g de ac. láctico / kg MS, 
respectivamente 

Los silos acidificados artificialmente presentaron una 
disminución mayor del pH (3.16), sin emba1·'go la cantidad de 
etanol aumentó (Tabla 5.2 ) . Un contenido elevado de etanol y 
AGV's disminu y e la ingesta libre de este tipo de productos por los 
animales (Fleig, 1938), por lo 9ue estos productos son 
indeseables. En l a Tabla 5.3 se aprecia 9ue el indice de Flieg 
fue superior e n los silos in oculados con L. c asei, 9ue en los 
s ilos d e fe rmentación espontánea, lo cual permite predecir 9ue 
el p roducto inoc ul ado t endria una b uena a ceptabilidad en el 
consumo animal <F leig, 1938). 

En el ensilaje es deseable 9ue el producto principal de la 
fermentación sea ácido láctico, para tener la mayor 
recuperación de materia y energía, ya 9ue por ejemplo por cada 
mol de etanol o de ácido acético formado se desprende una mol 
de C02, lo 9ue representa una pérdida de materia y 
energía (Me Cullough, 1977). 

Debido a lo anterior, se aprecian las 
cultivos de bacterias lácticas como 
fermentación del ensilaje de yuca. 

bondades de adicionar 
iniciadores de la 

Tabla 5.3 Comparación de los metabolitos producidos en el 
ensilaje con L. casei, flora natural y adición de 

ácido inorgánicos. * 

Metabolito 
(g/kg MS) Flora natural 

Ac. láctico 19.5 
Etanol C' ,.., 

'-'• ~ 
Ac. acético 9.4 
Ac. propiónico 1.0 
Ac. butirico < O. 1 
% Ac. láctico ** 55.6 
Indice. Fl ieg 77.0 

* Datos obten idos en un l_apso de 
** 'l. de ácido láctico en 
fermentación 

Tratamiento 
Ad 

,.. ... 

/ ... 

< 
< 
< 

30 a 
los 

acido L. 

o. 1 
6. 1 
1.2 
o. 1 
o. 1 
o. 1 
1.0 

140 dias. 
productos 

casei 

25.9 
1.4 
0.7 

< o. 1 
.. 

'-.. O. 1 
92.5 

100.0 

finales de la 
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5.2 Seleccion de cepa y estabilidad del silo. 
El criterio de selección de la cepa esta basado en la mayor 
producción de ác ido láctico y en l a presencia d e u n 
patrón homofermentativo. 

De la 
ca:..=:ei 
2.5 % 

Tabla 5.2, se puede ap reciar 9ue la cepa de Lacto bacillu:..=: 
y la cepa 2 de Lact o bacillus sp, f ormaron alrededor de 

de ácido láctico BS; asi 9ue cual9uiera de estas dos 
cepas podian emplearse. 

En un trabajo anterior (Pozo, 1983) se habia empleado la cepa de 
L. casei, asi 9ue se optó por seleccionarla. De esta forma 
se tenia la v entaja de c omparar resultados posteriormente y 
brindar información básica sobre l a fisiologia y 
comportamiento de la cepa en otro medio, y a 9ue Pozo ensiló yuca 
enri9uecida con hongos filamentosos. 

En la Tabla 5 .3 , s e a precia el análisisde los productos de 
f ermentación para el ensilaje con la cepa seleccionada y los 
otros dos tratamientos. Es cl aro 9ue esta cepa, da lugar a un 
patrón homofermentati v o (Doelle, 1975), es decir 9ue más del 
90 % de los productos de la fermentación es ácido láctico, 
en este caso se encontró un valor de 92.5 %. 

Se evaluaron las pérdidas en microsilos de 40 kg adicionados de 
L. casei al 10% 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 liberación de C02 
por su respirac1on. Respecto a la pérdidas en base húmeda 
fueron del 11%, debido a la evaporación de agua, drenado de 
li9uido y a la contaminación por hongos. 

En general las pérdidas postcosecha de productos agrícolas en 
México, oscilan entre el 30 y 40 %. Se conocen reportes de silos 
comerciales de yuca (1200 ton), en 9ue las pérdidas son de 
alrededo~ del 30 %. El uso de silos adecuados e inoculados con 
lactobacilos pueden contribuir a la disminución de pérdidas en 
el ensilaje de yuca (LANFI, 1986). 

5.3 Estudio del tamaño de inoculo 
En la literatura, no exist~ un trabajo similar donde se determine 
el tama~o de inóculo apropiado para ensilaje, asi 9ue se 
recurrió a adaptar los criterios de las fermentaciones · 
lácticas en medio liquido, para seleccionar el tama~o de 
inóculo, tomándose en cuenta los siguientes criterios: 

a) Velcicidad de acidificación 
b) Valores finales de pH y de concentración de ácido láctico 

. c) Patrón fermentativo 
d) Consumo de sustrato y rendimientos aparentes 
e) Evaluación del crecimiento 
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Dado lo anterior, se realizó un estudio detallado para 
determinar el tama~o de inóculo re9uerido en el ensilaje de 
yuca, para este efecto y el resto de los trabajos 9ue a9ui se 
presentan se usó la cepa de Lactobacillus casei seleccionada 
anteriormente. 

El tama~o de inóculo se varió en los siguientes niveles: O, 1, 
3, 5 y 10 % V:P. Estas experiencias se realizaron con yuca 9ue 
fue secada al sol, y con un tamaño de partícula malla 20-30. 
Como modelo experimental, se emplearon microsilos con capacidad de 
50 g (Fig. 3.1), descritos en 3.1.6. La temperatura de 
incubación se controló a 30 ~ 0.1 ·c. 

En cada experiencia existieron tantos microsilos como muestras 
eran necesarias, en cada tiempo se tuvieron 2 repeticiones de 
microsilos, los análisis se realizaron también por duplicado. 
Se siguieron las cinéticas de pH, acidez total titulable, 
consumo de azúcares, crecimiento, y al final de la 
fermentación se analizaron AGV's. 

5.3.1 Acidogenesis 
En esta sección se analiza el efecto del nivel de inóculo en 
la formación de productos y la disminución del pH. 

Es necesario hacer notar 9ue la determinación de ácido 
láctico, puede realizarse por cromatografía de gases, por un 
método calorimétrico y por titulación. Se probaron estos 
tres métodos encontrando resultados similares, por lo 9ue se 
optó por la titulación 9ue es una técnica sumamente 
sencilla. 

En la figura 5.1 a y b se aprecian las cinéticas de formación 
de ácido láctico y pH, a diferentes niveles de inoculación, 
observándose 9ue las velocidades máximas se presentan al 
inicio de la fermentación. En el caso de 0% de inoculación, 
hay un comportamiento errático en las primeras horas de la 
fermentación, 9ue es corregido por la adición de un inóculo 
pe9ueño ( 1 %) • 

Como se describe en la .figura 5.1 b, una inoculación igual o 
mayor a 1%, llevan al medio a un valor de pH alrededor de 4 al 
final de la fermentación <Tabla ~.4). Se observa también 9ue 
la concentración final de ácido láctico se incrementa poco 
de 1 a 10 % de inóculo. El incremento en la formación de 
ácido láctico fue hasta de un 75 % al comparar globalmente el 
promedio de los casos no inoculados y los inoculados. 

,. 

Por análisis de varianza se rechazó la hipótesis de 9ue el 
pH y la concentración · de ácido láctico finales (48 a 72 
horas) no tuviera diferencias significativas <P<0.05) entre todos 
los niveles de inoculación. Se compararon las medias por la 



67 

prueba de Tukey (Steel & Torrie, 1980) al n ivel de 5 %, calculando 
unos valores criticas de 3.71 para p roducto y de 0 .16 para p H. 
Siguiendo l a r epre sentaci ó n de Duncan se indican los 
tratamientos en 9 ue se encontraron diferenci a s significati v as 
entre la concent r ac i ó de producto (g/ kg MS) y pH f inales: 

N I V E L D E I N o e u L A e I o N 
(l 1 3 5 10 

15.86 28.52 29. l '7' 33.05 32.49 

pH 4.45 4.00 3.90 3.89 3.83 

Tanto para el caso de pH y producto f inal se encontraron 
diferencias signi f icativas al comparar O% y 10 % con todos los 
niveles. Entre l. 3 y 5% no s e encontraron diferencias 
significativas. Dado este análisis recomendamos un tama~o de 
inóculo alrededor de 1 %, aun9ue puede ser necesario aumentarlo 
dependiendo del estado de la materia prima CMoon, 1981; Van Wyk & 
Heydenrych 1985) y para buscar disminuir ligeramente el pH <Tabla 
5.4), ya 9ue un ligero aumento de inóculo podria hacer 
desaparecer la diferencia significativa entre 1 y 10 %. 

En la Tabla 5.4 se aprecia 9ue las velocidades iniciales de 
formación de producto y la de descenso de pH practicamente no se 
modifican a los diferentes niveles de inóculo. Al comparar 
globalmente los casos no inoculadas y las inoculados el incremento 
en la velocidad de formación de ácido es de 144 %, y de 90 % 
para el descenso del pH, en las primeras horas de la 
fermentación. Una velocidad alta de acidificación es una 
característica importante en el éxito del ensilaje (Me 
Cullough, 1977), ya 9ue de esta forma rápidamente se imponen 
condiciones adversas a microogani~mos patógenos. 

Al comparar los datos d~ los microsilos inoculados con L. 
casei <Tablas 5.3 y 5.4) empleado tanto yuca fresca como seca, 
se aprecia 9ue los valores de acidez total titulable y pH 
alcanzados son similares. Esto presenta la ventaja de no depender 
de la estacionalidad del cultivo de la yuca para poder realizar 
este tipo de ensayos, y emplear y uca seca como materia prima para 
las ~x~eriencias posteriores. 
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Tabla 5.4 Caracteristicas cinéticas principales del ensilaje 
a diferentes niveles de inoculación 

Inoculo pH ATT (g lact) 
( '1/. V:F') a a kg 11S 

o 4.45 15.9 
1 4.00 28.5 
< 3.90 29.2 ._, 

5 3.89 30. 1 
10 3.83 32.5 

Vma:-: ac 
b 

ú.73 
1.74 
1.73 
l. 83 
1.81 

Vma:-: pH 
c 

o. 10 
0.20 
o. 19 
o. 18 
o. 17 

Vma:-: AS 
d 

l. 48 
1.78 
2.95 
3.29 

Y pis 
e 

0.40 
0.73 
0.74 
0.74 

a Valores final de la fermentación, promedio de 48 a 72 horas. 
b Velocidad máxima inicial de acidificación, en 

g láctico/kg MS hr, evaluada linealmente de O a 9 hrs. 
c Velocidad máxima inicial de disminución de pH, en 

unidades d e pH/ hr, evaluada linealmente de O a 9 hrs. 
d : Velocidad máxima de consumo de sustrato, en g glucosa/ kg MS 
hr, evaluada linealmente de O a 9 hr. 
e: Rendimiento aparente global de fo r mación de ac. láctico y 

consumo de glucosa (gF'/gS). 

5.3.2 Patron ferme ntativo 
En la Tabla 5.5 se muestra el análisis de los productos finales 
del ensilaje a diferentes niveles de inoculación, de 1 a 10 '1/. el 
producto principal es el ácido láctico, con pe9ue~as 
cantidades etanol, ácido acético y butirico, reflejándose 
en altos valores del indice de Flieg. Para niveles de inóculo 
mayores o iguales a 1'1/. el patrón fermentativo es homoláctico, 
probablemente debido a la predominancia d e bacterias lácticas 
activas provenientes del inóculo. 

Tabla 5.5 Incremento de metabolitos producidos durante el ensilaje 
a diferentes niveles de inoculación* 

Metabolito Niveles de inoculacion 
g/kg MS o 1 3 

Etanol 4.5 3. 7 . . 2.6 
Ac. acético 5.8 1.0 0.6 
Ac. propiónico ,.. o. 1 ., o. 1 ,, 0.1 ... -~ ... 
Ac. butirico 3.9 0.1 0.1 
Ac. lactico 1 7. 1 28.3 29.2 
'1/., Ac. lactico ** 54.6 85.5 89.8 
Indice de Fl ieg 42.0 100.0 100.ú 

* Datos a las 72 horas de fermentación 
nr No realizado 

( '1/. V:P) 
5 10 

2.9 nr 
1.8 nr 

< 0.1 nr 
(). 3 nr 

30.1 32.4 
85.8 92.5 

100.0 100.0 

** '1/., ac láctico en los productos finales de la fermentación 
a Estimado en la Tabla · 5.3 

(a> 
(a> 
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5.3.3 Consumo de sustrato limi tante 
Los re9uerimien tos nu t ricionales de los lactobacilos son exigentes 
CSh arp e, 1981 ) , sin embargo e l crecimiento celular es escaso e n la 
ferment a c ión láct ica . La fuente de carbono puede s er el 
sust rato limitante para 9ue s e lleve a cabo la formac ión de 
á cido Lt-1cti co . 

En la fi gura 5 . 2, se a precia la cinética de la concentración 
de azúcares r eductores s ol u bles expresados c omo gl ucosa, para 
diferentes n iveles de inoculación . A9ui se a precia 9ue el 
nivel de azúcares iniciales aumenta con el tama~o de inócul o. 
En la literatura se c ita 9ue e s necesario entre entre 6 - 8 % de 
azúcares solubles ( Me Cullough, 1977), resultad o 9ue es un poco 
mayor a l nuestro, sin embargo s e puede explicar deb ido a la 
presencia d e azúcares solubles no reduct ores e n la yuca (Te les 
et al 1979; Teles 2t .::1.l , 1980; Battisti et al' 1981). 

Por otra parte, en l a Tabla 5.4 se ocserva que l a v elocidad de 
consumo d e s ustrato de los casos inoculados es mayo r 9ue en los 
casos sin inóculo. Correspondiendo a la predominancia de 
bacterias lácticas v iables provenientes del in óculo. 

5.3.4 Rendimientos 
Se analizó el rendimiento de producto formado por sustrato 
consumido, conocido como Y p/•, o rendimiento aparente, en 
forma similar al rendimiento en reacciones 9uimicas. 

En la Tabla 5.4, se observan los valores de rendimientos globales, 
para los diferentes niveles de inoculación. En la figura 5.3 se 
presenta la historia de cada uno de estos coefi cientes a través 
de la fermentación. Para los diferentes niveles de inoculación 
se observa 9ue el v alor global 9ue se reporta, e s alcanzándo 
asintóticamente partiendo de un valor más bajo. 

Los silos no inoculados presenta un valor global de 0.40, menor 
9ue en los casos inoculados (0 .73), indicando 9ue la inoculación 
además de aumentar el nivel de acidificación, logra una 
transformación más eficiente . . del sustrato, ya 9ue el 
rendimiento teórico es de 1. Desde un punto de vista 
este9uiométrico los rendimientos bajos pueden significar 9ue la 
asimilación de carbono es mayor en las primeras horas de la 
fermentación, lo 9ue es entendible por el crecimiento de la 
biomasa en este medio pobre. 

Para ~l caso de las fermentaciones lácticas en cultivo sumergido 
se han reportado rendimientos cercanos a 1, pero e mpleando un 
medio de cultivo rico ( LLl_~deking y Piret 1959; Rogers et al 1978). 

5.3.5 Evaluacion del crecimiento 
La b.iomasa se evaluó por dos métodos: 
a) Proteina verdadera por el método de Lowry, 1951 
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b) E:-: tracción de 
(Gómez y Viniegra, 

ácidos nucléicos con ácido perclórico 
1977) . 

Debido al poco crecimiento el método de Lowry, no fue lo 
sufucientemente sensible para detectar los cambios importantes en 
la biomasa. Este método sirvió para comprobar 9ue la 
fermentación láctica, no modifica en forma importante el 
contenido protéico en el medio, lo cual era un resultado 
esperado. Sin embargo se sabe el crecimiento de bacterias 
lgacticas puede modificar la relación de algunos aminoácidos 
esenciales, de tal forma 9ue se mejora el valor biológico de la 
proteina (Sharpe, 1981). 

El método de extracción de ácidos nucléicos resultó 
más sensible, y sirvió como una valoración indirecta del 
crecimiento, pero finalmente no fue posible cuantificar en forma 
precisa la biomasa. Los resultados fueron expresados en mg de ARN 
e9uivalentes de To rula T-V I, de Sigma Chem. Co. A pesar de la 
deficiencias 9ue pudiera presentar este método, resultó útil 
en la evaluaciones relativas de la biomasa, en forma similar a 
otros métodos indirectos 9ue se emplean en microbiología <Wang 
et al , 1979). 

En la figura 5.4, se muestran las cinéticas de incremento de 
ARN, para los diferentes niveles de inoculación, como una 
muestra del tipo de datos obtenidos. En la Tabla 5.6 se muestra 
los incrementos finales y máximos de ácidos nucléicos 
durante la fermentación, presentando una relación directa con 
el nivel de inoculación. El nivel inicial de ácidos 
nucléicos de la yuca fue de 0.49 g ARN/kg MS, y se fue 
incrementando con las inoculaciones sucesivas, siendo de 0.51, 
0.76, 0.86 y 1.15 para los niveles de inoculacian de 1, 3, 5, y 10 
'1/. respectivamente. Finalmente, los .dos métodos probados 
ampliamente para cultivo sumergido (Wang et al ,1979), no 
resularon apropiadas para evaluar en forma precisa el crecimiento 
de las bacterias lácticas en el ensilaje. 

Tabla 5.6 Valores finales y máximos de incremento 
de ácidos nucléicos en -el ensilaje de yuca a 
diferentes niveles de inoculación. 

Inoculación Má:-:imo Final 
( '1/. V:P ) (g ARN/kg MS) 

o 0.20 + 0.02 o. 10 + 0.03 
1 (>. 25 + 0.01 0.25 + 0.01 
":!" ._, 0.48 + 0.01 0.38 + 0.01 
5 (). 52 + O.O;i ú.39 + 0.02 
10 0.63 + 0.01 0.62 + 0.02 

._--. - -
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5.4 Efecto de composicion y factores ambientales 
Para llevar ª c abo cual9uier fermentación con éxito es 
necesario conocer la influencia de la composición del medio de 
culti v o asi como de las condic iones ambientales. 

5.4.1 Efecto del pH y tamaño de partícula. 
El pH e s importante ya 9 ue determina aspectos sobresa l ientes de la 
actividad biológica (Segel, 1976). El tamaño de partícula no 
se h a estudiado para el ensilaje y es importante por la relación 
guarda la anaerobiosis con los espacios v acios. 

Se u tilizó yuca seca con 
valores de pH inicial 
va lor de pH inicial de 
particula promedio ( mm): 
3.1). En ambos ensayos la 

d os estud i es 
descritos 

fu e de 10 

un tamaño de 0 .6 - 0.8 mm para estudiar 
de 5, 6, 7 y 8. Por otra parte, a un 
6 se estudiaron los siguientes tamaños de 

0.20, 0.44, 0.70, 2.03, y 3 .19 <Tabla 
densidad de empa9ue fu e d e 1.1 g/ml. 

F·ara estos 
capacidad 
inoculación 
3.1.5. Las 

se emplearon microsilos d e 50 g de 
3 .1. 6 , e i ncubados ·=-'- :30 'C y la 

% siguiendo las in dicaciones de 3.1.3 y 
realizaron por tr iplicados. e:-:per i ene i as se 

Mediante la prueba de Tukey no se encontraron diferencias 
significativas <P>0 .05) en el pH y concentración de ácido 
láctico finales para los diferentes de pH iniciales empleados 
(Tabla 5.7). Indicando 9ue el ensilaje de yuca se puede llevar a 
cabo en un rango relativamente amplio (5-8), cabe mencionar 9ue el 
pH de los tubérculos frescos de yuca (6-6.5). 

En cultivo sumergido la fermentación láctica presenta una 
importante dependencia con el pH, sin embargo, es dificil hacer 
comparaciones ya 9ue en esos casos los medios de cultivo fueron 
ricos y con control de pH, en contraste de esta fermentacio An 9ue 
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 fermentación 

pH inicial Repeticiones pH final 8 láctico/ kg MS 

5 ' . .., 3.80 + 0.01 34.96 + 0.46 
6 -:r ·-· · ·3. 80 + 0.01 7C:- '"""\~ 

-.:.•....J• k -..:• + 0.50 
7 3 3.80 + 0.01 35.40 + 0.47 
8 ' ::: • 80 + 0.01 34.08 + 0.88 ·-· 

Apli~ando la prueba de Tukey no se encontraron diferencias 
significativas (P>0 . 05) en f?l pH final para los tamaños de 
partícula estudiados, ·· sin embargo para la formación de 
producto se encontraron diferencias significativas para los dos 
tamaños mayores (Tabla 5.8). La cepa empleada no es anaerobia 
estricta, es posible 9ue al aumentar el tamaño de particula 

.. _ ... - -
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aumenten l os esp a cio vacios y la concentra ción de ox igeno 
facili t ando la p roliferaci ón de microorgani s mos aerobios 
compitiendo po r e l mis mo s ustra to. 

Tabla 5. 8 Efec t o del t a ma ñ o d e p articul a en el ensila j e de y uca 
a 72 ho ra s d e f ermentac ión 

dp <mm) Repe t ic iones pH f inal g láctico / kg MS 
promedio 

0 . 20 3 3 .83 + 0 . 0 2 35. 7 5 + 0 .67 
0 .44 '":!" 3 .84 + 0 .01 36. 19 + 0 .47 ·-· -
0 . 7 0 '":!" 3 .85 + o. 03 3 6.07 + 0.28 ._, 

2 . 0 3 . .::, 3 .80 + 0 .01 28.39 + 0 .57 --
'":!" 19 ' 3 .80 + 0 .01 26.84 + 0 .04 . .., . ._, -

El pH in ici al pe r mite r angos r el at i v a men t e amplios p ara 9ue la 
fer men taci ón s e l l e v e a cabo e x itosa mente en las condiciones 
i ndustr i ales, sin e mb a r g o u n tamaño d e pa rticula e xcesi vamente 
g rande p ueden llega r a ser u na limitación. 

5.4.2 Efecto de la adicion de calcio, ni trogeno y fibra 
Los re9uerimientos nutricionales de las bacterias lácticas son 
altos, por lo cual requieren el suministro de ciertos nutrimentos 
especiales, como pueden ser algunos aminoácidos y vitaminas, 
asi como también algunos cofactores para su sistema 
enzimático. 

para el desarrollo de la 
(Rogers, 1978 et al, 
enriquecer el medio 

tener una relación 

Relaciones de C/N bajas son favorables 
fermentación láctica en cultivo sumergido 
Gómez y Coronado- Vega 1983), se puede 
adicionando sulfato de amonio hasta 
carbono/nitrógeno favorable ( 30) respecto 
yuca ( 136). 

a la original de la 

Por otra parte, Raimbault (1980) estudiando el crecimiento de 
hongos filamentosos en medio sólido, indica que la 
fermentación esta limitada por el contenido de humedad y propone 
la adición de bagazo de caña que puede soportar hasta 4 veces su 
peso de agua. 

Además, el 
fermentación 
estableció 

calcio 
láctica 

que la 

es un cofactor 
<Sharpe, 1981), 

adición de hidróxido 

importante para 
Pozo en 1983 
de calcio es 

la 

importante para el ensilaje de y uca enriquecida, sin embargo en 
esa ocasión no se separó .el efecto del ión del control de pH 
por la a dición de la base. 

Asi se 
sulfato 

estudió el efecto de la adición de cloruro de calcio, 
de amonio y bagazo de caña en el ensilaje de yuca. Los 



niveles 
siguiente 

CaCl:2 
< NI-L4) 2S04 
Bagazo de 
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de adición de cada una de las va riables s e fijó de la 
f orma (g/kg materia fresca ) : 

o y 5 
o y 17 

caña ..,. e:- y e:-,..., e:-
.... ) ..J ..;_.;. . ..; 

Se diseñó un experimento factorial completo con 3 variables y 2 
niveles, las 8 experiencias se realizaron por triplicado. S e 
emplearon microsilos de laboratorio con capacidad de 500 g, 
utilizando y uca seca con un tamaño de pa rticula menor a 10 mm, 
las condiciones del ensayo e inoculacion están describen en la 
sección 3.1.5 y 3.1.6., a excepción del contenido de humedad 
9ue fue de 65 %. En los casos de adición de bagazo el tama~o de 
particula de la fibra fu e similar a l de la y uca. 

La va r iación 
cor ~· epond 1eron 
·similares a los 

d e áci do 
a Pe ~·f i l es 

presen-cados en 

láctico y 
tipicos de 
la figuras 

pH 
la 

S. 1 

en el t iempo 
-fermen taci ó n \/ 

a )l b. 

El análisis de r egresión se realizó con las v ariables 
i ndependientes codificadas en ·-1 y +1, la variable de r espuest a 
fue la formación de ácido láctico durante la fermentación. 
Para cada tiempo los resultados obtenidos fueron expresados en 
base a materia seca total y yuca seca y analizados mediante una 
regresión multilineal de primer orden tomando en cuenta los 
efecto cruzados de la variables, ajustando el modelo empírico: 

donde: 
X1 
X2 
X::s 

= 
= 
= 

Cloruro de calcio 
Sulfato de amonio 
Bagazo de caña 

En las Tablas 5.9 y 5.10 se muestran los resultados de los 
coeficientes de las regresiones. En el Apendice IV se muestran los 
datos completos de pH y formación de ácido láctico para cada 
uno de los tiempos de la fermentación. 

Cuando la formación de ácido láctico fue expresada en 
términos de materia seca total, se observó 9ue 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, inaicando la importancia de la fuente 
nitrogeMada en las primeras horas de la fermentación. 

En el caso de los resu~tados expresados en base a yuca seca, se 
observó 9ue los coeficientes cuyos intervalos no pasaron por 
cero correspondian a la · adición de bagazo de caña. Asi 
mismo aumentaron las correlaciones de las regresiones pasando de · 
0.55 a 0.70 al final de la fermentación, con los datos 
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expresados en base a materia seca y yuca seca respectivamente. 

La adición de s ulfato de amonio y cloruro de calcio, tuvo poco 
efecto sobre la acidificación, sin embargo el efectodel bagazo 
de ca~a, aumentó la formación de ácido. Bajo estas 
condiciones las necesidades de los lactobacilos en el ensilaje 
están cubiertas por la propia yuca en lo 9ue respecta a los 
re9uerimientos de calcio y nitrógeno (Okigbo, 1980). 

Tabla S.9. Coeficientes codificados de la regresión 
multilineal en base a materia seca total 

COEF 21 
TIEMPO <Horas) 

44.5 

Ao 11.35 21.23 
A1 -0. 07 -1.25 
A 2 1. 21 0.74 * 
A3 -0. 0 4 0.41 
A .... 0.53 0.02 
Ai!!'S 0.50 0.48 
A.r.. ú.49 -0.54 
R 0.26 0.67 

Ao Término independiente (Y) 
A1 Calcio A.... Ca-N 
A2 Nitrogeno Ai!!'S: Ca-Fibra 
A3 Fibra A.: N-Fibra 

68.5 93 

25.04 26.33 
-0.95 -0.85 
0.34 0.90 
1. 06 1.88 
0.40 0.07 
0.20 (>. 23 
o.os -1.26 
0.57 0.54 

R Fracción de la varianza total 9ue es explicada por el modelo 
*: Coef. cuyo intervalo de confianza no pasa por cero 

Tabla 5.10 Coeficientes codificados de la regresión 
multilineal en base a yuca seca inicial 

TIEMPO (Horas) 

COEF 21 44.5 , .68. 5 93 

Ao 13.58 25.87 30. 12 31. 59 
A1 -o. 12 -1. 43 -1.02 -0.87 
A2 1.32 0.62 0.05 0.77 
A::s <). 33 1. 46 * 2.36 * 3.26 * 
A .... 0.02 -1.26 -0.98 -1.51 
A!5 ·. 0.30 -0.01 -0.73 -(>. 32 

A"" 0.67 -0.44 0.36 -1.07 
R 0.216 0.75 0.77 0.69 

Leyendas como en la Tabla 5.9 
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Se analizaron l as medias de formación de ácido lác tic o al 
final de l a fermentación agrupando los dos niveles d e adición 
de f ibra (Tabla 5.11), c on la h ipótesis de Ua }Ub, c on va rianzas 
d esconocidas y estimadas por la de l a muestr a . Se e .ncontró 9ue 
l a producción de ácido se f avorece con la adición de fi bra. 
en cual9uiera d e las b ases e n 9ue se expresen los resultados. Los 
valores de pH en todos los casos fue menor a 4. 

Tabla 5 .11 Análisis de medias de la producción f inal de 
ácido láctico en el ensilaje de yuca adicionado con fibra a 10 
y 15 '1/. base seca. 

Niveles de bagazo 

F·romed io 
Desv. st d 

(g/k g ) 
(g/kg) 

No. muestras 
Confiabilidad (%) 

Incremento ( '1/.) 

BASE YUCA SECA 
( +) 

3 4.85 
2.89 

12 
9 5 
25 

( - ) 

27.90 
4.45 

12 

BASE MATERIA SECA 
(+) ( -) 

28 .1 2 

12 
95 
15 

24 . 44 
2 . 88 

12 

El efecto favorecedor de la fibra se puede deber a azúcares 
residuales del bagazo de ca~a de azúcar. Es posible también 
9ue la fibra actué como reservorio de agua en el ensilaje, 
propiciando el desarrollo de la bacterias en ese soporte. Sin 
embargo la adición del bagazo no es una práctica común en la 
elaboración de silos, y en todo caso su nivel de adición 
estará sujeta a los re9uerimientos nutricionales del animal 
consumidor. 

5.4.3 Correlacion de pH y acidez total ti tulable 
Con el propósito de tener un método sencillo para realizar el 
seguimiento de un ensilaje homoláctico, se desarrolló una 
correlación empirica entre los valores de pH del medio y la 
concentración de ácido láctico/~a MS <P) medida como acidez 
total titulable <ATT). Se tomaron datos de muestras 9ue habian 
sido preparadas en cond ic i_ones 1 igeramente diferentes, aun9L1e 
todas ellas inoculadas con L. casei. 

En la figura 5.5 se muestran los 200 pares de datos usados para 
relacionar el pH con la ATT en el ensilaje. La tendencia de la 
curv~ f ue aproximada por una adaptación del modelo mecanistico 
<Draper y Smith, 1981): 

donde 

Q.el:! - ~,·· ( a - pH) 
dP 

la velocidad de disminución de pH es proporcional al valor 
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de pH º una cierta concentración de ;:iroducto y "a" es el v alor 
l imite de pH alcan zado y K es la c onstante de acidificación. 
El val or inicial de pH (p Ho) esta dado por : 

pHo = a (1 + b) 

Los p arámetros 
(1 963) usan do la 

f ueron estimados con el algoritmo de Mar9uardt 
fo rma integrad a del modelo: 

pH = a 1 + b e :-:p k F') ) 

Los val ores de los pará metros fueron: 

a -- 3 . 7362 
b = 0.7477 
f::: -- O • 1 O 1 .-:.:¡, 

el c oeficiente d e ccrrelación fu e de 0 .9687. 

Por ot ro ladoi a través de la e cuación de Hencierson Hasselbac k 
(Lenh in g e t~, 1972 ) : 

pH = pK + log i~a.U. 
(Acido) 

se relaciona el pH con la 
conjugado lactato ácido 
empirica del pH vs ATT, 
amortiguadora del medio con la 

capacidad amortiguadora del complejo 
láctico y con la relación 
se puede asociar la capacidad 

ATT y el pH (Fig. 5.6 a y b). 

Así el nivel de á cido láctico 9ue minimiza los cambios de pH 
posteriores es de aproximadamente 27.5 g/kg MS. Este un criterio 
de seguridad en la conservación del material ya 9ue la actividad 
posterior de microorganismos indeseables se verá disminuida. 

En la figura 5.6 b se comprueba 9ue cuando las proporciones del 
conjugado ácido-base son iguales, el pH del medio se aproxima al 
valor del pK (3.84) del ácido láctico. 

La medición simple del pH puede ser un indice cualitativo de 
la calidad de la ferment~ción del ensilaje, pues cuando la 
fermentación sea típicamente homoláctica el pH tenderá al 
valor del pK, pero cuando o curran desviaciones de la via 
fermentativa y se formen otros productos, el pH del medio 
probablemente será mayor y a 9ue por ejemplo el pK de ácido 
acético · es 4.76. del ácido propiónico 4.87 y el del ácido 
butirico es 5 .63 (Lenhinger, 1972). 



5.5 Efecto de la temperatura 

,..., 
I I 

La dep en den c ia d e l a a c id ific a ci ó n con l a t e mp eratura e s un 
aspec t o 9 ue no ha s ido report ado para e l e n s il aj e e n la 
l i tera t u ra , y 9 ue d e sd e u n pun t o de vi s ta d e b i oi ng en i erí a e s 
nec esario p a r a e l d i se~ o de l os s il o s c omo bioreactores de 
-fe rment a ci ó n. 

El e nsila j e s e e studió en base a los mismos criter i os 9ue e n e l 
punto 5 .3, e s d e ci r: 

a ) Veloc idad de acid if icación 
b ) Valores fi nales de p H y concentración de ácido láct i c o 
e) Pat rón f e rmentati v o 
d) Consumo d e s ustrat o y rendimi e ntos a parentes 
f) Evaluac i ón de l crecimi e n t o 

Se r ea lizó u n e st udio d el e fec t o d e la t empe r a t u r a e n la 
cinética d e la f ermentaci ó n de l e ns i l aj e d e y u c a bajo 
c ond i c ion e s i so térmi c as . Las temperaturas probadas fu eron 25 . 
30 , 3 5, 40 y 4 5 ·e con u na vari a ci ón d e 0 .1 ·e en s u control, la 
i noc ulación del microsilo fue al 10 % V:P c o n Lact ob a c i l lu s 
c asei. Estas expe r iencias se r eali z aron c on yuc a seca, con u n 
tarna~o de particu l a de 20-3 0 mallas, y 9ue posteriorment e fue 
humedecida al 50 % para el ensayo, se emplearon microsilos de 5 0 g 
de capacidad con salida de gases tipo Bunsen. El detalle de l a 
metodologia de esta sección se describe en 3.1.5 y 3 .1.6. 

En cada cinética existieron 
cada tiempo se tuvieron 
realizaron por duplicado. 

tantos microsilos como muestras y en 
2 repeticiones, los análisis se 

5.5.1 Acidogenesis 
En esta s ección 
diferentes niveles 
ácido láctico y la 

se analizan los 
de temperatura, 

disminución del pH. 

resultados del ensilaje a 
en base a la f ormación de 

La determinación de ácido láctico fue por titulación de 
acuerdo a la razones ahi expuestas en 5.3. 

En las Fig 5.7 a y b se observan la cinética de formación de 
ácido láctico y pH, para . las 5 temperaturas ensayadas. Se 
aprecia 9ue la velocidad inicial de acidificación y de descenso 
del pH, asi como la formación final de producto depende 
fuertemente de la temperatura (Tabla 5.12). 

Comparando la formación final de producto y aplicando la prueba 
de T~k~y se encontra ron diferencias signific a tivas <P< 0. 0 5), en t r e 
todas las temperaturas e xcepto para la comparación de 2 5 y 35 
·c . · se encontraron d iferehcias significativas <P <0.05) al comparar 
el pH final de 45 ·e . con cual9uiera d e las otras tempera t u r as 
ensayadas. 
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Tabla 5.12 Efecto de la temperatura en las ci néticas de pH y 
ácido láctico en el ensilaje de yuca in ocu l ado con L case i 

Temp 
( , e) 

-:,- c:;­
'••) ...J 

40 
45 

Repet 

6 
7 

12 
1 1 

\) ma :-: a c '~ 
g_ a c L:1.c t i_c o 
k9 i1S hr 

l. 23 
l. 83 
2 . 47 
2 . 06 
l. 31 

F· final ·* * 
9.. ac lac t ico 
k9 l"IS 

30.68 + 0 .22 
::::;2. 3 8 + o. 43 
::. 1 • 41 + O. 20 
26.60 + o. 10 
14.80 + o. 10 

Vma x pH * pH f inal 
eH 
h r~ 

o. 13 
0 .1 7 
0.20 
0 .18 
0.14 

3 . 89 + 0 .02 
3 .84 + 0 . 01 
::::; . 74 + 0 .02 

4 ' ,Cl . ..:.. , 
+ 0 .02 
+ 0 . 01 

* Estimada linealmente en las pr ime ras 9 horas de fer mentación 
** Promedio d e las observaciones al final de 

la ferment ación, de l 3s 4 8 a 72 horas . 

As i la ma yor velocidad inicial de la fe rmentacin s e registró a 
3 5 ·e , mientras que a 30 se encontró la mayor acumu lación de 
á cido láctico. 

A temperaturas bajas (25 ' C) la fermentación es lenta p e ro 
alcanza niveles de acidez aceptables (2.6 % BS> y un pH menor a 4, 
sin embargo a temperaturas altas (45 ' C) la fermentación se ve 
seriamente afectada y a que el nivel de acidez alcanzado es 
sumamente bajo (1.5 % 8S) y el pH elevado (4.4). 

Los resultados anteriores indican 9ue para el caso del ensilaje de 
y uc a inoculado con lactobacillus casei el óptimo de la 
f ermentación oscila entre 30 y 35 ' C, siendo una fermentación 
lenta a una temperatura menor pero v iéndose seriamente 
perjudicad~ a temperaturas mayores de 40 ' C. 

Esto indica 9ue en el caso de no tener lactobacilos 
termotolerantes en el ensilaje y presentarse un calentamiento en 
la masa, no se alcanzaria la acidez y el pH necesario para 
conservar la yuca en húmedo por un . periodo prolongado. 

5.5.2 Patron fermentativo 
El análisis de los diferentes productos encontrados en el 
ensilaje incubado a diferentes temperaturas se indica en la Tabla 
5. 14 

... 
A medida 9ue la temperatura se aleja del óptimo de L casei, 
e l patrón fermentativo del ensilaje se aleja de un 
comportamiento homoláctic~, como se aprecia en la disminución 
de Indice de Flieg <Tabla 5.14). El análisis de este fenómeno 
resulta complicado y a 9ue interviene la dinámica de la 
microflora 9ue s e encuentra presente y 9ue se activa o desactiva· 
de acuerdo a la temperatura. Sin embargo debe tenerse en cuenta 

__ .. -
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9ue en e l caso de no tener cepas termotolerantes el patró n 
fermentativo se puede desviar. 

Tabla 5. 14 Incremento de metabolitos e n e l e nsilaje de y uca a 
inoculado con L . casei en f unción de la temperatura 

Metabolito T E 11 F' E R A T u F: A ( , e:, 
g/kg 11S ,-., ,= :::o -:-e=- 40 45 ..:....J -~•..J 

Etanol o. 6 nr 1 . . .::, 4. 7 ·-. o. 1 
Ac acetico l. 2 nr -: .. o. 1 o. 1 0.8 
Ac propionico ·•. o. 1 nr o . ..,. 

l. 6 o. 1 ._, 
Ac butirico 1 • 9 n r· 0.9 l. ::- (). 3 
Ac lactico 30. 7 -='" /"""\ 4 :31 4 26. 6 14. 8 . _ _:i ..::_. . 
1/. Ac lactico 89.ú 9 ·• i=-..:.. • ..J -~ 92. 4 

, ~ 
I / • 6 91. 9 

Indice Fl ieg 65. o 100. t) 80. o 7 0. o 80. o 

* Estimado en l a Ts.bl a e::- .. -~-. _, 

5.5.3 Consumo de sustrato 
En la figura 5.8 se aprecia la v ariación del contenido de 
azúcares solubles reductores residuales en la fermentación del 
ensilaje, en todos los casos se observa un descen s o del contenido 
de azúcares fermentables inicialmente (4 % BS) presentes en la 
yuca. La velocidad inicial de consumo de azúcares es función 
de la temperatura en todo el rango estudiado. 

Para los casos de 30 a 40 ' C y alrededor de las 25 horas de 
fermentación se observa un aumento en el contenido de azúcares 
reductores, empezando esta actividad cuando el contenido de 
azúcares es de 2 - 2.5 % BS. Este efecto puede deberse a: 

a) Que el material contara 
terminal reductor 

inicialmente con cadenas cortas de 
azúcares con 
b) Presencia 
1979; Teles et 

de azúcares solubles no reductores 
al 1980; Battisti et al 1981). 

(Teles et al 

c) Actividad amilásica en el ensilaje liberando glucosa o 
cadenas cortas de azúcares con terminal reductor 
d) Hidrólisis del almictón en ·medio ácido y temperaturas 
elevadas 

Sin embargo es necesario mayor trabajo básico para determinar 
exactamente la causa de este fenómeno. 

En general en la cinéticas de 30 a 40, y después de 30 horas, 
se aprecia 9ue a medida 9ue el almidón se hidroliza 9ue empieza 
a acumularse, por lo que puede inferirse 9ue este no es paso 
limitante de la fermentación, sino la transformación de la 
glucosa a ácido láctico. 

A pesar de la dificultad para esclarecer el fenómeno observado, 
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la producción de ácid o láctico 
a temperaturas menor e s a 40 ·c . 

el ni v el de pH f ue adecuado 

5.5.4 Evaluacion del crecimiento 
La evaluación d e l crecimeinto en esta etapa presentó l as 
mismas deficiencias 9ue se han expl icado pa ra el caso del estudio 
de nivel de inoc ulación (5.3.5), y en la Tabla 5.15, se observan 
l os i ncrementos e n los v alores f inales y máximos de ácidos 
nucleicos durante la fermentación. El va lor inicial fue de 1.15 
g/ kg MS, correspondiente al 10 % de inoculación. 

Tabla 5 .15 Va lores f inales y máximos de incremento 
de ácidos nucléicos en el ensilaje de y uca a 
inoculado con L . c as e i e incubad o a d iferentes 
b2mpera tLw a s 

Temperatura Má :-: 1mo Final 

3 C> 
-,-,:::-
-...:., ...J 

40 
45 

o. 
o. 
o. 
o. 
o. 

~~; 1 + 
1 1 + 
15 + 
14 + ·-
01 + 

' 8 !4F:N / k g 

() .. 03 
o. 01 
o. 02 
o. 02 
o. 01 

1'1S) 

( ;. () 9 + o . o~.::: 
(). 09 + o. 01 
o. 1 1 + o. 01 
o. 1 1 + o. 02 
o. 19 + o. 02 

De esta Tabla se aprecia 9ue el método de análisis de la 
biomasa. no fue el adecuado pues no permite establecer un patrón 
claro de crecimiento respecto a la temperatura. Sin embargo para 
temperaturas menores a 40 ·e se observó crecimiento y luego una 
fase de decaimiento a diferencia de 45 ·e donde no se observaron 
incrementos, sino 9ue continuamente el contenido de ARN 
disminuyó durante t oda la fermentación. 

5.6 Conclusion 
El efecto principal de la adición de lactobacilos al ensilaje de 
yuca, es un cambio del patrón heterofermentativo observado en la 
fermentación espontánea, hacia un patrón homofermentativo, 
lo 9ue implica pocas pérdidas de materia y energía por la 
formación de productos lig~dos a la putrefacción. SE 
determinó 9ue un inóculo de 1 % era suficiente para llevar a 
cabo el ensilaje, aun9ue se considera adecuado aumentarlo 
ligeramente (1-2%). 

La adición de cultivos de bacterias lácticas al ensilaje 
aumenta l a cantidad de ácido láctico formado hasta en un 75 %, 
y aum~nta la v elocidad de acidificación hasta en un factor de 
1.8 comparado con los silos fermentados con la flora natural. De 
la misma 
los silos 
amiláceo. 

I ~--•. -

f orma los valeres de pH alcanzados son menores a 4, en 
inoculados, asegurando l a conservación del material 
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La acidificación se realiza en forma mas eficiente en silos 
inoculados, en términos del consumo de sustrato, los 
rendimientos g lobales aparentes Y pis observados fueron de 0 .73 , 
signifi c ando un incremento de 80 % respecto a los no inoculados. 

En t érminos de los criterios bio9uimicos estudiados en la 
fermentación del ensilaje, es poca la diferencia entre utilizar 
yuca fresca a y uca s eca como materia prima de las experi e ncias, lo 
cual facilita métod o de estudio de este sistema. 

Si e :-:iste i r1 terés en evaluar el crecimiento bacteriano en el 
ensilaje deben buscarse métodos más sensibles para la 
evaluación de la biomasa de bacterias lácticas. 

Aunque el 
ferment a ción 
amp 1 io ( 5 
con é ;.: i t o. 

pH es un factor 
l áctica se encontró 

8 ) de pH inici a l se 

sumamente importante p ara la 
9ue en un rango bastante 

a puede llevar a cabo e l e nsila j e 

El efecto del 
evidente ,~ n 
fermentación. 

los 
t ama~o de partícula sobre la acidificación f ue 

tamaños mayores afectando adversamente a la 

Los re9uer1mientos de calcio y nitrógeno de la fermentación 
láctica en el ensilaje de yuca están cubiertos por la materia 
prima. La fibra tiene un efecto favorable en la fermentación 
aumentando la concentración de ácido láctico un 25 por 
ciento con la adición de 10 a 15 por ciento de bagazo de ca~a en 
base seca. Posiblemente el efecto este basado en la capacidad de 
absorción de agua y los azúcares residuales del bagazo. Sin 
embargo esta es una práctica poco común en los silos 
industriales. 

La temperatura tiene un efecto muy importante en las velocidades 
de la fermentación del ensilaje, asi como en la acumulación 
final de ácido láctico. A este respecto las condiciones 
óptimas en un silo inoculado con L. casei oscila entre 30 y 
35 ·e, también se observo 9ue el patrón fermentativo se 
desvia del homoláctico a medida 9ue la temperatura se aleja 
del óptimo. Haciendo notar 9ue· temperaturas menores afectan el 
patrón fermentativo, pero muy poco los niveles finales de 
ácido láctico y pH, mientra~ 9ue elevaciones de la temperatura 
afectan severamente tanto el patrón fermentativo como el nivel 
de acidificación y pH finales. En este sentido tal vez es 
recomendable el uso de bacteria~ termotolerantes. 

El •dise·ño adecuado de los silos y la conservación de la yuca por 
ensilaje, usando bacterias lácti'cas, presenta datos 
experimentales prometedores, 9ue merecen ser evaluados a escala 
comercial, como una alternativa importante en la disminución de 
pérdidas postcosecha en este producto. 
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CI NETI CA ACIDEZ TITULABLE YUCA 
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Fig. 5.1 Cinética de acidez total titulable (a) 
y pH (b) en el ensilaje de yuca a diferentes 
niveles ' de inoculación (J V:PJ con 
Lactobacillus casei. 
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RENDIMIENTOS APARENTES (Y P /S) 

~:::1 L ...... .... ¡. ···· ·+ ·· ·········· l· ···········+···········I············+ ···········!···········+ 
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.•· 

V 
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·=· 

.2 

0 

10 2 0 40 70 

T I E M F' O ( H O R A:::; ) 

Fig 5.3 Variacibn de los rendimientos aparentes 
de sustrato a producto en el ensilaje de yuca a 
diferentes niveles de inoculacibn (" V:Pl con 
Lactobacillus casei. 

INCREMENTO ACIDOS NUCLEICOS 
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Fig 5.4 Variacibn 
acidos nucleicos 

diferentes niveles 
Lactobacillus casei. 

del · crecimiento expresado en 
en el ensilaje de yuca a 

de inoculacion (" V:P> con 
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Fig 5.5 CorrelaciOn del 
Total Titulable para el 
adicionado de Lactobacillus 

pH y la Acidez 
ensilaje de yuca 
casei 
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CAP AMORTIGUADORA RELATIUA ..,....-------. 
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Fig 5.6 VariaciOn de la relacibn ácido 
líctico/ (~ctato en el ensilaje de yuca dicionado 
con Lactobacillus casei en funciOn de la 
Acidez Total Titulable <a> y del pH del medio (b). 
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CINETICA ~CIOEZ TITULABLE YUCA 
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Fig 5.7 Cin~tica de acidez total titulable <a> y 
pH <b> del ensilaje de yuca en funciOn de la 
temperatura, adicionado de 10 % V:P de 
Lactobacillus casei. 
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Fig 5.8 Variacibn del contenido de az6cares 
reductores en el ensilaje de de yuca a diferentes 
temperaturas, adicionado de 10 % V:P de 
Lactobacillus casei . 
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CAPITULO 6. SIMULACION Y ESCALAMIENTO DEL ENSILAJE 

6.1 Simulacion del ensilaje 
La conservación de alimentos por ensilaje es un proceso 9ue ha 
sido poco estudiado desde un punto de vista de bioingeniería y 
las aportaciones más importantes en el ensilaje han sido en 
nutrición animal, 9ue es su principal aplicación. 

En esta sección pretendemos contribuir al estudio del ensilaje 
desde u n punto d e v ista de bioingeniería, concretamente 
planteando y comprobando modelos cinéticos para su simul a ción. 

En este aspecto, los únicos a ntecedentes c ercanos son l os 
numerosos r eport e s a cerca d e la simulación del cultivo s umergido 
de l a f ermentación l áctica (Ver 2.5. 1 ), aun c onsiderando las 
diferencias e ntre el c ulti v o s umergido y el sólido, decidimos 
con s i derar i nici a lment e est o s model o s reportados pre v i a men t e. 

Es t o s model o s son con jun t os de ecuaci o nes diferenci a les o rdinarias 
simultáneas d e p rimer orden y no l ineales, con una serie de 
constantes r el a cionando a las v ariables: biomas a CX> , sustrato 
( S) y producto CP ). Para poder validar c ual9uiera de esos modelos 
es necesario contar con determinaciones precisas de X, S y P. 

Debido a la poca sensibilidad de los métodos empleados en la 
determinación de la biomasa (Ver 5.3.5 y 5.5.4) no fue posible 
cuantificar el crecimiento micrcibiano en forma precisa. Esto 
impone una dificultad seria en la simulación ya 9ue la biomasa 
es la parte activa catalítica de la fermentación. Por otro 
lado, la determinación de azúcares presentó cierta 
incertidumbre debido a la presencia de azúcares no reductores 
fermentables en la yuca (Ver 5.5~3). 

Lo anterior dió lugar a un cambio de estrategia para la 
selección del modelo, haciendo consideraciones realistas 
acerca de las variables 9ue es posible medir en el ensilaje .de 
yuca. Se seleccionó al ácido láctico como la variable 9ue 
seria útil para la simulación y 9ue a la vez es sumamente 
importante para el ensilaje. Para validar este tipo de modelos 
cqntábamos con datos de cinéticss experimentales de ácido 
láctico en función del tamaño de inóculo y de la 
temperatura. 

Examinando las gráficas de los datos experimemtales (Fig. 5.1a y 
5.7a) se observan algunas caracteristicas comunes, es decir las 
curvas son de tipo asintótico sin cambio aparente de curvatura. 
Se probaron algunos modelos como logistico, ley de potencia y 
diversos modelos asintóticos <Draper y Smith, 1981 y Ratkowsky, 
1983). Dos modelos dieron resultados satisfactorios. 

El primero 
simetría e n 

e s 
e l 

una v ariación del 
punto de inflexión, 

modelo logistico pero sin 
este modelo ha sido usado 
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para estudios poblacionales 
Gompe1--·tz <Draper y Smith, 1981; 

de animales, es decir el modelo de 
Ratkowsky, 1983): 

Rp = dP = k F' 
dt 

donde A representa a la formación máxima de producto y k es la 
constante especifica de la fermentación. En su forma integrada 
el modelo se expresa c omo: 

P = A exp <-B exp <- k t )) 

donde 
de: 

las condiciones in iciales CP o) se pueden conocer a través 

Po = 109 ( (.:¡ - B ) 

El segunco e s un 
de monomolecular 
acidificación e s 
ácido 9ue se va a 
Smith (1981): 

modelo mecanistico, conocido como una f uncicn 
d e acidificación, donde la velocidad d e 

d irectamente proporcional a la cantidad de 
formar~ este modelo es presentado por Draper y 

Rp = f!.E. = k ( A - P) 
dt 

donde A representa la concentración máxima de producto y k es 
la constante de reacción de la fermentación. En su forma 
integrada el modelo es: 

P = A < 1 - 8 e:-: p < - k t ) > 

donde las condiciones iniciales (Po) están dadas por: 

Po= A <1 - B> 

Los parámetros de ambos modelos fueron estimados por el método 
de Mar9uardt (1963), usando las expresiones integradas y datos de 
producto y tiempo, en la Tabla 6.1 y 6.2 se presentan los 
resultados de las regresiones no lineales para ambos casos. 

Los dos modelos 
satisfactoria de 
promedios de las 
6.1 y 6.2). 

estudiados presentaron una predicción 
los datos experimentales, reflejándose en 
desviaciones de la predicción pe9ue~os (Tabla 

Es importante hacer notar 9ue el parámetro A en los dos modelos 
se refiere a la concentración máxima de ácido láctico, sin 
embargo no es posible establecer comparación entre las k's de 
los modelos, y a 9ue en el caso de Gompertz se trata de una 
constante especifica de acidificación, mientras 9ue en el 
modelo mecanistico se trata de una constante de reacción, de 
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igual forma solo se puede decir 
incluidas las condiciones iniciales, 

9ue en el parámetro B estan 
aun9ue de diferente manera. 

Tabla 6.1 Resultados de la estimación de parámetros del 
modelo de Gompertz aplicado a la cinética de ensilaje 
en función del inóculo y la temperatura. 

A B k DT 

Inóculo ( '1/.) @30 · r w 

o 15.3566 5.7765 o. 1336 1. O l 
1 ,..,-, 

.,.;_ I • 1108 4. 1i=□o ....J /W 0.2096 0.65 

' 28. 1144 3.0082 o. 1685 0.68 ·-· 
5 28.3280 2.8825 o. 1762 1.03 
10 29.9765 2.4264 o. 1624 l. 87 

Tempera tu1-~a ( , ¡- -) @10 ., Io ._,, ; . 
~,i= 
.::.....J 26.771() 3.2898 o. 1--:,i= •-:• 

~._J~ 1. 0 5 
30 29.9765 2.4264 o. 1624 1 .87 ... 
--:,-i= 
.,.:1,.J 26.9847 2.8533 0.2219 1.55 
40 26. 1650 2.5770 0.2416 0.81 
45 14.4625 2.4611 0.3336 0.49 

DT Promedio de las desviaciones en la predicción 

Tabla 6.2 Resultados de la estimación de parámetros del 
modelo mecanistico aplicado a la cinetica de ensilaje 
en función del inóculo y la temperatura. 

A B k DT 

Inóculo ( '1/.) @30 'C 
o 21. 1725 1.0366 0.0288 2.81 
1 29.5605 1.0570 0.0570 2.25 
3 29.9539 1.0292 0.0786 0.54 
5 30.1242 1.0182 0.0838 0.44 
10 31.7873 0.9893 0.0844 0.10 

TemperatL1ra < , C) @10 'l. lo 
25 29.9371 1.0335 0.0528 1. 23 
30 31.7873 0.9893 0.0844 o. 10 
35 28.0952 1.0187 0.1129 0.96 
40 26.7635 1. 0067 o. 1380 0.06 
45 14.7160 0.9941 0.1989 o. 10 

DT Promedio de las desviaciones en la predicción 

La interpretación y 
resultan muy claras 

aplicación del modelo mecanistico no 
para el caso de la fermentación láctica, 

,I 
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ya 9ue no es aplicable para un proceso autocatalitico como es la 
fermentación. 

Por otra parte, el modelo de Gompertz tiene cierta analogía con 
la inhibición 9ue s e presenta en la fermentación láctica 
(Luedeking y Piret, 1959), y a 9ue la forma no disociada 
(protonada) del p roducto es el principal inhibidor de la 
fermentación y esta forma iónica cambia en forma logaritmica 
con el pH, de ahi la justificación del término logarítmico 
del modelo de Gompertz. Por lo anterior decidimos seleccionar 
este último modelo para caracterizar la cinética del ensilaje 
de yuca inoculado con lactobacilos. 

En las figuras 6 .1 y 6.2 se pueden a preciar la comparación de 
los datos experimentales con la predicción del modelo de 
GomPertz en función del tama~o de inóculo y de la temperatura 
r espectivamente, a hi 5e o bser~ a 9ue el perfil del modelo sigue 
de c erca l a tendenc ia d e l os datos e xPerimentales durante las 
priemras h oras d e l a f ermentación, sin embargo al f inal de l a 
fermentación el , modelo predice valores menores en la 
concentración final de ácido (Tabla 6.3), esto es mas notorio 
para 25, 30 y 35 ' C y para 5 y 10 % de adición de inóculo. 

Tabla 6.3 Efecto del tama~o de inóculo y la temperatura 
en la concentración máxima de ácido láctico 
observada y calculada por el modelo de Gompertz 

Producto má:-:imo 
Observado Calculado CA) 

Inóculo ('1/.V: P) @30 ' C 
o 15.86 15.35 
1 28.52 27.11 
3 29. 19 28.11 
5 33.05 28.32 
10 32.49 29.97 

Temperatura < , C> @10'l. lo 
25 30.68 26.77 
30 32.38 29.97 
35 31.41 26.98 
40 26.60 26. 19 
45 14.80 14.46 

El efecto de la inoculación en el modelo de Gompertz 
reflejado en el aumento de los valores finales de 
láctico (A) a medida 9ue se incrementa la adición 
lactobacilos (Tabla 6. 3) • Mientras 9ue los valores de k 

se ve 
ácido 

de 
de ' a ·-· 

'1/. de inóculo se mantienen prácticamente constantes <Tabla 

i= 
....J 
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6.1), a excepción del c aso de 1 % 9ue consideramos se debe a 
problemas ex perimentales. 

El efecto d e la temp e ratura se refleja en la formación final de 
Froducto dando l ugar a una curva con u n máximo alrededor de 30 
·e, pero los v alores c alculados son un poco menores a los 
encontrados experimentalmente <Tabla 6.3). Asi mismo, los 
valores de k aumentan al incrementarse la temperatura en el rango 
estudiado, a plicando la ecuación de Arrehnius se obteniene un 
valor de 49 6 61 J/g mol para la Energia de activación, 9ue 
está dentro del rango para procesos biológicos (Segel, _ 1976), 
para el caso del factor de frecuencia se ob tuvo un va lor de 28.237 
E06, en la g ráfica 6 .3 se aprecia la dependencia de k con la 
temperatura. 

Este mode lo sencillo de l a c inética d el e nsilaj e tiene 
li mitaciones fuer tes al no contemplar a l a biomasa. si n e mbargo el 
mode lo de Gomp ertz es s im ilar a los Propuestos ant e rio rmente 
•Y:ell er , Gerhardt, 1975 y Aborhey y Williamson 1.978) r.:i ara :,-; imular 
la fo rmación de p roducto e n la f ermentación láctica en 
cultivo sumergido: 

Rp = .Q.E'._ -- k P f ( P) 
dt 

donde f(F') es una función de inhibición, existiendo diferentes 
formas para este factor (Keller y Gerhardt, 1975; Aborhey y 
Williamson, 1978), pero en ningón caso para el ensilaje. 

Además de manera práctica y usando la correlación dada en. la 
sección 5.4.3 se puede relacionar facilmente el pH del medio con 
la acidez total titulable: 

P = - l 
1( 

ln 

donde K, a y b son las constantes referidas en la sección 5.4.3. 

Asi de manera sencilla,es posible seguir el desarrollo del 
ensilaje en el caso de un patrón homoláctico, y obtener mas 
datos experimentales para corregir este modelo en 
e:-:trapol ación a escala industrial. 

su 

Los modelos desarrollados para el ensilaje pueden servir para la 
simulación y diagóstico del proceso usando sistema expertos. 

6.2 Escalamiento del ensilaje 
Dado lo anterior e n este momento contábamos c an un modelo 
cinético sencillo del ensilaje en función de la temperatura y 
del tama~o de inócula, elementos importantes para la 
simulación y dise~o de silos industriales. 
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Por otra parte. durante la práctica del ensilaje se reporta 
calentamiento de la masa, sin embarqo no existen reportes donde se 
estudie de manera sistemát i ca este fenómeno a escala 
indt.!strial (SARH, 1984). 

Pnr lo tanto, como metodología de estudio establecimos 9ue los 
silos de grandes dimensiones podrían estudiarse mediante un 
balance de energía, usando un modelo pseudohomogéneo 
dinámico y unidimensional (Froment, 1972), en forma similar al 
empleado en 4.3.2. 

F'ara este 
3.1.7) con 
validar u n 
indLlstrial, 
p1--oc e so. 

p ropósito se dise~aron diferentes 
la f inali d ad de obtener datos 
modelo del ensilaje ~ue fuese 
asi se procedió a r ealizar el 

bioreactores (Ver 
experimentales para 
aplicable a escala 

escalamiento del 

Prev io a los ensay os se n 1c1eron a lgunas consideraciones 
termodinámicas, asi para un ensilaje homoláctico (via EMP, 
Doelle, 1975) con ó O '1/. de humedad :;;; e estimó 9ue si la cantidad 
de ácido láctico formado fuese de 3 '1/. (de acuerdo a nuestros 
resultados del capitulo 5), la temperatura máxima adiabática 
seria de 5.7 ·e aproximadamente. Por otra parte, suponiendo las 
mismas condiciones y el mismo consumo de azúcares (4 % BS), pero 
en el caso de una fermentación heteroláctica (via HMP, 
Doelle, 1975), la temperatura máxima adiabática seria de 4.2 
·c. En el caso de considerar la via de fosfocetolasa (Doelle, 
1975) para la fermentación heteroláctica seria de 18.5 ·c. 
Es importante mencionar 9ue estos cálculos depende fuertemente 
del contenido de humedad del medio ya 9ue afecta el valor de la 
capacidad calorífica. 

Esta información teórica indicaba 9ue probablemente el 
ensilaje no se calentarla significativamente debido a una 
fermentación homoláctica o heteroláctica con la presencia de 
etanol <EMP), sin embargo una fermentación heteroláctica via 
fosfocetolasa, es decir con la presencia de ácido acético, 
podria calentar el medio. 

Dadas estas consideraciones era necesario confrontar estos 
resultados teóricos con datos experimentales. Para este 
propósito nos propusimos realizar el escalamiento, poniendo 
atención en los problemas de generación 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 '1/. V:P, se estudiaron microsilos a niveles de 1, 
15, 40 y 90 k g c on relaciones L/D de 6, 3, 3, y 0.6 
respectivamente, como se indica la Tabla 3.2 y en la sección 
3.1.6. La relación L / D fue disminuyendo pasando de 6 hasta 0.6, 



a la 
90 kg 

vez 9ue se aumentaba 
respectivamente. 
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la cantidad de material pasando de i a 

Lo prototipos experimentales fueron mantenidas en cámaras con 
temperatura regulada a 33 + 3 ·e, a excepción del caso de 1 1 kg 
9ue se mantuvo a 30 ·e, en todas los casas se registró la 
variación de la temperatura durante la fermentación. El 
análisis de la acidez total titulable fue alrededor de 3 % BS 
para todos los casos, suficiente para lograr . la conservación. 

En los diferentes microsilos estudiadas, 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 la masa tendió a la temperatura del medio 
ambiente a medida 9ue la f ermentación procedía. Así se 
confirmó 9ue la fermentación homoláctica o pe9ue~as 
des v iaciones d e ella, no libera el suficiente c alor para elev ar la 
t emperatura d e l a masa del e nsilaje h asta un ni v el de 100 kg 
ap ro:-: i madamen t e . 

Pensando 9ue el fenómeno de calentamiento podría deberse a la 
respiración residual del tejido vegetal se realizó el ensilaje 
con yuca fresca y yuca seca a nivel de 40 kg y L/D de 3, sin 
embargo en ninguno de los dos casos se observaron gradientes de 
temperatura importantes como se aprecia en la figura 6.5. 
Indicando 9ue la respiración residual del tejido vegetal, en 
esta condiciones, tampoco origina un calentamiento importante en 
la masa. 

En este momento es posible establecer ciertas hipótesis acerca 
del fenómeno de calentamiento observada a escala industrial, 9ue 
en cual9uier caso re9uiere mayar estudia. 

Bajo condiciones reales 
ocasionar la formación 
fermentación acética puede 
de calor ser importante. 

la heterogeneidad del medio puede 
de espacio vacíos, don una 

ser favorecida y el desprendimiento 

Es posible 9ue la escala a la cual se hicieron los ensayos sea 
demasiado pe9ue~a para detectar elevaciones importantes de . 
temperatura, por lo 9ue seria necesario estudiar este fenómeno 
en los lugares donde se presenta, tomando en cuenta el patrón 
fermentativo y posiblemente también aspectos fisiológicos 
postcosecha. 

6.3 Conclusion 
La cinética de acidificación del ensilaje de yuca adicionada 
de Lact o bacillus casei fue caracterizada en función del 
tama~o de inóculo y de la temperatura mediante la adaptación 
del modelo de Gompertz a la formación de ácido láctico, 
tomando como variable unicamente al producto. 
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Este modelo c inético y la correlación de pH con la acidez 
total titulable permiten el s eguimiento del desarrollo del 
ensilaje homoláctico en escala industrial, y abre la oportunidad 
para f uturos estudios en este t ema. 

Por o tra parte, 
y heteroláctica 

s e determinó 9ue la fermentación homoláctica 

significativamente 
escala d e 10 0 kg. 

no desprenden s uficiente calor para elevar 
la temperatura dura nte el ensilaje hasta una 

Esto i ndica 9 ue s e re9uiere mayor traba j o de campo para estudiar 
el fenómeno de calent a miento en silos industriales, considerando 
tal v ez a spectos f isiológicos postcosecha y la a plicación de 
lactobacilos en e l ensilaje d e y uca p osiblement e deberá 
c ontempl ar el e mpl e o d e cep a s t ermotolerantes. 
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CAPITULO 7. CONCLUSION GENERAL 
En este trabajo se proponen alternativas a 
utilisación de la y uca ( Manihot esculenta) 
Fermentación Sólida, cubr i endo aspectos 
prácticos de bioingeniería. 

los p roblemas de 
mediante la 

novedosos y 

Concretamente se estudió el enri9uecimiento protéico y el 
ensilaje de la y uca para resolver los problemas de bajo contenido 
de proteínas y conserv ación en húmedo, r epectivamente. 

Los resultados se pueden dividir en dos partes f undamentales: 

a) Enri9uecimiento protéico 
Dado el amplio a ntecedent e microbiológico e xistente e n el 
cu lti v o de As pergillu s niqer en medio s ólido, se p lanteó y 
v alidó un mode l o ma temáti co d e t r ans f erencia y generación de 
c alor s eudohomogéneo □ 1nam1 c o u nidimensional. 
a dimens1onales (Pe y Bi ) e stima d os f ueron 
c oncluyó 9 ue 2 1 mecan ismo ci e t ransf e renci a 
e sencia l men t e c ond uc ti v o. 

Los n ú meros 
muy a ltos 

de c alor 
y 

e s 

El modelo puede servir para la simulación, dise~o y escalamiento 
de reactores estáticos, con geometrías cilindrica, 
cartesiana y toroidal, posiblemente también para reactores 
dinámicos con agitación intermitente, asi mismo con 

se 

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

Finalmente, este 
fermentadores en 
sean valiosos . 

b) Ensilaje 

modelo puede ser útil para el control de 
medio sólido donde los productos recuperables 

El antecedente microbiológico del ensilaje de y uca fue 
deficiente por lo 9ue se realizó un trabajo muy extenso en este 
sentido y finalmente se avanzaron algunas ideas sobre la 
simulación y escalamiento de este proceso. 

El amplio trabajo microbiológico realizado permitió establecer 
una metodolo9ia experimental para el estudio del ensilaje de 
materiales amiláceos. 

El efecto principal de la adición de lactobacilos al ensilaje de 
y uca, se refleja en un cambio del patrón heterofermentativo 
observado en la f ermentación espontánea, hacia un patrón 
homofermentativo, lo 9ue implica disminución de pérdidas por 
l a formación de productos ligados a la putrefacción. Se 
determinó 9ue un i nóculo de 1 % CV:P)era suficiente para 
llevar a cabo el ensilaje. 

La adición de culti v os de b acterias lácticas al ensilaje 
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aumenta la cantidad de ácido láctico formado hasta en un 75 %, 
y aumenta la v elocidad de acidificación hasta en un factor de 
1.8 comparado con los silos fermentados con la flora natural. Asi 
los valores de pH alcanzados son menores a 4, en los silos 
inoculados, a segurando la conservación del material amiláceo. 

La acidificación 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 % respecto a los no inoculados. 

En términos de los criterios bio9uimicos estudiados en la 
fermentación 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. 

Si ex iste 
ensilaje 
evaluación 

~nterés e n evaluar el crecimiento bacteriano en el 
deben buscarse métodos mas sensibles Para la 
de la biomasa de bacterias lácticas. 

El pH es un 
se encontró 
puede llevar 

factor muy importante pa ra la fermentación láctica 
9ue en un rango amplio (5 a 8) de pH inicial se 

a cabo el ensilaje con éxito. 

Al aumentar el tama~o de particula la acidificación se ve 
desfavorecida. 

Los re9uerimientos de calcio y nitrógeno de la fermentación 
del ensilaje de yuca están cubiertos por la materia prima. 

La adición de 1() a 15 por ciento de bagazo de caña BS aumenta 
concentración de ácido láctico Lln 25 por ciento. 

la 

Posiblemente debido a la capacidad de absorción de agua y a los 
azúcares residuales del bagazo. Sin embargo esta es una 
práctica poco común en los silos industriales. 

La temperatura tiene un efecto muy importante en las velocidades 
de la fermentación del ensilaje, asi como en la acumulación 
final de ácido láctico. A este respecto las condiciones 
óptimas en un silo inoculado con L. casei oscila entre 30 y 
35 ·e, también se observó 9ue el patrón homofermentativo se 
desvia a medida 9ue la temperatura se aleja del óptimo. 

Con el antecedente microbiológico realizado en este trabajo se 
simuló la cinética de acidificación del ensilaje adicionado 
de lactobacilos. 

La cinética fue caracterizada en función del tama~o de 
inóculo y de la temperatura mediante la adaptación del modelo 
de Gompertz, tomando como variable unicamente al ácido 
láctico. 
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Este modelo ci nético y la correlación de pH con la acidez 
total titulable permiten el seguimiento del desarrollo del 
ensilaje homoláctico en escala industrial y abre la oportunidad 
para futuros e studi os en este tema. 

Por otra parte, s e determinó 9ue la fe rmentación homoláctica 
y heteroláctic a no desprenden suficiente calor para elevar 
significativamente la temperatura durante el ensilaje hasta una 
escala de 100 kg . 

A partir de datos teóricos y r esultados experimentales se 
determinó 9 ue se re9uiere mayor trabajo de campo para estudiar 
el fenómeno de calentamiento en s ilos i ndustri a les y la 
aplicación d e l actobacilos en el ensila j e de y uca posiblemente 
deberá contemplar el emp l eo de cepas te rmotolerantes. 

El d i se~o ad ec Llad o de los silos y la conse rvación de la yuca por 
e nsi laje! u sando bacterias l ác ti cas, Presen ta datos 
e xp eri mentales P rome tedoresi 9 ue merecen s er e valuados a esc ala 
comercial, c omo u na alternativa i mp ortan t e e n la disminución de 
pérdidas postcos ec ha e n este producto. 

Los dos tipos de fermentaciones s ólidas a9ui estudiadas, son 
sumamente diferentes, ya 9ue uno s e trata de un proceso aerobio 
con hongos, mientras 9ue el otro es anaerobio con bacterias. Al 
inicio de este trabajo se partio de antecedentes directos muy 
diferentes para ambos procesos, en resumen y desde un punto de 
vista de bioingieria se lograron los siguientes puntos 
sobresalientes: 

Para el enri9uecimiento se estableció un metodologia de 
estudio de bioreactores orientada al escalamiento racional y 
cuantitativo, basado en nómeros adimensionales, similar a 
reactores cataliticos y 9ue permitirá aplicaciones con otros 
materiales, microoganismos y bio-reactores. 

Para el caso del ensilaje se destaca la conveniencia de utilizar 
pe9ue~os inóculos de bacterias lácticas para favorecer una 
fermentación adecuada. La cinética se caracterizó usando un 
modelo sencillo 9ue permitirá avanzar en futuros estudios a 
escala industrial. 

Los futuros trabajos 
estudio de diferentes 
asi como a l diseño de 
inoculantes. 

en esta rama tal vez deban orientarse al 
microorganismos aplicables al ensilaje, 

medios de cultivo para la producción de 
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L Clasificacion de modelos 
De acuerdo a las á reas del conocimiento es posible establecer 
diferentes clas if icaciones de modelos matemáticos (Fig. 1), para 
el caso de bioingenieria y siguiendo las recomendaciones de 
Tsuchiya et al. (1966) y Himmemblau ( 1969) se pueden establecer 
dos grandes clases de modelos en las ciencias naturales: 
Deterministicos y Estocásticos, la mayoria de los modelos en 
esta área del conocimiento son deterministicos ya 9ue hay una 
relación directa de causa y efecto, mientras 9ue los 
estocás t icos se b asan en las probabil i dades y distribuciones 
relacionadas con los even t os. 

Los modelos determini Asticos son los 9ue su hipótesis se cumple 
iMvariantemente bajo una gran cantidad de contextos, son tal vez 
los 9ue pueden elevarse a la categoria de ley (Modelos 
geométricos, tiro hiperbólico, caida libre de cuerpos, 
etc.). 

Los modelos 
(regresiones 
(biológicos) , 
comportamiento 
funcionalidad , 
dentro de u n 
proceso en s i, 

estocásticos pueden ser a su vez empíricos 
lineales, multilineales) y mecanisticos 

en esta clase de modelos se asume 9ue el 
d e l as variables i nvolucradas sigue una cierta 
s in e mbargo existen desviaciones 9ue se incluyen 
ci e r to error . Esto puede ser por i gnorancia del 
o por e r rores a leatorios (Himmemblau, 1969). 

Asi mismo l os model o s de c recimiento microbiano se p ueden 
di v idir en Segregados y Distribuidos, e n tanto se considere a la 
célula, y a sea i ndepend i ente (segregada) o uniformemente 
distr i bu i d a e n el medio a mbiente. 



115 

ESTOCASTICOS 

-[

ESTRUCTURADOS 

-[ 

SEGREGADOS 
NO ESTRUCTURADOS 

DETERM I ~-~ I ST I CDS { ESTF:UCTURADOS 
DISTRIBUIDOS 

NO ESTRUCTURADOS 

Figura 1. Clasificación de modelos en ciencias naturales. 
Adaptado de Himmenblau (1969) y Tsuchiya et al. (1 966) 

El estado fisiológico de los microorganismos influye el proceso 
f ermentati vo, e sta idea básica originó el desarrollo de los. 
modelos estructurados y no-estructurados (Tsuch iya . Frederickson y 
Ar is, 1966 ). de .?.cuerdo a la consideración de los componentes 
i nternos de la célula (estructurados) o simplemente considerarla 
como un ente homogéneo (no estructurados). 

Los modelos no-estructurados, desarrollados primero 
cronológicamente, consideran únicamente cambios en la biomasa, 
sustrato y producto sin considerar cambios 9uimicos, 
volúmétricos o geométricos en las células, es decir no 
toman en cuenta, el estado fisiológico de las células. En este 
caso la biofase es vista como un medio continuo, como si se 
tratara de un compuesto 9uimico en solución. La validez del 
medio continuo en ingenieria, requiere de la existencia de un 
g~an número de células en un volumen relativamente pe9ue~o 
comparado con el volumen total del sistema CBailley, 1977; 
Takamatsu et al, 1981; Holmberg y Ranta, 1979). 

Los modelos estructurados, adoptando la terminología de 
Tsuchiya, et. al. ( 1966), consideran el estado fisiológico de la 
células. Es decir tratan de determinar las relaciones de la 
biomasa, sustrato y producto, con otras propiedades biológicas 
de los microorganismos, como composición 9uimica interna de la 
célula, distribución de edades y tiempos de duplicación. 

-
Los modelos no estructurados son usados generalmente para dise~o 
de fermentadores, mientras 9ue los estructurados se emplean para 
estudios fisiológicos más finos. Sin embargo, en la 
actualidad, dado el desarrollo de los modelos y de la fisiologia 
microbiana, no es posible establecer una división radical entre 
estos dos tipos de modelos. 

2. Metodologia de desarrollo de modelos 
Previo al desarrollo del modelo debe existir un trabajo 
conceptual, concluyendo en el establecimiento de postulados o 
hipótesis de r egulación y control del desarrollo de la 
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fermen tación CFi g. 2) . 

CONCEPTOS BIOQUIMICOS 
♦ 

----•HI POTESI S DE TRABAJO 
♦ 

FORMULAC ION DEL MODELO 

• EVIDENCIA ♦E XPERIMEN~ EXF'F:ESIONES 

s□Lucr □N NUMER I CA - LsALANCES DE 

+ ESTIMACION DE PARAMETROS Y ENERGIA 
NO GRADO AJUSTE ~ -------.~• 

ALCANCE DEL MODELO 

Figura 2. Metodología 
bioingeniería 

del desarrol lo 

CINET I CAS 

MASA 

de modelos 

Con estas premisas es posible f ormular un mode lo 9ue esté 
integrado por expresiones cinéticas generales de reacción del 
material biológico. 

Posteriormente se pueden establecer balances de masa y energia 
en las sistemas apropiados, para las variables involucradas, 
definiendo sus condiciones iniciales y de frontera. 

En este momento es importante evaluar las dificultades prácticas 
para observar las variables del modela, consideración 9ue si es 
dejada al margen, puede dar lugar a modelos difíciles de 
corroborar. 
El modelo se comprueba a través de la comparación de datos 
calculados y experimentales, por medio de la modificación de los 
parámetros involucrados, la validez del modelo está 
relacionada al grada de ajuste con la evidencia experimental y a 
valores adecuados de la constantes involucradas. Esta parte de la 
metodología es iterativa, y siempre existe la posibilidad de 
modificar el modelo y repetir la evaluación, finalmente al 
terminar la evaluación se analiza el alcance y limitaciones del 
modelo desarrollada. 

Es importante 9ue durante 
interacción constante entre 
matemática. 

3. Estimacion de parametros 

el desarrolla del modela exista una 
la parte experimental y la parte 

La comprobación de modelos deben pasar por una etapa muy 
importante 9ue es la estimación de parámetros, y par esta 
razón en esta sección se s~brayan los puntos sobresalientes. 
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Los modelos cinéticos a9ui presentados incluyen ecuaciones 
diferenciales ordinarias CEDO) con condiciones iniciales, 
matemáticamente esto se conocen como problema de valor inicial 
<PVI). En ocasiones dada la complejidad de las EDO, no siempre es 
posible encontrar una solución analítica, por lo 9ue 
frecuentemente se recurre a computadoras digitales para resolver 
el problema númericamente. 

La comprobación del modelo i mplica la integración y la 
comparación de los valores calculados y experimentales. La forma 
de la solución depende del valor de los parámetros, esto es un 
problema serio, y a 9ue los parámetros en sistemas biológicos 
no permanecen constantes por periódos largos de tiempo, a demás 
9ue las expresiones pueden s er no l ineales(Holmberg y Ranta, 
1979 ) • 

Un criter i o 
paramet r'OS. es 

que g eneralmente 
minimiz a r la suma de 

se acepta 
cuadrados: 

1'1IN J = <Zi - Zi) 2 

Para f2st i mar l os 

esto se 
(steepest 
algoritmo 
garantiza 
criterio 
iniciales 

puede realizar a través del método del gradiente 
descendt) y de Gauss-Newton, desarrollado en el 

de Mar9uardt (1963 ) , este método es muy poderoso y 
convergencia y unicidad en la solución, bajo el 

de estimación, aun9ue depende mucho de los valores 
de los parámetros. 

Otras técnicas 
métodos de 
linealización 
diferencial o 
Tsao, 1972) • 

de estimación de parámetros, consiste en 
bús9L1eda directa (Rosenbrock), o por 

de la expresiones cinéticas, ya sea en forma 
integral CLineweaver-Burk; Eadie-Hofstee; Hanson y 
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L MEDIO DE ROGOSA MODIFICADO <Sharpe, 1981) 
Componente 9/l 
Peptona 10.00 
E>:t. levadLlra 
De:-: t r'osa 
Sacarosa 
Acetato de sodio 
Citrato de amonio 
Fosfato monopótasico 
Sulfato de magnes i o 
Sulfato de manganeso 
Sulfato f erroso 

5.00 
10.00 
5.00 

15.00 
2.00 
6.00 
0.60 
0.1 0 
0.03 

Se ajLlsta el pH a 5.5 con ácido acético glacial 

2. MEDIO DE CONSERVACION DE HONGOS (Hue r ta S. , 19 84 ) 
Componente g / 1 
Harina d e yuca t amizada 
Sul f ato d e amonio 
Fosfato monopot a sico 
Urea 
Agar 

Procedimiento: 

2 0 

1. 0 
1. O 

15.0 

La mezcla se hierve durante 10 minutos, excepto el agar, se deja 
enfriar y se ajusta el pH a 5 - 5.5 con ácido fosfórico. 
Se calienta suavemente y se adiciona el asar. 
Se esteriliza a 1 kg/cm 2 durante 30 minutos. 
Una vez fria el medio se inocula con esporas por azada, y se 
incuba por 5 dias a 35 ·c. 

3.MEDIO DE ESPORULACION <Huerta S. 
Componente 

1984): 
8 o ml 

100 
8 

Harina de yuca tamizada 
Sulfato de amonio 
Urea 
Fosfato monopótasico 
Agua 

Procedimiento: 
Las sales se disuelven en 
lentamente, procurando formar 
La pasta se distribuye en 
matraces Erlenmeyer de 250 ml, 
El medio se esteriliza en 
kg/cm 2 • 

2 
4 

230 

el agua y se a~ade la harina de yuca 
una suspención. 
porciones de aproximadamente 20 9 en 
con un tapón de gasa y algodón. 
autoclave, durante 30 minutos a 1 

Una v ez fria el medio se inocula por azada con esporas de A. 
niger en condiciones de esterilidad, el medio se incuba durante 
7 dias a. 35 ·c. 

Una v ez crecido el micelio y esporulado se adicionan al matraz 150 
ml de agua y 0.5 ml de Tween 80 previamente esterilizados. 
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Se resuspenden las esporas con un agitador magnético durante 15 
minutos, pos~eriormente se filtra con gasa. 
Se hace una dilución 1:20 con agua destilada y con esta 
dilución s e llena la cámara de Neubauer, usando una pipeta 
Pasteur. 
Se cuenta las esporas de 10 cuadros de la cámara 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 f actor de con versión de la cámara (25 x E04 ) y por la 
dilución realizada (20). 
Se a dicionan la cantidad de esporas suficiente para tener 2 x E07 
esporas por gramo de y uca seca. 

4. TINCIDN DE GRAM ( C:.-u1shanl<. et .cal 1 97!,) 
Rea et i \tos: 
Disol v er 2.0 g de crist a l v ioleta en 2 0 ml de etanol al 95 %. 
Diso l ver 0 .8 g d e o xa la t o de a mon i o e n 8 0 ml de agua. 
Mezclar l as soluciones p r eparadas (solución de cristal v ioleta ) . 
En un mortero moler fi namente 1 .0 g de Yodo y 2.0 g de y oduro de 
potasio ( K l) 
Disol ver la mezcla molida en 300 ml de agua <Lugol). 
Mezclar volumétricamente etanol (95 %) y acetona en proporciones 
7: 1 <Decolorante). 

10 Disolver 0.25 g de Safranina en 
posteriormente aforar a 100 ml con 
solución. 

Procedimiento: 

ml de etanol al 95 1/., 
agua destilada. Filtrar la 

Hacer el frotis del cultivo, en un portaobjetos, posteriormente 
secar al aire y fijar a la flama. 
Agregar 2 gotas solución de cristal violeta sobre el frotis, 
lavar con agua de después de 1 ~inuto. 
Agregar 2 gotas de lugol, lavar con agua después de 1 minuto. 
Decolorar gota a gota con la solución de alcohol-acetona, hasta 
que ya no arrastre ¿olorante. 
A~regar 2 9otas de Safranina, lavar después de 10-20 segundos. 
Secar al aire y observar al microscopio a 40 o 100 X con aceite de 
inmersión. 

5. DETERMINACION DE PESO SECO (AOAC, 1980) 
Procedimiento: 
Pesar con balanza analítica alrededor de 10 g de muestra 
húmeda, en charolas de acero inoxidable, previamente taradas. 
Mantener en estufa a 105 ·e durante 24 horas. 
Sacar de la estufa, dejar enfriar en desecador, y pesar. 
Los.resultados se expresan como 1/. de humedad o de materia seca. 

6. ACIDEZ TOTAL TITULABLE Y pH ( AOAC, 1 980) 
Reactivos: 
Solución valorada de NaOH aproximadamente 0.1 N 
Soluciones patrón pH 4 y 7 



Procedimiento: 
Hace r una cal i bración doble del potenciómetro a pH 4 ~ 7 
Pesar en b alan z a a nalít i c a a l rededor de 5 g de muestra húmeda 
de s i lo 
Agregar 4 5 ml de ag ua desti l ad a 
Agitar du r ante 5 minutos 
Medir el pH s obre el sobrenadante 
Agitar c on una barra magnéti ca, mientras gota a gota se ti tula 
con la sosa, hasta lleg a r a pH 7 
E l resul tado s e e xpre sa como g á cido láct ico /kg MS: 

g ac. l áct i co/ kg MS = N x V x 90/ (Pmh x Fs) 
N Normal idad de s osa 
V Vol u men gas t a do (ml) 
Pmh Peso d e l a muestra húmeda (9 ) 
Fs Fracc i ón de ma ter i a seca de la mue s t ra 

7. DETERMINACION COLORIMETRICA DE ACIDD LACTICO 
S ummer s on , 19 41 y Barnet t 195 1) 
F:t:!ac ti v os: 
Sol ución 1.5 % de p-Hi dro x idi f enil en Na□H 0 .5 % 
Soluc i ón al 4 % de Cu S04 : 5H 2 0 
Solución al 20 % de CuS04:5H20 
Hidróxido de calcio en polvo 
e) Acido sulfórico concentrado 

(Ba rker y 

Solución patrón de ácido láctico 
1.249 15/4), obtenida mediante 

(88 % pureza, p.e.= 
la dilución 1:50, de 

solución de 1 ml/1. 

Procedimiento: 

una 

Tomar 5 gr de muestra húmeda (20 g ac. láctico/kg ), 
resuspenderla en 45 ml de agua destilada, agitar vigorosamente 
durante 5 minutos con una barra magnética (aprox. 2000 
microgramos/ ml). 
Del sobrenadante hacer una dilución 1:20 (0.5 ml 
sobrenadante + 9.5 ml agua, aprox 100 microgramos/ ml). 
Preparar la curva patrón de ácido láctico agregando de O a 5 
ml de la dilución 1:50 de ácido láctico, y ajustando el 
volumen final a 5 ml. 

del 

A 1 ml de muestra y a la curva patrón, agregar 1 ml de sulfato 
de cobre 20 % 
Agregar 8 ml de agua a las muestras y 4 a la curva patrón. 
Adicionar aproximadamente 1 g de Ca<OH)2, agitar vigorosamente 
inmediatamente después ( 10 microgramos/ml ) . 
Dejar reposar la muestra durante 30 minutos a temperatura 
ambient e . 
Centr ifugar durante 7 minutos a 4000 r pm 
Transfe ri r 1 ml del sobrenadante ( 10 microgramos/ml> y adicionar 
0 .05 ml s e s u l f a to de cobre al 4%, enfriar los tubos en ba~o de 
hielo, y adici o na r 6 ml de H2S04 , previamente enfriado, ~gitar 
cuidadosamente. 
LLevar a un ba~ o de a g ua e n ebull i ción d urante 5 minutos. 
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Enfriar en ba~o de hielo. 
Adicionar 0.1 ml del reactivo 
vigorosamente inmediatamente después. 
Incubar a 33 ·e durante 30 minutos. 

de 

Durante la incubacióin agitar dos veces 

p-Hidroxidifenil, 
f 

Llevar a un ba~a de agua en ebullión durante 2 minutas. 
Leer densidad óptica a 560 nm. 

B. DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES (Miller, 1959) 
Reactivos: 

agitar 

Disolver 1 
Na□H, 0.05 
destilada, 
de DNS). 

g de .ácido 3,5 dinitro salicílico <DNS), 1 g de 
g de sulfito de sodio anhidro, 0.20 g fenal, en agua 

posteriormente aforar a 100 ml de solución (Reactivo 

Solución patrón de glucosa de O a 1 g/1. 

Procedimiento: 
Del sobrenadante del macerado (3.1.8) tomar 0.5 ml, agregar 0.5 ml 
de a:3L1a. 
Adicionar 1 ml del reactivo DNS 
Agitar en vortex, llevar a un ba~o de agua en en ebullición 
durante 5 minutos, enfriar posteriormente en un ba~o de agua. 
Agregar 8 ml de agua destilada, agitar 
Leer absorvancia de 0.1 a 0.60 a 575 nm. 
Los resultados se expresan en g 9lucosa/kg MS: 

g 9lucosa/k9 MS = (Abs - b) x 20 / (Pm x m) 
Abs Densidad óptica de la muestra 
b Ordenada al origen de la curva patrón 
m : Pendiente de la curva patrón 
Pm Peso de la muestra seca 

9. DETERMINACION DE AZUCARES TOTALES (Yusaku et al., 1985) 
Reactivos 
a) HCl 1 N 
b) Na□H 1 N 
b) Reactivo de DNS 

Procedimiento: 
Tomar 1 ml del macerado (3.1.8) y agregar 5 ml de HCl 1 N. 
Llevar a un ba~o en ebullición durante 3 horas. 
Agregar 5 ml de Na□H 1 N 
Aforar a 100 ml 
Tomar 1 ml y agregar 1 ml de reactivo de DNS. 
Seguir la técnica de azúcares reductores (8) 
Los resultados de expresan como% de azúcares reductores totales 
en la muestra: 
% aAzucares reductores totales= <Abs - b) x 100 / <Pm x m) 
Abs Densidad óptica de la muestra 
b Ordenada al origen de la curva patrón 
m Pendiente de la curva patrón 
Pm Peso de la muestra seca 
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10. DETERMINACION DE ACIDOS NUCLEICOS (Gómez y Viniegra, 
1977) 
Reactivos: 
Solución de ácido perclórico 0.7 M 
Solución patrón 20 mg/1 de ácido 
levadura de Tor ula T-VI, Sigma 
perclórico 0.7 M. 

F'rocedimiento: 

r ibonucleico <R NA) de 
Chem. Co., en áci do 

Tomar 2 ml de la suspensión del macerado de la mues tra (3 .1 .8 ) 
Agregar 5 ml de agua destilada, agitar 
Centrifugar durante 15 minutos a 4 000 rp m 
Tirar el sobrenadante 
Agregar 5 ml de la solución de ácid o perclórico 
Agitar en v ortex hasta resuspender el sedimento 
Incubar a 70 ·e durante 20 minutos 
Agitar u na vez duran t e la incubación. 
Centrifugar a 4000 r p m durante 15 minutos 
Lavar las celdas de cuarzo del es?ectrofotómetro con una 
solución de HCl en etanol al 30 %. 
Se calibra el aparato con aire 
Se lee la absorbancia, con las 
Para que las lecturas con 
trasmitancia debe ser > a 80. 

y sin celdas a 270 nm. 
celdas vacias 
las celdas sean válidas el% de 

Leer absorvancia de las muestras a 260 nm entre 0.1 y 0.6. Hacer 
diluciones con ácido perclórico si es necesario. 
Para asegurar que no hay interferencia con proteinas la 
relación de densidad óptica 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 25 000 / (Pm x m) 
Abs Densidad óptica de la muestra 
b Ordenada al origen de la curva patrón 
m : Pendiente de la curva patrón 
Pm Peso de la muestra seca 

11. DETERMINACION DE PROTEINA VERDADERA < Low ry y c o 1 , 1 951 ) 
Reactivos: 
Disolver 20 g de Na2C03 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 potasio en 100 ml de agua 
Reactivo de Folin Ciocalteu, diluir 1:2 al momento de usarlo 
Solución patrón de Seroalbumina bovina, de O a 330 mg/1 

Procedimiento: 
De la suspención del macerado (3 .1.8), hacer una dilución 1:5 
si s e trata de emsilaje, y una dilución 1:50 si se trata de 
enri9uecimiento protéico (3 .2.6) 
Tomar 1 ml de dilución, agregar 1 ml de NaOH 1 N 
Llevar a un ba~o en ebullición durante 5 minutos 
Enfriar los tubos en ba~o de hielo 
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Preparar: 50 ml dela solución de a) + 1 ml de b) + 1 ml de c) 
Adicionar 5 ml de la mezcla anterior a cada muestra, agitar 
Dejar reposar en la oscuridad durante 30 minutos 
Agregar 1 ml de la solución de Folin, guardar en la oscuridad 
durante 30 minutos 
Leer absorbancia a 750 nm, con filtro rojo 
Los resultados se expresan com g de proteina verdadera/kg MS: 

g proteina/kg MS = (Abs - b) A 5 / CPm x m) 
Abs Densidad óptica de la muestra 
b Ordenada a l origen de la curva patrón 
m Pendiente de la curva patrón 
Pm Peso de la muest ra seca 

12. CROMATOGRAFIA DE GASES 
Determinación de ácido lácti co, etanol, 
propiónico v butirico por croma~ □grafia 
Coronado, 1983) 

á cido acético, 
de gases t Gómez v 

Aparato: 
El cromatógrafo empleado f ue marca Varían 1440, con detector de 
ionización de flama, usando nitrógeno como gas acarreador, 
hidrógeno y aire para la flama del 9uemador. El aparato contó 
con un registrador gr'afico y un integrador marca Varian modelo 
CDS 111. Con un puerto de inyección directamente sobre la 
columna. 

Preparación de columnas: 
Se emplearon indistintamente dos columnas, 
caracterizó el tiempo de retención 

en cada una de ellas se 
de los diferentes 

compuestos. 
a) La primera 
inoxidable de 
Cromosorb W, 
fosfórico. 

columna es . d~ 
1/8 de pulgada; 

malla 80-100, 20 

1.6 
esta 

1/. 

m de largo de tubo de acero 
columna se rellena con 78% de 
de Tween 80, y 2 % de ácido 

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

Flujo de gases: 
Se trabajó con el siguiente flujo de gase para cualquiera de las 
dos columnas: 
a) Hidrógeno. Se requiere un flujo de 30 ml/min, medido 
directamente sobre el 9uemador. 
b) Aire. El flujo de 200 ml/min se mide colocando un 9uemador 
accesorio, en la cámara del detector del cromatógrafo 
b) Nitrbgeno. El flujo se mide directamente sobre la columna, 
siendo de 20-40 ml/min. 

Calibración del cromatógrafo: 
Con los flujos de gases medidos adecuadamente, y calentado el 
aparato durante al menos 3 horas, se calibra el aparato siguiendo 
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el procedimiento del manual del e9uipo. 

Condiciones de operación del cromatbgrafo: 
Para ácido láct i co y ~cides grasos v olátiles CAGVS), las 
condiciones de cada columna s on: 

Columna 
A · B 

Temp inicial columna 'C) 
Temp f inal columna 'C) 
Vel. de calentamiento ' C/min> 
Temp. inyector 'C) 
Temp. detector 'C) 
Tiempo de retención Cmin ) 

90 
130 

15 
110 
110 
3-4 

200 
200 

o 
220 
240 

8 

Para el caso de la columna con Porapak QS (b), la columna se 
mantiene isotérmica. 
a ltas tempera turas. 

y es necesario emplear septos 9ue resistan 

P reparación de s oluciones patrón 
etanol: 

para láctico, AGV ~ s y 

Se prepara una solución 
láctico, y se le da el 
problema. 

patrón de 15 ml / 1 de ácido 
mismo tratamiento 9ue a las muestras 

Se prepara una solución de 1 ml/1 de etanol y AGVAs. 
Posteriormente en los cálculos se toma en cuenta la pureza y 
densidad de los reactivos, para conocer las concentraciones en 9/l 
de cada compuesto. 

Preparacion de la 
Se toman 5 ml 
determinar pH y 
agregar 0.5 ml 
formico (25¼) en 
Para determinar 
sobrenadante de 
columnas. 

muestra: 
del sobrenadente de la muestra 9ue se usó para 

ATT, <3.4), centrifugar a 5000 rpm 10 min, 
de una mezcla de ácido fosforico y ácido 

una relación en volumen de 3:1. 
etanol y AGVAs se inyecta, directamente del 
la muestra centrifugada, en cual9uiera de las dos 

Para determinar ácido láctico se procede como sigue: 
Del sobrenadante de las muestras ya preparadas <centrifugadas) se 
toma 1 ml, se el agrega 0.6 ml de ácido sulf8rico (50 ¼ v:v) y 
3 ml de metanol, se mezcla, y se incuba durante 1 hora a 55 ·c. Se 
deja enfriar y se agrega 1 ml de agua destilada, se agita, y se 
agrega un ml de cloroformo 9ue solubiliza el ácido láctico 
metilado. 

Análisis de la muestra: 
Se estabiliza el aparato inyectando al menos tres veces soluciones 
patrón con 9ue se v a a trabajar. Además durante el análisis 
de las muestras, ~stas se intercalan con soluciones patrón, en 
una relación de 5:1. 
Se puede analizar AGVAs y etanol indistintamente en las dos 
columnas. El ácido láctico metilado se determina unicamente 
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en la primera columna descrita columna Ca). 

Finalmente, se inyectan 3 ul con una microjeringa Hamilton, 
directamente en l a columna a través de un septo de plástico 
9ue tiene una vida media de 15-20 inyecciones. 

Se comparan linealmente, los resultados de las soluciones patrón 
de concentración conocida y los de las muestras, a través de 
la i ntegración de los picos mediante el CDS 111, o midiendo e l 
área bajo cada pico directamente e n el graficador. 
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APENDICE III 

PROGRAMAS DEL MDDELAMIENTO DE 
ENRIQUECIMIENTO PROTEICO 
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1. ESQUEMA DE CALCULO PARA LA ESTIMACION DE PARAMETROS 

Ecuaciones Diferenciales 

olocación Orto anal . 

Ecuaciones Diferenciales 

Mar9uardt 

l 

Peclet, Damkholer 
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)(f FILE NAME: 6ITSE.LACTICO.ooqo4A01 
::P FILE NAME: BITSE.LACTICO.D0904A01 

LE NUMBERED 
CORO LENGTH: 80 BYTES 
MBER OF RECOROS: 904 
LE COOE: o 

RSIONS: 1 

• 
2. PROGRAMA DE s I MUL'A"C"t ~Y-E"S"'l' f MAc I o~ E PARAMETROS DEL 
BID REACTOR DE ENRIQUECIMIENTO 
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$CONTROL USLINIT,NOLIST,LOCATION,INIT 
e 

~ e 
e 
e 
e 
e 

PROGRAMA PARA ESTIMAR LOS VALORES DE LOS PARAMETROS 
OE BIOT, PECLET Y OAMKHO~~R EN U]'J __ 8..,,,_E..:...:.A=C-'-T-=-OR~D"'-'E,,.__ ______ --'------" 
FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO 
CON CINETICA DEPENDIENTE DE LA TEMPERATURA 
A TRAVES DE K(T) MAX FORMACION BIOMASA i 
Y MU(T) O MU:CTE OPCI9J~AL ______________ .;__ ____ : 
OIMENSION TH(b),SIGNS(6),DIFF(b),SCRAT(&OO) I 
EXTERNAL MOOEL 
EXTERNAL FSUB 
OIMENSION TEMP(64) 
O IMENSION Y ( 14) ;-w-O~R_K_(_q_o_--c-)-,-I-¡'J-0-~R-K-,-C S-f; tTE(20), AR ( 3 /3), BR C 3-,-3), XR C 3) 
COMMON/A/AR,BR,CTE 
READCS,•)(CTE(I),I=l,q) 
READCS,•)CCTE(I),I=to,1a~>------------------~'----~ 
REAOCS,•)(CTE(I),I=tS,18) 
READ(Si•>CCTE(I),I=19,20) 
REAíl(S,•)(XRCI),I=t,3) 
READ(5,•)(ARC1,I),I=t,3) 1 '---·------~- --------------·~-----'-- -·--- -READTS-;-.-rrAR (2";n ·;r::1 ~-·3y··------ ---
RE~D (S, •) ( AR C 3, I), I=t, 3) 
REAOCS,•)CBR(l,I),I=t,3) 
READ(5,•)(aRC2,I),I=1,3) 

- -------~QÉ-AóC5, •TTaRc3·;1)-;-J::T~-3)·--------- ·- --- - -. -· ·--- -- - -- _____ ..:, _ ___ ____ _ 
READ(S,•)CTEMPCI),I=t,8) 
READCS,*)(TEMPCI),I:q,lb) 
READC5,•)(TEMP(I),I=17,24) 

_.__ ____ R_E_A_D_( s;.1 e TE MP e n-;-1 =ts-;-32 )----
RE AD ( 5, •) (TE MP (I),I=33,40) 
READCS,•)CTEMPCI),I=41,48) 

1 

READCS,•)CTEMP(Il,1=49~,~S~b~) _________________ _;_ ___ ____; 
RE A O C 5 , * ) ( TE M P CI ) , I"= C,7 , ó 4 ) 
READCS,•)NOB,NP,NPROB 
READCS,•)CTH(I),I=t,NP) 
00 4 I=l,NP 
DIFF(Il=.ol 
SIGNS(I):1. 
EPS1=1.E•05 
EPS2=1.E•05 
IT:999 
XLAM:0.01 
CALL UWHAUS(NPROB,MODEL,NOB,TEMP,NP,TH,DIFF,SIGNS,EPSl, 

1EPS2,IT,XLAM,10.,SCRAT) 
STOP 
END 
SUBROUTINE UWHAUS(NPROB,MODEL,NOB,Y,NP,TH,OIFF,SIGNS, 

1 EPS1,EPS2,MIT,FLAM,FNU,SCRAT) 1\.-------o-mE N 5 I o N se R A t ( lJ , y (1 ) 7IBTIT;-o-1-F-F~( 11 , s I G Ns (1 ) 
EXTERNAL MODEL 
IA=l 
IB=IA+NP 

·-~¡ c-=Tlf+N·..,--------
10= 1 c +NP 
IE=ID-tNP 
IF=IE-tNP 

1 

1 

1 

",------~I~G·~: TF-+Nnlf -------------·---'-------' 

IH=IG+NOB 
II = IH + 
IJ: IH 

CALL 

NP * NOB 

HAUssq (NPFfOB-;140DEL, NOB, Y ;rrP, T H, O IFF, SI GNS, EPS 1, EPS2, MI f ---·'--
•J· · - - -- - · ·· 3·· · ·~ · -·J•···•·· · ·ª·· · ·J.,, .. , .. . . .:.. • • • • .J • • . • .. • • • • j • . . - .. . . . . a . . . . ~ • . . 

1 



.--

~-------- - -------- - --------- --- - - -- - -- ---------i 
~ -·. _· .. ·__ ··--- --· ·_·. ~---·. -- - - ---- -- . , . . ~ .... . . 
'- t"T.., 
l l ,FLAM,FNU,SCRAT(IA), SCRATrt!), SCRAT(IC), SCRAT(IO), 
e 2 SCRAT(IE), SCRAT(IF), SCRAT(IG), SCRAT(IH), SCRAT(II), 
3 3 SCRAT(IJ) ) 

~ -- ----- - ------ -------- -
4 RETURN 
5 END 
ó SU8ROUTINE HAUS59(NPROBO, MOOEL, ilBO, Y,NQ,TH,DIFZ,SIGNS,EP1S,EP2S 
7 l,rHT_,FLAM,FNU, _____ Q,P,_E,PHI,TB,F,R,A_,o,oELZ) _ --- -. - -----------'- - ---E 
8 C FORTRAN II VERSION 
9 C H. J. WERTZ 
O C AOAPTEO FOR THE CDC 6400 (J. F.MACGREGOR) 
1 e 
2 ----·- -e -- OTMENSION TH-(NQ-), DIFZ (NQ), SIGf~S (NQ), Y (NBO) . . . . 
3 C OIMENSION Q (NQ), P (tJQ), E (NQ), PHI {iJQ), TB (NQ) 
q C OIMENSION F(NBO), R(NBO) 
5 C DI~ENSION A(NQ,HQ), D(NO,NQ), DELZCNBO,NQ) 
6 OIMENSION TH{1), DIFZC1), SIGNS(l), Y(l), Q(l), P(l),- E(l), -· 
7 1 PHI(l), T8(1), F(l), R(l), A(l), 0(1), DELZ(l) 
8 OIMENSION OUM1(10),0Ut12(100),DUM3(10) 
q __ EXTERNAL MOOEL ·o·--•- -TRCOS{X}-·=-·A°t~Ñ(SQ-RT11:o7X••2° -~- 1:-0)) -- . ---· -· ·-- --- ------------
1 NP: NQ 

-2 NPR06 = NPROBO 
3 __ N08: NBO 
4- EPS1 = EPÍS 

~S EPS2 = EP2S 
~ó NPSQ: NP * NP 
37 NSCRAC = 5*NP+NPSQ +2*NOB+NP*NOB -- ·----- - - ·- ---- - -- ---- --- -- ----- ------)8 WRtTE(6,1000) NPROB, NOB, ~lP, NSCRAC 
39 t1RITE(6, 1001) 
o CALL GASS60(1,NP,TH,DUM1,0UM2) 

H WRITE(ó,1002) 
~2 CALL GASS60(1,NP,OIFZ,DUM1,0UM2)-
~3 IF(MINO(NP•t,SO•NP,~OB•NP,MIT•l,9q9•MIT))99,15,15 
4 15 IF(FNU•1.0)')9, 99, 16 

~s 16 CONTINUE 
96 00 19 I=l,NP 
~7 TEMP: ABS(OIFZ(I)) 
98 IFCAMINl(t.O•TEMP, A8S(TH(I))))99, qq, 19 
qq 19 CONTINUE 
00 GA: FLAM 
01 NIT: l 
02 LAOS:O 
103 IFCEPSl) 5,70,70 
04 5 EPSt = o 
05 70 SSQ = O 
06 CALL MOOELCNPROB, TH, F, NOB, NP) 

1º7 00 90 I = 1, NOS 
R CI) - Y en • F (I) -08 

09 qo SSQ:SSQ+R(I)*R(I) 
10 WRITE(&,1003) SSQ 
11 e BEGIN ITERATION 
12 e 
13 100 GA : GA / FNU 
14 INTCNT: O 
15 WRITECó,100") NIT .• 
16 101 JS: 1 - NOB 
17 DO 130 J=1,NP 
18 TEMP = TH(J) 
19 P(J):DIFZ(J)•TH(J) 
20 TRCJ): TA(J)+PCJ) . .. 

... IJ. .. ~ .. . . :1 . ... 1 3 • · · · • • · . . ü . . - . . . . ..... . . . J . - . . . . - . . . ·~ . . . . 
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Q(J):O 
JS: JS + N0B 133 

,__ ___ ~C=A=LL. MOOEI,. C NPR013 . .t_-1..!::!.i._ __ Q~_~..z__()_.§J_, ___ N_Oe:.. .. ,_..:...:tl..,_P.L..) ________ ___;i ____ --:: 

IJ: JS•l 
00 120 I = 1, NOB 
IJ = IJ + 1 

- ---~º~ELZ(IJ) : DELZCIJ) - F(I) 
Q ( J ) = Q C J ) + O E°L i (f J ) * R ( Ú- - ----120 
Q ( J): Q(J)/P(J) 

e 
130 TH(J) = TEMP 

- --- 1 

a=xT1rR (STEEPEST DESCENT) 

IFCLAOS) 13t,131,4i-4-----------------------,-----
131 DO 150 I: 1, NP 

00 151 J:1,I 
SUM = O ·----~::...__...:...._ _______________________ ____ __:. ________ ~ 
KJ: N081r(J•l) 
KI: NOB1r(I-l) 
DO 160 K: 1, NOB 
KI: KI + 1 

- - ---- --------- - · --- - - . ·-- -- ··-- -·- --- - ---------·- - ------_ ____ __, KJ: KJ + 1 
160 SUM = SUM + OELZ(KI) * DELZ(KJ) 

TEMP: SUM/(PCI)1rP(J)) 
JI: J + HP1r(I-l) 
O(JI) : TEMP 
IJ = I + NP1r(J•l) 

151 DCIJ) = TEMP 

--- -',- ---- ---- - -- --

150 E(I) = SQRT(OCJI)) 
ó&ó CONTINUE 

DO 153 I: 1, NP 
IJ: I•NP 

1 ---·------------- --- ----------'-,----~ 

DO 153 J:1,I. ____________________________ ;__1 ___ ---1 

IJ = IJ + NP 

e 

e 

e 

ACIJ) = 0(IJ) / CECI)•ECJ)) 
JI: J + NP•CI-1) 

153 A(JI) : A(IJ) 

II = • NP 
00 155 I=l,NP 
P(I):Q(l)/E(I) 
PHl(I):P(I) 
II: NP + 1 + II 

155 A(II) : A(lI) + GA 

1=1 
CALL MATINCA, NP, P, I, DET) 

STEP=t.O 
'- ·----suM1=0. 

SUM2=0. 
5UM3=0. 
DO 231 I=t,NP 

l------ ---sui,;fi:Ptir•-P--H1TIT+SlJf11 
SUM2:P(I)•P(I)+SUM2 
SUM3: PHI(!) * PHI(I) + SUM3 

231 PHI(!) : P(Il 
TEMP = SUMTISm~T(SlJM"2-*·s@·3) 

TEMP: AMIN1(TEMP, 1.0) 
TEMP: 57.2qS•ARCOS(TEMP) 

A= SCALEO MOMENT MATRIX 
1 

PIE= CORRECTION VECTOR 
i 

WRITEC&,1041) OET, TEM.P. __ .....:__ ___ ...:__· 
l70 00 220 : 1, NP 

J . . . . • . . . . a . . . . ,. . • . ~ • . • . • • . . . J . . . . .. • • . . J . . . . "' • . • • ,¡ . . . . " • . . . ~ • . . • " . . . . ü • . • . .. • . . 



a 
~ 

o 
l ;;-· --- -

3 

5 
ó 
7 
8 
q 
o~ --
1 
2 
3 
4 
5 
b 
7 
8 
q 
o 
1 
2 
3 
4 
s 

(& 
.1 
8 

L9 
fo 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
,27 
28 
29 
30 
31 

. . . .. . . . . . . . . . . 

P(I) = PHI(I) •STEP / E(I) 
TBCI)= TH(l) + P(l) 

220 CONTifJUE 

r . - --- -- ___ __. 

134 

--- ----------- ------- ----WR I TE (ó,7000) 
7 000 FORMA T C 30HO TEST PO IrJT P ~RAMETER VALUES ) 

WRITEC&,200ól (TB(I), I = 1, ~P) 
00 221 I = 1, NP 
IF(SIGNS(Il) 221, 221, 222 

222 IF(SIGN(1.0,THCI))*SIGN(1.0,TB(I))1 663, 221, 221 
----- ---------~ ------·-----------¡i 

__ 2_2_1_~G-~~;~UE ------- - ----
CALL Mó-DEL (NPROB, ·;ts-;-i:;-i'Joa;--~l P) 
00 230 I=1,NOB 
R(I)=YCI)•FCI) 

230 SUMB=SUHB+R(l)•RCI) 
WRITE(6,1043) SUMB . 
IF(SUM8 • (l.O+EPSl)*SSQ) 662, óó2, 663 

óó3 IF( AMlNl(TEMP-30.0, GA)) 665, 665, 664 
óóS STEP:STEP/2.0 

--- INTCNT = INTCNT + 1 
IF(INTC fJT • 36) 170, 2700, 2700 

664 GA=GA•FrlU 
. _ _ __ H_JT_C_N_T : INTCNT + 1 __ __ ___ ___ _ 

e 
e 
e 

IF(INTCNT - 3fd ó6ó, 2700, 2700 
662 WRITE(ó,1007) 

00 óóg I=t,NP 
óóq THCI)=TBCIJ_______ __ _ ________________ _ 

CALL GASS60(1,NP,TH,DUM1,DUM2) 
WRITE(ó,1040) GA, SUMB 
IF(EPS2) 229,229,225 

229 !F(EPSl) 27~0~,~2~7~0~,=2~6~5 _____________________ __, 
225 00 240 I: 1, NP 

IF(ABS(P(1))/(1.E•20+ABS(TH(I)))•EPS2) 240, 240, 241 
241 IFCEPSl) 270,270,265 
240 CONTINUE 

WRITE(ó,1009) EPS2 
GO TO 280 

265 IF(ABS(SUMB - SSQ) - EPS1*SSQ) 2&ó, 266, 270 
2óó WRITE(ó,1010) EPSl 

GO TO 280 
270 SSQ:SUMB 

NIT:NIT+l 
IFCNIT • · MIT) 100, 100, 280 

00 WRITE(ó,2710) 
2710 FORMAT(//115HO**** THE SUM OF SQUARES CANNOT BE REOUCEO TO THE 

10F SQUARES AT THE EtJO OF THE LAST ITERATION • ITERATING STOPS 

ENO ITERATION 

280 WRITE(&,1011) 
WRITE(6,2001) (F(I), I: 1, NOB) 

SUM 
/) 

:!2 -----w..,...,R..-,..I_f_E C 6, 1 O 12} -----------
33 WR I TE C 6, 2001) (R(I), I = 1, NOB) 

1~ 5 
ó 

37 

SSQ:SUM8 
IOF:NOB•NP ___ W_R_I-TE(-6-,-1-0_1_5_) __ _ 

I=O 

---------

38 
39 
40-----

CALL MATIN(O, NP, P, I, OET) 
00 7692 I:1,NP 
II = I + NP•CI•tl 

• • • ~ • . . . • . . . .¡ . .. . !-t. . . , .... ·. • - • - • • ·J • • • • • • ..: • • -----------· 
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7&q2 ECI) : SQRT(O(II)) 
00 340 I=l,NP 

135 

- --=-Jt_· : _ _I + NP• .lI-:_1.l_ • __ 1_ ___ _________________ _ ·- --------- ··---
IJ = I + NP•CI-2) 
00 340 J: I, NP 
JI: JI+ 1 

---=-A.,_.(.,._J_.IJ = O CJI_)__I CUI) •E (J)) --- ··------ ---­
IJ: IJ + NP 

340 A(I~) = A(JI) 
CALL GAS5&0(3, NP,DU~13,0UM1,A) 
WRITE(ó,101&) -------CALL GA5Só0(1,NP,E,DUM1,DUM2) 
IFCIDF) 341, !110, 341 

3!11 SOEV: SSQ / IDF 
WRITE(&,1014) SOEV, IOF ;--------- - ----- - - - -- - --------e 

e 

e 

SDE V: SQRT(SDEV) 
00 391 I=t,NP 
P(I):TH(I)+2.0•ECI)*SDEV 

391 TBCI)=THCI)-2.0•ECI)•SDEV 
WRITE(ó,103q) . . 
CALL GASSó0(2,NP,TB,P,OUM2) 
LAOS=l 
GO TO 101 ---- - .. -- - -- ·- ·- •··-•-·--· ····-- --414 DO 415 K: 1, NOS 
TEMP: O 
DO 420 I=l,NP 
DO 420 J=t,NP 
ISUB = K+NOB•TI•---0-1~)-----------·----
0EBUGl = OELZ(ISUB) 
OEBUG1 = OELZ(K + NOB•CI•l)) 
ISUB = K+NOB•CJ•l) 
OEBUG2 = OELZ(ISUB) 
OEBUG2 = OELZ(K + NOB•CJ•ll) 
IJ : I +-NP• CJ•l) 
OE8UG3 = O(IJ)/(OIFZCI)•TH(I)*OIFZ(J)•TH(J)) 

420 T MP: T MP + DEBUG1 * 0EBUG2 * DEBUG_3 __ __;_ ____ _______ _ 

TEMP = 2.0.saRT(TEMP) •SOEV 
R(K):F(K)+TEMP 

415 F(K):F(K)•TEMP 
WRITE(ó,1008) 
IE=O 
DO 425 I=t,NOB,10 
IE=IE-+10 
IF(NOB•IE) 430,435,435 

430 IE=NOB 
435 WRITE(ó,2001) (R(J), J: I, IE) 
425 wRITE(ó,2006) (F(J), J : I, IE) 

RETURN 
qq WRITE(ó,1034) 

GO TO !110 
l lTOO FORMAT C38RlNON•L I rJEAR CST IMAT ION, PROBLEM NUt•f8ER I 3, / / I 5, 

1 14H OBSERVATIONS, IS, 11H PARAMETERS 114, 17H SCRATCH REQUIREO) 
1001 FORMAT(/25HOINITIAL PARAMETER VALUES ) 
1002 FORMAT(/54HOPROPORTIONS USED IN CALCULATING DIFFEREMCE QUOTIENTS) 

- -1003 FOR~C725AOINITIAL SUM OF SQülRES = E12.4) 
1004 FORMAT(/////45X,13HITERATION NO. 14) 
1007 FORMAT(/32HOPARAMETER VALUES VIA REGRESSION ) 
1008 FORMAT(////54HOAPPROXIMATE CONFIDENCE LIMITS FOR EACH FUNCTION VAL : 



. • 1: • •.• , • . 

136 
1009 FORMAT(/62HOITERATION STOPS • RELATIVE CHANGE IN EACH PARAMETER LE 

? lSS THAN E12.Q} 
3 1010 FORMAT(/62HOITERATION STOPS - RELATIVE CHANGE IN SUM OF SQUARES LE -
~ 1S5 THAN ,E12.4/} 
o 1011 FORMATC/22H1FINAL FUNCTION VALUES ) 
é 1012 FORMAT(////10HORESIDUALS ) 
'f.l 1 O 1 A FORMA T (/ / 2 4 H O V ARIA N CE O F RES I O U AL S _: ___ , ___ E_l 2 _~ 4, _ 1 H LI 4 _, _______ , 
8 120H DEGREES OF FDEEDOM ) 
9 1015 FORMAT(////19HOCORRELATIOtJ MATRIX ) 

O 1016 FORMAT(////21HONORMALIZING ELEMENTS ) 
1 1033 FOR~AT(//19HOEND OF PROBLEM NO. !3) 
2 1034 FORMATl/lbHOPARAMETER ERROR ) -·-- ··--- ···-·- -· 
3 1039 FORMAT(/71HOINDIVIDUAL CONFIDENCE LIMITS FOR EACH PARAMETER (ON LI 
4 lNEAR H'fPOTHESIS) ) 
S 1040 FORMAT(/,1X,'LAM80A -',E10.3,5X,'SUM OF SQUARES AFTER REGRESSION=' 
6 1E1S.7) 
7 1041 FORMAT(14H DETERMINANT = E12.4, bX, 25H ANGLE IN SCALED COORO.: 
8 1 F5.2, 8HOEGREES ) 
9 1043 FORMAT(28HOTEST POINT SUM OF SQUARES: 
0--·-2001 FQRMAT(/5El2.4) 

E12.4) -- - -------------! 

1 2006 FORMAT(/SE12.4) 
END 
su 8 Ro u TI~ E 1-1 A TI N ( A A , r J V AR , e B , t J B , o ET) 

4-- --·---- DIMENSI"éfl'i - A(N-V-fR;~,lVAR-), -BCNVAR,if,"AA(l),8.lf(ll - ·· - -
5 00 1 I=1,NVAR 

.ó 6(I,1)=6B(I) 
1_7 -·· ·-- DO 1 J=l,NVAR ____ - ------- ·--- -- -------------- ------
l8 1 A(J,I)=AA(J+NVAR•(I•l)) 
.9 PIVOTM = A(l,1) 
SO DET : 1.0 
51 DO 550 ICOL : 1,,_-'-N-'V_A_R _______________________ ___, 
52 PIVOT = ACICOL, ICOL) 
53 PIVOTM = AMINl(PIVOT, PIVOTM) 
54 DET = PIVOT * OET 
SS C •··=--____;=--------------------------------------! S& C DIVIDE PIVOT ROW BY PIVOT ELEMENT 
H e 
38 
39 

'48 

e 
e 
e 

350 

370 

A(ICOL, ICOL) = 1.0 
PIVOT = AMAXt(PIVOT, 1.E-20) 
PIVOT = ACICOL, ICOL)/PIVOT 
00 350 L=l,NVAR 

A(JCOL, L) : A(ICOL,L)•PIVOT 
IF(NB .EQ. O) GO TO 371 
DO 370 L=t,NB 

B(ICOL, L) : B(ICOL, L)*PIVOT 

REDUCE NON•PIVOT ROWS 

49 371 DO 550 Ll:1,NVAR 
SO IF(Ll .EQ. ICOL) GO TO 550 
51 T: A(Ll, ICOL) 
5"2---------=-A-r(,.....L.,,....1 ,-.I....,,C<"=OL'""--,_-J -=- 0,........---- ------------- - -----------1 
S3 00 450 L=t,NVAR 
- 4 l.lSO A(Ll, L) = A(L1, L) • A(ICOL, 
~s IF(N8 .EQ. O) GO TO 550 
;~------s-o_o_º_~-(~-~-~-~--~-1-~-N-:-,-L-1-, -L-) __ B_ (_I--C--0--L-,-L-) _*_T ______ ___________ ______ -=1 
58 550 CONTINUE 
59 DO 3 I=l,NVAR 
óO ~BB(I):8(T;IT-·- - - ---·-- .. -

. ·J • ' • . i, .•. • J .... ' . . . J. . . J, • • ' . 'i •. . . i • • ' 
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00 3 J:1,NVAR 
3 AA(J+NVAR*(I•l)):A(J,I) 

RETUR'-J 

• • ,· .. . • . J . . .. ~ . . 

137 

------ --- --------
ENO 
SUBROUTINE GASS&O(ITYPE,NQ,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 ,-----"--:::,--CC--::-::::---~_:c...:...--=-.:...i._:_~----------------·-----------. 
15 RETURN 
20 LUP:tJP 

IF(LOW .GT. LUP) RETURN 
30 WRITE(ó,500) (J,J:LOW,LUP) 

~----GO TO (40,&0,80),ITYPE --

e 
e 
e 

---· 

e 

e 
---e 

40 WRITE(ó,&OO)(A(J),J:LOW,LUP) 
GO TO 100 

60 WRITEC&,600) (B(J) ,J:LO~•J,_LUP) __ __ _ 
GO TO 40 

80 CONTINUE 

85 

90 

95 
100 

500 
bOO 
720 

1 

00 85 I=l,NP 
DO 85 J:1,NP 
C(J,I)=DCJ+NP*CI•l)) 
00 90 I=LOW,LUP 

--------··· · -- ------- ---·· 

WRITE(ó,720)!,CC(J,I),J:LOW,I) 
LOW2=LUP+1 
IF(LOW2 .GT. NP) GO TO 100 
00 95 I=LOW2,NP 
WRITE(&,720)I,(C(J,I),J:LOW,LUP) 

LOW = LOW + 10 
LUP - LUP + 10 -
NR = NR - 1 
GO TO 10 

FORMAT(/18,9112) 
FORMATC 5E12.&) 
FORMAT(1HO,I3,1X,5F12.4,/Sl,SF12.4) 
CONTINUE 
RETURN 
ENO 

******************************************************** 

SUBROUflNE MOOEL(NPROB-;TA,F,NOB,NP) 
EXTERNAL FSUB 
INTEGER N,NEQN36 
DIMENSION Y(14),WORK(90),IWORK(5),TH(6),F(&4),A(2),BC2,2) 

l,ARt3,3J,BR(3,3J,CTE(20J 
COMMON/A/AR,BR,CTE 
COMMON/B/PM,DA,BI,8,A,CTE2,CTEU,R1,R2,UM,BIOMAX 
COMMON/C/YC,YW 
PM: TH ll) 
DA = TH(2) 
8I = TH(3) 
CRECIMIENTO MAXIMO DE BIOMASA BIOMAX=CTE(3) o VAR(T) 

- VAR:O 
BIOMAX=CTE(3) 
TASA ESPECIFICA DE CRECIMIENTO MU:CTE(l) o VAR(T) 
Ut'4=C TE ( 1) 
FlCTOroE RE Nomrnrnr-~-ror;.rA sr-G x 1 G s 

1 

1 

-

1 

1 

. . . . . . . . . . . . . . . ~ . . . . , . . .. • ••• '1 • • • • . .. . ' •••• - • • •• !' ••• • ••• ' ~ .. - .• .• - • •J • _.. • a ... • ¡) • 



~----· ·_· -- - - . . . .. .. ·------------------

l CTE2=CTE(2) 138 

• . ? . 

- - --- - - ------r 

2 C MANTE~IMIENTO 
·--- - _ ____ ___ _ CTE4=CTE(4) _ _____ ·----·-···--· .. --.- ·----- _ ... _______ .... ______ - - - ------------- : 
4 C FACTOR DE EQUIVALENCIA DE TIEMPO INTEGRACION Y FERMENTACION 
5 Rl: 100.0 
b C RENDIMIENTO DE G C02/G S 
7 R2 : __ 0.51 _1_0 _______ __________ __ ____ __ _______ ____ _____ ______ __________ ___, 
8 !FLAG= 1 
9 ERRABS: t.E-04 
O ERRREL: 1.E-05 
1 C TIEMPO DE INTEGRAC IOI~ 2--- - -- X : ó-;o ·-- -- ----· -· - ·-· -·--- -------------· -·---· ·---·- ---
3 XFINAL = 3000. 

" e s e --- -----·-· ··-- ----- ----- ---- - - - -----·- . - --------·--------! 
6 e 
1 e DICTAR CONDICIONES INICIALES 
a e 
9 ______ e _______ ____________ __ ______________________ _ . _ ________ ______ _________________ _____ _ 
O C SIOMASA 
1 Y(l) : 0.0012 
2 Y(2) = 0.0012 
3 v e 3) = o. o o 12 _ _ _ __ _ _ _ .. _ _ _ __ 
4 Y(4) = 0.0012 
5 C AZUCARES CONSUMIDOS 

lb Y(S) : O.O 
17 Y(ó) : O.O 
8 Y(7) = O.O 

------- --·--·· -·--·- ·- - -- - ----- - - ---------1 

19 Y(8) : O.O 
50 C FORMACION DE C02 
j_ Y (9) : O.º - ------------------------------

~2 Y(lO): O.O 
l3 Y(11)= o.o 
54 Y(12)= O~O 
55 C TEMPERATURA INICIAL EN LOS PUNTOS DE co~=C~A-=C-I=O=N _ ________ _ 
56 Y(l3) = 1.11.4 
57 Y(14) : 1.11.4 
sa e 
59 e 
&O C 
&1 C MATRICES DE COLOCACION 
&2 8(1,1) = BRC1,l)•(BRC1,3)*ARC3,1))/(BI+AR(3,3)) 
63 8(1,2) : 8R(1,2)•(8R(1,3)•AR(3,2))/(Bl+AR(3,3)) 
&4 8(2,1) = 8R(2,1)•(8R(2,3)•ARC3,1))/(BI+AR(3,3)) 
&5 8(2,2) = BRC2,2)•(BR(2,3)*A~(3,2))/(BI+AR(3¡3)) 
6& A(l) : BRC1,3)*8I/(BI+AR(3,3)) 
ó7 A(2) = 8R(2,3)*BI/(BI+AR(3i3)) 
ó8 J:O 
&9 C NUMERO DE EOO SIMULTANEAS PARA RK45 
70 N: 14 
71 XPRINT: 100 -------=---=-----,-------- -------·- - - -------------: 72 XOUT: X 
73 NEQN36: 3 + 6*N 
74 c 
1s e 
7-6- --l~o---=-c--=-A -:-L L,---R=K-=-=F::-,4"""'5:-c(=-=F=-=s:-u-=s-, ...,..,N-, -,-Y-, -X-, -X 0-U_,T=-,-E'=R=-=R=-=R=-=E=-L-,-=E=R=R-=-A 1·fs;1'f LAG , W O R K , I W O R K , NE Q N 3 6 ) 
T1 C 
78 
7q 
80 

J: X/100 
IF(J.GE.15) GOTO 5 
GOTO 7 
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5 FCJ•14)=YC*CTE(6) 
F(J+2) =Y(l3)•CTE(ó) 

139 

j--___ _;_F~J+18)=Y.1.1.9.J~~TE(6 ~) _____ _ _ ________ _ 
F(J+34)=YW•CTE(~) 

e TEMPERATURA EN 'C 
7 YC = YC * CTE(b) 

n; = YW * CTE(6) 1 

Yl = YC13) * CTE(b) 
Y2 = Y(14) * CTE(6) 

e BIOMASA 
ac :Y (1) • Rl 
B1 :Y(2)• Rl 
82 :Y(3)* Rl 
BP :Y(4)* Rl 

e AZU~ARES CONSUM¡_QOS 
se :Y(S)* Rt 
S1 :Y(ó)* Rt 
52 :Y(7)• Rl 
SP :Y(8)* Rl 
FORMACION DE -- -------- ·- · e C02 
GC :Y(9)• Rt 
Gl :Y(10)• Rl 

~- G2 :Y(11)• Rt -----· ---- - ·- -----------·- --- -GP :Y(12l• Rl 
e IMPRESION DE RESULTADOS DE LA INTEGRACION 
e WRITE(6,81)J,BC,81,82,BP,,YC,Y1,Y2,YW,IFLAG 

GO TO cso,20,30,40,so,60,10,ao), !FLAG 
20 XOUT = X + XPRfNT - --- 1 

IF (X .LT. XFINAL) GO TO 10 

1 

RETURN 
30 WRITE Cb,82) ERRREL, ERRABS 

GO TO 10 
40 WRITE Cb,83) 

60 TO 10 ·-
50 ERRABS = 1.0E-09 1 

WRITE (6,82) ElfRRTI~FfRilS 

1 
GO TO 10 

60 10.0•ERRREL 
. 

ERRREL = 
WRITE Có,82) ERRREL, ERRABS . 

1 

IFLAG - 2 
1 

-
GO TO 10 

10 WRITE C&,84) . 
1 IFLAG - 2 -

GU TU lU ¡ 
80 WRITE (6,851 

1 

STOP 
e 

~ - - 81 FORMTT C 2 X , F 4 • 1 , 3 X , 4 ( 2 x-;n • 1 ) , 3 X , 4 ( 2 ~, F 4 • 1 ) , -rzr· 1 

82 FORMAT ( , TOLERAtJCIAS REASIGIUOAS ',2E12.3) 
83 FORMAT e • MUCH4S ETAPAS . ) 
84 FORMAT e • MUCHAS SALIDAS ') 
65 FOR~fA T ( • L rr5· -p-A·R·Am:·r1m s--smrrNVAl:Trro·s- T . 
86 FORMAT ( /////, 3X,"Z",3X,"Y(1)",3X,"Y(2)",3X,"Y(3)",3X,"Y(4)", 

13X,"YCEN•,sx,"YSO",SX,"Y2",5X,"EVALS.FCN",/) 
END 

'~--- - e - - --

e 
SUBROUTINE FSUB (X, Y, yp ) 

e 
REAL X 

il . . . • .l. .• - . :j .. .. ~ . . . ~ • . • . • • . . . J . . . • "' • • - . G • • . . ~ • ... J • • . . • •... 11 • • . • ,\ •.• • a .. 

1 

·- · -
..•... 



. • iJ • . . • • ~ • • . • . • . . . .. . . n . . . . " . 
- -- -- - ------- - --- --- - - - ----- · -- -

l OIME NSION Y(l4),YP(l4),CTEC2b)~AR(3,3),BR(3,3),A(2),8(2,2) 
e COMMO~/A/AR,dR,CTE 
____________ e OMMO N / B / P M_,JH ,JU.,_ 6 ~,~TE 2, C TE 4, R_l _t R 2, UM t.B I O M A X _ ···-- ___ _ __ ____, 
ij COMMON/C/YC,YW 
5 C TEMPERATURA A LA PARED (YW) Y AL CENTRO (YC) 
b YW: (8I•AR(3,l)*Y(l3)•AR(3,2) •Y(l4))/(BI+AR(3,3)) 
7 __ YC : CTE(7>_•UJ_3)• ___ CTE_(8)_*Y(_l4l+ CTEl9~Y\~--------

C TEMPERATURA EN •c 
EO=YC*CTE(E>) 
El=Y(l3)•CTE(6) 
E2=Y(14)•CTE(E>) 

2 -----E3:fw•CTE (6) ·-------- - - ~ 
3 C FUNCIONALIDAD DE MU CTE O VAR(T) 
4 IF(UM.EQ.CTE(l))GOTO 10 
5 GO TO 20 ·--------- ---- -
E> C MU=CONSTANTE 
7 10 UMt:CTE(l) 
8 UM2:CTE(l) 
~---- UM}:CTE_(l ) _____ ___ ___ .. ________ __ __ _ _ 

·- --
O UM4:CTE(l) 
1 GO TO 30 
2 C MU(T) ARRHENlUS DOBLE 
_J__ ___ 20 TO=EO+CTE (20) ··- ··---- __ _______ _ - - - ---· . - ---- ·-·--- ·- ··- ·----- -
4 Tl=El+CTE(20) 

>5 T2=E2+CTE(20) 
é T3=E3+CTE(20) 

~7 UMl: CTE(t0)*EXP(-CTE(l1)/(CTE(14)•TO)) ·--
>8 Ut.11: UMl/(l+CTE(12l•EXP(•CTE(13)/(CTECT4 )•TO))) 
>9 UM2: CTE(10)*EXP(•CTE(ll)/(CTE(l4)*T1)) 
O UM2: UM2/(l+CTE(12l•EXP(•CTE(13)/(CTE(l4 )•Tll)) 
1 UM3: CTE(lO)•EXf_C•CTE(11)/(CTE(14)•T2)) 
2 UM3: UM3/(1+CTE(12)•EXP(•CTE(13)/(CTE(14 l•T2))) 
3 UM4: CTE(t0)•EXP(•CTEC11)/(CTE(14)•T3)) 

74 UM4: UM4/(1+CTE(12l•EXP(•CTE(l3)/(CTE(14 )•T3))) 
75 C FUNCION DE K(T) POLINOMIO DE CUARTO OROE N EN T 
76 30 IFCBIOMAX.EQ.CTE(3))GOTO 40 
77 C30:CTEC15)+CTE(l&)*EO+CTE(17)•E0••2+CTE C18)•E0•*3 
78 C+CTE(19)•E0••4 
79 C31:CTE(l5)+CTE(l6l•E1+CTE(17)•E1••2+CTE C18)•E1••3 
SO C+CTEC19)•E1••4 
81 C32:CTE(15)+CTE(16l•E2+CTE(17)•E2••2+CTE (18) •E2**3 
82 C+CTEC19)•E2~•4 
~3 C33:CTE(l5)+CTE(l6)•E3+CTEC17)•E3••2+CTE C18)•E3••3 

4 + E 1 
85 GOTOSO 
86 40 C30:t/CTE(3) 
87 C31=1/CTE(3) 
88 C32:t/CTEC3) 
89 C33=1/CTE(3) 
90 C CRECIMIENTO LOGISTICO 
91 50 YP(l) : UM1 * Y(l)•(l • Y(1)/C30) /Rl 
~2 YP(2) = UM2 * Y(2)•(1 • Y(2J7C31) /Rl 
93 YP(3) = UM3 * Y(3)•(1 • Y.(3)/C32) /Rl 
94 YP(4) = UM4 * Y(4)•(1 - Y(4)/C33) /Rl 

195 C CONSUMO DE AZUCARES CON MANTENIMIENTO 
i 9 6 Yffll = Y P (1 ) / C TE 2 + C t E 4 * Y C 1 ) / R 1 
'97 YP (6) = YP (2) /C TE2 + CTE4 * Y (2) /R 1 
98 YP(7) : YP(3)/CTE2 + CTE4 * Y(3) /Rl 

¡qq YP(8) = YP(4)/CTE2 + CTE4 * Y(4) /Rl 
00 e FO~MACTON DE to2 

¡ . . ... ·· · J - ···· ··• -º · · •. .. , . . • • . :J • .. --- ----------------·--------' ~ . 

. 

--

. . ' 

-



YP(9) : YP(S)• R2 
YP(10)= YP(6)• R2 

141 

,__ ____ Y.c...cP_;(~l U: Y P C7 L* __ R.-=2~-------- - ---- --­
Y P ( 12) = YP(8)• R2 

e TEMPERATURA EN LOS PUNTOS DE COLOCACION 
YP(13)= PM•CB(l,1l•Y(13)+8Cl,2)•Y(14)+A(l))+ DA*YP(l0) 
YP ( 14): PM* (B (2, 1 l.!_Y ( 13) +8 (2, 2) •Y (14} !.~ª)) + DA*YP (_11) _ _______ ___. 

e 
e 

RETURN 
END 

e 
e 
e 
e 

- - ---- -- -- ---------i 

e 
e 

SUBROUTINE RKF4S(FSUB,NEQN,Y,T,TOUT,RELERR,ASSERR,IFLAG,w0RK, 
_ __ 1_I~_~ORK,NEQN36) 

INTEGER NECN,IFLAG,IWORK(S),NEQN36 --- - -

REAL Y(NEQNJ,T,TOUT,RELERR,ABSERR,WORK(NEQN36) 
EXTERNAL FSUB ' 

lNTEGER K1,K2,K3,K4,K5,K6,K1M 
KtM:NEQN+l 

1 
K 1 :: KlM+l 
K2 = Kl+NEQN 
K3 = K2+NEQN 1 

K4 = K3+NE.CiN 
KS = K4+NEGN 
K6 = KS+NEQN 
CALL RKFS(FSUB,NEQN,Y,T,TOUT,RELERR,ABSERR,IFLAG,WORK(l),WORK(K1M) 

1,WORK(K1),~0RK(K2),WORK(K3),WORK(K4),WORK(K5),WORK(K6), 
2WORK(K6+1),IWORK(1),IWORK(2),IWORK(3),IWORK(4),IWORK(5)) 

RETURN 
ENO I 

S0BR0UT IN"E7fKFS"TF"S~"-fJeQ""N, Y, T, ro·ur;1rECER"fr, ABSERR, IFLAG, yp, H,""Fl ,F 2 
1,F3, F4,F5,SAVRE,SAVAE,NFE,KOP,INIT,JFLAG,KFLAG) 

LOGICAL HFAILD,OUTPUT 
INTEGER NEQN,IFLAG,NFE,KOP,INIT,JFLAG,KFLAG 1 

REAL Y (NEQN), T, TOUT,RELERR,A·e·sERR,H, YPCNEQN), 
1 F1(NEQN),F2CNEQN),F3(NEQN),F4(NEQN),F5(NEQN),SAVRE, 
2 SAVAE 

EXTERNAL FSUB 
REAL l,AE,0T,EE,EE0ET,CSITOL,ET,HMIN,lfEMIN,RER,S, ,. 

1 SCALE,TOL,TOLN,U26,EPSP1,EPS,YPK 
INTEGER t<,MAXNFE,MFLAG 

.. 

DATA REMINl1.E•t2/ 1 

DATA MAXNFE/100007 
IF (NEQN .LT. 1) GO TO 10 
IF (CRELERR .LT. O.Ol .OR. (ABSERR .LT. o.O)) GO TO 10 
MFLAG:IABSCIFLAG) 
IF C(MFLAG .EQ. 01.OR. (MfLAG .GT. 8)) G"tríO- 1 o 
IF (MFLAG .NE. 1) GO TO 20 
EPS = 1.0 

s EPS = EPS/2.0 
EPSP1 = EPS + 1.0 
IF (EPSPl .GT. 1.0) GO TO 5 
U26 = 26.0*EPS 
GO TO 50 

10 !FLAG=8 

··- · 

J- ---.i.--- - 0 ···· 4 . . -O· .. . , . .. . J. - - · '· · · · ,¡ •. • . , •• • ·O · ·· ., .· · · O· · . . ... ·· ·O · · ·· •·· · 
1 



. 1 . . • '~ . . . . ' . 

RETURN 
142 

20 IF ((T .Ea. TOUT) .ANO. (KFLAG .NE. 3)) GO TO 10 
S IF (MFLAG .NE. 2) GO TO 25 ------- - --- - - ------ - - --- ·- - --- -- ---·=------ - --- --
i IF ((KFLAG .Ea. 3) .OR. (INIT .Ea. O)) GO TO 45 
5 IF (KFLAG .Ea. 4) GO TO 40 
o IF ((KFLAG .Ea. 5) .ANO. (ABSERR .Ea. o.O)) GO TO 30 
---'------"-IF ( (KFLAG .Ea. ó) .ANO. (RELERR .LE. SAVRE) __ .A_~_o_. __ _ _ ___ ___. 
~ 1 (ABSERR .LE. SAVAE)) GO TO 30 
g GO TO 50 
O 25 IF (!FLAG .Ea. 3) GO TO 45 
1 IF (!FLAG .EQ. 4) GO TO 40 
2 _ _____ ...;...IF-7TirLAG .Ea. 5) .ANO. (ABSERR .GT. o~-ó-j-) G(f -tó 4-•r--· 
3 30 STOP 
q 40 NFE:O 
~ IF (MFLAG .EQ. 2) GOTOSO 
6 45 IFLAG=JFLAG _ __ _ - ------- - - ------ ---- : 
7 IF (KFLAG .EQ. 3) MF'LAG:IABS (!FLAG) 
8 50 JFLAG=IFLAG 
q KFLAG:O 
0----- -- SAVRE=RELERR - - - ---- - -·- - · - ·- --------------- ---- --

1 SAVAE=ABSERR 
2 RER:2.0*EPS+REMIN 
3 IF (RELt:RR .GE. RER) GO TO 55 -- ----- · · 
4 RELERR=RER 
5 IFLAG:3 
6 KFLAG=3 
7 ~ETURN í 

~ - - -- -~c---=----,--=c--=-------·--- - - - ------ -- - ·-··- --···--- - ----- -1 
8 SS DT=TOUT•T 
q IF (MFLAG .EQ. 1) GO TO 60 
O IF (INIT .Ea. O) GO TO 65 
1 GO TO 80 
2 60 INIT=O 
3 KOP:O 
4 A:T 

1 

15 CALL FSUB(A,Y,YP) 
!& NFE=l 
>7 IF (T .NE. TOUT) GO TO 65 
~8 IFLAG=2 
J9 RETURN 
)0 65 INIT=l 
>1 H:ABS(OT) 
~2 T0LN=0. 
)3 00 70 K:1,NEQN 
~ T0L=RELERR*ABSCY(K))+ABSERR 
S IF (TOL .LE. O.) GO TO 70 

~6 TOLN=TOL 
07 YPK:A8S(YP(K)) 
08 IF (YPK•H••S-:~T;-ro'Cr H=[1OL/YPK)**º•ª _J 
09 70 CONTINUE 
10 IF (TOLN .LE. o.O) H:o.o 
u___ H=AMA!!__(H, U26* AMA _X l __ (_AB_S _( T_) _, A_BS (OT))) _____ __ _____ _ 
12 JFLAG:ISIGN(2,IFLAG) 
13 80 H:SIGN(H,OT) 

4 IF (ABS(H) .GE. 2.0•ABS(OT)) KOP=KOP+l 
5 IF (KOP .NE. 100) GO TO 85 
ó 

17 
18 
19 
20 

KOP:O -··-- - - - ------ ----

!FLAG:7 
RETURN 

85 IF (A8S(OT) .GT. U26•A8S(T)) GO TO 95 
--- 00 90 K=l, NEQN 

- ---- -•·-- - -

·------- ----------1 
.. " ' ' .. . . . . ... . . . ' ' . . . .. . : ... - . . . ' . . . ·--- - - -_______________ _,_ 
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90 Y(K)=YCK)+OT•YP(K) 143 

1 

A:TOUT 
,--- CAI...LE.~!,!~ CA, Y.Lle.) ___ 

NFE :tJFE + 1 
GO TO 300 

e 
~--~ - - --- -e INITIALIZE OUTPUT POUH UJOICATOR 1 

e 
95 OUTPUT:: .FALSE. 

e 
e TO AVOID PREMATURÉ UNDE RFLO\~ IN THE ·-·--- ·- -- ----ERROR TOLERANCE FUNCTION, 
e SCALE THE ERROR TOLERANCES 
e 

1 SCALE=2.0/RELERR 
AE:SCALE•At3SERR 

1 
e 
e 

1 e STEP SY STEP INTEGRATION --- - ----e 
100 HFAILD= .FALSE. 

e 
e SET SMALLEST ALL01,JABLE STEPSIZE 1 -- - - ------ -------------·- ------------ ----- -e 

HMIN=U2ó•A6S (T) 
e 
e AOJUST STEPSIZE IF IJECESSARY TO HIT THE OUTPUT POINT. 
e LOOK AHEAO T wo-s T E-PS rcr AVOID DRASTIC CHANGES IN THE -· STEPSIZE ANO 
e THUS LESSEN THE IMPACT OF OUTPUT POINTS ON THE COOE. 
e 

DT=TOUT•T 1 

IF (ABS(OT) .GE. 2.0•ABS(H)) GO TO 200 
1 IF (ABS(OT) .GT. ABS(H)) GO TO 150 

e 
e THE NEXT SUCCESSFUL STEP WILL COMPLETE THE INTEGRATION TO THE 
e OUTPUT POINT 
e 

OUTPUT= .TRUE. 
H::OT 
GO TO 200 

e 
150 H::O.S*OT 

e 1 

200 1F CNFE .LE. MAXNFE) GO TO 220 
e 
e TOO MUCH WORK 

IFLAG:4 
KFLAG=4 
RETURN 

1 

e 
e AOVANCE AN APPROXIMATE SOLUTION OVER ONE STEP OF LENGTH H 
L 

1 220 CALL FEHL(FSUB,NEQN,Y,T,H,YP,F1,F2,F3,F4,F5,Fl) 
NFE:NFE+5 

e 
L ~UMPOTE ANO TEST ALLOW-ABLE TOLERANCES VERSU$7.0CAL E ffFHfff-U-111-fATCS-
e ANO REMOVE SCALirJG OF TOLERANCES. NOTE THAT RELATIVE ERROR IS 
e MEASUP.EO WITH RESPECT TO THE AVERAGE OF THE MAGNITUDES OF THE 
e SOLUTION AT THE BEGINNHJG AtW ENO OF THE STEP. 
e 

O" ·• •· ·· · O · .. .. · • · O • • • • 1 . · .. 1 • - · .t. • • • • Ú • • • -• .L • • • • 0 • · • • 4 • • • • J • · • • .t. • • • • 0 • · · · • • • · 
1 



·----------------------------------- -------1 
··'1··· .. , , .. ··•·t · ···~ · -· · · · ··· · ··· · J·· •V :- ··· 1· · O·· · ·T' ------------- -- - ------------------ - - · 

EEOET=o.o 144 

? 00 250 K=t,NEQN 
_________ ET:At3S ( V (K)) ♦ ABS (F 1 (K)) +AE ___ _ __________ __________ _ 

IF (ET .GT. O.O) GO TO 2QO 
e 

& C INAPPROPRIATE ERROR TOLERANCE 
7 IFLAG:5 ·-------- ------ -----·------ ---- ----- ------- --- --- -----------: 
6 RETURN 
9 e 
O 240 EE:ABSCc-20qo.O*YP(K)+(21970.0*F3(K)-15048.0*F4(K)))+ 
l 1 (22528.0*F2(K)-273&0.0*FS(K))) 
2 ·- 250 EEOET:AMAXl(EEOET,EE/ET) . . ----

e 3 
4 
5 

ESTTOL=ABS(Hl•EEOET*SCALE/752400.0 
e 

6 IF (ESTTOL .LE. 1.0) GO TO 260 . -- ------------- --------~ 
1 e 
s e 
9 C UNSUCCESSFUL STEP o _____ _ e ___ __ __ __ _ ··------------ REDUCE THE STEPSIZE ,·--n:fv AGAIM 

1 C THE DECREASE IS LIMITED TO A FACTOR OF 1/10 
2 e 
3 HFAILD= .TRUE. ·-
4 OUTPUT= .FALSE. 
s s=o.1 
ó IF (ESTTOL .LT. 59049.0) s=0.9/ESTTOL•*0.2 
7 H=S•H -6-- -------'I-F_(_A_B_S_(_H_) -. G_T ___ H_M __ I _N_) __ G_ O_ TO 20 _ 0 ____ ___ ___ _ -- - - ------------r 

19 e 
O C REQUESTEO ERROR UNATTAINABLE AT SMALLEST . ALLOWABLE STEPSIZE 
1 IFLAG:ó [~2'------KF=L_A_G_:_6 ____ -'--------------- ---------~ 
3 RETURN 

14 
15 
l& 
17 
L8 
L9 

ªº 21 
22 
23 

e 
e 
e 
e 
e 
e 

e 
e 

260 

270 

SUCCESSFUL STEP 

T:T+ri 
00 270 K=t,NEQN 

Y(K)=Fl(K) 
A:T 
CALL FSUB(A,Y,YP) 
NFE:NFE+1 

STORE SOLUTION AT T+H 
ANO EVALUATE DERIVATIVES THERE 

24 
25 
26 
~27 
28 e cHoosr-11E"XT STEP5IZE 
29 C THE INCREASE IS LIMITEO TO A FACTOR OF S 
30 C IF STEP FAILURE HAS JUST OCCURREO, NEXT 
31 C STEPSIZE IS NOT ALLOWEO TO INCREASE ~-·--c----------- ---------------------------------
33 s:s.o 
34 IF CESTTOL .GT. 1.889568E•4) S:0.9/ESTTOL*•0.2 
35 IF (HFAILO) S:AMINl(S,1.0) 
S.-,E,--------:H--:-=--:S:;:--::I:-:::G:-:-tJ~(,...,.A""'Mº,--:-A-:-:X""71~(-=-s-• -:-A a=-s=-::-:c H--=-:)c-',--:-H-:-:'M-:-.l.-:-N.,--a-)-,-:-:H-=-)--------------------

37 e 

1

38 C ENO OF CORE INTEGRATOR 
39 e ,~--~---------------·---------------···----------1 ·ao e 

• • • -)" • · · • a • · • • ~ • ' ' • A . .. . J . .. l • . . . ~ .. - - ------.,,.---.. -----------------------: 
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145 
C SHOULD WE TAKE ANOTHER STEP 
e 

,--------=I::..cF_,'--"OC...::U'---'T-'-P fil_G O TO 3 O O'------ ­
I F (IFLAG .GT. O) GO TO 100 

e 
e 
e 
e 
e 

e 

INTEGRATION SUCCESSFULLY COMPL~TE;p"---- - - - - ---- -----'-----­

ONE•STEP MOOE 
IFLAG=•2 
RETURN 

C INTERVAL MODE 

e 

e 

e 

e 

e 

e 

300 T:TQUT 
IFLAG=2 
RETURN 

END 
SUBROUTINE FEHL(F,NEQN,Y,T,tl,YP,F1,F2,F3,F4,FS,S) 

---- · ------ --- ·------·---'-------l 

INTEGER NEQN 
REAL Y(NEQN), T ,H, YP(r~EQN) ,F1 (NEQN) ,F2(rJEQN), 

1 F3 (NEQi'-4), F4 (NE.QN), FS (NEQN), S (NEQ N) __ --- - ------·- - --·- -- - ~-- - ---< 

REAL CH 
INTEGER K 

:H 4. 
00 221 K=l,NEQN 

221 FS(K)=Y(K)+CH•YP(K) 
CALL FSUB(T+CH,FS,Fl) 

CH=3.0•H/32.0 
00 222 K=l,NEQN 

222 F5(K):Y(K)+CH•CYP(K)+3.0•F1(K)) 
B(T+3.0•H7S.o-;F·~5~,~F~2~l- ------ ----------'--------,: 

CH:H/21'H .O 
00 223 K=l,NEQN 

2 2 3 F 5 C K l = Y C K ) + e A* ( 1 q ~ O * Y P C K ) + C 7 2 9 6 • o * F 2 (KJ~30 • O * F 1 C K l ) ) 
CALL FSUB(T+12.0•H/13.0,F5,F3) 

CH:H/4104.0 

224 F5(K):Y(K)+CH•((8341.0•YP(K)•845.0•F3(K))+ 
1 (29440.0•F2(K)•32832.0•Fl(K))) 

CALL FSUB(T+H,F5,F4) 

CH:H/20520.0 
00 225 K=1,NEQN 

225 F1(K):Y(K)+CH*((•6080.0•YP(K)+{9295.0•F3(K)• 
4-r.i>-~4-n<Trr+T4Tcrzro-~o•-r:-·rc kT-2TI·s 2-;o-¡rirKrr, 

CALL FSUB(T+H/2.0,Fl,FS) 
e 
C COMPUTE APPROXIMATE SOLUTION AT . T+H e - - ------

~·- i,• • ··J• ·· A · · · O· · • ·•·· · º · ·· · ·• • · ·ü • •·· .. · ·· · ~· ·· · • · · · ·~ · · . .. ····1·· · ·· •• ·· 
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~--- ----- --- - - ----·- ··----------------

146 
2 

e 
! RETURN 
ij E~JO -- -- . ·--· -- ---- -

- ---- - - - ·--------

¡-------·--- -------------- ----·-- ---------~ 

-- - ---- ---·-----------~. 

··O ... . .... J . . .. ,. .¡ 
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IJsc 
, , . 

ACCOU i'JT: D0904A01 

ILE NAME: CONDS.LACTIC U. DOqO~AOl 
IILE NAME: CON05.LACTICG. ooq 04A01 

UM6ERED 
LEt~GTH: 8 0 BYTES 
OF RECORDS: 21 

ODE: 0 ' 

~ 
..Ja DATOS DE CORRIDA COND5 

1 

' 1 

1 

1 

➔ 

. 

1 

o . . . . .1, •••• q .... ,. • • • 0 • • • • A • • , • 0 , • • • 4 • • • • Ü • • . .•.... º ....•... . º .. .. • . ... º . . ..•.. . I 
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O. 3, O.SS, 3. 3, O. O 7 , 8 3 O. , 3,. , 1 • S 5 8 {) 7 8 ±M, ü • L ~ 1411 'j !J 7 '? , O. 3 5 3 .5 3 3 3 
2.b94334Ell,7022S.,1.300b53E47,2ó33Sb., J .314 
-1.16637597i0.073728941 Br-l.20761224t-V 4 r-3.7 G23633 1E- 0S 
4.39óób391~-07,273.15 
0.393765191, 0 .d03087153,1. 
-2.5395dU5ó,3.825blb3,-1.28b03174 
-1.377ó7678,-1.245194oq,2.b22 B716 & 
1.71547~0b,-q.71S47b09, S . 
-9.9023ól18,12.299bS98,-2.3~7271bS 
9.03367355,-32.7b42B56, 23 .730bl21 
22.757482,-h5.42Q148d, Q2 . 666 bo69 
40.l,41.9,44.7,47.7,49.0,4q.2,46.G,4K.j 
48.l,48.2,4o.7,4b.3,4S.4,44.1,41.~,39.7 
38.3,38.7,42.b,Q5.6,46.7, ij 7.2,4ü.7,4h.b 
4ó.4,46.b,45.7,44.5,43.9, ➔ 2 .5,~0. 4 ,3 8 .3 

36.2,37.2,3il.7,41.0,41.9,42.2,41. 3 , ~1. 0 
40.7,40.9,40.7,39.4,39.l,38.9,33.0,37.1 
34.9,35.7,37.1,3 8 .4,3 3 .b,3 8 .4,37.~,37.2 
37.5,37.4,37.S,3b.b, 36.G,3b.6,36.l,]5.b 
ó4,3,1 
0.0249SQ2,3.~442,10.S27J 
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1 

use ACCOU iH: G0904A01 

ILE tlAME: COND19.LACTIC0. 0 09C4A01 
ILE i\J AME: C~ND1J.LACTIC0. 0 0904A01 

UMBERED 
LENGTH: 8 0 BYTES 
üF RECúROS: 21 

ooE: o 

4. DATOS DE CORRIDA COND19 
1 

, 

o .... .. . . . ~ . • . A . o ... • A • . . . o . • .t.. . o • • .t.. .. o . . . .t. •• . . o . . • ,l • . o .. ,l •• 

--
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•iJV 

0.3,0.55,3.3,0.07,630.,35.,1.55307820S,0.dql411~37~,o.3331133 
2. 6 9 4 3 3 4 E 1 1 , 7 O 2 2 5. , 1 • 3 O O 6 S 3 E 4 7 , 2 d 3 3 S 6. , u. 3 1 11 
-1 • 166 3 7 5 9 7 i !) • O 7 .3 7 2 i:H 4 1 o f -1 • 2 O 7 6 12 2 t-! t. - O 4, - .5. 7 9 2 3 b 331 t: - l.'~ 

4.39666391E-07,273.15 
0.393765191,0.b03087153,1. 
-2.5395845b,.3.b2S6lb3,-1.28603174 
-1.377b7b78i-l.2451q48g,2.62287loJ 
l.7154760h,-g.71S4700g,3_ 
-9.90238118,12.299b598,-2.397278b5 
9.03367355,-32.7b42856,23.7306121 
22.757482,-65.4241488,42.6bbbbo9 
37.6,38.S,40.0,4¿.~,44.4,45.0,47.l, 48 .J 
48.2,48.4,49.5,47.8,47.4,46.3,45.2,44.1 
37.0,38.2,39.4,41.5,43.ú,43.6,4~.7,46.b 
Q6.9,47.1,4ü.2,4b.4,45.b,~5.l,44.b,~4.l 
35.0,35.2,36.3,37.~,.39.0,40.2,41.S,42.4 
42.4,42.5,43.0,41.6,39.7,39.0,3ó.3,37.o 
34.0,34.0,35.6,3b.b,3~.0,3 ~ .t,4J.2, 40 .9 
40.9,40.6,40.9,39. 8 ,38.0,37.b,37.2,36. B 
64,3,1 
0.34h292E-Ol,3. 9 70S42, ~ .203Gl 
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, , : l1 L 2 o , 1 Y ,3 7 , -:i : 5 ¡j ,:, ' 1 

. ' : ' ) (\ ' . ', . 

EX: FILt ;, Aflt:: '·ó!J!•l~t. .L ~LTICu . '.)C ()QJ;.úl 
EEi " FI LE '.•J/.f,1E : j-:¡p.,Ax .L t, lT[CL . 1.· •o <jCJi¡.:_(jt 

IL ,: ·.u,-lo [ .~[í) 

E e ¡!:~:'; L t f J r; T H : '.) e -i'l' T t. s 
.J~,1rf: :-: tJ F RF: CCº OS: 3 -1 0 
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5. PROGRAMA DE ESTIMACION DE PARAMETROS DE U MAXIMA EN FUNCION 
OE L~ TEflF5ER~l □R~ 

1 

1 
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1 o . ' . o ' . . o . . ' . e • 'I'. o ' o . ' D ' . . o ' 

-
152 

1 s c u¡; PrJL -l:5l I 11 r, :Jl!;";L',J:,c¿ 
2 e ~· :? f., ,; r. ... . ~ .\ Je. :: .') T I · 1,\ C : r·, ·; , ~ E ¡:) i; ¡,¡, í, r 1 E T í? n s ¡_,E t--l!Jr.1 A X t:r · ' . r ur ,e 1 nr-J GE TE~-, íl 
3 '°' I , ' F ,, ; ~ T r- i· j :-. ¡,,r, .-, ( ü ) t ,---,, T¡:"F ( .:q 1 '.°>f.1/AI(lll!) 1 I( 13 l 1 r · 1 ( 1¡ l • :r'.( 1 S l 
4 e u!.,., o, J ~ 

i 

5 E :nr:,.:, 1~L '!I IIJt.L 

6 ,~ E A. C ( S , -1{ J , ! u :3 , , .; .:, 
7 Uü 1 I=i, , JP 
j ~[AD(3 ,-l{J T: 1 ( U 
9 1 C O i : T I . J L, E 

10 f")í¡ 2 I=l, i=Ur) 
l 1 ,-,1F~. f_1 ('j,_...) rt l i , y ( l ) 
12 2 cu.TI f¡lj:.:_ 

1 3 1 T= 1 C' G 
14 !Ju ...¡ I=~, -, r-
1 e: ;, rFr(Tl=. -i l 

16 ;:; I r_; r; s ( I l = 1 • 
17 4 C J1 -, T T: ;i_¡r:_: 

1 13 t?:il =l . ': - )/ 
~q ¡: ;'.' ,:,?=, • ..: - ,' \ 7 
-~ (' c. J /. I_ ~ · ; = '; • : 1 
? 1 ( '--I_ L ,, • ; ' ~ , J::, l i , . ·· l i_; ¿ L, ~' ;t · , Y , r, r , T _t , , í, I F F , :'. t e; r, ,; , ¡-_ P 3 1 , 
22 1 ~ ' -, -; ;:: , : 1 AL~ ;; , 1 ') • , :; e - '" T ) 

J. -
, 

:, ~ ; T . " 
24 e ¡ :_! 

2~ S.i~ :;-;_,c.: T T!.c · 1, ,, :, IJ S ( , i ,, ~ •J '~ , ,,¡ ,.i J C: L , r' J~ ,Y, '.! ? , f t1 , iJ IFr , :.,1¡; ·¡:_;, 
-~o l !: -, '3 l , C _"'l ~ ~ , ·, l T , F L -~: ·, , F . l IJ , '3 C :? 1, T) 
-;:,7 ,.11 r 1f,. i · :, 1 _j r · 3 .,. ... !'t' A T ( l ) • !_: IF F ( l ) • ~ I G f-i S ( 1 ) • T : i ( 1 ) , Y ( l ) 
28 €.(. fé: i' : JAL , 1un1:. L 
29 lA=l 
30 I~=I~+ l1P ~, T r: T ''- +,Jt-í 

32 ID= I C + ;,J? 

33 IE=IO+,JP 

34 ff=IE. + íiP 
35 IG:IF+ ~10H 

36 I H= I G + íl!()d 

37 1 I = IH + l¡ P * JÜíl 
38 IJ = I ·i 

3~ CA!.L. , A lJ :) ::, g ( ; J PP. 'l li t : i i) D t. L t 1, O 8 t Y t f ! P t T i I r ü l F t= t S I G í, 5 t E P S l f i:: P S 2 t ~ 

40 l , F L M •i , f I J !J • ;:i C K ~ T ( Ii, ) , 3CRAT(Il:3) , SCR/\T(IC), SCRAT(IO), 
41 2 3CRAf(lt), SCRAT(IF), SC~AT(IG) , ~CRATlIH), SCRAf(ll), 
42 3 SCRAT(IJJ ) 

43 f<ETIIRiJ 
44 E;JfJ 
4_5 5LldPOUT Hil: rlAU SSg UH'P 06:J , ~·100EL, ; :RO , Y, NJ ,TH,UIFZ,3IGNS,EP1S,E 
14 b 1 , -1 I T , F L A i,,, , F '-JU , o,r,E,µHI,T8,F,R,A,O,OELL) 
47 e ¡::(qfPA,, II VEP.SIO rJ 
4 8 e 1 1 

' '. J • ,;ERTZ 
49 e Aoarr~D F :J R T :1 E CDC f.: 1-lO G (J. F . r1ACG2[G OI-< ) 
50 e 
51 e , ) I ' -1 Ei'-• S 1 ~) ¡1¡ f:J(r;1,1 ) , ·)IFZ ( r;;) ) , SIG ;JS(fJ.l ) , Y CdJ) 
32 e ¡) I ', t f.¡ ,j l ,J h,, _;( f•JIJJ , ;> ( ' j ,)) , E(f .:i~ ), rH I (!1íl) , r :,c;, ,JJ 
53 e L) ~ ·, f r~ .:, I C• f, ~ ( :JIJU ), re ;15 ,) ) 
5 ¡~ e u I 1 

: F: ,- J 5 T i>, :1 ( ,· •. ! J , : ) ' .) ) , :,(ri r, , . J· l) , [, [ L Z ( , , ..; U , : H: ; 
e: e:; r; I :.•,: \I J 1 ~.1:'J T ~ ( 1 ) , ( ( 1 ) , iJ I F Z ( 1 ) , ;) I GíiS (l) J (1) , :) ( 1), r.:: ( 1 ) , .., _ , 
JO 1 ,: •1i(1J , r ~ e 1 ) , F: 1) , ~ (1) , ¡\ ( 1 ) , ) (1) , ,JC L Z (l) 
57 ·J I , 1 C: ·,J S 1 ·) ;-; ·J = J ;·.,. l ( L') , ;_1 J' ~ 2 ( 1 () () ) , 1;l11;5 ( l t) ) 

~e C :df:;.;>' ¡o.L · ,·.llJFL 
3g ... -;(_ , )'5(/4) = l T ,¡ :'. ( .'J ' ; r( : ( 1 • (, / i * • ,? - ¡_ e, ) l 
u 0 · í ~ ,, = , ¡ · ) 

o . • o . . A . o A • o • • A • o • A. o 4 • o ,l . o . 

-
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. 1 b 

o .2 
,~ ~ 
b4 
b-: 
ó:, 
Q] 

o5 
o9 
70 
7, 

72 
73 
7 /~ 
7" 

76 
77 
72, 
7 q 

5 0 
:3 1 
;¡ ~ .. '-
e t 

96 
97 
98 
99 
00 
01 
02 
03 
04 
os 
06 
07 
08 
09 
10 
11 
12 
13 
14 

e; 

ló 
1 7 
1? 

9 

e 
r 
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;"r,~ = J ~') f; 

t:":-1<:1 - ; o 1 -~ 

tPS 2 = C::r 2::i 
n PS r. = iP * !·¡ ¡:' 

!; SC P ~C = s * Í\Í p + ; 11) .) ,7 + 2 te ;i r_rn +' ¡ F ?I' r-.nrn 
' td r .:- C ' · , 1,• '}i\) 1P P, I ~ , I I J •i, .... · iS r ':s: ., e ' e: , 

i,R IT E. ( E:. , l JO 1 ) 
CALL :_; A :3 .:5 o C ( l , !li P , T ri , r, 1 1 t.q , D LJ l l 2 ) 
; ; i? I TE ( h , 1 0 I¡ 2 ) 
r .:,,1 1 ,-:: .1 e; ._ "' , ¡ ( 1 iJ P . r-T ~ 7 l) • ¡ : 11 1 it : ') 1 

IF (f lf f : n ( -~P -1 , SO - r., f1 , • , n G - i; ? , :.1 I T - 1 , 99 °- ·-1 I T) ) 1Q , l. '::i , 1 ~ 
15 IF(F .JU -l. 0 H9 , q a , 1 b 

l b C: ~j •H I . JU t: 
,-: q 1 q r =, , ·P 
T [ i,• f' = é\ -, .s ( r_;IF Z( f ) ) 

I F ( l r.c J . , 1 l t • J -T Ei-í0 , ;', i-1S (T H (lj ))) 99 , q g , ¡q 
l q C1JiJTL jJ:::. 

r: 4 = Ft ¡\ , . 

,· ,r T = 1 
LA 1) 3 = _) 
ir ( ;:: .:- .:i 1 ) .:; ' 7 ,_! , 7 ,, 
F ;., .\ í = 

7 (; o :3 i } = \ Í 

e J~ L L i ;_1 ;:1 t: L t • h"? u 0 , í , 1 , r , i ; H: , : J ¡) J 
D .J r~ ;) l = l , · J r; d 
p =" T - F ' 

a () 3 3 f.:l = S 3 '.J + ~ ( l ) te t~ l J ) 
«¡r-nTE ( 6 , l :J0 3) SS fJ 

100 G1\ = G!\ I F! iU 
rrnc r-i r = o 
,t R I TE ( b , 1 O O 4 ) 1 -IT T 

= ' - r 
O O 1 3 O J = 1 , :· i P 
T E ¡.1 p = T H ( J ) 
P(J)= J IFZ(J)*T H(J) 
TH(J)= Tri íJ)+P{J) 
O(J)=O 
J s = J s + f•J (j t:S 
CALL '1 00EL( iiF R0rJ , T:i, CELZ(jS), íl OB, .¡ P) 
IJ = JS-1 
DO 120 I = 1, N03 
IJ = IJ + 1 
DELZCIJ) = GELZ(IJJ - F(I) 

1 2 O 9 ( J ) = • l ( J J + 1) E L Z ( I J ) * P. ( I ) 
Q ( J ) = f.J ( J ) / p ( J ) 

1 

3 EGH, IT [ RAT!O fl 

e u =XT* R ( S TEE P EST Ot:SCE iJT) 
1 3 O T '·i ( J ) = T ¿ r:, P 

I F ( L ¡\ ij .3 ) 1 ~ 1 1 3 1 , ..¡ 1 4 

1 3 1 u () 1 S 0 I = 1 , 1' , P 

uo 151 J =t, i 
;; 'Jl•i = 1·: 

K = ·~1J •) "'" Í 1- l 
i<. I = · i Ü:'. *( I-1) 

[) Ü 1 b O ,; = 1 , f , li r, 
,. I = ,: I t l 
,; J = ,, J t 1 

= ·) ,Jí-' +- i, Elt't f< T) " f1 f. L Z(K J) 
. .. o •.• • , ... . o .•. ·• • • .. O .. . . •··.· O·· ·· ,· ··· O·· ·· • · · · · O·· ·· •·· 



. . o . ' . o ' . . o . . . ' .. 0 •• . ,. . . a • . ' . ~ . ' o ' . . o . .. ' } 

121 T c:i.;p : :=.; .J -1 1 e ~ ( I J * 1-' ( J ) ) 
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122 JI = J + ;¡ r k l! -1 ) 
1 ;, ~ ¡)( .l i) = l L :'Af\ 

124 I J = r + ·w • CJ - 1 ) 

125 1 '.J 1 U( lJ) = T ':_ ,,;p 

12b L ,O t ( Ij = s::k T (L, (J I) ) 
, ,)7 h',h r -1,,.o T T f ' •J t~ 

128 lj ,_) t '3 3 f = 1 , ¡ ·--J. ' ... 
129 IJ = 1 - 'd-' 
13C ,) n ¡-:53 J =l, I 
.d1 I J = r J + iJ }~ 

132 l\ (I.J) = ,·, ( l J ) / l C (I)~t ( J)J 
1 ~ i: 
.;,. -' - JI = .J + ;JP ·1r(I - l J 

134 1 J 3 ó, ( .J i ) = .\ ( I J )' 
i "l e;; ,~ ' - -~ r ~ 1 F- :' . t o)! 'f ' ' r · l · T r: T ·, .. -
13~ I I = - , ¡ ¡.) 

!!7 ü !_¡ 15~ I = 1 , 1 í-

!33 P ( I ) = l( I J/ f:. (I ) 

' ~g 1) ; i T í T ) =- :1 ( I J 

i ,:¡ o 1 1 = . : r· + ! + l I 
: :n 1 3 5 -1 ( t I l = • (1 l) -t \ 1., -~ 

1~2 " 

• .'~ "l 1 =, 
l 4 4 C"LL .'\ 1 I , . l ,l , ,:) 

,. 
1 , ,_, E T) , , 

~ ,:¡ 5 e r· i c :: 1~ U r~ ~ F C I I :) i 1 Vt. CHh,: 
1 ,, ó ,1 T [ F = 1 • :., 
, 4 7 5 :J ¡.: 1 = ·j • 

1.'.+é S ü•·1 ,:,: .) . 

1 ·l9 SU'~ 3= v . 
150 l) U 2 31 I =1, :,P 
151 51 irq = r í I l * P J..j [ ( l l + s 1J r 11 
152 S LI M 2 = I' ( I ) * P ( I ) + S ur-1 2 
153 SU M3: .:-:¡ ¡ (I) * P liI(I) + SIJ Ñ1 3 
1 S ll 231 P HI(I) = P ( I l 
1'i'i Tfl1P = 5¡¡;.111 s,rn r rs ur-1 ;:,* s u ,131 
15ó TE MP = t. r1• un ( T 1:. r, P, 1.:)) 

157 ri:: r-·'P = 5 7.2 95 *A RCJ S(T E~P ) 
158 wR ITc (b , 1 04 1 J í;E T, TE: :1P 
1~q 170 r, ¡) ? ;J () ¡ = 1 • 1, ►"> 

160 p (I) = P HI tIJ * .S TEP I E ( I) 
161 TS(IJ= T h ( l) + p ( IJ 
1b2 220 C CHH I ;Jd i: 

ló3 i-v R I T E ( b t 7 O O O l 
164 7000 F O P ~-\ A T t 3 C n O T E 5 T P OI ;JT F A R Ar-: E T E R VAL UES ) 

1bS i•, R I TE ( ó , 2 O O n J (T'3(I), I = 1 , r IP) 

ióó 0 0 221 1 = 1 , í'JP 

1fl7 IFtSIG JS l!Jl 2 21 i 2211 ? 22 
168 222 I F ( S I G 1 ~ ( 1 • O , T t-i ( I ) ) * S I Gr-; ( 1 • ú , T íl ( I ) ) ) bú3, 2 21, 2 21 
169 221 CíJíJ TI'. llJé 
170 S !H,., I_~ : O 

171 CALL · 1ri:)cL l ¡p P(..' ·1 , T '"I 
F • . i ,1 n , í !P) , u . 

172 en 2 ~ ¡") i = 1, Jud 
173 1-/ ( I) = Y ( I l - F ( I J 
l 7 Ll 230 .s ! J n b = .·31 ¡:; ' ; + r1 ( r ) • '-i ( I ) 
175 "',HH (6 , 1 G.t 3) ~ iJj.", ~~ 

' 
176 ¡ i::- ( 3 U .,-~ - ( t. C + -=:? ':';l) * .'S 0 · l ) bu 2, t., h 2 , b tl ~ 

177 r.u .S I r ( 4, ; t : l 1 ( í Li' P - ·-; ;J . C , ,; .,, ) ) et, ', , ub S, ~: ,4 

17 8 ') t.J :: S T E 11 = ,> r : µ I ¿ • ·J 
! 79 I ·HC '·) T .:; i ,._ T C ·, T -t l 
1 S ú I F (J ';TL i Jf - ~ Q J 1 7 iJ , 2 7 ')O , c.:70 0 

o . • o • •• A . o . . . A • o • . A• o • ..... o . .. • • íl . " . . o .. 
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81 
82 

d4 
85 
56 
'37 
8d 
89 
90 

9c 
97 
98 
99 
oc 
01 

o t: e 
/1 

o e. 
09 
10 

20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
3r;; 

í 

e 

o b 14 1; ,\ = C, A * F ; ! U 
r :.rc :, ¡ ::: l ";TC'.,T + 1 

- <. 

b b2 n~ IT~(~,10 0 7) 
:j fi n 6 '1 I = 1 , . .P 

h69 T 1! (1j:::f i;(IJ 

155 

C~l I r:,l '3,'t·:~ f1 , ''iP ,T H, :) 1(-~1 , ¡q¡ :.12) 
-·, ;? I T ': ( n , l l , 4 t) J ,; :\ , :S T 1,-; 

IF(EP 32 ) =~9 , 22~ , 2 ~S 
229 :rcc~~11 2 10 , ~10 , 263 

IF( .A•~S (f'lI))ll1.~-2 0 + AtS (Tt1(I)))-l.PS2) 240 , 2<tú, ~4 1 
2Ql IF(EF31) ? 70 , 2 7O, ¿oj 
2 ·+ O C Y ,i T I I J LJ ¿ 

G •J T fJ 2 i3 O 
2 o S I F ( A :1 ::, ( .3 U : ~ - C, S í l ) - :: P :., 1 * ::i ~ l J ) 2 h 6 , 2 (., b , .: 7 ¡) 
2u6 ,,,UTE{h,l t, l '.'1 ) :::•..,S l 

-~ 7 o ') .3 '. J ::: ·, 1 J . 1 i 
1!fT:::: . IT +J 
rr.r· ::r - , \ " J. , ) •• , 

:: l l 1) F , :~ i' t. T ( / I 1 l '_; .... ~' * * "* T , < ,J i J: 1 : F '.i · , U;\ k ES C.:, :;, . u T . , 
l J F ::; e ,j A r: t: iJ :.. T T I i f: ': : ; ['¡ C1 F T t, F. L t.. 0 T ¡: T t: :-- A T I :: f J -

280 1~ITí:(o,l CllJ 

7692 

;•¡ 1.,n T:: (t, , 2 O u 1 .l ( F ( I ) , I = 1 , 1 W t3 ) 
.'IR e:- 1) 1(' ;:> 

~~ITE(b,2001) (2(I), I = 1, N □ B ) 
ssr;i:s u:,1s 
I D F = N:; !3 - •11 P 

;•~ R I T E ó 1 ü 1 , 
I :() 

CALL ·1All •J ( ü , iJ P, r', I, DtT1 
0 1) 7 ':, 9 2 I = 1 , I•! P 

= t 'IP * 
1: C I) = SQRT( O (II)) 

DO 340 I=l, ,~P 
JI = I + ,Jt->*(I-lJ 
IJ = I + íJ P*(I-?) 
DO 340 J = I, NP 
JI= JI+ 1 

- 1 

A(JI) = ú(JI) I (E(I)*t(J)) 
I J = I J + i'J P 

340 ~(IJ) = AlJI) 
e ~ L L G " s 5 o (! ( 3 , 1', p , [! tJ'.l 3 , e I J f\11 1 , ;\ ) 
,Ji.~ IT E ( b ,l ,1 1 oJ 
C ~ L L (, A S ti '.) (,, ( l , ¡-. P , i: , :-'l • l i 11 , D l.l •'-1 2 ) 
IF(ICFl 3Ql , ilíl, ~~1 

3 ➔ 1 :::1~V = 3S 1J / IüF 
:; t? I T E ( h , 1 0 1 i.¡ ) -:, i j E \/ , I I F 

:: o E v = ,:, d 1~ r r s 1j e: v ) 
rJ i) 3::¡¡ I=l, •JP 
P ( I ) ::: T d ( I l + ~ • j * t=. ( I ) * :3 ;j E. V 

3 9 l T 1 ( i ) = T , 1 ( I ) - e? • j * t l I ) .t ,'i l' C v 
., ,. I T 'F , tJ l ''. _< e¡ 

;..: L O u C E. O T O T h [ '.: J : ! 
H . t; A TI/'. G S Tu P ::, /) 

4 o e :; L L ._;As::,º'': e¿ , •·J ¡.., , r s , :J , L u,., 2 1 
o-• · · • ···· O· ··· • ···O····'····º····•····º····"····O·· · · .. ·· ··O ··· · .. .. 
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241 L~U3=1 
24 ? GiJ T C• 1 () 1 
-:, 11 ~ :i , l1 ¡,r ; 'I 1 t; .. - , '1 1 . ~ 

244 TE:-ir = :j 

245 u (J é¡¿>i) I = 1 , JP 

;:: 46 L•J , ¡ 2 ;j J = l , . , r' 
-:: / j 7 T .:; , 1 r. - o< + • ·: l , ' *(J-1) 

?~8 n~ •i l iGl = :)r:Ll(ISU ~ ) 
?49 e i.,[ '.?· 1.JG 1 = 0 c.LZU, + 11.Jt'.> ir(I-lJ) 

25-1 1 S J i< = r. t- íJU1'1*(J -l i 
;::.::; 1 ¡;¡:· ,¡, ;G? - 11 ¡:: 1 / ( I ~' I' ) ) 

252 e 1 . .\ [~j 'J(~ 2 = ,J r.LL ( Y, + ·lSd *( J -i)) 

253 I .J = I + :,t-'dJ -1) 

?54 LJ t.•1iJ( 1 = ,_-, l l J ) / ( n I F ;: ( : ) 1< T · I ( I ) * i.l I F :: ( J ) * T r , ( J J j 
;>~~ lJ ; () T .:-,,p = .,. E ·. , iJ + 1 f' ~ i l i~' * ,·, F h· ,C ? /( ) Fh , 'f~ :; 

c?.So T f ~ 1P = ¿ . ') k,) ' J,\ re re .. º ) *:iJE/ 
237 " ( K ) = F ( ~ J + f [f-'. P 

258 4 1 5 ~ í. ·~ ) : F ( •~ J - T ,~ r • ¡~ 
;::::;q •. ·; T T F í n • 1 , ... n ;, ) 

2 bC· li::= 8 
~-d ; ) :·, •➔ ¿S - - . l. - 1 , 

' . ~ 
. • ! . .J , 1 ./ 

... - !t~ =I E +l ., ,-, ~ e 

~""" 7. T ¡: ' ; . , ··, . - ' ,... ) . '- ( , .. ;j 1 e: -· 7 .; 

264 ~y, 1 ¡_:_ = . ; '-' j 

?oS ~35 , • , 1 I 7 E ( e, , 2 O IJ 1 J t L: (JJ, j= I , I E) 
? ':>b 

/ 1 .... ,-
· •• :

1 l Ti: ( ó , c. l; · 1 t) J l F (Ji , 1 = I , I [ ) ➔ e: :J •J 

;in 7 ~, () •,i ...,TTE (n . 1 1 .:.,; l '·: Pi,' -, ,¡ 

2óts ~t:TIJ~IJ 
269 9q 1•1 ~ I T E ( b , 1 '.) 3 4 J 

27 O GO T C, ,n o 
211 100() F iHW t. I ( ~ rq ll ; 11 l r ~ - 1 I 1J=iir; t~IIt18IIQ1J1 P8QDLl:t-1 l j J,Vlíl E[, 131/t. IS. 
272 1 1 4 ti O b S E " \/ A T I ') '·i 5 , IS, 11 t1 P A R i\ /•1 E T E R S 114, 1 H: SCRATCH REDU!f 
273 1001 F tHW A T ( / 2 S H r, I : • I T I A L P A R id•l E T [ R Vt.LUES ) 

274 1002 FQPr,AT US4HOPquPO R T l') iJS LJSED r ¡ .. , CALCULATi flG DIFFEHE iJ CE auorrErJ l 
;,7c::; 100~ F ,·¡ R 1,1 A T í /?e:;¡-; O T f T T T A 1 ~ 1 1 rA 1)F c-ir:Jlt~~lFS = r, 2 _ ,-¡ , . 
276 1004 F !) R i-1 A T l / / / / / 4 S X , 1 3 H I TE F< A T I Ji J liO. 14) 
?77 1007 FO R r l A T ( / 3 2 r H) P A t. l\ t 1 f. T [ R V4l1Jt:.S VL\ r::EGRESSIG N ) 

r?.7 8 100d F !i ~l -1 .A T ( / / / /5 4HUAP PF< '] X H ·,\ TE cor:FIDE :, CE L I t-1 I T., FOE E ACH FlJNCTI0 1l 
:>7 Q 1111=' ) 

280 1ooq F O ¡n, A T ( / b 2 h IJ 1 TE. R A TI:) ' l STOPS - RELATIVl: CHA ·~GE I r l [ACH PARM1ETEF 
281 lSS THAíJ E12.LI) 
282 1010 F ü R 1-IA T (/ b 2 H O l TE R A T I O N STOP.$ - REL,\TIVE CH/HJGE I ¡ J JUrt OF SQUARE l 
283 15S TH AíJ tE12.4/) 
284 1 O 1 1 FO R :-1A T ( / 2 2 H 1 F l r J AL FUtiCT ro; .¡ VALUES ) 

285 1012 FCJRIIAT ( / /// 1 OHORES !DUAL :, ) 

?Bb 1014 F O~ i-1 A T ( / / é' LI ti O V AR L~ l'J CE CF :"?ES IDUAL::i = ,E12.4,1H,I4, 
287 12vH OEGREE5 OF Fí)EED!.l'.1 ) 

288 l () 1 5 F Ci R '-1 A T ( / / / / 1 q rl (, C Q r. R [ L ;.. T ! 0 r J ; IATRIX ) 

2aq 1016 i:: ~1Rr-iA T ( / / / / 21 ' HJ :JURil AL I Z ! '. JG ELU•E iHS ) 

290 1 (J 3 .3 F !ji< ! 1 1\ T ( / / 1 g :-i O l.: ~- ) ,l C' P;-iu ~; LE H NO • I .3 ) .:• 

c91 10~4 F liR I I ~ T ( / 1 nhOPA;-,'i.\ r!ET~;; tRRUH ) 

292 103Y F , j p., A T ( / 7 1 ril¡ I i , 1) IV I D 'J AL CD!i Fi úEl:CE L I ~-i I T::1 F ,:, é'? cACH P ;. R i\t-, E:. T E R ( ( J 

293 ll iE AR ¡¡ vfl fJ Tn[SIS) ) 

?94 1 040 F t ¡ t- i ,, !\ T ( / , 1 /. , • ¡_ -'< ' 1':! 8 A - . , C 1 0 • 3 , '.j X , • ,3LJ11 w= S !J:JARlS AFT[R RE GRES SI 
29'3 1E1 ·s.n 
29ó l 0 -H F t1kf '. ~T(l,..r-1 u t T ~ :? i.1 I ,. ,\,, T = :_: 12 • .:. , t:, Í\ , 2 '.:i rl fl , JGL !::. I fJ :3Ci\L[D CCORO. 
2 97 1 F'"j . ¿ , o ri u t G R t r: ::; ) 1 

~96 i -~! .:.l 3 F 1 c.¿, 1 .i T e 2 e,, t• r i=. :, ¡ ! l :·, I ; J T ::: l I'• ] UF ;;i.:l11H: t. '.) = ...: 12. :¡ l 
_., 9 9 :::Oll l f,i~!1 6f(/ S¡:-l2 . --iJ 

~ce .2f) 0h ¡:- l c.: .; t. T ( / ~ i: 1 2 • - ) 
o . ,1, o . . A . o ••• A • o . • A • o • • A• o . •. 4 • . . o • A • . o • . 
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t: ' iO 
S 'J t3 id·1 d f I i, 1: : ; ~ T 1 ,. J ( /1 .t.. , '1 V~-<, :; B , , iB, u F. T) 
1) rt;f •1s; 1 

., (r · , .1 ~s· , ; ' I :;, (7 ) ,: ( í ; 'l i~ 1 i ~ l ) A/\ 1 ' • , 
IJ¡J 1 I = l , i ¡ \/ ,\1-: 

8 ( I, 1 ) = :..:.;: ( I ) 
íhJ 1 J=l , : J ,¡ ti !-i 

l A ( I , T) =·~ ,; ( , 1 t · ·! \Í t'\ ~; * ( T-] ) 1 
PIV U r: = :~ ( l , 1 ) 
·1 t: T = 1 • iJ l 

1)J .-í e; ) I C ; i L = 1 , r; V t, q 

PJ\/t • T = A 1 Tí C, l . T r t\ 1 1 -
PI \J r, T.' - l I i 1 i J1 ! µI V 1J T, F-lViiT: i ) -

J ET = ,' í V Lº T * !} E_ T 

n I \IT i"• ;:- ,. ( ',' 1; T ·d • ,. y ,-:- I vi· T et t i !E: JJ 1 

..\ (IC ciL. , IL '.JL) = 1 . '.) 
PIV l1 T -= ,) Ir, ~ 1 ( ... I 1/ ,-, T , 1 . [ - 20, ) .. 
P I \f (j T = ~ íl(~ ;- !..t I '; ' 1 L) 1?rv--; r 
r, :.i .3 ') 0 ¡_ = l , J 1/ ,\ ... 

5'JO ' 
( 1 e:: ,_ , L ) = , 1 ( IC J ..... ,L.) * ..i IV .._; T 

l ¡:- ( ' ! ') ~ 
; . ) l~ .J T ·1 -n l . ... 

:; , ; ~ - ' 1 =. i , ., , • ! 

~ 7 ~) ' ' T l •-1 L , L ) = . (íC : 1L, i_ ) * : 1 f ',/ '.1 T ~ ... 

¡~ t L) i I C:;: j I J:, - ;:, i '✓ t.J T :; ,J ,; s 

.3 7 1 u{\ . .J r;sG Li =1 , ÍJ V AR 
IF ( L 1 -~ J. I CfJL) .~ " l • ; J Tú 550 

- -T - -1(1_1, 1CUL) 
- [ i"1 ' = 11 

DO 450 L=t, :,,VAh' 
4 S O \ ( L 1 , L ) = A ( L 1 , L ) - A ( I C CJ L , L ) * T 

IF( Nd .E Q. 0 ) bJ TU 550 
no SQO L=li :Jtj 

5 O O S ( L 1 , L) = 8 ( L 1 , L) - •H I C tl L , L) * T 
550 CJi~ TI :iul: 

f) lj ~ I = 1 , , i 1/ A. R 

RR{I)::j(I.l) 
DO 3 J=l, •J VAR 

3 AA(J+I JVl'\k*(I-l))=ACJ,I) 
RETIJRli 
ErJO 
SU 8 R ú U T I 1: E GAS So C ( I T Y PE , ;Jfl, A , 6 , O ) 

' 1 1 

O T ME i ✓ S I G 1 ~ A ( 1 O ) , R ( 1 ¡) ) , O ( 1 O O ) , ~ ( 1 O , 1 O ) 
,.¡p = r!C 
'JR = ~! PI 1 •J 
LO\/ . = 1 
LtJP = 10 

10 IF( ,J i~ )15,2 0 ,30 
l 5 ~ ::: T ._I 1,/ ' : 

20 L :Jt' =r ·:> 
I ¡:- ( L u :1 • G T. L IJ P l ~ t:; iJ U,; 

3 O ,-; r./ I TE ( ': , ': J f_; ) ( J , J = L : .i ·, , L U~) 
r:. ;J T •_j 1 :l ~1 t n · J t 0 O ) t ¡ T Y P F 

..¡ O : , lo{ I Ti: ( ') , r:- , O ) ( A ( . J ) , J = L ,J 1' 1 , L J P ) 
G .J T ,::, l ; f; 

oi! ·:. '. ?IT~l D , ·) l'i) ('; (J), J = L.l·. ; ,L UP ) 
-; : ; T •"", j ·: 

l , . , i1 

1 

( 1 ) 

r 1 

· O· ···• ···O····•· ... Q ••• ·•··· •3 •• · · •····O····•·· ··O·· · ·.t.•· · · ·l ·· · ·•·· 
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361 L) ,J i, ', r = 1 ' li p 
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362 í)i.) . "\ .- J = l , í ;P ,:_1 1 

3ó ~ p,c:; e ( .1 • I l =~\ 1 [+ ;;!-' * ! T - l ·1 l 
3!) 4 uu ::io T =L.i :,, L I_JP 

365 go ,1 í~ ! TE ( t), 7 2 ') ) I , (C ( J, ! ) , J =L J\'! , I) 

3b6 L ~hi2=t u~ + 1 
~·1Z TE ( 1 ··1,¡ ? • 1J r 1 1F l ' itl I ,. l ,) 1) 

368 :)O <1':i I=L 1J:', 2 , l )t-' 

!o9 g5 . , :~ I T E. ( ':> , 72J) .l ' ( e ( J , I 1 , J=L :~1. ,L:..1P) 
37 Q 100 Ll.l\i = L l:" + 1 .... -· 
~71 1 UP = ' .. .iJP + 1 11 

37? JR = r' -) ., ·, - 1 
37 3 .:; iJ T J 

1 ,, 
• J 

374 so() F ·lfi't 1 A T (ll ó , 9 1 1 2 ) 
~7c;, n •.) o F , j t~ LI A T ( SFJ ,; • 7 ) 
376 7 20 ~ , , ti 1 , .i T t 1 r• ,.J , I ~ , 1 x ,ciF!2. 4 , /S X, SF 1 2 . ·iJ 
377 1 1::-J,J r T ·;1_1¿ 

378 ~ C: T J t-<. i 

~79 1: "u 
3 ,') O S•Jf.'•-:u, J r L f-" . : , 1')tL c;:c.H;-¡ ; \ , T-,,f, :,J,}tj , ,;i"') -
3 g 1 r¡ : ·1:_ ',l )l J r ( 1 :; J ; ' 1 ! ·¡ ) - ( 1 .5 ) , , ' 
3 ~-? e ,J : ' ; ~ 1.: . t T 
.: ; -~ "<-;.· A 1 ¡ 

~ 34 ,; · ¡ . ., .'"\ ¡ = l . ~ : , f. ,--: 1,.· , 
3 3~- A = T '" i ( 1 ) "l f:: l :; J, [f. ,..., ( -1 1 t ( ~ ) " 1 [ (¡ '.::i / tó . 312·d (1) ) ) 

38 t ci = i + r r' (jj k 1 r ·-i .-=, " t.: ,: P ( - T '1 ( 4 ) ~tL Ob/ ( . 
~ • .3L~ *T (i) ) ) 

357 F(I)=¡;/ -i 

.3 3d 20 CJí i Tii,u¿ 
389 RETlitF. \ 

390 f:¡J{J 

' 
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6. DAT8S EXPERIMENTALES DE u MAXIMA EN FUNCION DE LA 
TEMPERATURA 
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1 

1 

# 

1 

1 

1 

1 
1 

1 
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1 
2 0 • 2 6 e:¡ ' ¡ ¿ e; b 

~ 1)_7(;?),'.!,>-

4 0.130l b l ,:¡ 
5 0.2ó335o2 
6 2rHs. 1-::i, 'J .1 0 77 
7 3JO 6 r¡ • ;", • l ;:, g '-' 

9 3úi.1 5 , ;, _ 11 .:n 
q 30S.b ':i , . 23ºª 

10 3Oó.1'.1,:' . 30 
11 310.h 'i , C . sur. t 
12 Hl. 9f; , j . 3'-lo-! 
13 313.15, (' . 3<.¡ 
14 3 1 4. <-1 1, , (; • 3 l 7 ª· 
1 .:; i; 1 :; t) 'í ¡ , ;:, 7 :, 7 

lb ~ 1 6 • t) G , u • 2 1 3o 
l 7 3 1 h • 1 S , .:, • 1 2 4 ·~ 

18 319.1~, 0 . ~'3::H 

. 
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APENDICE IV 

DATOS DEL EFECTO DE COMPDSICION 
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DATOS DEL EFECTO DE COMPOSIC ION 

DA TOS DEL EFECTO DE COM POSICI~N EN EL EXPERIMENTO FACTORIAL (5.4 ) 
PARA ESTUDI AR EL EFECTO DEL CLORURO DE CALCIO, SULFATO DE AMONIO Y 
SAGA Z □ DE CA ~A EN EL ENSILAJE DE YUCA ADICIONADA CON LACTOBACILOS 

c:mnENIDO 

J.. VARIACION DEL PH EN EL TIEMPO DE FERMENTACION ........ . 
VARIACION DE LA ACI DEZ TOTAL TITULABLE EN BASE A 
MATERIA SECA TOTAL .................................... 163 

~ - VARIACION DE LA ACIDEZ TOTAL TITULABLE EN BASE A 
YUCA SECA INICI P,L ..•.................................. 163 

1. VARIACION DEL PH EN EL TIEMPO DE FERMENTACION 

EXP T I E M p o (Horas) 
F1: o 4 21 44.5 68.5 

1 o C" .¡,-, 
,_J • ..:...::. + 0.02 4.27 + 0.02 3.67 + 0.07 3.72 + 0.02 ~ c:7 

·-• • ,_JI ··- ·- -,.., o 5.40 + 0.05 4.33 + 0.04 7 c::-c:- + o.os 3.77 + 0.03 3.63 ..;;. . .J • .._¡J - - --:r ·-· o 5. 13 + 0.02 5.07 + 0.03 3.60 + 0.05 3.77 + 0.02 3.60 -
4 o = ~,., 

-'. •.J.:.. + 0.02 5.00 + 0.05 3.57 + 0.03 3.78 + 0.02 3.70 -
5 o 5.85 + 0.06 5.02 + 0.04 3.55 + 0.00 3.80 + 0.00 3.72 - -
6 (1 5.79 + 0.07 4.33 + 0.02 3.56 + 0.01 3.82 + 0.02 3.72 - -
7 (1 5.43 + 0.03 4.93 + 0.02 3.60 + o. 15 3.73 + 0.02 3.58 -
8 o 5.83 + 0.05 4.75 + (>. 23 3.93 + 0.03 3.82 + 0.02 3.68 

93 

+ ( 

+ ( 

+ ( -
+ ( 

+ ( 

+ ( 

+ 
+ 
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2. VARIACION DE LA ACIDEZ TOTAL TI TULABLE EN BASE A MATERIA SECA TOTAL 

EXF' 
ft 

1 

4 
5 
6 
...., 

8 

._:, . 

EXP 
f:i 

1 
2 

' ·-· 
4 
e: 
. ...J 

6 
/ 

8 

,:) 4 

(i 

u 

'/AR I ric ION DE u:; 

o 4 

o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
(i 

T I E M P O (Horas ) 
21 

15 . 5 + (). 7 
10.5 -1- LB 

7 .9 ·+- C1 .. 2 
11.1 + o. ·-:, 
10.5 + i..5 
1.3 . 7 + 
1 1.. 2 + 
10. :~ + 

(J. 1 
--:, ...... 
kM .__, 

ACIDEZ TOTAL 

T I E 
21 

18. (i + (). 8 -
1 1 6 + (). ' . ._, -
10. 9 + o. < •.J -
13. ' ·-· + 1 . 1 
13. 1 + 1 . 9 
16. Cl + (). 2 I -
13. 

...., 
+ ...... 4 I L.. 

1 1 . 2 + 2. 4 -

44.5 

2 1. 0 + 0 .4 
21.1 + 1.3 
19.3 + ; ... l 
1'71.7+0.3 
25. 4 + O . :3 
21. 7 + 
22. 1 -
22.() -i-

L 1 
(i . 6 
O. 1 

T I TU Li:1BLE EN BASE 

i'1 F' o ( Horas ) 
44. 5 

24. 3 + o. 5 -,..,""'!!" 3 + 1 5 ..... _.. . -
26. 6 + 1 = . ...J -
.,.,-:!" 6 + o. ' ..:.,. ._,. ·-· 
31 . 6 + o. 4 -
26. 8 + 1 . 4 -
26. 8 + o. 8 
24. (i + o. 1 -

68.5 

26.6 + 0.9 
23. 1 + 1. 6 
23 . 9 + 1 .. () 
22 . 8 ·+- () • 6 
2 6. 6 + (). :3 

+ 0 .8 

24.5 +· 1.) .4 

¡'.'¡ YU CA SECA 

68. 5 

30. 5 + o. 7 
,..,,::- 4 + 1. ' ~._, . I ...,.,.., 
._;1..::... 8 + l. 3 -
27. ' + o. 7 ·-· -...,.,.., 

7 + o. e:-. .;,..::... ...J 

31 . 6 + 1 . o 
~~ = + o. 6 ._,._ .. ...J --
26. 7 + o. 4 -

28.2 + 0.9 

24. 1 + o.s 
24.9 + 0 .6 
:::::o.s + 1.4 
2 5. 5 -!-

30 . 1 + 1. 8 
22.6 -t- :t .. 8 

IN I CJr'.'1L 

93 

...,.,.., 
' + 1 .o .,.;,.:... I -

27. 2 + 1 . / 
~~ ._,._,. 1 + 0.7 
29. 8 + o. / -
37. 9 + 1 . 7 -
31. 6 + ' ~. ·-· . ..c. 

35. 7 + 1 e:-
• ...J 

,-,"":! 8 + 1 8 ..:...-.J ■ . 
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DATOS DE ESCALAMIENTO 
DE ENSILA.JE 



cmHENIDO 
1. 1/ARlí-~CICN 
2. '.JAF-: l AC ION 
:3 . \/AF: I(~C I !JN 
4. \iAR I {1C I Oi'J 

DE 
DE 
DE 
DE 

165 

DATOS DE ESCALAMIENTO DE ENSILAJE 

u~ TEMPEF:ATUFP1 EN EL SILO DE 1 f<G . 
U4 TEMPEF:ATUF-:A Et" '" EL S ILO DE j e::-. _, KG 
u~ TEMF'ER,; TURh EN EL SILO DE 40 f,::G 
LA TEMPEF:ATIJF<RA EN EL SILO DE 40 l<G 

. . . . . . . . 166 

. . . . . . . . 167 

. . . . . . . . 167 

ELABORADO CON YUCA FRESCA .. ..................... ...... . 168 
5. VARIACION DE LA TEMPERATURA EN EL SILO DE 90 KG ...... . . 169 
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VARIACION DE LA TEMPERATURA EN EL INTERIOR 
DEL SI LO DE 1 KG 

R=3 CM H=35 CM L/0=6 D/DP=75- 100 

TEMPERATURA C' C) @ Z=0.5 DELTA T 
TI EMPO PARED CENTRO T BANO CTO-PR D 

0.00 
0,50 
0.75 
1.00 
1 .25 
1.50 
1 .75 
2.00 

2 .50 
2.75 
3 . 00 
3.70 
4.00 
4.50 
6 . 00 
6.50 
7.00 
7.50 
8.00 
9.00 

10.00 
1 1.00 
12.00 
13.00 
14.00 
15.00 
16. 00 
17.00 
18.00 
19.00 
20.00 
21.00 
23.00 
24.00 
25.00 
26.00 
28.00 
29.00 
30.00 
31.00 
32.00 
3 3.00 

26.80 
28.90 
30 . 00 
30.00 
29.90 
30.10 
30 . 10 
30.20 
30.10 
30 . 60 
30 . 20 
30.20 
30.00 
30.1 0 
29.90 
30 . 10 
30 . 30 
30 . 30 
30 .40 
30.20 
30.30 
30.30 
30.20 
30.20 
30.30 
30.40 
30.20 
30.10 
30 .20 
30.20 
30.20 
30.20 
30.20 
30.00 
29.80 
29.80 
30.10 
29.70 
29.90 
29.90 
30.10 
30.30 
30.20 

26 . 10 
27.00 
29.00 
29.60 
29 .80 
30 . 10 
30.10 
30.20 
30 . 00 
30 . 80 
30.50 
30.60 
30.30 
3 0 . 40 
30 . 20 
30.40 
30 . 60 
30 .60 
30.70 
30 .50 
30.50 
30.50 
30 .40 
30.50 
30.50 
30.60 
30.40 
30.30 
30.40 
30.40 
30.40 
30.40 
30.40 
30.30 
30.00 
30.00 
30.20 
29.90 
30.10 
30.10 
30 . 30 
30.50 
30.40 

30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30 . 00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30 . 00 
30 . 00 
30.00 
30.00 
30 . 00 
30 . 0 0 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 
30.00 

-0.70 
- 1.90 
-1.00 
-0.40 
-0.10 
0.00 

º·ºº 0 .00 
-0.10 
0.20 
0 . 30 
0.40 
0.30 
0 .30 
0.30 
0.30 
0.30 
0 .30 
0.30 
0.30 
0.20 
0.20 
0.20 
0.30 
0.20 
0.20 
0.20 
0.20 
0.20 
0.20 
0.20 
0.20 
0.20 
0.30 
0.20 
0.20 
0.10 
0.20 
0.20 
0.20 
0.20 
0.20 
0 .20 
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VARIACION DE LA TEMPERATURA EN EL INTERIOR 
DEL SI LO DE 15 KG 

R=9 CM H=54 CM L/D=3 D/DP=76-107 

TEMPERAT URA C'C) @ Z=0.7 DELTA T 
TI EMPO PARED CENTRO T BANO CTO-PRD 

0 .00 
5. 10 
6.00 
7 .00 
8.00 
·~. ()() 

:22 . 00 
2:5 . UU 
28 . 5() 

32 . ()() 
3 .. q. _ ()(:1 

=+6. ()( ) 
.::'.~ !:j • () l) 

53 . ( ¡(i 

~5 5. () () 
72 . ()() 
·75. {)() 

20.00 
26.90 
28.42 
31.04 
31.81 
32.46 
31.48 
32 . 79 
:31 . 70 
32.24 

7°":'° .-, -:,­
._;, . ..:, . ...::. ._;, 

-:r~ -:""'~ 
._;, -. :: • . _;, ._;1 

""".""''""'\ -:r-i:= 
._;, ,,.i:.:.. -. ..:• ,.J 

32.46 
31.70 
32.68 
:52 . 46 

20.00 
25.83 
27.66 
:30 . 41 
:::; 1 . ::::3 
:.:::2 . 14 

34.28 
33. U:i 
-:,- 1 1 :1 r.:­
._;,...::.. "'1' -.J 

:.::A.1.59 
34.69 
34 . :::;r? 
:::3.4"7 

34. l d 
:33 . 16 
34.08 

3 3.00 
33.00 
:36 . 00 
32. ()() 

~52. 5(i 

33. 5<) 
:3 4 . 00 

3 3. ()() 
::::2 . ()() 

:=:s .. ,)e• 
::;6 • C)(i 

~52 . ()() 

º·ºº -1.07 

-o. 6 :3 
- 0. 4 8 
-(). 32 
l. 28 
1. 50 
1. 4 7 
(). 21 
l. 15 
1. 47 
1.26 
l ,. 12 

1. 72 
1.47 
1.40 
1. 52 

VARI AC ION DE LA TEMPERATURA EN EL INTERIOR 
DEL S ILO DE 40 KG 

R=12.5 H=75 CM L/D=3 D/ DP=63-105 

TEMPERATURA C'C) @ Z=0.8 DELTA T 
TI EMPO PARED CENTRO T BAND CTO-PRD 

º·ºº 25.00 25.00 3 3.00 0.00 
5.1 0 29.64 25.03 33.00 -4.61 
6.00 30.50 26.28 36.00 -4.22 
7.00 31. 3 5 28.04 32.00 -3.31 
8.00 31.56 28.77 32.00 -2.79 
9.00 31.67 29.19 32.50 -2. 49 

22.00 33.27 3 2.61 32 .50 -0.66 
23.00 32.95 32 .6 1 33.50 -0. 34 
28.50 32.31 32.30 3 4. 00 -0. 01 
30.00 32.95 32 .41 35 . 00 -0.55 
31 . 00 33.38 33.45 33.00 0.07 
3 2.00 3 3 .38 33.34 32.00 -0 . 04 
3 4.00 33 . 49 33 . 45 32 . 00 -0. 04 
46.00 33.59 33.13 35.00 -0.46 
48 . 00 33.17 32.61 36 . 00 -0.55 
53 . 00 33 . 17 33 .24 32 . 00 0 . 07 
55. 00 32 . 74 32.41 33.00 -0.33 
7 2.00 33 .1 7 33.13 32.00 -0 . 03 
7 5. 00 33.06 33 . 03 32.00 -0.03 
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VARIACION DE LA TEMPERATURA EN EL INTERIOR 
DEL S ILO DE 4 0 KG DE YUCA FRESCA 

R=12.5 CM H=75 CM L / 0=3 D/DP=63-1 0 5 

TEMPERATURA ( ' C) @ Z=0.8 DELTA T 
TIEMPO PARED CENTRO T BANO CTO-PRD 

0.00 
4 . 50 
5.00 
6.00 
6.50 

20. 00 
21.00 
22.00 
24.50 
2 5. 5 (; 
2 6.50 
27 . (., 0 
:~8. 00 
2 9. UO 
:so. 0 0 
44.00 
45.00 

·48. 0 0 
49.00 
50.00 
51.00 
52.00 
55.00 

20.00 
25.84 
28.61 
29.1 1 
29.36 
33.01 
34.51 

3 5.14 
-:""C:- 1=''1 
... ) ..J • ._j..;;_ 

3 4. 76 
3 5 .. t)2 
-:-r e:- ,-. --, 
_: , .._J • ..::. ! 

35. 27 
3~. 3 9 
3 4.39 
3 4.76 
~C' , ~ -, . __ ,..J.~, 

35. ()2 
34.64 

34.64 
34.76 

20.00 
20.42 
21.59 
22 . 5 ( ) 
22. 7 6 
:31. 85 
32.89 
33.41 
3 3 .67 
33.80 
34.1 9 
33 . 9::;: 
3 4. 0b 
:34. 06 
::A. 19 
34. 7 1 
34.71 
34.58 
34.58 
34.71 
34.58 
34.45 
34.58 

33.00 
33.00 
35. () () 
33.00 
:33_ 00 
33. ()() 
:33_ 00 
32. ()() 
32. ()() 
33. 5() 
33.00 
33. 00 
:::A .00 
34. 00 
:~4 ~ 00 
33. 0 0 
32. ()() 
32. ()() 
32. e)(> 

32.00 
35. ()() 
33. 5(> 
33. 5() 

º·ºº -5.43 
-7.02 
-6.61 
-6.61 
--1.15 
-1.62 
-1.85 
-1.47 
-1.71 
-0.57 
-1. 0 8 
·-- 1. 2 () 
-- 1 • 2 0 
-- 1. 2 0 

O. 3::;; 
·-O. 05 
-0.68 
-0.43 
o.os 

-0.68 
-0.18 
-0.18 
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VARIACION DE LA TEMPERATURA EN EL INTERIOR 
DEL SILO DE 90 KG 

R=27.5 CM H=35 CM L/D=0.6 D/DP>55 

TEMPERATURA ('C) @ Z=0.4 DELTA T 
TIEMPO PARED CENTRO T BANO CTO-PRD 

0.00 
5.00 
6.00 
7.00 

10.00 
11.00 
12.00 
13.00 
15.00 
19.00 
22.00 
24.00 
27.00 
29.00 
32 . 00 
53.00 

TIEMPO 
0.00 
5.00 
6.00 
7.00 

10.00 
11.00 
12.00 
13.00 
15.00 
19.00 
22.00 
24.00 
27.00 
29.00 
32.00 
53.00 

20.00 
29.04 
29.80 
30.69 
31.07 
31.44 
31.07 
31.57 
31.44 
31.82 
31.82 
31.70 
3 1.32 
31. 57 
31.95 
31. 70 

TEMPERATURA 
PARED 
20. 00 
28.65 
30.46 
31.42 
32.27 
32.63 
32.51 
32.63 
33.12 
~~ ~L 
~~-~u 

33.48 
33.36 
33.60 
33.24 
33.60 
~~ ~~ 
~~-·~ 

( 

20.00 
20.41 
21.33 
21.72 
22.38 
23.29 
~ 7 ~~ 

~~-~~ 

24.34 
25.12 
27.09 
28.66 
29.05 
29.44 

31. 0 1 
32 . 71 

C) 
CENTRO 

20. 00 
20. 54 
~~ 

~~- 24 
22. 90 
24. ~1 

~~ 

24. 73 
25. 12 
~~ 

~~- 78 
26. 69 
28. 13 
29. 31 
30. 10 
30. ~7 

~~ 

30. 62 
31 . 40 
7~ 
~~- 97 

@ Z= 
T 

31.20 
28.90 
31.70 
31.50 
32.60 
31.00 
32.40 
32.70 
30.80 
31.70 
31.30 
30.80 
30. 90 
30.80 
31. 70 
31.70 

o. I 

BANO 
31 . 20 
28. 90 
31 . 70 
31 . 50 
7~ 
~~- 60 
31 . 00 
~~ 
~~- 40 
~~ 
~~- 70 
30. 80 
31 . 70 
31 . 30 
30. 80 
30. 90 
30. 80 
31. 70 
31 . 70 

0.00 
-8.63 
-8.47 
-8.97 
-8.69 
-8.15 
-7 .51 
-7.23 
-6.32 
-4.74 
-3.17 
-2.65 
-1.88 
-1 .61 
-0.94 

DELTA T 
CTO-PRD 

o. 00 
-8. 10 
-8. 21 
-8. 53 
-8. 06 
-7. 90 
-7. ,o ~, 
-6. 86 
-6. 4~ ~ 
-5. ~~ ~~ 

-4. 17 
-3.26 
-3. 37 
-2. 62 
-2. 20 
-o. 75 
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