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RESUMEN

En esta propuesta se plantea el modelamiento del proceso de hidrélisis biologica
para dos biomasas residuales, cascaras de yuca y céscaras de papa como fase
previa para la produccion de bioetanol. Se hizo la recoleccion y caracterizacion de
las materias primas, pretratamientos como molienda y secado por radiacién solar
para la adaptacion de los hongos filamentosos (Aspergillus niger y Trichoderma
spp.) al sustrato. Durante la hidrélisis fungica se realizaron pruebas de azucares
como celulosa, almidén y glucosa junto con pruebas de peso para determinar la
variacion masica del hongo y del sustrato. Para las cdscaras de yuca la hidrdlisis
inicial transcurre en los primeros ocho dias, donde la cantidad maxima de glucosa
obtenida es 6,6558 [g/l], mientras que en las cdscaras de papa la cantidad de datos
obtenidos no sirven como soporte para el planteamiento de una cinética ni para la
estimacion del potencial para produccion de bioetanol, debido a que se presentd
contaminacion por un tercer agente no identificado. Para la degradacion de
cascaras de yuca con Aspergillus niger se ajusté un modelo cinético tipo Monod,
con un porcentaje de error del 2,4908%. ElI modelo cinético del Trichoderma spp
para la degradacion del sustrato, se determind por una ecuacion tipo logaritmica
dado que no presenté compatibilidad con ningin modelo establecido dentro de la
literatura. Como punto final a partir del sustrato hidrolizado se puede obtener
tedricamente 4,3038 ml de bioetanol, tomando el rendimiento teorico de
fermentacién como un 43%.

PALABRAS CLAVES: cascaras de yuca, cascaras de papa, aspergillus niger,
trichoderma spp., hidrdlisis biolégica, modelo cinético.



ABSTRACT

This project presents the kinetic modeling of the hydrolysis process biological for two
biomass waste, peels of cassava and potato peels as a preliminary stage to produce
bioethanol. It made the collection and characterization of the raw materials,
pretreatments such as milling and drying by solar radiation for the adaptation of the
filamentous fungi (Aspergillus niger and Trichoderma spp.) to the substrate. In the
biological hydrolysis, tests were conducted sugars such as cellulose, starch and
glucose along with test weight to determine the variation in mass of the fungus and
the substrate. For the peels of cassava hydrolysis initial passes in the first eight days,
where the maximum amount of glucose obtained is 6,6558 [g/l], while in the potato
peels the amount of data obtained do not serve as support for the approach of a
kinetic or for the estimation of the potential for bioethanol production, because that
would be submitted contamination by a third agent not identified. For the degradation
of peels of cassava with Aspergillus niger was adjusted by a kinetic model of type
Monod, with a percentage of error of the 2,4908%. The kinetic model of the
Trichoderma spp. for the degradation of the substrate, is determined by an equation
type logarithmic given that he presented no compatibility with any model established
within the literature. As a final point from the substrate hydrolyzed can be obtained
theoretically 4,3038 ml of bioethanol, taking the theoretical fermentation yield as
43%.

KEYWORDS: cassava peels, potato peels, aspergillus niger, trichoderma spp.,
biological hydrolisis, kinetic model.



INTRODUCCION

En Colombia la produccion de bioetanol (alcohol proveniente de materia organica)
ha aumentado en los ultimos afios, como resultado de la ley 693 de 2001, la cual
establece que, las ciudades con mas de 500 mil habitantes deben utilizar gasolina
en una mezcla 8% de alcohol carburante y 92% de gasolina motor [1]. Sin embargo,
en la actualidad la materia prima que se utiliza para obtener biocombustibles son
alimentos de primera generacion, es decir, alimentos de consumo humano. Con
base en esto, se investiga en recursos alternativos como son los residuos
alimenticios de restaurantes y domésticos que proporcionan biomasa con potencial
para este combustible, entre estas biomasas se encuentran las cascaras de yuca
(Manihot esculenta) y papa (Solanum tuberosum), utilizando este tipo de biomasa
se efectlan los procesos de pretratamiento, hidrélisis, fermentacion y destilacion.
Una de las principales etapas es la hidrdlisis, la cual se realiza por medios quimicos
o0 bioldgicos. Siendo el primero el mas utilizado por su rendimiento y economia; sin
embargo, causa un impacto ambiental en su disposicion final y sobre el proceso, ya
que promueve inhibidores quimicos para los procesos posteriores, principalmente
la fermentacion.

Durante un periodo de cuatro semestres en el centro de investigacion para la
biotecnologia, bioética y ambiente, dentro del semillero BUIATA, se han realizado
varios montajes con diferentes cantidades de cascaras de yucay papa, para posible
obtencion de bioetanol. En cada montaje se realizaron las etapas de recoleccion del
sustrato, los cultivos aptos para inoculacion, el tratamiento correspondiente con
microorganismos en remplazo de quimicos (hidrélisis), e inclusive etapas de
fermentacién y destilacion, obteniendo resultados consistentes hasta la etapa de
hidrdlisis.

El desarrollo de este proyecto consiste en el modelo cinético de la etapa de hidrolisis
biolégica en un biorreactor a escala de laboratorio, partiendo de datos
experimentales obtenidos por autoria propia. Con el fin de cumplir este objetivo es
necesario hacer el disefio tedrico del biorreactor y la caracterizacion tanto de la
materia prima como del comportamiento de los microorganismos. Con esto se
espera que el modelo pueda predecir el proceso realizado por los microorganismos
(hongos filamentosos), con lo cual, se validara el modelo propuesto. Basandose en
los resultados del hidrolizado se estima el potencial teérico de producciéon de
bioetanol, aportando datos primarios sobre la utilizacion y biodegradacion de estas
biomasas en el territorio nacional para posible produccién de biocombustibles a
escala piloto o industrial.



1. MARCO CONCEPTUAL

El presente marco conceptual describe con cierto detalle, algunos de los términos y
de las definiciones mas importantes para comprender el contexto y el desarrollo del
presente trabajo.

1.1.1 BIOMASA LIGNOCELULOSICA HIDROLIZABLE

La biomasa lignoceluldsica es una materia prima importante para la produccion de
biocombustibles, principalmente alcoholes. Esta biomasa esta constituida
primordialmente por 3 polimeros asociados entre si, la celulosa, la hemicelulosa y
la lignina, en concentraciones tipicas en peso seco de 20%-50%, 15%-35% y 10%-
30% respectivamente. Estos polimeros pueden degradarse o hidrolizarse, hasta
obtener mezclas de azucares simples fermentables que son la base para la
produccion biologica de alcoholes, acidos grasos y otros productos bioquimicos de
interés comercial [2], [3].

Debido a los conflictos sociales causados por los cambios en el uso del suelo, la
generacion de bioenergia a partir de cultivos energéticos, esta dando paso al uso
preferente de la biomasa lignoceluldsica de los desechos o residuos agricolas, tales
como el bagazo de la cafia de azUcar, cascaras y cortezas de alimentos, rastrojo de
maiz y fibras, entre otros, como insumo para la producciéon de biocombustibles,
propiciando lo que se conoce como produccién de biocombustibles de segunda
generacion [2], [4], [5]-

Para el mejor aprovechamiento de estas biomasas, se requiere mejorar diversos
aspectos, como las tecnologias de transformacion y el conocimiento de los
potenciales y disponibilidad de cada regiébn. En el continente americano las
biomasas residuales mas utilizadas son el bagazo de cafia de azucar, la pulpa y las
cascaras de tubérculos, y las cascaras de frutas como el banano, la pifia y la naranja

[6].

1.1.2 POTENCIAL DE LAS BIOMASAS RESIDUALES

Colombia es un pais muy diverso en la disponibilidad de biomasas residuales con
potencial energético significativo. Entre estas se encuentran las cascaras de
tubérculos como la yuca (Manihot esculenta) y la papa (Solanum tuberosum),
productos muy comunes en la canasta familiar colombiana. Aunque la pulpa de
estos alimentos tiene un alto potencial de produccion de hidrolizado fermentable
para la produccion de bioetanol, sus cascaras (figura 1), también guardan un

4



potencial considerable para este mismo fin, como se evidencia en su composicion
quimica (tabla 1). En general el potencial para producir bioetanol esta determinado
por la obtencion de glucosa durante el proceso de hidrolizado, pues la obtencién de
este biocombustible se basa en la fermentacion de este azucar por la accion de
levaduras u otros tipos de microorganismos [6].

Figura 1. Céscaras de yuca (Manihot esculenta) y papa (Solanum tuberosum).

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 1. Caracterizacion teorica de cdscaras de yuca y papa.

Componente Céscara yuca [g/100 g] Céscara papa [g/100 g]
Almidén 53,15+ 1,86 33,05+ 0,09
Lignina 7,68 + 0,03 8,15+ 0,43
Celulosa 22,80 +0,13 20,36 £ 0,14
Hemicelulosa 8,42 + 0,05 13,32-0,14
Azlcares reductores 7,04 £ 0,10 5,22 £ 0,03
Lipidos 0,15+ 0,02 0,52 £ 0,09
Cenizas 0,23 + 0,04 3,77 +0,15
Proteinas 0,53+ 0,05 15,21 £ 0,82

Fuente: Tomado de G. Mithra [2], Daiana G. Martinez [3], S. Pooja [4] y Ben J. Khawlaa [5].

1.1.3 PRETRATAMIENTO DE LAS BIOMASAS RESIDUALES

En la actualidad el acceso a estos residuos es facil en todo el pais, debido a su
abundancia y disponibilidad en todo el territorio, ademés de su bajo valor econémico
por la falta de cadenas de valor asociadas a su manejo como subproductos y no
como desechos.



El proceso de valorizacion de estas biomasas residuales inicia con su separacion
de otros residuos, para evitar contaminaciones durante los procesos a de
transformaciéon a que son sometidas. Asi, algunos de los primeros pretratamientos
estan enfocados en evitar o inhibir la presencia de microorganismos y sustancias
diferentes a las que se requiere estén presentes en las cascaras y su posterior
procesamiento.

Asi mismo, el sustrato (las cascaras) requiere de tratamientos previos para facilitar
el proceso de hidrdlisis y aumentar su rendimiento, estos varian de acuerdo con el
tipo de biomasa, aunque en todos se busca disminuir la cristalinidad de la celulosa,
romper la estructura o matriz que conforman la celulosa, la hemicelulosa y la lignina.
Estos pretratamientos de separacion y reduccién de tamafio pueden ser fisicos,
quimicos, bioldgicos o su combinacion [6].

Los tratamientos fisicos son basicamente la trituracion mecéanica con el fin de
aumentar el area superficial, facilitando posteriormente el proceso de hidrolisis y
radiacion de alta energia, para romper los enlaces de las grandes cadenas de
azucar, sin embargo, es compleja y de alto costo. Por otro lado, los quimicos buscan
modificar la estructura de azlcares complejos para una facil accion de la enzima en
procesos posteriores, entre ellos se encuentra agua caliente, oxidacion humeda,
ozono, hidroxido de sodio y organosolventes [2].

Del mismo modo, hay métodos fisicoquimicos, como la explosién al vapor, y la
explosion al vapor de amoniaco [6]. Finalmente, hay tratamientos biologicos o
bioquimicos, donde microorganismos o enzimas se aplican para realizar una
degradacion preliminar de las grandes cadenas poliméricas como la celulosa [2],

[3].

1.1.4 HIDROLISIS

Este término define la destruccion, descomposicién o ruptura de un producto
guimico organico por accion del agua, para formar dos o mas sustancias nuevas [6].
Los tres principales tipos de hidrolisis se describen a continuacion:

1.1.5 HIDROLISIS ACIDA

Consiste en el ataque de la biomasa lignoceluldsica con acidos inorganicos (e. g.
H3PO4, H2S04, HCIl) o &cidos organicos deébiles (e. g. acido acético) bajo
condiciones de concentracion y temperatura variables, para la obtencion de una
fraccion liquida rica en azucares fermentables y una fraccion sélida compuesta
principalmente de celulosa y lignina. El tratamiento &acido, es eficiente en la



disolucion de la hemicelulosa, en especial el xilano, aunque no lo es tanto en la
eliminacién de la lignina. Este método es el mas utilizado para hidrdlisis de la
celulosa en cuanto a produccion de jugos fermentables, sin tener en cuenta que
estos acidos concentrados en general son toxicos, corrosivos y peligrosos,
causando impactos ambientales y un aumento de costos operacionales por la
necesidad de utilizar equipo resistente a la corrosion [12].

1.1.6 HIDROLISIS BIOLOGICA Y ENZIMATICA

En este tipo de hidrdlisis se utilizan diferentes tipos de hongos y bacterias 0 en su
defecto directamente sus enzimas, para reducir la cristalinidad de la biomasa
lignocelulésica y facilitar los procesos de conversion a jugos o jarabes, productos
intermedios ricos en azucares (hidrosilato), que son la base de la produccion
fermentativa de bioproductos, especialmente alcoholes. [11]

El tratamiento de la biomasa con microorganismos se muestra como una técnica
prometedora, debido a que no necesita reactivos quimicos que comprometan el
medio ambiente y su bajo costo pues son procesos a baja temperatura. Los
microorganismos mas utilizados son diversos tipos de hongos, en especial los
hongos de pudricion blanca, parda o blanda. Los dos ultimos tienen comprobada
accion en la celulosa; mientras que los hongos de pudricion blanca tienen capacidad
de degradar la lignina. [12]

1.1.7 HIDROLISIS ALCALINA

Es un proceso que se hace con soluciones alcalinas a temperaturas entre 150 y
180°C, que son capaces de descomponer material biolégico como proteinas, acidos
nucleicos, carbohidratos y lipidos, para obtener una solucibn compuesta de
aminoacidos y azucares simples [6].

En la produccion de bioetanol el tratamiento alcalino de los substratos iniciales es
capaz de separar tanto la hemicelulosa como la lignina, sin tener grandes efectos
sobre los demas componentes. Los reactivos mas utilizados son NaOH, KOH, NHs,
CaO y Ca(OH)2. A diferencia de los tratamientos &cidos, parece haber un menor
porcentaje de degradacion de los azlcares, las temperaturas tienden a ser mas
altas, pero se requieren mayores tiempos de contacto. El uso de un reactivo alcalino
provoca la degradacion del éster y las cadenas laterales de la lignina, alterando su
estructura y provocando una solvatacion parcial de la hemicelulosa. La principal
desventaja de este tratamiento son los remanentes de sales en la biomasa, que
pueden causar interferencias en las etapas posteriores de la ruta hacia la
produccion fermentativa del alcohol [7].



1.1.8 REACTOR QUIMICOS Y BIOLOGICOS

Son los dispositivos que proveen el espacio fisico (volumen) donde ocurre una
reaccion o transformacion quimica o biolégica. Estos se disefian con la finalidad de
proporcionar condiciones que favorezcan la conversion de las materias primas o
substratos con la mayor eficiencia posible y bajo costo operacional. Los reactores
mas utilizados en procesos de hidrdlisis son los tipos batch, semi-batch, CSTR y los
rectores tubulares, aunque en la practica y en especial en las etapas primarias de
estudio de los procesos biologicos, una caja de Petri puede considerarse como el
primer biorreactor en el desarrollo del mismo, pues es alli donde se realizan las
pruebas preliminares de consumo de sustrato y de estudio de las condiciones
basicas para el crecimiento de los microorganismos.

1.1.9 REACTOR BATCH

Es un reactor intermitente donde no hay flujo de entrada ni salida y tiene un agitador
para homogenizar la mezcla, se emplea para operaciones a pequefia escala,
pruebas de procesos en desarrollo, fabricacion de productos costosos y procesos
dificiles de convertir en operaciones continuas [8]. El modelo del reactor batch se
presenta en la figura 2.

Figura 2. Reactor batch.

Fuente: Tomado de H. S. Fogler [8].



1.1.10 REACTOR CSTR

Se llama CSTR por sus siglas en inglés (Continuosly Stirred Tank Reactor) y se
emplea comunmente para reacciones en fase liquida en procesos industriales.
Normalmente se opera en estado estacionario, se asume que produce una mezcla
perfecta y que en el interior todas las variables son iguales como se muestra en la
figura 3 [8].

Figura 3. Reactor CSTR.
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Fuente: Tomado de H. S. Fogler [8].

1.1.11 MODELOS BIO-CINETICOS

En el modelado de procesos bioquimicos se tiene en cuenta las reacciones
catalizadas por los microrganismos y los procesos fisicos o quimicos que puedan
representar algun tipo de influencia o control en la cinética del mismo, pero
excluyendo en lo posible la influencia de la configuracion fisica del biorreactor. El
modelamiento de procesos bioquimicos es muy complejo y en general incompleto,
porque en sentido estricto deberia incluir interacciones intracelulares, metabolismo
microbiano, alto nimero de reacciones celulares individuales, fenomenos difusivos
y de adaptacion de los microorganismos al medio, entre otros tantos factores de
elevada complejidad.

En sintesis, no es posible formular un modelo cinético de crecimiento de
microorganismos o de degradacion bioquimica de sustratos, que contemple todos
estos aspectos, la mayoria de ellos especializandose en la estequiometria de los
procesos (estequiometria microbiana) y la cinética, sea desde la perspectiva del



crecimiento celular o del consumo de sustratos de referencia, como base para la
descripcion y prediccion matematica aproximada del comportamiento de estos
procesos [14].

1.1.12 MODELOS DE CRECIMIENTO MICROBIANO

El crecimiento teorico de los microorganismos en un proceso de degradacion de un
sustrato organico, en general se explica a partir de un modelo de cuatro etapas,
segun se ilustra en la figura 4 y se explica a continuacion [15]:

Fase de adaptacion: Explica el transcurso de un tiempo inicial para la
adaptacion de los microorganismos inoculados al medio para degradar el
sustrato antes de iniciar procesos de division celular o reproduccion. En esta
fase el microorganismo generalmente consume las fuentes de carbono que
metaboliza mas facilmente.

Fase de crecimiento o exponencial: Superada la fase de latencia, se inicia la
division celular, siguiendo un modelo tipico de progresiéon geométrica 2°, 22,
22... 2"; que mantiene un comportamiento constante siempre y cuando no
exista algun tipo de inhibicion.

Fase estacionaria: En este transcurso de tiempo las fuentes de carbono son
estrictamente las minimas necesarias para el sostenimiento de una poblacién
estable y madura de microorganismos, de tal forma que, si no se estimula el
crecimiento de la poblacién, esta se mantiene relativamente estable durante
algun tiempo.

Fase de muerte o de decaimiento: Las fuentes de carbono derivadas del
sustrato y necesarias para los microorganismos se agotan, haciendo que la
poblacion comience a morir o decaer.

Figura 4. Crecimiento microbiano tedrico.

Log x

Fuente: Tomado de Juan Fernando Calderdn Vargas [9].
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La matematizacion de la fenomenologia del crecimiento microbiano o la
degradacion por via bio-quimica, generalmente acude a dos tipos de modelos; los
denominados estructurados, que consideran aspectos basicos de la célula y su
estructura quimica y los no estructurados, que consideran la poblacion como un
todo, asumiendo la estructura celular como la misma. También puede haber
modelos segregados, en donde la poblacién se considera como heterogénea
distinguiendo edades, formas, tamafios y composiciones internas como distintas o
variables; o no segregados en donde la poblacion es homogénea y el
comportamiento celular es el mismo, como si fueran una célula promedio [15].

El modelo matemético para el crecimiento microbiano contiene basicamente:
principios quimicos, fisicos y biologicos involucrados; inferencias que se pueden
hacer de los datos experimentales obtenidos y, por udltimo, consideraciones
necesarias basadas en criterios validos para modelar algunos procesos complejos.
En estos modelos tomar todos los microorganismos como un conjunto homogéneo
y el crecimiento como un comportamiento estandar son las consideraciones mas
comunes, es decir, el modelo matematico de crecimiento microbiano generalmente
es de tipo no estructurado o no segregados. Algunos de los modelos de crecimiento
microbiano mas frecuentes en distintos tipos y cepas de microorganismos son los
siguientes [15]:

1.1.13 MODELO DE MONOD

En este modelo se asume una poblacibn homogénea y se consideran las fases
positivas de crecimiento, representando asi la relacion entre el sustrato que limita el
crecimiento y el crecimiento microbiano sin considerar inhibiciones durante el
proceso. Su modelo matematico se expresa de la siguiente manera:

ax s
w = Xbmix s ()

s -1 dx
dt — Yys dt

(2)

Partiendo de las ecuaciones (1) y (2) se sintetiza el modelo que permite relacionar
la produccion de biomasa y el consumo de sustrato simultaneamente en la ecuaciéon

(3).
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st = Yy/sSotYx/sKstXo In (i) + Yy/sKs ( Yx/sSo ) (3)

Yx/sSo+Xo Xo Yx/sSo+Xo Yx/sSo+Xo—X

Donde,

Umax: Tasa de crecimiento especifica maxima [h™1]

Yx: Rendimiento del sustrato [%]
S,: Sustrato inicial [%]

K,: Constante de saturacion [%]

UFC

X:Biomasa [ml

t: tiempo [h]

1.1.14 MODELO DE MOSER

Este modelo es utilizado principalmente cuando la composicion celular es
independiente del proceso del tiempo y aparecio de la transformacion del modelo
Monod, teniéndose en cuenta la consideracién del efecto de la propagacion de
especies mutantes en la poblacién. La modelo est4 determinada por la ecuacion (4):

Sn
H= i on (4)

Con la ecuacion (4), un balance de masa microbiana y de sustrato, se obtienen las
variables en funcion de la biomasa (masa microorganismo), resultando la ecuacion

(5):

Este modelo en comparacion al de Monod, varia con el parAmetro n que esta dado
empiricamente para cada proceso.
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1.1.15 MODELO DE TEISSER

Este modelo aparecio antes que el de Monod y explica el efecto de hormonas en el
crecimiento de ciertos cultivos microbianos, introduce la deficiencia de crecimiento
mostrandola en la relacion semi algoritmica entre la velocidad de crecimiento y la
concentracion de biomasa. Este modelo esta descrito mateméticamente segun la
ecuacion (6):

K= Hmsx (1 - e(’_‘_j)> (6)

Con la ecuacién (6), un balance de materia y sustrato, se obtiene la ecuacion (7) de
crecimiento microbiano.

Xo—X
ax Km
= 1—e

— = Mmax /-X (7)

Donde,

Umsr: Tasa de crecimiento especifica maxima [h™1]

S: Concentracion de sustrato [%

K,,: Constante de saturacion [%

Y,s : rendimiento de sustrato [%

UFC

X:Biomasa [ml

1.1.16 MODELO DE HALDANE

En este modelo se muestra el proceso de adaptacion del microrganismo a un
sustrato, por lo cual puede representar la presencia de sustratos inhibidores. Su
expresion matematica es simple y esta dada segun la ecuacion (8):

S
H= tmiry —sicsz (©)

Al despejar la variable sustrato (S) de la ecuacion (8) y realizando un balance de
masa, se genera la ecuacion (9) para el crecimiento microbiano.
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Xo—X
dx Sot+
— = HUma Yas z.X (9)

X —
at Ko+So+ Ky +(So+5%)
Yxs

Esta expresion integrada, segun (9) es una funcién independiente de la biomasa y
esta descrita mediante la ecuacion (10):

2 2 2 X
_ (So®Ka+Sot+Ks)Ys +((250K1+1)X0Yx5+1(1xo >1n(ﬂ) | Kb IN—SoTisXo) _ KiX

(10)

SoYxs>+XoYxs So¥xs+Xo Yxs

- . [T
P Hmax max

Donde,

Umax: Crecimiento especifico [h™1]

K,: Constante de saturacion [%]
S: Concentraciéon de sustrato [%]

K;: Constante de inhibicion por sustrato [%]

1.1.17 MODELO DE GOMPERTZ

Este modelo a diferencia de los anteriores se basa en la mortalidad de
microorganismos, es un modelo cinético capaz de describir la concentracion de
biomasa durante un periodo de tiempo, y se encuentra especificado segun la
ecuacion (11):

—e -b(t—-M)

X=X,+ce (12)

Donde ¢, M y b son recuentos de la biomasa cuando el tiempo aumenta
indefinidamente, tiempo para alcanzar la tasa de crecimiento especifica maxima y
la velocidad de crecimiento relativo.

Las variables mencionadas anteriormente se representan matematicamente seguin
las ecuaciones (12), (13) y (14):

b
Umsax = :C (12)
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LDP === (13)
MDP=A+c (14)
1.1.18 MODELO DE POWELL

En este modelo cinético se adiciona a la ecuacion de Monod la trasferencia de masa
de sustrato a través de la célula, por lo cual contiene la difusividad del sustrato y la
permeabilidad en la membrana, obteniendo la ecuacion (15):

s
W= Hmax G5 (19)

Se da paso a la ecuacion diferencial descrita en la ecuacion (16) acoplando al
anterior a un balance de biomasa y sustrato, asi:

Xo—X

dX SO+ XS
B o i L X (16)

X
(Ks+L)+S,+-2—
Yxs

La forma integrada de la ecuacion (16) en funcién de la biomasa, representa la
ecuacion (17):
(In(X/x, ) Ko+ s (Ks+L+50)) ~Yoes (Ks+L) In(=Xo=SpYes—X) )
t= Xo+50Y xs (17)

Hmax

Donde,

Umax: Tasa de crecimiento especifica maxima [h™1]

K,: Constante de saturacion [%]

S: Concentracion de sustrato [i]
ml
L: Constante de difusion
X:Biomasa [ﬂ
ml

t: tiempo [h]
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1.1.19 METODOS DE VALIDACION DE MODELOS

En el modelado de procesos, la validacion de los modelos cinéticos planteados tiene
una importancia significativa para determinar el porcentaje de error del modelo y los
datos experimentales obtenidos. La evaluacion se realiza mediante:

e Coeficiente de correlacion obtenido (R?)

e Porcentaje de error de minimos cuadrados (MSE)

MSE (%) = (Z(Vn—‘tf)z) (18)

Donde,
y; + Datos experimentales
fi: Datos calculados del modelo

n.: Numero total de datos
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2 ESTADO DEL ARTE

Para el desarrollo este proyecto se realizé la revision bibliografica de trabajos
similares o con informacion importante sobre los procesos. Los documentos que

aportan al cumplimiento de los objetivos se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Estado del arte.

Tipo de
Fuente Afo Autor Biomasa microorganis Aporte al proyecto
mo
Medios Saccharomvce Ejemplifica el
[10] Sergio Felix ricos en S cerevisige planteamiento de la
glucosa estequiometria del hongo.
Ana M. Torrado, . Aporta a la metodologia
. Céscara de . )
Sandra Cortés, : Aspergillus para determinar el
[11] 2011 < naranja ; . L.
José Salgado, . niger comportamiento  masico
. valenciana
Belén Max. del hongo.
. ; Orienta como estimar el
[12] 2013 M;‘rl]szzentoRgEZSéz Trigo Ié?;];)tﬁj potencial teérico de etanol
a partir de la glucosa.
Fani Aconseja la  relacién
Mantzouridou, A.  Céscara de humedad-sustrato y la
[13] 2015 Paraskevopoulou, naranja Levaduras relacion de inoculacién
Sofia Lalou sustrato-microorganismo.
[9] 2017 Juan Fernando Sustrato Lactobacillus Indica la teoria y desarrollo
Calderén Vargas complejo acidophilus de los modelos cinéticos.
Céscara de
. . naranja, Orienta sobre el disefio de
Maria Marin, ulpa de un biorreactor adecuado
[14] 2018 Antoni Sanchez, pulp Celulasa S
Adriana Artola manzanay para el estudio cinético de
fibra de una hidrdlisis biolégica.
arroz
€. Marzo, A.B. Cascara de Coctel de A;)roarta adé?erm?r:g(rjologg
[15] 2018 Diaz, I. Caro & A. . , P . "
Blandino naranja enzimas comportamiento  masico

del hongo.

Fuente: Elaboracion propia.
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3 OBJETIVOS

3.1.1 OBJETIVO GENERAL

Biodegradar la biomasa residual de papa y yuca mediante microrganismos y
modelar la cinética de la hidrodlisis bioldgica como fase previa para la produccion de
bioetanol.

3.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.3 Caracterizar el almidén, la celulosa y la glucosa de las dos biomasas
residuales objeto de la investigacion.

3.1.4 Caracterizar las condiciones de crecimiento de los hongos filamentosos
biodegradadores, Aspergillus niger y Trichoderma spp. y su adaptacion a los
sustratos cascaras de yuca y papa.

3.1.5 Realizar el disefio conceptual de un biorreactor a escala de laboratorio, para
el estudio de la biodegradacion de las biomasas residuales con los hongos
filamentosos escogidos.

3.1.6 Ajustar un modelo cinético, que permita la prediccion del proceso de hidrdlisis
bioldgica de las biomasas en referencia.
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4 METODOLOGIA

El trabajo presente se divide en las siguientes fases:

41.1

Recoleccion y caracterizacion de la materia prima
Obtencion de datos experimentales

Modelo conceptual del biorreactor

Modelo cinético

Estimacion del potencial para la produccion de bioetanol

RECOLECCION Y CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA

Se recolectan las cédscaras de yuca y papa de fuentes conocidas, se llevan a un
lugar establecido donde pasan por las siguientes etapas:

4.1.2

Lavado para eliminaciéon de sustancias no deseadas existentes en el
sustrato.

Secado por exposicion solar.

Molienda.

Determinacion del potencial hidrolizable.

CARACTERIZACION DE LAS CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE LAS
CEPAS DE HONGOS FILAMENTOSOS SELECCIONADAS

Los hongos seran los encargados de realizar el proceso de hidrolisis, por ende, las
caracteristicas de adaptacion y crecimiento en el sustrato son muy importante. Para
determinar el tipo de hongo, la adaptacion éptima y el crecimiento se realiza el
siguiente procedimiento:

Revision bibliogréafica para escoger cepas aptas para la degradacion del tipo
de sustrato a trabajar.

Toma de muestras de Aspergillus niger y Trichoderma spp.

Réplicas de hongos, de manera aislada.

Verificacion microscopica de cepa y no presencia de cualquier otro agente
en las réplicas.

Se asegura la previa adaptacion del hongo a la materia prima.
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Luego tener los cultivos de cepa, se procede a inocular en los biorreactores y las
cajas de Petri para la determinacion masica.

Para el planteamiento del modelo cinético de la degradacion del sustrato, se
requiere la cuantificacion masica del microrganismo y las cascaras. Este valor
masico se determina mediante diferencias de pesos entre una unidad de control (sin
indculo) y otra unidad con inéculo.

Para confirmar que se realiza el proceso de hidrolisis es necesario cuantificar la
degradacion de la celulosa y el almidén, asi como el aumento de la glucosa, siendo
esta ultima la finalidad del proceso biolégico realizado por los microorganismos
Aspergillus niger y Trichoderma spp. Las pruebas para la cuantificacion de azucares
se hicieron por los métodos:

e Celulosa: Método de Kurschner y Hoffer.
e Almidon: Grace 1977.
e Glucosa: DNS (espectrofotometria).

4.1.3 DESARROLLO DE MODELO CONCEPTUAL DEL BIOREACTOR PARA EL
ESTUDIO CINETICO

Determinar el disefio de un reactor implica varias consideraciones dependiendo de
su aplicacion. En el disefio conceptual del biorreactor para el proceso biolégico
planteado en este documento, se considera:

¢ Facilidades de manipulacién: Se indica que el sustrato no debe ocupar mas
del 60% del volumen total de biorreactor. [14]

e Facilidades para toma de datos: Recipiente con tapa removible para toma de
muestras.

e Condiciones de aislamiento: Recipiente sellado, interrumpiendo el contacto
con el exterior.

e Tipo de material: Material que no reaccione con el contenido y asegure no
contaminacion.

e Distribucion del flujo del aire: Se debe asegurar un flujo de aire en todo el
interior del recipiente.

Conexiones: Se requieren conexiones para lixiviados, entrada y salida de aire.
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4.1.4

ESTUDIO CINETICO DEL PROCESO DE HIDROLISIS ENZIMATICA:
AJUSTE DEL MODELO

El modelo cinético esta divido en dos partes, la primera consiste en el crecimiento
del microorganismo y la degradacion del sustrato; la segunda es la estequiometria
microbiana.

Segun los datos experimentales obtenidos se puede determinar la degradacion del
sustrato por la accién de los microorganismos y el crecimiento de estos. Se espera
obtener el comportamiento de cada hongo de la siguiente manera:

4.1.5

Se calcula y gréafica, mediante diferencia de peso, el comportamiento masico
del hongo y del sustrato.

Definicion de la ecuacién que describe el comportamiento experimental,
partiendo de la gréfica de datos filtrados.

Ajuste de datos experimentales a un modelo cinético de degradacién de
sustrato.

Determinacion del modelo cinético ajustable a los datos experimentales.
Célculo de constantes del modelo definido.

Validacion de modelo, mediante célculo de error entre datos experimentales
y datos obtenidos con el modelo planteado.

DETERMINACION DEL POTENCIAL PARA LA PRODUCCION DE
BIOETANOL

Se determina mediante el balance de la reaccion que ocurre en la fermentacién de
glucosa [12].
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5 DESARROLLO

5.1.1 RECOLECCION Y CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA

Incluye la recoleccion y caracterizacion de la materia prima, asi como los
experimentos exploratorios o iniciales de crecimiento y adaptacion de
microorganismos a los medios de cultivo y sustratos®. Las cascaras de yuca fueron
recolectas de la plaza de mercado central de Bucaramanga y las de papa de los
residuos domésticos. Estas fueron lavadas y hervidas, para luego dejarse escurrir
en un colador durante diez minutos, después se exponen al sol sobre papel
periodico para su secado (figura 5).

Figura 5. Cascaras de yuca en la recoleccion y en el proceso de secado.

Fuente: Elaboracion propia.

Una vez secas, las cascaras pasan por el proceso de molienda, el cual, consiste en
licuar las cascaras hasta obtener segmentos de aproximadamente 1 a 1.5 mm. Esta
biomasa molida pasa por la autoclave en frascos de vidrio (figura 6), como método
de esterilizacion tendiente a asegurar el crecimiento exclusivo del indculo
sembrado. La cantidad de cascaras esterilizadas fue ~1200 g por cada sustrato, con
el fin de garantizar materia prima para alimentar durante toda la fase experimental,
los reactores y las cajas de Petri para cultivo. El reactor requiere cerca de 150 g de
biomasa y las cajas de Petri alrededor de 15 g.

1 Los procedimientos experimentales aplicados en esta etapa se realizaron en su mayoria en el
laboratorio de biotecnologia de la UNAB.
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Figura 6. Céscaras de yuca y papa después de la molienda y esterilizacion.

Fuente: Elaboracién propia.

Luego se toman muestras de las céscaras trituradas y esterilizadas, para
caracterizar la materia prima, especialmente determinando azucares con el fin de
obtener el potencial hidrolizable.

5.1.2 DETERMINACION DE CELULOSA

El contenido de celulosa se utiliz6 especialmente para hacer seguimiento de su
degradacion a glucosa durante el proceso de hidrdlisis de los sustratos. EI método
aplicado fue el de Kurschner y Hoffer, probado en otros estudios de degradacién de
biomasas residuales con el sistema biologico (Aspergillus niger - Saccharomyces
cerevisiae) [16]. Este analisis se hace segun el protocolo descrito en el ANEXO A.
La figura 7 presenta algunas imagenes de la realizacion de este analisis, en tanto
qgue los resultados obtenidos, para la cascara de yuca y papa se reportan en las
tablas 3 y 4 respectivamente.

Figura 7. Prueba de celulosa.

Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla 3. Datos de peso [g] de la prueba de celulosa para las cascaras de papa.

Céascaras de papa

Dia Peso 0 2 8 10 15 16 17
Inicial 30,7044 - - - - - -

Control
Final 29,9254 - - - - - -
Inicial 30,7044 30,8071 - - - - -

A. niger
Final 29,9254 30,6923 - - - - -
Trichoderma Inicial 30,7044 30,8865 - - - - -
spp Final 29,9254 30,6508 - - - - -

Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 4. Datos de peso [g] de la prueba de celulosa para las cascaras de yuca.

Céascaras de yuca

Dia Peso 0 2 8 10 15 16 17
Inicial 30,8994 30,7425 - - - - -
Control )
Final 30,3758 30,3295 - - - - -
A ni Inicial 30,8994 30,8865 30,8994 30,8822 30,8476 30,8865 30,8994
. higer
9 Final 30,3758 30,4624 30,596 31,1737 30,2509 31,0893 30,9579
Trichoderma Inicial 30,8994 30,8071 30,6848 29,9613 30,8994 30,8994 30,8476
spp Final 30,3758 30,4036 30,1574 30,1376 30,3201 30,4561 30,1882

Fuente: Elaboracion propia.

El porcentaje de celulosa se calcula mediante la ecuacion (32):

Donde,

P,,: Peso seco del residuo [g]

Celulosa (%) =22+ 100 (19)

P,: Peso anhidrido de la muestra [g]

Py
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5.1.3 DETERMINACION DEL ALMIDON

El contenido de almidén se determina por medio de la técnica Grace 1977, acorde
al protocolo dado en el ANEXO B. La figura 8 ilustra la aplicacion de esta técnica de
caracterizacion de biomasas vegetales, en tanto que las tablas 5y 6 resumen los
resultados obtenidos para las cascaras de papa y yuca respectivamente.

Figura 8. Prueba de almidon.

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 5. Datos de peso en [g] de la prueba de almidén para las cascaras de papa.

Céscaras de papa

Dia Peso 0 2 8 10 15 16 17

Inicial 30,6848 - - - - - -
Final 30,2039 - - - - - -

Control

Inicial 30,6848 30,5281 - - - - -

A. niger
Final 30,2039 30,093 - - - - -

spp Final 30,2039 30,7547 - - - - -

Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla 6. Datos de peso en [g] de la prueba de almidon para las cascaras de yuca.

Céscaras de yuca
Dia Peso 0 2 8 10 15 16 17
Inicial 30,8476 - - - - - -
Final 30,2088 - - - - - -
Inicial 30,8476 30,8994 30,8822 30,8071 32,0227 1,13 1,14
Final 30,2088 30,3056 30,7843 30,9877 33,0736 12,5884 2,5204
Trichoderma Inicial 30,8476 32,0227 30,8994 30,5281 32,1919 1,16 1,15
spp Final 30,2088 31,4376 30,857 30,5849 32,9729 1,8401 2,1756
Fuente: Elaboracion propia.

Control

A. niger

El contenido de almidon se determina de acuerdo con la ecuacion (33):

Almidén (%) _ Peso filtro despues del secado (g)—peso del filtro vacio (g) + 100 (20)

peso de la muestra analizada (g)

5.1.4 DETERMINACION DE LA GLUCOSA POR DNS

La determinacion del contenido de glucosa se realizé acorde al protocolo del método
de DNS, que se encuentra en el ANEXO D. La figura 9 documenta con imagenes la
realizacion de la prueba de glucosa y las tablas 7 y 8 resumen en cada caso, los
resultados obtenidos para las cascaras de papa y yuca.

Figura 9. Prueba de glucosa.

e a6

Ly

S
‘ >

Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla 7. Datos de peso [g] de la prueba de glucosa para las ciscaras de papa.

Céascaras de papa

Dia 0 2 8 10 15 16 17
Patron 0,385 0,34 0,369 0351 0431 0,337 0,34
Control 0,204 0,144 - - - - -
A. niger 0,204 0,52 - - - - -

Trichodermaspp 0,204 0,156 - - - - -
Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 8. Datos de peso [g] de la prueba de glucosa para las cdscaras de yuca.

Céscaras de yuca

Dia 0 2 8 10 15 16 17
Patrén 0,385 0,34 0,369 0,351 0,431 0,337 0,34
Control 0,661 - - - - - -
A. niger 0,661 1,074 2456 2,291 1,997 0,605 0,517

Trichodermaspp 0,661 0,425 0,209 0,219 0,973 0,534 0,237
Fuente: Elaboracion propia.

La concentracion de glucosa se halla de acuerdo con la ecuacion (21):

Absorbancia de la muestra ( 1)

Muesira Patron Absorbancia del patréon

5.1.5 EXPERIMENTOS DE HIDROLISIS ENZIMATICA

Tomando cepas de Aspergillus niger y Trichoderma spp, disponibles en el
laboratorio de biotecnologia de la UNAB, se hicieron replicas en cajas de Petri, para

comprobacion del microorganismo en el microscopio.

El medio contenido en las cajas de Petri fue una mezcla de agar-agar, malta y
materia prima triturada; las mezclas agar-agar y malta se escogieron, sobre otros
medios como el PDA o el Sabouraud, dado que pruebas previas mostraron el
crecimiento de una mayor poblaciéon de microorganismos en este medio al que se
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agregan cascaras de papa y yuca, molidas y esterilizadas, para asegurar la
adaptacion del hongo a estas biomasas como substratos.

Para el crecimiento de los hongos se deja un periodo de ocho dias, y se tienen
réplicas de cada hongo adaptado a cada sustrato por separado, para realizar la
inoculacion de los reactores y las cajas de Petri. En la figura 10 se muestran las
imagenes del proceso de crecimiento y adaptacion de los hongos al sustrato.

Figura 10. Crecimiento y adaptacion de los hongos.

Fuente: Elaboracién propia.

Teniendo el inoculo preparado se realizan 10 montajes de cajas de Petri para cada
sustrato con su respectivo hongo y diez cajas sin in6culo, con el fin de tener datos
masicos de la degradacion del sustrato y crecimiento del microorganismo. Todas
las cajas son pesadas vacias, cuando se agregan las cascaras y los indculos para
los pesos iniciales. Se realizan pruebas de peso diarias para determinar por
diferencia de peso, entre la caja de control y la caja inoculada, el crecimiento del
hongo y la degradacioén del sustrato. Los datos de los pesos para cada uno de los
sustratos con los hongos y las cajas de control se presentan en el ANEXO F.

Es importante mencionar que se realizan 10 montajes, para asegurar la obtencion
de datos de al menos una caja donde se evidencie crecimiento del hongo, esto es
una medida preventiva debido a que en pruebas experimentales previas se presenté
contaminacion o la muerte del hongo. Como se esperaba durante el proceso
algunas de las unidades presentaron contaminacion por un hongo de coloracion
amarilla, posiblemente una clase de Aspergillus; para tener certeza en los datos se
descartaron todas las cajas de Petri que mostraran contaminacion, se escogio una
caja de cada hongo revisando la poblacion del microorganismo y que se encontrara
sin contaminacion. En la figura 11 se muestran las imagenes de cajas de Petri y el
hongo contaminante. En las tablas 9 y 10 se presentan los datos de las cajas
escogidas de cada hongo.
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Figura 11. Cajas de Petri en pruebas de peso.

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 9. Peso en gramos de las cajas de Petri para Aspergillus niger.

Dia 0 1 3 5 7
Control 10,1021 252408 25,0325 245779 24,1844

A.niger 10,1021 24,7536 24,2737 238115 23,2868

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 10. Peso en gramos de las cajas de Petri para Trichoderma spp.

Dia 0 1 3 7 9
Control 11,2859 31,1481 30,9973 30,2138 30,1752
Trichoderma

spp 11,2859 28,1909 27,6747 27,0362 26,7076

Fuente: Elaboracion propia.

5.1.6 MODELO CONCEPTUAL DEL BIOREACTOR DE HIDROLISIS

Se planteé manejar hidrélisis sélida, para controlar la contaminacion de las unidades
experimentales, ya que la humedad es uno de los principales factores para el
crecimiento de bacterias invasoras de los medios de cultivo y substratos.

Segun las consideraciones mencionadas en la metodologia, el birreactor se
concibié como un recipiente que permita tomar muestras con comodidad. En su
interior se instalé una malla a nivel medio, para brindar soporte al sustrato, que
ocupa ~60% del volumen y espacios para permitir un flujo de aire bien distribuido y
facilitar la percolacién del hidrolizado producido. El recipiente cuenta con una tapa
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removible dotada de un conducto de salida de aire. El aire proviene de una
manguera lateral conectada a una bomba para peceras, que suministra dicho flujo.
El material del recipiente y la malla es plastico, ya que este no reacciona con los
microorganismos ni interviene en la degradacion del sustrato.

La figura 12 ilustra un esquema y tres vistas espaciales del biorreactor propuesto,
cuyo detalle es ampliado en el ANEXO G. Asi mismo, la figura 13 muestra evidencia
fotogréfica de su aplicacion en el presente estudio. Esta fase de la experimentacion
compromete tres biorreactores para cada hongo con el respectivo sustrato,
agregando 150 g de cada cascara e inoculando con 150 ml de hongo en cada
reactor. La relacion de inoculacion fue 1:1 (p/v) del sustrato con Aspergillus niger y
Trichoderma spp. La cantidad de esporas inoculadas por cada litro de reactor se
conoce y determina segun el protocolo dado en el ANEXO E. Las condiciones para
crecimiento del hongo fueron temperatura entre los 20-35°C y humedad de 75%

(P/p).

El proceso de hidrélisis en los biorreactores se trabajo en corridas de 12 a 17 dias,
algunas exitosas y otras fallidas por contaminacion del medio. En general, el buen
desarrollo del hongo se evidencia en el aumento de la densidad de poblacion, la
posterior degradacion de las cascaras y la produccion de liquido, “hidrosilato” o
hidrolizado, el cual es objeto de determinacion de azucares mediante pruebas de
almiddn, celulosa y glucosa, como estrategia de seguimiento del proceso de
hidrolisis. Este muestreo se realiza tomando 3 g del complejo “hongo-substrato” de
cada reactor, estas se mezclan y homogenizan, para luego repartir el material en
las pruebas de azlcares asi: 5 g para determinacion de glucosa, 3 g para almidén
y 1 g para celulosa. En la figura 14 se presentan imagenes de las tomas de
muestras.

Figura 12. Modelo del biorreactor tedrico en Solidworks.

Fuente: Simulaciéon en Solidwords.
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Figura 13. Aplicacion del biorreactor en el estudio de hidrdlisis de biomasas

residuales.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 14. Toma de muestras de material de los biorreactores.

Fuente: Elaboracion propia.

5.1.7 EXPERIMENTO PARA DETERMINACION DEL MODELO CINETICO

Para determinar el modelo cinético de la hidrélisis biolégica, se tomaron dos cajas
con crecimiento del hongo, que contengan el mismo sustrato y peso de materia
prima, una de control y otra con inéculo, cabe aclarar que la caja de control tiene el
mismo volumen de agua destilada que la de in6culo. Estas cajas se pesan
diariamente por un periodo de 12 dias, hasta que la variacion del peso fue minima
con respecto al dia anterior, calculando la diferencia de peso entre las dos cajas se
obtiene el peso del microorganismo, y el peso del sustrato se obtiene restando el
peso del hongo al peso total de la caja con in6culo.
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Con los datos seleccionados se gréfica el comportamiento y la derivada de la
tendencia resultante, lo cual permite comparar con curvas tipicas de modelos
planteados en la literatura y asi tratar de encontrar el modelo mas cercano o que
mejor se ajuste a los datos obtenidos experimentalmente, y finalmente se
determinan los valores de las constantes tipicas del modelo.

5.1.8 DETERMINACION DEL POTENCIAL PARA PRODUCCION DE
BIOETANOL

En condiciones ideales (rendimiento del 100%), por cada mol de glucosa se
producen 2 moles de etanol como se evidencia en el balance de la reaccién (22).
Con dicho balance se obtuvo el valor del factor de conversion ideal con la relacion
entre el reactivo y producto mostrada en la ecuacion (23).

CeH1205 + M.0 - 2C,HsOH + E (22)

moles de Glucosa
FCigeaqr = (23)

moles de bioetanol

Con la cantidad de maxima de glucosa obtenida en el proceso de hidrolisis y el
factor de conversion ideal se determina el potencial de produccion de bioetanol
tedrico segun la ecuacion (24).

Etanol teorico [mol] = Glu;OCS—a[mOl] (24)
ideal

Sin embargo, esta cantidad molar de etanol se produciria si se supone un proceso
ideal. Como todo proceso cuenta con pérdidas y con un rendimiento real, se
determin6 un factor de conversion real aproximado (FC,.,;) tomado de literatura.
De este modo, se calcula mediante la ecuacion (25) el potencial de produccién de
etanol real partiendo de la glucosa maxima hidrolizada.

__ Glucosa [mol]

Etanol real [mol] = e (25)
real
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACION DE LOS SUSTRATOS

La caracterizacidon de la materia prima obtenida experimentalmente, presentada en
la tabla 11, concuerda con los rangos dados en la literatura, confirmando su
potencial hidrolizable.

Tabla 11. Caracterizacion experimental de la materia prima.

Componente Céscarayuca[%] Cascara papa[%]

Almidon 21,29 16,03
Celulosa 52,36 77,9
Glucosa 8,58 2,65

Fuente: Elaboracién propia.

Los resultados presentados, exceptuando la caracterizacién, corresponden a los
datos experimentales obtenidos de la corteza de yuca, debido a que, en las
unidades experimentales de cascara de papa, se present6 el crecimiento de un
tercer agente. En el ANEXO | se presentan los pocos datos obtenidos de dicho
sustrato, de los cuales se puede afirmar la degradacion de celulosa y almidén en
glucosa en los primeros dos dias, pero sin poder distinguir si este proceso fue
realizado solo por el hongo inoculado, o hubo intervencion del agente contaminante.
Con base en todos los argumentos mencionados anteriormente, es importante
indicar que los resultados presentados en esta seccidn corresponden a los montajes
de cascara de yuca para cada uno de los hongos.

6.1.1 GLUCOSA

Los porcentajes de glucosa se calcularon basandose en la curva y las
concentraciones obtenidas mediante la prueba de DNS, estos resultados se
presentan en la tabla 12.
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Tabla 12. Resultados de glucosa en cascaras de yuca en el proceso de hidrélisis.

Céscaras de yuca

Microorganismo A. Niger Trichoderma spp.
Dia % [9/1] % [a/
0 8,58 1,7169 8,58 1,7169
2 15,79 3,1588 6,25 1,2500
8 33,28 6,6558 2,83 0,5664
10 32,64 6,5271 3,12 0,6239

Fuente: Elaboracién propia.

Figura 15. Comportamiento de glucosa durante la hidrolisis de la cascara de yuca.
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Fuente: Elaboracién propia.

En lafigura 15 se observa el comportamiento de la glucosa en las cascaras de yuca
durante la hidrélisis biolégica, donde se evidencia el aumento de la concentracion
de glucosa por el A. niger hasta el dia octavo, para luego iniciar su consumo y el
Trichoderma spp, por el contrario, consume este azucar hasta el dia 8 para luego
iniciar su aumento.

Lo anterior, se debe a la diferencia en la adaptacién y crecimiento de cada hongo.
Para el caso del Aspergillus niger, sus fases de adaptacion y crecimiento en el
sustrato son rapidas por lo que en sus primeros dias tiene una poblacién
considerable que acelera el proceso de sintesis en glucosa. Por otro lado, el
Trichoderma spp utiliza la glucosa presente como fuente de energia para realizar
su adaptacion y crecimiento en un lapso de 8 dias, en donde la poblacion ya crecid
y empieza a sintetizar grandes cadenas de azucar en glucosa.
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6.1.2 CELULOSA

En la tabla 13 se muestran los resultados cuantitativos de las pruebas
experimentales de celulosa realizadas, asi mismo en la grafica 21 se ilustra el
comportamiento de celulosa con la presencia de cada hongo.

Tabla 13. Resultados de celulosa en cascaras de yuca en el proceso de hidrélisis.

Céascaras de yuca [%]

Dia 0 2 8 10
Control 52,36 - - -
A. niger 52,36 42,41 30,34 29,15

Trichoderma spp 52,36 40,35 52,74 17,63
Fuente: Elaboracién propia.

Figura 16. Comportamiento de celulosa durante la hidrdlisis de la cascara de yuca.
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Fuente: Elaboracion propia.

En presencia del A. niger la celulosa presenta un comportamiento descendente, lo
cual afirma la ruptura de este polimero por parte del microorganismo, sin embargo
la disminucion de este polimero es significativa hasta el dia 8, y la variacién del dia
8 al 10 no es muy significativa comprada con dias previos, siendo del 1,19%.En
cuanto al comportamiento de celulosa con Trichoderma spp los primeros dos dias
es descendiente y luego aumenta hasta el octavo dia en donde empieza a disminuir,
este comportamiento puede ser generado por presencia de hemicelulosa en el
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sustrato, ya que este microorganismo puede estar degradando esta molécula en
celulosa y posteriormente en la celulosa en glucosa. Sin embargo, no puede
comprobarse esta hipotesis la falta de datos cuantitativos de hemicelulosa.

6.1.3 ALMIDON

Tabla 14. Resultados de almiddn en cascaras de yuca en el proceso de hidrélisis.

Céascaras de yuca [%]

Dia 0 2 8 10
Control 21,29 - - -

A. niger 21,29 19,79 3,26 6,02

Trichodermaspp 21,29 19,50 1,41 1,89

Fuente: Elaboracién propia.

Figura 17. Comportamiento de almidén durante la hidrélisis de la cascara de yuca.
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Fuente: Elaboracion propia.

Al igual que en los resultados de celulosa, los de almidon estan dados en
porcentajes, los cuales se encuentran contenidos en la tabla 14. A partir de los
porcentajes de almiddn presentes en las muestras de sustrato se determina el
comportamiento de este polimero en presencia de Aspergillus niger y Trichoderma
spp. En la figura 17 se observa que el comportamiento del contenido de almidon es
similar para ambos microorganismos, sin embargo, en el caso del Trichoderma spp
se tiene una mayor degradacion que en el A. niger, donde la curva del Trichoderma

36



spp esta por debajo de la de la curva de aspergillus. Dicho de otra manera, luego
del dia 2 el contenido de almidon en los biorreactores inoculados con A. niger tienen
un mayor porcentaje de almidon comparado a los inoculado con Trichoderma spp,
por lo que se infiere que el Trichoderma degrada mejor la molécula de almidon que
el A. niger.

Con respecto al periodo de tiempo, los datos muestran consistencia para el proceso
de hidrdlisis hasta el dia octavo, pues en este proceso ocurre la ruptura de grandes
cadenas de azucares, como el almiddn, el punto de inflexion es en el dia 8 y en el
dia decimo el comportamiento de crecimiento ya no corresponde a la fase de
hidrolisis. En las figuras 18 y 19 se presentan las fotografias del crecimiento de cada
uno de los hongos durante el proceso de hidrélisis.

Figura 18. Trichoderma spp en el proceso de hidrdlisis.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 19. Aspergillus niger en el proceso de hidrdlisis.

Fuente: Elaboracién propia.
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6.2MODELO CINETICO

En el Anexo E se encuentran los datos y gréaficas del modelo cinético. Las tablas 15
y 16 contienen los pesos para cada hongo.

Tabla 15. Peso en gramos de las cajas de Petri para Aspergillus niger.

Dia 0 1 3 5 7
Control 10,1021 25,2408 25,0325 245779 24,1844

A.niger 10,1021 24,7536 24,2737  23.8115 23,2868

Hongo 0 0,4872 0,7588 0,7664 0,8976
Sustrato 10,1021 24,2664 23,5149 23,0451 22,3892
Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 16. Peso en gramos de las cajas de Petri para Trichoderma spp.

Dia 0 1 3 7 9
Control 11,2859 31,1481 30,9973 30,2138 30,1752
Tricr;%‘:frma 11,2859 28,1909 27,6747 27,0362 26,7076
Hongo 0 2,9572 33226 3,776  3,4676

Sustrato 10,1021 25,2337 24,3521 23,8586 23,24
Fuente: Elaboracion propia.

Como se evidencia en las graficas 20 y 25, el Aspergillus niger y el Trichoderma spp
tienen un comportamiento similar, tanto en las cascaras de yuca como en las de
papa. Sumado a lo anterior, en los biorreactores de papa se presentd crecimiento
de los hongos y degradacion de celulosa y almidon a glucosa, pero en el segundo
dia se contaminaron las unidades experimentales. Por los argumentos
mencionados anteriormente, se plantea un modelo cinético para cada
microorganismo asumiendo las cascaras de yuca y papa como un mismo sustrato.
Es necesario aclarar que los datos utilizados en los modelos cinéticos pertenecen a
las cascaras de yuca. En el ANEXO H se encuentran los datos del modelo cinético.

Ahora, en el tema de la estequiometria microbiana se plantearon los balances de
las ecuaciones (26) y (27).

sustrato + 0, = Producto + energia + H,0 + gases  (26)
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Sustrato + energia + microorganismo — microorganismo + producto (27)

6.2.1 MODELO CINETICO PARA ASPERGILLUS NIGER

El modelo se plantea asi:

De los datos obtenidos por diferencia de peso de las cajas de Petri se determina la
degradacion del sustrato y el crecimiento de los microorganismos mostrados en la
gréafica 20.

Figura 20. Crecimiento del A. niger (X) y degradacion del sustrato (S).

Crecimiento de A. niger y degradacion del sustrato
0 2 4 6 8 10 12
1,6 25
1,4 24,5
12
3 . 24 =
0,8 235 ¢
0.6 23
0,4
0,2 22,5
0 22
0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo [dias]
—8— Crecimiento del microorganismo Degradacion del sustrato

Fuente: Elaboracion propia.

Luego de realizar el filtrado de datos, se grafica el mismo comportamiento con los
datos seleccionados, obteniendo la degradacion de sustrato y crecimiento de
microorganismos evidenciados en la grafica 21.

39



Figura 21. Datos seleccionados de (X) y (S).

Crecimiento de A. niger y degradacion del sustrato
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Fuente: Elaboracién propia.

Observando la grafica y la ecuacion resultante de los datos filtrados, se evidencia
su similitud con el modelo de Monod. Por lo cual, se realiza la linealizacion de los
datos (figura 22) para verificar que se ajusta con el modelo cinético de Monod y se
determinan las constantes del modelo segun el ANEXO H.

Figura 22. Linealizacién de la ecuacion experimental para el modelo de Monod.

Linealizacion
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< 2 ......
L e )
515 .
o o .
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1/S [g-1]

Fuente: Elaboracién propia.
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Con las graficas del comportamiento del Aspergillus niger y la degradacion de las
cascaras de yuca en el tiempo, se observa que las curvas son similares a las
presentadas en el modelo de Monod, para confirmar si es posible ajustar los datos
experimentales al modelo de Monod se hace la linealizacién correspondiente. En el
ANEXO D, se encuentra el desarrollo matematico. Las constantes del modelo se
calculan mediante la ecuacion de la recta graficando la derivada inversa. Los
resultados de las constantes del modelo de Monod para A. niger son:

Tabla 17. Constantes cinéticas del modelo Monod.

M b K [g/dia] Ks[g]
293,79 -10,641 0,09398 -27,60925

Fuente: Elaboracién propia.

La expresion cinética de Monod para la degradacion del sustrato por el Aspergillus
niger es:

das 0,09398%[S
_B oy = 20T (o)
dt [S]-27,60925

Se hicieron dos graficas, la primera es la degradacién del sustrato con respecto a la
concentracion del sustrato y la segunda es de la velocidad de reaccién hallada con
los datos experimentales y la obtenida al reemplazar la expresion cinética del
modelo de Monod (ecuacion (28)).

Tabla 18. Degradacién del sustrato

Datos experimentales  Datos del modelo

0,859 1,0015
0,7572 0,6822
0,5536 0,5177

0,35 0,3634
0,1464 0,3503

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 23. Gréfica de degradacion del sustrato, modelo y datos experimentales.
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Fuente: Elaboracion propia.

Figura 24. Grafica de linealizacién, modelo y datos experimentales.
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Fuente: Elaboracion propia.

Los porcentajes de error entre los datos experimentales y los datos del modelo se
calcularon mediante la ecuacion (18).
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Tabla 19. Porcentaje de error de degradacion de sustrato del modelo.

Error MSE Error MSE
hasta dia 10 hasta dia 8
2,4908% 0,5647%

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 20. Porcentaje de error de linealizacion del modelo.

Error MSE Error MSE
hasta dia 10 hasta dia 8
39,7732% 0,0167%

Fuente: Elaboracién propia.

En las tablas 19 y 20 se muestran los datos del porcentaje de error que tiene el
modelo ajustado a los datos experimentales para degradacioén y linealizacién, estos
se presentan hasta el dia 8 y hasta el dia 10. Como se establecié en puntos
anteriores la hidrdlisis inicial se toma durante un periodo de 8 dias, demostrando
que después de este tiempo el error de ajuste del modelo es de 39,7732% por lo
gque no es aconsejable aplicarlo; el comportamiento del microorganismo en el
proceso demuestra que después del octavo dia realiza otros tipos de cinéticas.

Comparando los porcentajes de error calculados para el dia 8 con respecto a los
calculados hasta el dia 10, se evidencia que, tanto en la degradacién del sustrato
como en la linealizacién, el modelo ajustado tiene menor error en el tiempo
establecido como tiempo de hidrdlisis inicial.

6.2.2 MODELO CINETICO PARA LA DEGRADACION DEL SUSTRATO CON
TRICHODERMA SPP

El modelo se plantea asi:

De los datos obtenidos por diferencia de peso de las cajas de Petri se determina la
degradacion del sustrato y el crecimiento de los microorganismos mostrados en la
gréfica 25.
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Figura 25. Crecimiento del Trichoderma spp. (X) y degradacion del sustrato (S).
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Fuente: Elaboracién propia.

Luego de realizar el filtrado de datos, se grafica el mismo comportamiento con los
datos seleccionados, obteniendo la degradaciéon de sustrato y crecimiento de
microorganismos evidenciados en la gréfica 26.

Figura 26. Datos seleccionados de (X) y (S).
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Fuente: Elaboracién propia.
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El comportamiento que se muestra en la figura 26, es de tendencia logaritmica. Al
realizar la revision de los modelos se encontré que no hay compatibilidad entre la
curva experimental y los modelos existentes, por tanto, se dice que el modelo
cinético del hongo es el representado en la figura 27.

Figura 27. Modelo cinético del Trichoderma spp.
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Fuente: Elaboracion propia.

Este comportamiento indica que en el transcurso del tiempo no habra variacién del
comportamiento, en otras palabras, la tendencia logaritmica evidencia inhibicién del
crecimiento después del tercer dia. Una posible causa de la inhibicién del hongo es
el crecimiento superficial del hongo en el sustrato, es decir, las esporas del
microorganismo solo se encontraban en la superficie, esto se puede observar en la
figura 18. Lo anterior indica un problema de difusion, que puede ser porque la
penetracion del hongo en el sustrato no se efectud, posiblemente por el tamafio de
la particula o por la humedad.

6.3POTENCIAL PARA PRODUCCION DE BIOETANOL

En la tabla 21 se muestran los factores de conversion real e ideal tomados de
literatura. El factor real corresponde a un rendimiento de fermentacion del 43% [17].
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Tabla 21. Factores de conversion

Fcideal Fcreal

0,5 0,86

Fuente: Chavez L. [12] y Gonzales J. [17]

En la tabla 22 se presentan los resultados de la cantidad maxima de glucosa en
gramos obtenida por el Aspergillus niger y la cantidad de bioetanol que puede ser
producida por fermentacion alcohdlica de la glucosa. Dicho potencial solo se
determind con la maxima cantidad de glucosa obtenida por el Aspergillus niger ya
qgue el Trichoderma spp no produce glucosa, si no como se explicé anteriormente
este hongo consume la glucosa ya presente en el sustrato para realizar otras
sintesis celulares.

Tabla 22. Potencial para produccién de bioetanol

Cantidad de Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad
glucosa A. niger  etanol ideal etanol real etanol ideal etanol real
[9] [9] [9] [ml] [ml]
3,99348 7,98696 3,4344 10,0087 4,3038

Fuente: Elaboracién propia.

El dato de glucosa obtenida se tomé del octavo dia, ya que en este se presenta la
cantidad maxima. Ademas, como los resultados de las pruebas de glucosa estan
dados en gramos por litro, se calcul6 la cantidad en gramos de este polimero
partiendo de que el volumen del sustrato total es de 0,6 litros; con este valor y la
concentracion de glucosa, se determina la cantidad en gramos de la glucosa
presente en las cascaras. Con los gramos de glucosa y los factores de conversion
ideal y real, se determiné los gramos de etanol ideal o tedrico mediante la ecuacion
24 y los gramos de etanol real mediante la ecuacion 25. Normalmente la cantidad
de bioetanol se expresa en unidades de volumen. Entonces, mediante la relacién
de densidad se determiné la cantidad de etanol real e ideal obtenido en mililitros,
sabiendo que la densidad del etanol es de 0,798 g/ml.
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7 CONCLUSIONES

Las cascaras de papa y yuca son biomasas con potencial hidrolizable al
contener en su composicion quimica cantidades significativas de almidon,
celulosay glucosa. En procesos con medios bioldgicos, las cascaras de yuca
son una materia prima mas apropiada que las cascaras de papa, ya que
permite mejor adaptacion de hongos filamentosos y menor probabilidad de
contaminacion.

El hongo Aspergillus niger penetra completamente el sustrato debido a su
facilidad de adaptacion y crecimiento. Por medio del esporulado se propaga
por todo el sustrato, degradando practicamente la cantidad total
aprovechable de celulosa y almidén en glucosa. EI modelo cinético de
degradacion de las cdscaras de yuca por A. niger se define como tipo Monod
al presentar un error maximo del 2,4908%, afirmando que existe una relacion
entre el crecimiento del microorganismo y la concentracién de sustancias
aprovechables en el sustrato (celulosa y almidon).

En la revision bibliografia se encuentra que la constante de Monod
comunmente es expresada en unidades de concentracion, la constante
calcula para A. niger por el modelo es 27,60925, la cual varia de acuerdo al
tipo de sustrato sometido.

El Trichoderma spp no es un microorganismo idéneo para realizar el proceso
de hidrdlisis biologica de las biomasas analizadas, en las condiciones de
trabajo planteadas. A diferencia del Aspergillus niger establece su poblacion
superficialmente, ocasionando el no aprovechamiento del potencial total de
las cascaras.

El Trichoderma spp presento un comportamiento atipico, en donde se
evidencia una inhibicibn desconocida perjudicando el modelamiento. El
proceso desarrollado por el hongo sugiere ser una hidrdlisis para obtencién
de celulosa y no de glucosa, lo que lleva a concluir que el modelo formulado
mediante la ecuacion logaritmica no es valido para el tipo de hidrdlisis
planteado.

El biorreactor propuesto puede utilizarse en procesos biolégicos en estado
sélido donde se requiera facilidad de toma de muestras, difusion masica,
distribucion del flujo de aire y recuperacién de lixiviados.

Se proyectan resultados prometedores para la hidrolisis planteada en las
cascaras de yuca con el hongo Aspergillus niger, ya que, aunque se trata de
un proceso biologico en donde los resultados no son significativos, la
cantidad de bioetanol que puede obtenerse es admisible partiendo de un
rendimiento del 43% de fermentacion alcohdlica.
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8 RECOMENDACIONES Y OBSERVACIONES

Segun lo aprendido, observado y analizado de este proyecto se indica:

Para trabajos con microorganismos es importante conocer su comportamiento y las
condiciones necesarias para desarrollarse, es decir, revisar las condiciones de
humedad, tamafio de particula y tipos de sustratos. Es importante indicar que la
humedad es uno de los factores mas relevantes al trabajar con un hongo, si hay
exceso o falta de humedad el microorganismo no crece o se contamina la unidad
experimental.

Para revisiones futuras en procesos de hidrolisis se recomienda en sustratos con
presencia de hemicelulosa, llevar el seguimiento de su comportamiento durante el
proceso, ya que, es posible su degradacion por el microorganismo en moléculas de
celulosa alternado los resultados del estudio.

Se recomienda asegurar condiciones de aislamiento donde se encuentre el
biorreactor o que el ambiente sea estéril, para evitar contaminaciones durante el
transporte o el muestreo, también utilizar un gas de arrastre en los montajes de las
unidades asegurando un ambiente puro dentro del biorreactor. En caso de tener
gue mover los reactores hasta un punto estéril para realizar el muestreo se aconseja
gue estén cerca y que el reactor tenga cierres de las entradas para lograr total
aislamiento.

En etapas posteriores como la fermentacion alcohdlica es necesario realizar
procesos de separacion del sustrato y el hongo, ya que la presencia de
microorganismos anteriores puede inhibir estas etapas.

Al momento de plantear un modelo cinético con datos experimentales, es
recomendable tener claridad del proceso y realizar filtrado de datos, debido a que
algunas de las desviaciones presentados pueden ser por errores humanos.

En procesos que trabajan con seres vivos los rendimientos esperados son bajos en
comparacién a otros, teniendo en cuenta que no es posible determinar un
comportamiento estable por la sensibilidad que tienen respecto a las condiciones
ambientales.

En base a montajes realizados anteriormente, se conoce que las cascaras de papa
son un sustrato dificil de trabajar para este tipo de procesos, ya que son muy
sensibles a contaminacion o presencia de otros microorganismos por la humedad
gue contienen, por tanto, se recomienda deshidratar las cascaras antes de iniciar el
proceso de hidrolisis.
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ANEXOS

ANEXO A. Protocolo del método de Kurschner y Hoffer para determinacion de
celulosa.

e Tomar 1 gramo de materia anhidrida y colocarlo en un matraz.

e Adicionar 20 ml de etanol y 5 ml de acido nitrico concentrado, en el orden
escrito para las dos primeras digestiones (hervir a bafio maria) durante 30
minutos.

e Por medio de un filtro Gooch de porosidad media, previamente pesado, filtrar
las soluciones.

e Realizar la tercera digestion con 100 ml de agua destilada durante una hora,
para pasar la solucién y el material sélido por el filtro.

e Lavar el filtro con 250 ml de agua destilada caliente, 100 ml de solucién
saturada de acetato de sodio y 250 ml de agua destilada caliente, para luego
llevarlo al horno a 105 £ 3 °C durante 12 horas y finalmente pesarse.
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ANEXO B. Técnica de Grace 1977 para determinacion de almidones.

e Tomar tres gramos de la muestra.

e Adicionar la muestra en un vaso de precipitado 100 ml de &cido clorhidrico
(0,4 % concentracion).

e Hervir durante una hora.

e Filtrar el contenido del vaso precipitado en un filtro Gooch o un embudo con
papel de filtro (pesado previamente).

e Secar el filtro con la muestra en un horno eléctrico a 105-110 °C hasta peso
constante.

e Pesar la muestra luego del secado.
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ANEXO C. Curva de Calibracion de la DNS para glucosa

Partiendo de una muestra con concentracion conocida se mide su absorbancia y
utilizando la formula del equipo se comprueba que la concentracion hallada es la
misma o cercana a la conocida. De una solucion madre con concentracion de 100%
de glucosa, se tomaron varios volimenes para obtener las diferentes
concentraciones. La solucion madre se prepard con 20 g de glucosa por litro. En la
tabla 8 se muestran las concentraciones tomadas para la curva con los porcentajes
correspondientes y la absorbancia resultante. En la figura 9 se presentan las
fotografias de las pruebas, en la figura 10 se puede observar graficamente la curva
de calibracion del kit y en la tabla 9 se presenta la ecuacion de la curva junto con el
coeficiente de determinacion.

Tabla 23. Datos de la curva de calibracion.

Curvade calibracion

% [] Absorbancia
0% 0 0,000
10% 2 0,496
25% 5 0,723
50% 10 1,213
85% 17 1,934
100% 20 2,413

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 28. Curva de calibracion del kit de glucosa.
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Fuente: Elaboracion propia.
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ANEXO D. Protocolo de la prueba DNS para glucosa

Para la determinacién de la glucosa libre durante el tiempo de experimento, se utilizo
el método de DNS (espectrofotometria), el cual consiste en tomar muestras liquidas
del sustrato a analizar y adicionar en ellas una serie de reactivos de la siguiente
manera:

e Se obtiene la muestra liquida a analizar partiendo de 5 gramos de material
solido.

e Se toman tubos de ensayo segun la cantidad de muestras a examinar,
contando adicionalmente un tubo para el blanco y otro para el patron.

e A cada uno de los tubos se le adiciona la cantidad mencionada en la tabla
24,

e Se agitan y se dejan reposar durante 10 minutos.

e Se calibra el espectrofotometro a 500 nm y para cubetas de 10 mm.

e El blanco se toma como referencia para las mediciones, entonces se ajusta
el equipo para que el cero sea el valor de la muestra blanco.

e Se examinan las muestras en cubetas de 10 mm para el espectrofotometro.

Tabla 24. Preparacion de las muestras.

Blanco Patron Muestra
Patrén - 3l -
Muestra - - 3l
Reactivo 3ml 3ml 3ml

Fuente: Elaboracién propia.

Los reactivos utilizados son: el reactivo de glucosa y el patron estandar (glucosa
100 mg/dl). Se utilizan micropipetas para tener mayor precision en la preparacion
de las muestras. La hidrdlisis que se trabaja es en estado sélido, por lo que se toma
una muestra solida de 5 g que se mezcla con 25 ml de agua destilada en un mixer
durante 30 minutos a una velocidad aproximada de 500 rpm; después de mezclarse
pasa por un filtro y se deja decantando durante 30 minutos, para tomar solo el
sobrenadante y no tener alteraciones en la muestra.
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ANEXO E. Conteo de esporas.

Para el conteo de esporas se us6 una micropipeta de 10 microlitros, una muestra
diluida y una lamina de recuento o hematocitometro. Se diluyo 1ml de muestra
madre en 9ml de agua destilada para cada una de las muestras. La cuadricula
tomada es la siguiente:

Figura 29. Cuadricula para el conteo de esporas.

4 3

Fuente: Elaboracion propia.

Como margen de error se tomaron el lateral izquierdo y el lado superior. El conteo
se hizo contando las esporas en los cuadros de las esquinas y el central, se saca
un promedio de este, y luego el total de esporas por mililitro el cual esta dado por la
siguiente formula:

Total = Promedio * Factor de volumen de la camara * Dilusién [M] (29)

ml

El total de esporas por unidad experimental es:

Totalyz = Volumen de la unidad = Total [Esporas] (30)

El conteo de esporas para inoculacion de los biorreactores se presenta en la tabla:
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Tabla 25. Recuento de esporas en la inoculacion de los biorreactores.

Conteo en cuadricula

Reactor-inoculo

1 2 3 4 5
Yuca A.niger 19 17 19 21 20
Papa A.niger 13 12 18 19 13
iiuc%aoderma spp 42 3% 38 26 3
Papa 29 28 20 26 29

Trichoderma spp

Promedio
[esporas]

19,2

15

35,2

26,4

Esporas por
mililitro
[esporas/ml]

19,2x10°

15x10°

35,2x10°

26,4x10°

Esporas por
reactor
[esporas]

28,8x107

22,5x107

52,8x107

39,6x107

Fuente: Elaboracién propia.
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ANEXO F. Datos de peso cajas de Petri.

En las tablas 28, 29 y 30 se encuentran los datos experimentales de los pesos de todas las cajas de Petri, incluyendo las
descartadas por no crecimiento o contaminacion en el proceso de seleccion para el modelado cinético.

Tabla 26. Pesos en gramos de las cajas de control.

Control

Caja/Dia 0 1 3 4 5 6 7 9 10 11 12

22,3089 38,8835 38,6216 38,4063 37,9372 37,6513 37,5069 37,4449 37,3893 37,317 37,2288

23,3684 41,5437 41,3969 41,1438 40,9557 40,6806 40,4715 40,3698 40,2963 40,2089 40,1377

25,0263 46,3021 46,1341 45,8406 45,627 45,3371 45,2211 45,1585 45,1149 45,0581 44,9716

23,2331 43,0953 42,9445 42,6582 42,4912 42,2644 42,161 42,1224 42,0785 41,9981 41,902

24,7275 39,9429 39,7802 39,5019 39,2479 38,9204 38,7417 38,653 38,6291 38,5806 38,4797

23,6458 38,1985 38,0635 37,8779 37,7177 36,9823 37,0257 36,817 36,7279 36,6309 36,5206

21,905 36,7756 36,6707 36,4531 36,295 35,6662 35,8088 35,7467 35,6886 35,617 35,5265

20,4081 37,3119 37,1746 36,9601 35,1155 34,8426 34,8108 34,756 34,7302 34,692 34,6439

Ol ([N[oojo|h~[wWDN

21,4526 36,8645 36,71 36,4897 36,3158 36,1014 36,0076 35,9504 35,9287 35,8822 35,8006

10 22,4812 37,6199 37,4116 37,1711 36,957 36,6868 36,5635 36,4976 36,4703 36,4149 36,332

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 27. Pesos en gramos de las cajas inoculadas con Aspergillus niger.

Aspergillus niger

Caja/Dia 0 1 3 4 5 6 7 9 10 11 12

23,7151 43,1533 42,8863 42,7467 42,572

2 22,3403 37,0763 36,6609 36,3738 36,1715 35,88 35,511

3 23,3962 38,4473 38,0462 37,8727 37,6847 37,314 37,1909

4 23,3224 38,3336 37,6787 37,5053 37,3399 36,6384 36,7863 36,4846 36,3782 36,2151 35,703

5 23,4684 36,769 37,7804 37,6093 37,3698 36,6824 36,8299 36,4352 36,2833 36,1013 35,772

6 21,99 35,6289 36,5364 36,2679 36,0129 35,4379 35,666

7 20,8371 35,6289 352351 35,096 34,9679

8 21,7603 36,3237 35,9171 35,6901 35,5329 34,8846 35,0731 34,7696 34,6435 34,4716 34,2861

9 22,163 36,9716 36,6917 36,6338 36,4723 35,7939 35,9327 35,7844 35,6632 35,4599 35,2505

10 22,9981 37,6496 37,1697 36,9757 36,7075 36,0185 36,1828 35,8398 35,7033 35,5068 35,3552

Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla 28. Pesos en gramos de las cajas inoculadas con Trichoderma spp.

Trichoderma spp.

Caja/Dia 0 1 3 4 5 6 7 9 10 11 12

21,1717 38,2376 37,8998 36,6283 36,3844 35,6472 35,774 34,6003

2 21,0881 38,1623 36,917 35967 35,7716 34,9349 35,0133 34,0334

3 21,282 38,2067 37,8002 37,713 37,4942 36,8465 37,0001 36,8943

4 20,5147 36,4031 36,136 36,6318 36,3925 35,7913 35,928 35,8028

5 22,7768 39,0515 38,6836 38,8167 38,6211 37,9771 38,132 37,8437

6 23,0271 39,9308 39,5938 39,5203 39,2247 38,5805 38,6503 38,3989

7 23,7463 38,4625 38,0448 38,0397 37,8733 37,275 37,4783 37,1953 37,1418 37,0494 36,9667

8 23,8899 40,7949 40,2787 40,2578 40,074 39,45 39,6402 39,3116 39,202 39,0228 38,8599

9 22,0991 38,5448 38,4669 38,3597 38,1769 37,5911 37,8283 37,6908

10 21,0384 37,7366 36,9534 36,8346 36,575 35,8729 36,0323 35,8127

Fuente: Elaboracién propia.
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ANEXO G. Planos del biorreactor.

Figura 30. Plano del modelo del biorreactor.

F
E
D
@
B
e Pleza NOMBRE
1 Recipiente pidstico (cuerpo clindrico reactor]
2 Tapa el recipiente
A 3 Manguera sallda de are

4 Manguera entrada de aire

s Manguera de fixiviodos

" Pl&stico transparente

Producto SOUDWORQS Educational. Solo para uso ma ensenanza.

Fuente: Adaptado de Solidworks.
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ANEXO H. Modelo cinético.

Realizando ajustes a las ecuaciones descritas en el modelo de Monod se obtiene la
ecuacion (45) para la degradacién del sustrato:

as _ K

— = T = e (3D)
De la ecuacion anterior:
izﬁﬁea
Separando términos obtenemos:
1_ 18 K, 1

e TR

1 _1 K 1
—TS_K+K*[S] (34)

La ecuacion (48) tiene la forma de la ecuacion de una recta (49)

Y =b+mx (35)

Donde,

y=—(36)

X

nik

(37)

Obteniendo las siguientes relaciones:
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1

b=— (38)
m =2 (39)

Mediante los datos masicos experimentales se realiza la gréfica de linealizacion
(figura 18), obteniendo la ecuacién de la recta:

Y = 293,79x — 10,641  (40)

Desarrollando las relaciones 40 y 41 con los resultados de la ecuacion (42), se
obtienen las constantes del modelo K y Ks, asi:

1

~10,641 =~ (41)

Ks
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ANEXO I. Resultados de las cascaras de papa.

Los resultados de las cascaras de papa durante el proceso de hidrélisis biol6gica
se muestran a continuacion en las tablas 31 a 33 y en las figuras 32 a 34. Se
evidencia que los hongos degradaron el sustrato, aungque no se puede tener certeza
del comportamiento de cada polimero por la cantidad de datos experimentales
tomados antes de observar la contaminacion.

Tabla 29. Resultados de glucosa en cascaras de papa en el proceso de hidrélisis.

Céscaras de papa

Microorganismo A. Niger Trichoderma spp.
Dia % [a/l % [a/1
0 2,65 0,5299 2,65 0,5299
2 7,65 1,5294 2,29 0,4588

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 31. Comportamiento de glucosa durante la hidrélisis de la cascara de papa.

Glucosa

1,8000
1,6000
1,4000
1,2000
1,0000 A. niger
0,8000
0,6000
0,4000
0,2000

0,0000
0 0,5 1 15 2 2,5

Trichoderma spp.

Concentracion [g/L]

Tiempo [dias]

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 30. Resultados de celulosa en cdscaras de papa en el proceso de hidrolisis.

Céscaras de papa [%]

Dia 0 2 8 10
Control 77,90 - - -
A. niger 77,90 11,48 - -

Trichodermaspp 77,90 23,57 - -
Fuente: Elaboracion propia.

Figura 32. Comportamiento de celulosa durante la hidrdlisis de la cascara de papa.

Celulosa
90,00%

80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00% -
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Tiempo [dias]

—@— A. niger Trichoderma spp.

Concentracion [%]

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 31. Resultados de almidon en cascaras de papa en el proceso de hidrdlisis.

Céascaras de papa [%)]

Dia 0 2 8 10
Control 1,7169 - - -
A. niger 52,36 0,4130 - -

Trichodermaspp 5236 0,4241 - -
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 33. Comportamiento de almidon durante el proceso de hidrdlisis de la

cascara de papa.

Almidon
0,1800
0,1600
0,1400 —o
0,1200
0,1000
0,0800

Concentracion [%0]

0,0600
0’0400 +A niger

0,0200 Trichoderma spp.

0,0000
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Tiempo [dias]

Fuente: Elaboracion propia.
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