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INTRODUCCIDN

El auments en la demanda de alimentos con alto contenido
de proteinas y la insuficiencia de las fuentes tradicionales
proveedoras de las mismas por causa de la fuerte gﬁﬁansién
demografica, ha llevads al hombre & buscar nuevas fuentes no
convencionales, capaces de apartar un alto contenido de
.proteinas & un bajo costo. Es en este marco que se han
desarvollado investigacicnes en el campo micrabiolédgico para
la produccidn de proteina unicelular (FUCH con ciertos tipos
de hongos, algas y levaduras; uwtilizando una diversidad de
sustratos capaces de suministrar los nutrientes necesarios
para el crecimiento y desarrcllc de los microorganismos. La
tendencia en la utilizacidén de sustratms ha sido la de
emplear aquellos considerados como residucs o desechos de un
process productiva, con el objebto de disminuir costos  de
produccién y asi mismo eliminar o darle tratamiento a estos
desechos considerados hasta cierto punto como contaminantes

del medio ambiente.

Entre las levaduras, Candida utilis, también conacida

con los nombres de Tovulopsis utilis y Jorula utilis, se ha

comprobado que posee el valor proteico mas elevado de todas
sus coangéneres (Tauk, 13787, el cual constituye cerca del S0%
de su peso seco. Fosee la ventaja de poder crecer en una

amplia variedad de sustratos, desde etanal hasta wvarios



RESUMEN

En las Gltimas décadas las girectrices en la bidsqueda de
fuentes proteicas no ‘canvedcianales han sid> encaminadas
hacia la industrializacién de procesos qué involucren
microorganismas cuya estructura celular aporte contenidos de
proteinas y vitaminas elevados y que a la vez, su metabolismo
permita utilizar, para su repraduccidn y desarrallao, fuentes
-carbonadas provenientes de desechos o residucs, sean estos
originados  por atros  procesas  productivos o por octras
actividades involucradas en el devenir de las sociedades

modernas.

El objetivo de este proyecto es realizar pruebas de
escalamients en la produccidn de proteina unicelular (PUD) a

partir de la 1levadura ©Candida utilis wutilizanda como

substrato jugo de desechos vegetales, frutas y verduras,
provenientes de mercado; trabajo que se inici& sobre la bace
de una investigacién anterior dencminada "Produccidén de

mandida utilis en jugo de desechas vegetales de mercado’,

realizada por Guerrvero y Aguilar en 133z.

Se disefaron y construyeron dos bio-reactores con
capacidades de 5 y 10 litros respectivamente. Los tanques de
reaccién se construyeraon de PVC (clorurs de polivinilod y los

sellns de éstos fueron hechos de hule; se utilizd un sistema
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de agitacién de dos vodetes de paletas planmas inclipadas a
75°, impulsads por un motor operando & 100 rpm; en la
construccién de los agitadores se empled acero inoxidable. E1
suministro de aire se realizéd a través de un sistema de

filtros, un filtro de fibra de algodan vy otro con una

-

solucidn de hipoclorits de sodio al S% v/v para esterilizar

el aire suministrado.

Se evalud el coeficiente global de transferencia de masa
(Klad en el reactor de 5 litros a diferentes niveles de
aireacién, desde 10 L/min hasta 40 L/min, n2 pudiéndose
encontrar el valor del Kla é4ptimo por limitaciones téonicas
del compresor, observandose un aumento del Kla al aumentar el
nivel de aireacidn, para un fluwjz maximo de aire permisible

de 20 L/min.

Las pruebas de produccidén de levadura se realizaraon
inicamente en el bio—-reactor de S L de capacidad, utilizando
jugo de desechos vegetales con o un contenido inicial de
azvicares reductores del 3.3% p/v. Se evaluaron niveles de
aireacisn de 10, 20 y 20 L/min, correspondienda a 2, 4 vy &
v/v/m respectivamente. El rendimientc en biomasa presentd un
aumentc con respects al incremento en el nivel de aireacidn,
obteniéndose uma producciédn maxima de 10.88 g de levadura

seca/L. de substrato, para una aireacién de 30 L/min. N

pudiéndose obtener un  valer 4ptimc de rendimiento de



produccién con  respecto al  nivel de aireacidén por la

limitacidn técnica de la potencia del compresor ya sefalado.

A la biomasa obtenida se le realizdé un andlisis
proximal, que deji como resultado que la levadura pt?cedente
de jugo de desechog vegetales posee un contenido de proteina
entre 26.38 y 53.43%, humedad entre 5.88 ¥y 9.39%, cenizas
entre 9.16 y 9.33%, fibra entre .92 y 1.2Z4, grasa entre

1.0% y 2.58%, y carbohidratos solubles entre 53.56 y 56.37%.

Asimismn, se evalud la curva de crecimients a un nivel
de aireacidén de 30 L/min, obteniéndose 0.147 vy 1.47 hr—2% comd
velocidades especificas de crecimiento y 0.1177 y 5.88 hr
como tiempos de duplicacidén para la primera y segunda fase de
crecimiento exponencial respectivamente, dado el
comportamients diadxico de la levadura empleada al <crecer an

jugo de desechos vegetales.
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desechos agroindustriales tales coms melaza, obtenida del
procesamients de la cafa de  azdcar, aguas sulfitadas
efluentes de la produccidn de papel, vipazas, jugo de pulpa
de café, ets. (Ferrufino y Boyle, 19845,

En El Salvador se han desarvrollado investiéacianes
arisntadas & la produccidn de proteina unicelular utilizando

la levadura LCandida utilis en los siguientes sustratos:

mucilago de café (Choto Berrios, 1978); jugo de pulpa de cafe
(Ferrufina y Boyle, 1384; Déras Montalve, 1934); melaza de
cafpa (Bmnilla et. al., 1985) y vinaza (Lépez Preza, 1384;

Bonilla et. al., 1985%; Figueroa Olmedo, 1988)7.

Guerrera vy Aguilar (1992), realizaron una investigacidn
sobre la produccidn de PUZ en jugo de desechos vegetales de
frutas y verduras de mercados, la cual constituye el
ante-cedente principal del presente trabajo, cuyo objetivz es
realizar pruebas de escalamientc en la produccidén de PUC
empleandn como sustrato, al igual gue Guerrvero vy Aguilar,
jugs de desechos vegetales provenientes de mercadoas. Can
dichas pruebas de escalamientas se pretende investigar la
influencia de la aireacidn y la agitacidén mecanica en 1la
praduccién de PUZ. Finalmente, los resultados obtenidos
permitirdn sentar las bases que fundamenten en un futuro, la
optimizacién del praoceso de produccibdn de FUC mediante la

metodologia agui estudiada.



CAPITULD I

Candida utilis COMO FUENTE DE PROTEINA UNICELULAR

Candida utilis es una levadura de sabor semejante al de la

carne (Mateles, 13e8), su excelente propiedad parawretenar
aromas y sabores, la hacen ideal para ser utilizada en la
industria alimenticia, rcomo saborizante y como suplementa
_protéico. El aspecto fisico gue presenta es el de avena
coloreada, lo que la hace atractiva a la vista. Debido a su
altn contenids  vitaminico, especialmente vitaminas del

complejo B, la levadura Candida utilis es utilizada como

complemento vitaminico. Los estudios realizados con respecto

a la composicién de aminodcidos en levaduras, han llevado a

la canclusidn de gue esta varia con el tipo de cepa que se
utilice; ademads las condiciones de crecimienta pueden afectar
1a concentracidn de ciertos amincdcidos. La proteina de 1a

levadura Bs uwuna excelente fuente de lisipna, conteniendo
cantidades suficientes de otros aminodcidos como triptafanc
v treonina, =suya concentracidn es baja en las proteinas de

careales (Mateles, 1968).

A nivel latinmamericans se han desarrcllado investigaciones
referentes a la produccidén de FUC empleands la levadura

Candida utilis cultivada en diferentes substratos. Un resumen

de las experiencias mas relevantes en este sentido, se

presenta en el Cuadro 1 en el gue pueden abservarse el tipo



de substratos utilizados, el nivel de produccidn v el valor
nutriciconal del producto cbtenido, asi como tambieén el pais
de arigen y la organizacid4n responsable de la produccidn. En
dich2 cuwadrs se puede notar gue las experiencias en la
produccidn de PUC datan al menos de 19439, variando {g gscala
de produccién desde planta pilocio hasta nivel industrialj; los
substratos son de origen agroindustrial e industrial y en

todos los casos residuos de dichos procesos.

Se reporta también que el contenido proteico varia entre
un 45 v un 5S5% p/p, siend2a el mas elevado comparads con los
cotros componentes presentes, gue a su vez tienen un mayor
rangos de variacidn, lo cual puede observarse en el Cuadro 2,
donde se presenta la composicidén proximal de levadura Candida
utilis producida en diversos subsitratos de residuos

agroindustriales.

Ademis de su uso en la dieta humana, la levadura torula, es
ampliamente utilizada en la elaboracidn de forrajes y pienzos
para la alimentacién animal, debido & su propiedad de
adaptarse a ser procesada en formas tan préacticas como

tabletas y harinas.



CUADRO 1

FRODUCICION Y USO DE FROTEINA UNICELULAR EN AMERICA LATINA A
FARTIR DE Candida utilis CULTIVADA EN DIFERENTES SURSTRATOS.

PAIS ORGANIZACIAN SUBSTRATO PRODUCCION YALGR RUTRICIOHAL
Chile Endustria Azucarera Hiel de Reaolacha Escala Industrial | Bajo investigacidn para uso humano en el
flacional, 8.4, azucarera Laboratorio de Enfermedades Pedidbricas,
Escuela de Medicina Universidad de Chile.
Contiens 52,BY de proteina cruda con 8.9
de lisina,
Costa Rica Sarchi, Costa Rica Productos de desper- | Planta Pilote Universidad de Costa Rica. Contiens de 50

Puerto Rico

Brasil

Planta pilsto
Compania de Foaento
Industrial de Puerto
Rico.

Planta adjunta a fé-
brica de ron en el
£stado de Pernaabuco,
Brasil. Otra planta
en Alagoas y una en
Construccién en el
aunicipio de Cabo.

dicios agricolas,
especialaente pulpa
de café,

Biel de purga 86?
Brix residuo de la
industria de la cana
de azdcar.

Residuos liquidos de
la fermentacidn al-
cohdlica (vinazas)

40 1b por dia.

£scala semi-in-
dustrial por Il
anos (1940-60);
1/2 tonelada
diaria,

Escala iadus-
trial. Una tone-
lada diaria.
hlagoas, 9 tone-
ladas diarias.
Cabo, 12 tonela-
das diarias.

a 36X de proteina,

Investigada en la Escuela de Hedicina,
Escuela de Medicina Tropical, Universidad
de Puerto Rico. Contiene 30.7% de proteina
cruda. Digestibilidad 87.3%; valor protei-
nico neto 20.0, Fue consumida satisfacto-
riamente por humanos & nivelas de 5-13 g
por dia, pero ao era bien tolerada a nive-
les de 30 g.

Investigada en el Instituto de Anbibidti-
cos de Recife. Se ha usado principalmente
en la preparacidn de alimentos para aves
de corral; 120 cruzejres por ko.

FUENTE: Guerrero y Aguilar, 1992,




CUuADRO 2

COMFOSICION QUIMICA FROXIMAL DE Candida utilis

PRODUCIDA EN DIFERENTES SURSTRATOS

C. utilis C. utilis en L. utilis en C, atilis
COMPONENTE en jugo de m2laza jugo de maguey | en vinaza

desechos (% p/pd (% p/p2 CZ p/pd

vegetales

% p/p)d
* *
Froteina 43,20 32 - 54 43.8 - S51.6 45.40
Grasa 4.10 0.56 - 2.0
Fibra 6.37
Ceniza &.31
Humedad 3.90
e

* Ensayns realizados en El Salvador.

FUENTE: Guerrero y Aguilar, 13932,



1.1 PRODUCCION DE Candida utilis A FARTIR DE JUGO DE DESECHOS

VESETALES DE MERCADO.

En el presente trabajo se han desarrnllado una serie de
pruebas de escalamiento en la produccidn de Candida
utilis, partiendz de los resultados present;das por
Guerrero y Aguilar (19920, utilizandz coma susbtrato jugo
de desechos vegetales de mercada, el cual contiene
-antidades suficientes de fuente de carbono y nutrientes
para &l crecimiento vy desarrollo de dicha levadura, 1o
cual puede evidenciarse <on el cuadro 2 en donde se

nuestran en forma comparativa las cantidades de cada

nutriente requeridas por Candida utilis para su

crecimiento y desarrcllo y las aportadas por el jugo de
desechos vegetales, observandose gque este contiene
cantidades mayores, para cada nutriente, que las

requeridas por dicha lesvadura.

Fara conocer la disponibilidad de los desechos vegetales,
Guerrerc y Aguilar (1932) tabularon las cantidades en
peso de basura de los mercados y contabilizaron de Enero
a Diciembre, para las afios de 13987 a 1390. Estos datos se
presentan en el Cuadro 4 y la composicién fisica promedio
de esos desechos de mercado se presenta en el Cuadro 3
del cual se puede observar que el 32.38% de la cantidad

total de basura, representa la disponibilidad de desechos



ELEMENTO

vegetales en frutas y verduras para la produccidn de

Candida utilis (Guervero y Aguilar, 19320,

De acuerds a los datos de los Cuadros 4 y 5 se tendrian
disponibles 17 toneladas/dia de frutas y verdurﬁg que de
acuerdo a Guerrero y Aguilar (1332) para un rendimiento
de produccidn de 11.15 g evaluado a escala de 1 litro se
estarian produciends 28 kilogramos/dia  de proteina
unicelular; 1o cual sa raspalda mediante Esté
investigacidn zon el escalamiento del proceso de escala

de 1 litro a escala de S litros de substrato.

CUADRD 3
COMPARACION DE NUTRIENTES FRESENTES EN EL JUSO DE
DESECHOS VEGETALES Y NUTRIENTES NECESARIOS PARA

Candida utilis

TS - - e

CANTIDAD REGUERIDA CANTIDAD FPRESENTE EN EL
PARA Candida utilis JUEO.
(g/L jugo) (g/L juge)

2.9

FUENTE: Guerrero y Aguilar, 13992,
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CUADRO 4

BASURA DE LOS MERCADOS DESCAREADA FOR MES EN EL

RELLEND SANITARID DE SOYAFANSO0, SAN SALVADOR

[y p———

PERICODO 1987 -

1930

—

ARD 1987 1985 1589 1390
es Feso (ton.? Feso (ton.? Peso (ton.) Feso (ton.l
Enero 360 638 2,382 1,135
Febrero 221 736 2,077 3,188
Marzo 432 308 2,008 1,380
Abril 219 930 2,220 1,118
fayo a5 1,343 2,848 1,508
Junia 1,308 1,370 1,661 1,696
Julio 1,573 1,704 2,420 1,424
Agosto 1,011 2,067 2,601 1,483
Septiembre 1,654 2,053 2,538 1,559
Octubre 333 2,161 2,017 1,828
Noviembre 984 2,059 857 1,237
DNiciembre 829 2,352 1,222 1,415

ITOTAL 10,263 17,461 25,051 18,937

FUENTE: Guerrero y Aguilar, 1992,



ZUADRO S

'EDMPDSICIDN FISICA PROMEDIO DE LOS DESECHDS DE MERCADOQ

COMPONENTES % PESO

Papel y «=artén ' 7 .48
Madera 0.32 -
Trapos Q.59
Flastica (lamina y endurecidol 4,29
Metales y latas 0.28
Vidrio y cerdmica 0.33
Huesaos 0.23
Estopa de coco 9.77
Verdura 20.33
Fruta 11.835
Hojas y flores 17.80
Fiedras Q
Restos de alimentos 3.596
Agregada fino 11.43
Agregado grueso 8.80
Otros 1.03
Ferdidas 1.683
TOTAL ' 100.00

e e = e———— A e e e e

FUENTE: Guerrerc y Aguilar, 1992.
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CAPITULD II
CARACTERISTICAS DE BID-REACTORES UTILIZADOS EN LA

PRODUCCION DE PROTEINA UNICELULAR EN REGIMEN DISCONTINUO

El disafo csterior caonstruccidn del equipo a utilizar parva
»

la produc-ién de Candida utilis se basd en informaciones

técnicas y en relacicnes dimensionales recomendadas por la
.literatura (Treybal, 1988; McCabe y Smith, 1381; Gates et.
al., 1975; Dickey y Fenic, 1976; Dickey and Hicks, 1976;
Hicks et. al., 197&6; Gates et.al., 13763. La construccidn
final de los mismos estuvo determinada por limitaciones del
tipon técnico-econdédmicas, tal como se plantea a lo largo de

este Capitulc.

2.1 BIO-REACTORES DE FLUJO DISCONTINUO.

Se trabajé con un bic—reactor de tipo discontinue cuya
caracteristica principal estriba en gque el grada de
reaccidén y crecimiento microbiolédgico asi como las
propiedades de mezclads varian con respecto al tiempo. En
este tipo de bic—-reactores se agrega una carga de
substrato con indcule, se lleva a las condiciones
favorables para el desarrallo del proceso metabédlico y se
mantiene en esas condiciones durante un determinado
tiempo, hasta agotar las reservas energéticas del

substrato para lueqo descargar el producto deseado.
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En la prndu:&idn de LCandida utilis se necesita de

sistemas aireados por lo gue estos vequerimientos son

o

descritos en la seccidn 2.2,

AIREACION.

El propédsito fundamental que se persigue en la aiveacidn
de sistemas biolégicos, es suministrar el oxigeno
necesario para el desarrcllo de los microorganismos, asi
como también de las reacciones gque se llevan a cabo Como

resultado del proceso metabédlico de los mismos.

Los sistemas de aireacidén caonstan de tuberias por las
cuales el aire proveniente de un coempresor es inducido en
el senc del caldo a través de perforaciones en la
tuberia, la que normalmente es en forma de disco y se
coloca ba. jo el agitador, para que durante el
acciopamientoe del mismo, las burbujas gue salen del
aireadar sean rotas por sus alabes propiciando de esta
manera una mayar Area de contacto gas—-liquido. Si el
didmetro del tanque es pequefdn (menos de 30 centimetros?,
el burbujeador, localizado en el fondo del tanque de
reaccidn, puede ser un simple tubo abierto a travées del

cual el gas llegue hasta el liquido (Treybal, 13988).

Las burbujas de aire usadas en reactares industriales se
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encuentran en el rango de 1.5 a 10 mm de didmetro. La

forma y tamafio de las burbujas depende grandemente de las

propiedades del liguido utilizado como caldo y de la

turbulencia causada por la agitacidn (Aiba, 1963).

-~

BURBUJAS SIMPLES.

Socn burbujas cuya forma se acerca marcadamente a
la esfericidad rcaracterizandose por no existir
unicnes entre una y otra burbuja; requiriendc por
tanto una adecuada separacidn entre los orificios
de salida y que el ¢tipas de flujo no sea
turbulentz. Por 1o general pueden encontrarse
burbujas simples hasta de 1.5 mm de diametro,
comenzands su deformacidn a medida que éste se

aleja de dicho valor.

ENJAMBRE DE BURBUJAS.

En la practica las burbujas simples raramente se
praoducen en los sistemas de airveacidn, siendo mas
comin encontrar conglomerados o enjambres de
burbu jas. Esto se debe a gue el movimiento de las
burbujas, comz: se menciond anteriormente, es

afectads por la turbulencia causada por  la

agitacién mecanica y por la misma aireacion, lo
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gue provoca una deformacid4n y cambioc de didmetrao
de las burbujas durante su ascensoc a través del
liguida, por causa de la coalescencia de algunas

de ellas con aotras.

-~

2.3 AGITACION MECANICA.

La agitacidén constituye uno de los pardmetros mas
impartantes a caonsiderar en el disefic de bioc—reactores,
vya que de ésta depende &n gran medida el éxito de un
procesc que invalucre microaorganismos. E1 propédsito de la
agitacidén, es mezclar el caldo del reactor de modo tal
que puesda lagrarse una adecuada suspensidn de los
microarganismos y ademds acelere la velaocidad de
transferancia de masa de 1los productos metabdlicos (Aiba,

13€57).

2.3.1 TIPOS DE AGITADORES UTILIZADOS EN BIO-REACTORES.

El tipo de agitador a utilizar en un tangue de
reaccidn, depende de las propiedades fisicas del
caldo, como son la viscosidad y la tensidn
superficialy ¥ de las caracteristicas
hidrodindmicas gque se deseen obtener en el seno
del liquido, es decir, el grado de turbulencia y

direcsidn de las coarrientes de liguido en el
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reactor.

FPara el caso particular de los bioc—-reactores, en
el gue se tiene un crecimiento de microorganismos,
se desea mantener a éstos en suspension y”ademAS
se necesita dispersar el aire en el senc del
liguids con el aobjeta de aumentar el Area
interfacial gas-liquido; por 1o cual se hace
necesaric buscar el tipo de agitadoer de turbina
gue mejor supla estas necesidades, adaptando al
sistema la forma y grado de inclipacidn de las
paletas de tal forma gue praporcicne una

combinacidn de flujo axial y radial.

AGITADOR DE PALETAS PLANAS VERTICALES.

Egste tipo de agitador estd formado por hojas o
paletas wverticales, que qiran sobre un eje
vertical. Saon bastante comunes los agitadores con
dos o tres paletas, que giran a velocidades bajas
o moderadas en 21 centro del reactor, impulsando
el liguido, radial y tangencialmente, sin que
2xista movimients vertical respecto del agitador
(Mccabe y Smith, 1981). Lo anterior, es su
limitacidn principal, y por consiguiente, éstos

agitadores no son eficaces para poner sédlidos en
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suspensidan. Sin embargo, son ' ampliamente
utilizados para la dispersién de gases en liquidas
(Treybal, 1988). En la Figura 1 se presenta un
diagrama de éste tipo de agitadores y las

corrientes que producen.

-4

- RZ7ENS,
i as Turbina de hpojas inclinadas.
Se produce un flujo axial.

b, Turbina de
bojss planas.
Se produce un flujo radial.

-

FIGURA 1: Tipos de Agitadores de turbina y las
corrientes gque producen.

FUENTE: Gates, Henley and Fenic.
December 8, 1975.
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b) AGITAROR DE PALETAS PLANAS INCLINADAS.

Son muy utilizados en la suspensidn de s&lidos,
debidz al tips de movimiento de las corrientes de
fluido que se producen. Estos agitadores d§§cargan
el fluido desde la =zona del impulsor en una
direccidn paralela al eje de rotacidn, originando
corrientes ascendentes y descendentes, con lo
cual se favarece la mezcla homogénea y suspensian
de los s4lidos. Es muy coman 21 agitador de flujo
axial con &labes o paletas inclinadas a 45°. Este

tipo de agitador, también se muestra en la

Figura 1 (Gates et. al., 13973).

DEFLECTORES.

La velocidad de un liquido en un reactor agitado
tiene 3 componentes y el tipo de flujo global en
2l mismo, depende de las variaciones de éstas tres
componentes de velocidad. La primera es radial y
actila en direccién perpendicular al eje. La
segunda es longitudinal y actda en direccidn
paralela al eje. La terce?a es rotacional o
tangencial y actda en direccidén tangencial a la
trayectoria civcular descrita por el rodete del

agitador.
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Cuand-o el eje del agitador es vertical y'esté
dispuesto sobre el eje del tangue, las componentes
radial y longitudinal son dtiles para que se
praduziza  la mezcla, mientras gue el flujo
tangencial por seguir una trayectoria Eircular
alrededor del eje crea un vartice en la superficie
del liquido, la cual da lugar a una
estratificacién permanente de sustancigs sin
mezclar. Si estan presentes particulas sédlidas,
las rcorrientes circulatorias tienden a lanzarlas
contra la pared del reactaor, debido a la fuerza

centrifuga, desde donde caen, acumulandose en la

parte central del tanque.

FPara evitar la formacidn de vértices en tanques de
gran tamafc el método mas utilizado y conveniente
es instalar placas deflectoras que impiden el
flujo rotacicnal sin afectar el flujo radial vy
longitudinal. El efectos neto producido por las
placas deflectoras es el rompimiento de los
remzlinos gue se originan. En tangues de peguefio
tamafo con impulsor localizado en forma axial y
gque opera a bajas velocidades de rotacién, la
superficie liquida estiad nivelada y el liguida
circula alrededor del eje. La formacidn de

vértices en éste tipo de tanqués es practicamente
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nula v a esto podria contribuir la aireacidn, al

romper {(por efecto de su movimientao) las ondas

concéntricas que generan los virtices, produciendo

un efectos similar al que se obtendria al

descentrar el eje del agitador e inclinarlo en un
o

plans perpendicular a la direccidn del movimiente

(McCabe y Smith, 1398172.

REQUERIMIENTOS DE POTENCIA

El consumo de potencia en bio-reactores se divide an dos
partes gue son: en primevr lugar, la potencia requerida
para comprimir el aire a ser suministrado al reactor, y
en sequndo lugar, la potencia consumida por el égitadmr
para mezclar y mantener en suspensidn los sélidos ¥y

dispersar el aire en el liquido.

2.4.1 POTENCIA REBUERIDA PARA EL SUMINISTRO DE AIRE

En el casoc de la potencia requerida para el
suministrs de aire al reactor, esta debe ser
calculada en base a la cantidad de oxigeno
consumidae por los microorganismos, tenienda en
cugnta que la cantidad de aire a ser suministrada
debe ser mayor a la cantidad tedrica calculada; la

anterior se debe al hecho de que en la practica no



za llega a alcanzar el equilibrino entre la fase
gas y la fase liquida. Este excesoc de aire tiende
a ser suministrado para mantener upa adecuada
concentracien de -oxigen: para favorecer el
metabolismo dé los microorganismos (Webb, 1964).
El requerimientc tedrico de aire para la oxidacidn
de azicares reductores por el metabolismo de

.

randida utilis es de 2.26 litros/min, segdn se

L |

menciona en la seccidn 3.1 con los

correspondientes cAdlculos en el Anexo A.

POTEMCIA CONSUMIDA POR EL. SISTEMA DE AGITACION

Fara evaluar la patencia del motor gue movera el
eje del agitador se hace necesario conocey el
namers de potencia, Np, concepto desarrollado por
Fushton et. al. 13950. Ellas midieron

experimentalmente los requerimientos de potencia

en la agitacién de liguidos con varios tipos de
agitadores, correlacicnando el namera de potencia
y el namerc de Reynolds modificado para

agitadaores, Nee. Estas relaciones se presentan en
la Figura 2 para varios tipos de agitadores vy
diferentes factores de forma. El procedimiento de

calculo de la potencia consiste en evaluar el
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nimera de Feynolds y de acuerdo al tipo de
agitador a utilizar con los respectivos factoves
de forma tanto del agitador como del tanque de
agitacidén, se obtiene de la figura ya mencionada
el namers de potencia, ccon el cual SE puede
calcular la potencia reguerida para el sistema de
agitacidn, mediante la siguiente relacidn

CAiba et. al., 13565):

F ac €1)

Donde:

Np Mimero de potencia.

P

n @ revaluciones por segundo,

potencia requerida.

densidad del caldo.

D. : didmetro del agitador.
d- :¢ factor de conversidn aravitacional.

El numerc de Reynolds modificado para agitadores
se calcula mediante la siguiente ecuacidn

( Aiba et. al., 1965):

New = Ds= n P /A4 2)



Siendo:

Dy diidmetro del agitador.

n : revolucicones por segundo.

densidad del caldo.

viscosidad del caldo.

Yy

Cuando el sistema empleado no es geométricamente
seme jante a cualguiera de los representados en la
Figura 2, se hace necesaric que el agitador
utilizado guarde semejanza geométrica con alguno
cuya curva caracteristica esté incluida en el
grafico, y se tengan en cuenta de alguna forma los
cambims experimentados en sus proximidades. Los
tres cambicos mas importantes a estimar son los
debidas a los deflectores, a 1a altura del liguido
y al didmetro del agitador. La potencia consumida
par un agitador que trabaja en depdsitos provistos
de deflectores puede calcularse ocon bastante
exactitud povr el grafico, eligiends la curva
correspondiente al agitador pertinente, para el
casa de gue trabaje en un depdsibo con
deflectores, aunque el didmetro de este dltimo y
la altura del liguido sean distintos a leos del

primero {(Brown et. al., 1365).
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Fero si el agitador se ha de emplear en un
recipiente con cortacorrientes y los datos de la
Figura 2 son para uno que Carezca de ellos, la
potencia prevista serd tan sélo de la mitad a la
cuarta parte de la realmente necesaria para la
-
agitaciédn con deflectores. Y a la inversaj si el
agrafico corresponde a un agitador con
cortacorrientes y se le quiere utilizar para un
tanque sin ellos, la potencia con el calculada
serd de dos a -uatro veces mayor gue la realmente
necesaria. El aumento del diAmetro del tanque o de

la profundidad del liquido se traduce, cuando no

existen deflectores, en un aumento del consumo de

potencia. Las correccicsnes para tales cambios de
forma se aobtienen, de manera aproximada,
multiplicands el valor del wconsumas que da el

agrafico por:

(Dt)(Hl) (m—.)(m) (3)
bi Ri / deseado bi o gqrafico

En donde, Dt representa el didmetro del tanque y
Hl la profundidad del liquido y las relaciones
entre estas dimensiones caracteristicas del
sistema son las conocidas como factores de forma

(Brown et. al.,1785).
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FUENTE: Brown et. al., 1963.
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2.5 DISEMO Y CONSTRUCCION DE LOS BID-REACTORES A UTILIZAR EN

LA PRODUCCION DE Candida utilis A ESCALA DE 5 Y 10 LITROS

EN REGIMEN DISCONTINUO.

En ésta seccidn se presentan los critericos empleados en
el disefic y postericr construccidn de los bio—reactores
utilizados en las pruebas de escalamiento de praduccidn

de Candida utilis en jugo de desechos vegetales,

salecsicnandose com= escalas de trabajo voldmenes de

=

sustrato de 5 y 10 litros,
2.5.1 TANQUES DE REACCION

Dentrz de los materiales disponibles para utilizar
en la construccién de les tanques de reaccidn se
evaluaren los siguientes: vidrio, acero inoxidable

y pléstica. Los criteriocs seguidos fuevon:

(a? No toxicidad sobre el micrvoorganisma a
utilizar.

(b> De facil manejn y adaptabilidad a las
necesidades de dimensiconamiento vy
acoplamiento de accesarios.

fc) Resistencia al pH y a la corrosividad
del medio de reaccidn.

(d) De bajo costo.



26

En base & los criterios arriba mencionados se
selecciond clorura de polivinile (FPVC) para ser

empleads en la construccidn de los tanques.

Los tanques se hicievron en forma de cilindros
circulares verticales, fueron carrados
herméticamente por la parte inferior y se dejaron

abiertos en su parte superior.

Para mantener una relacidn de H. = (1 21Dy, 2N
donde Ho representa la altura del liquida y De, el
didmetro del tangue (Treybal, 13882, sB
seleccionaran las siguientes dimensiones de
acuerdo a la disponibilidad de tuberia de FVI que
permitia traba jar COn la relacidn antes

mencionada.

(a) Para el reactor de S litros resultd
adecuads wun  diametroc De = 152.4 mm
(6 plg), ocbteniéndose una altura de
liquido Ho = 274.1 mm (10.7% pla),

para una relacidn He = 1.8 De.

{b) Fara el reactor de 10 litros, un

diametro De = Z03.2 mm (8 plg) fue
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apropiada, con una altura He = 308.4mm
(1Z2.14 plag), cobteniénduse una relacidn

H|_ = 1-5 Dt-

Para lograr una holgura con rvespecto  a la
capacidad volumétrica del tangue equivalente al
50%, la altura final de ambzs tangues fue de S00
mm con el cbjeto de estandarizar y poder utilizar
para ambos casaos una misma estructura de soporte.
El wbjetivo de sobredimensionar la altura es por
la formacidn de espuma ¥y por el burbujeo producido
en la mayoria de procesos microbioldbgicos

aireados.

Las tangques de reaccidn se muestran en la Fiaura
3y en &l Anexc B los diagramas utilizados para la
construccién de los bio—reactores de S y 10

litros.
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FIGURA 2: Tangues de reaccidn con sus sellos de
hule para voldamenes de Sy 10 litraos
conshtruidos HATa la produccidn
gxperimental de Candida utilis

Z2.3.2 SELLOS

Los sellos fueron construidos de hule, en forma
circular y con un espesor de 30 mm, loas cuales se

fijan a los tanguss mediante un sistema combinado

fey

de bridas y mariposas. Fresentan 4 arificios uw
couedades, 3 de estas de 3.5 om (3/8 plgy y 1 de

12.7 mm ¢1/2 plg?). Las tr=s primeras para la

insercian del eje del agitador, entrada de airve ¥y
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gscape del mismo; la dltima de estas para la carga

del indculo y taoma de muestras.

El objetivo de los sellos es mantener el interior
del tanque de reaccidn libre de cualguier posible
contaminacién proveniente del entorno en el gue se
encuentra el bim-reactor y al mismc  tiempo
permitir la introduccién de aire, carga del
indcula, toma de muestras, rotaciin del eje del
agitador y escape de aire, tal y como ya seé

menc-iond anteriocrmente. Los sellos de hule se

muestran en la Figura 3.
AIREADOF .

Este copnsiste de un tubo simple de 3.5 mm (3/8
plg) construido de FVC e introducido por la parte
supericr del tangue, atravesando el sellao de hule
y cuya salida se encuentra directamente por debajo
del rodete principal del agitador (ver seccidn
.21, Para =21 suministro de aire se utilizd un
compresor marca CAMPBELL HAUSFELD de 2.5 HF y con
linea de corriente de 110 Voltios. Este compresoyr
posee una capacidad méxima de suministro de aire

igual a 223 L/h a una presidn de descarga de 40

psia, siendo este valor muy superior al



requerimiento tedrico de aire de 2.26 L/h (Seccidn

3.13.

AGITADORES.

-

Fara producir Candida utilis en jugo de desechos

vegetales se necesita un sistema de agitacidén
mecianica capaz de mantener los sélidos  en
suspensidén y gque simultaneamente favorezca ia
dispersién del gas en =21 liguida. En virtud de lo
anterior se utilizd un tipo de agitador de paletas
planas inclinadas a 795°, el rual canstituye un
valor. intermedic entre el agitador de paletas
planas verticales (30°) y el de paletas inclinadas

a 45°%.

La l=angitud del rodete de un agitador de paletas
es del orden del 50 al 80% del didmetro interior
del tanque. El ancha de las paletas es de un sexto
a un décimo de su longitud (McCabe y Smith, 19813,
Fara el didametro del impulsar, D,, se selecciond
la relacidn Dy = 0.5 De, en base a que esta
relacién no permite contacto alguno entre las
paletas del agitador y la tuberia de entrada de
aire al reactor. E1 ancho de las paletas se

calculé mediante la siguiente especificacidn:



Wyi=01/81D,, donde W, representa el anchx

mencianado.

Coma la altura de liquida resultante del disefo de
las  tangues de reaccidn (secciodn Z.5.1) es
demasiado grande com:o para poder ser agitadso par
un sélo radete, por la gue se utilizaron dos
rodetes como sistema de agitacidn. E1 impulsaor
inferior se colocd alejado del fondo del tangue a
una distancia igual a su didmetro para permitir de
esta manpera la instalacidn del difusor de aire
inmediatamente abajo de este, y separando ambos
rodetes entre si por  una  longitud similar
(Treybal, 1388). La separacidin del rodete inferiaor
son respecto al fondo del tangue y la dispasicidn
del motor en la estructura de sopuorte,

determinaron la longitud del eje del agitador.

£1 namero de palas por turbina es igual a 6. Tanto
el eje del agitador comx las turbinas fueron
construidos de acero inoxidable. En el Cuadro & se
muestra un resumen de las dimensicnes utilizadas

en la coanstruccién de los agitadores mecdnicos.



CUADED &
DIMENSIONES DE LOS AGITADORES CONSTREUIDOS

FARA LOS BIOD-REACTORES DE S5 Y 10 LITROS.

BESCRIPCIUﬁ DIMENSIONES

Volumen del reactor (Vr) Il 10 L.-
Didaetro del iapulsor (D) 76.2 ma 101.6 an
Ancho de las paletas {H,) 9.9 m 12.7 an
Altura del impulsor con respecto al 76.2 101.6 aa

fondo del tanque (H,)

Distancia entre el iapulsor
principal y el auxiliar 76,2 an

101.6 an

Los requerimientos de potencia para el sistema de
agitacién mecdnica, se evaluaron mediante el
procedimiento descrito en la seccidn 2.4 y los
cadlculaos se presentan en el Anexa L. Como
resultados se obtuvieron las frasciones 1/15,000
y 1/3,800 HP para los reactores de S y 10 L,
respectivamente. Dado que éstas fraccicnes no
existen en el mercads, se utilizd un motor
fraccionaric de 1/15 HF, de 100 rpmy & 110 V, el
cual resultd ser 21 equipo disponible que mejory se
adaptéd & los requerimientos de disefo. For otra
parte, la disminucién de la demanda de potencia
debida a la aireacidén resultsd innecesaria
calcularla, dado que en tado caso no se habria

encontrads motores de tan baja potencia (menos de
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1/3,800 HF).

La Figura 4 muestra la disposicidn del sistema de

agitacidn sobre la estructura de soporte.

FIgURA 4: Detalle el sistema de agitacidn
mecidnica y su disposiciasn scobre la
gstructura de soporte en donde se
muestra 2]l motor de accionamiento v el
agitador con sus dos impulsores.

Mayores detalles &n oclants a las dimeEnsiones
utilizadas en la construccisn de los bio-reactores

s Muestran en los diagramas del anexo B.
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FILTROS BIDLOGICOS

Se dispuso de dos tipos de filtros bioldgicos para

eliminar la carga micraobioclégica del aire de

alimentacidn al bio—reactor. El primer tipo fue

disefado para retener las particulas sdlidas
suspendidas en gl airvre vy el segundo para destruir
la materia organica que pudiera haber escapada del

primer filtro. La Figura 3 muestra una disposicidn

de. ambos sistemas de filtros utilizados.

BBl vieg

FIGURA S: Dispasiciﬁn del sistema de filtros de

aire. El elemaentao del sxtremo izquierdo
constituye €l filbtro mecdnicog los dos
rastantes conforman L&l filtro

germicida.
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FILTRO MECANICO

Aiba et. al. (139653, desarrollaron pruebas
experimentales utilizando filtros de extremos
cénicos con lechos o camas interiores de fibra
de wvidrio, para la remocidn de ;erratia
Mmarcescens contenida en el aire, bajo

condiciones controladas, aobteniendo una

efiriencia de remocién del 95%4.

El filtro mecé&nico utilizado en éste trabajo
se basd en el concepts anterior, empleando
camas de algodén en lugar de fibra de vidric
por no tener disponibilidad de esta dltima. Se
consideraron  los detalles de construccidn
empleados por los investigadores ya citados v
se adaptarcn a los objetiveos de éste trabajo.
El filtro fue construido de FVC y consta de 3
secciones. El aire, proveniente del compresor
entra al filtro por una seccidn cénica de 130
mm de largo, se expande a través de esta vy
llega a una seccidn cilindrica de 160 mm de
largec y 58 mm de diametrcs en la que se
encuentran 2 camas de fibra de algoddn de 80

mm de largo cada una, separadas entre si por
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una malla metdlica; al inicim y al final de
gésta seccidn se encuentran otras mallas gue
sirven de scporte a las ya mencicnadas camas
de algodién. Finalmante, el aire sale par una
seccién cénica reductora de 130 mm d? larago,

hacia 21 siguiente filtro del sistema.

FILTRO GERMICIDA.

El segundo tipz de filtro esta constituido por
Z tubms cilindricos de FVC, cerrvados por ambos
extremos y con 3 orificios: dos para las
tuberias de entrada y salida de aire y uno
para la carga y descarga de 1la salucidn
germicida o de la solucidn lavadora segqin sea
el raso. Los tubos presentan unpa altura de 372
mm y un didmetro de 92 mm. El primey tubco,
contenia una solucidn de hipoclerito de sodio
(NaDC1?» al S% v/v ocupands el S0Z de 1la
capacidad del tubo, 20 volumen. El segundo
constituye una trampa de agua para retener la
solucidn de hipoclorito que pudiera  sev
arrastrada por el aire desde el primer tubo.
Los filtros estdan dispuestos de tal manera que
el aire entra al primer tubo, burbujea a

través del mismo y sale hacia el segundz tubo



‘del cual pasa hacia el sistema de reaccidn ya

estéril (Ver Figura 9.

‘FiﬁalméntEJ la disposicién glﬁballdel'eﬁuipu de

reqccidn

s muestra en la Figura &.

Disposicidn global del equipo de reaccién
en donde sé muestra la ubicacidn de cada
’ unt de los componentes integrantes.



CAPITULO IIX
EVALUACION DE |.OS PARAMETROS DE OFERACION DEL

REACTOR DE S LITROS CONSTRUIDO

En un proceso axidativa en =1 rcual se da una intervencidn
directa de microorganismos en la transformacidén quimica de un
determinads substrato, la velocidad y eficiencia zon la que
el oxigeno suministrado es capa:s de ser wutilizads por el
media, es de gran impaortancia; ya que de este paréametro
depende en gran medida 1la extensi4dn de la reaccidn de
ovxidacifn. Siendas el Kla, un indicador de la efectividad con
la que un sistema de aireacidén es capaz de favorecer la
transferencia de oxigens molecular al medic de reaccidn, su

evaluacién se hace indispensable para un sistema de reaccidn

a utilizar.

3.1 DETERMINACION DEL FLUJO DE AIRE A SUMINISTRAR

El flujo de aire que se suministra a un procesc de
reaccidn aerdbico como el estudiado en este trabajo, es
una de las variables mas importantes en cuanto & los
rendimientos de produccién que se puedan obtener, por lo
que es indispensable «contar conoun instrumento de

medicidn adecuads a tal propdsito.

De aruerdo & la concentracidn de azdcares reductores
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presentes en el substrato utilizado (Ver seccidn 4.4, en
un volumen de 5000 ml de jugo de desechos se tianen coma
promedic 165 g de azldcares reductores, los gue
mecesitarian reaccionar oon 176 g de oxigeno para su

total oxidacién, lo que implicaria para 36 horas de

-

ocperacidn del bico-reactor, 2.42 L de oxigenoc/hdra; sin
embargo, se ha encontrado que en un sistema de aireacidn
inicamente el 12% del oxigens suministradoe es absorbido
por el sistema (Harrison, 1571», requeriendo por tanto
suministrar un excedente de oxigeno eguivalente al 884,
para asegurar que todo el azncar presente reaccione
estequiométricamente con el oxigend, siendo necesaric un
nivel del airgacién de 2.26 litros de aive/minuto, de

aruerdn a caloulos presentados en el anexo A

Fara medir el flujo de aire se selecciaond un rotametra
marca SCHUTTE AND KQERTING 0,, como el que se muestra vy
describe en el anexo D; aparato gue resultd idé&neo para
la medicién de los flujos de aire uvtilizados en este
trabajo, permitiends operar hasta con un maXimo de
27.8 L de aire/min. En &l anexo D se presenta también el
métods que fue utilizado para calibrar el rotametro

empleado.



3.2 EVALUACION DEL COEFICIENTE GLOBAL DE TRANSFERENCIA DE

MASA PARA LA FASE LIGUIDA, Kla.

En todo proceso microbioldgico del tipo aerdbico Se

busca, por medico de un sistema de aireacidn, llevar

-

suficiente O= a los microorganismos, para gue éstos se

desarrollen y s reproduzcan.

En ese sentido, es importante evaluar la efectividad del
cistema de aireacidn, desde el puntn de vista de su
disefro mecanico, con respecta a su  capacidad de
transporte de 0Oz hasta 1los microorganismos. Esta
compyobado que 1la resistencia principal a la
transferencia de masa s= encuentra en la fase ligquida
(Treybal, 1988), por la que el parametro mas adecuado
para medir la capacidad de transferencia de oxigena, es
el Coeficiente Global de Transferencia de Masa para la
fase liguida, K1, en funcién del area de transferencia

"a", por ser ésta dificil de evaluar.

En términzs matemdaticas, el kKla viene dado por la

siguiente ecuacién (Treybal, 15988):

N = Kla (Cg-Cl»? (4)
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Velocidad de transferencia de Oz, mMO=z/h.

i

Coeficiente Global de Transferencia de

masa para la fase liquida, mMO=/(h-L J.

Concentracidn de Oxigeno en la intarfase

It

gas—liguido, mMO=/L.
= Concentracidn de oxigeno en el liguido,

mMszL .

METODO DE EVALUACION DEL Kla.

Es muy usual en la practica, medir la eficiencia
de un sistema de aireacidn, sin importar el
microcrganismo para el cual serd utilizado. Fara
dicha propfésito, el métoado de oxidacidn del
sulfite de sodia, cuya marcha analitica se
presenta en el anexa E, es ampliamente utilizado
y se basa en el hecho de gue el sulfitc de sodio
{Na=S505) es rcasi instantanesamente oxidado por el
oxigena disuelto, en presencia de trazas de
metales pesados como catalizadares. Esta reaccidn
se llieva a cabo mucho mds rapido de 1o que el
oxigens puede ser disuelto, por lo tanta en un
amplio rango de concentraciones de sulfitc de

sodio, la velocidad de oxidacidn medida, puede
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interpretarse como la velocidad de  absorcidn

(Webb, 1962).

Fara medir la eficiencia del bic-reactor, egste
dehe limpiarse adecuadamente y llenarse segin su
capacidad con una soluci4én de sulfitao Ee sadio
conteniends trazas de sales de cobre o de cobalto.
El aire se introduce y se mide su flujo con un
rotametro, agitdndose mecdnicamente el sistema. Se
toman muestras de la sclucidén cada cierto tiempo,
cuyn  intervalo dependerd del flujo de aire
suministrads. Estas muestras se tratan c<con un
exceso de yodo y titulan por  retrocesoc con
timsulfato de sadia IN. Los resultados se calculan
basados en la masa de sulfito oxidado contra el
tiempz de reacciédn. Fara la mayar parte de los
ewperimentos, se abtiens una relacidn lineal de la
farma de la ecuacién 5, en la gque se considera gue
el téymino "C1" es igual a cero, dado gque la
mxidacidn del sulfito es casi instantanea (no hay
D disueltz por la inmediata oxidacidn del
sulfiteoy, quedando finalmente la relacidn

(Guerrero y Aguilar, 1932):
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Loas valores tipicos para 21 KELa oscilan entre 70
mM O0=/h-L, para aireaciones moderadas, hasta <400
mM O=/h-L, para sistemas con agitacidén vigorosa
con suministro de aire en exceso (Webb, 1962).

En base al «contenido de azdcares reductores
presentes en el jugo de desechos vegetales, para
axidar todos los azdcares se necesitaria operar
como minimo, con un Kla igual a 30.55 mMO=/h—-L
para 5 L de substrato y 326 horvas de aoperacidan,

segin -dlcules presentados en el anexo A.

CALCULOS Y RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL Kila.

Fara la reaccién de oxidacién del sulfito de
sodio, se utilizd como catalizador, innes de
cocbre, bajo la forma de sulfato de cobre
pentahidratado (CuS04.5H203. La reaccidn gue se

verifica es la siguiente:

L= Ll

NE\zSDs tac) + 1/2 Dz lg]’——__; Na2904 Cac)

Fara la evaluarcién del Kla, se hicieron pruebas
empleando scluciones de sulfitao de sodia 0.1 N vy
0.2 N, siendn las concentraciones de idn Cobre

(Cu~+) 1X10-=* M y 2X10—= M, respectivamente.



El sulfito de sodioc se cuantificd utilizandz la

A

]

siguiente expresién (Suerrero y Aguilar, 139

Zp/VNasts"—'(VIN:_VTBNng MEC{"Q NE\zSDg X100 €=y

Vm

P

Siendo,

% p/v NazS0s = porcentaje peso-volumen de sulfito

de sadio de la solucidn.

V:; = Volumen utilizado en la solucidn de yodo.
Ny = Normalidad de la solucidn de yodo,.
Vre = Volumen gastado de la solucidén titulante

de ticsulfato de sadio.

Nte = Normalidad de la solucidn de tiosul fato de
sodim.
vYm = Volumen de muestra.

Meq | Na=50g = FM Nazs_D.:a___

2000

El valor del Kla se calculd segan la siguiente

relacién (Suerrero y Aguilar, 1992):

Kla= sulfito de sodio inicial - sulfito de sodio final (7

tiempo
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Empleandco la concentracion de Na=805 an %4p/v y el
tiempo, t, en horas. Luego mediante factores
de rconversién adecuados se obtiene el Kla en
mMO=z/h-L.

Los resultados obtenidos empleando los criterios
anteriormente expuestos se resumen en €1 Cuadrz 7.
£En este cuadro se puede chservar que para £l rango
de niveles de aireaci#én evaluados el Kla aumenta
con el increments de los flujos de aireacidn
(Figura 72, no pudiéndose definir el valar maximo
de Kla para el sistema construido debido a
limitaciones técnicas del compresor utilizado al
no tener capacidad para evaluar flujos de aire
arriba de 40 L/min; obteniéndose un Kla de
21.01 mMD=/h-L para el mé&ximz flujs de aire
evaluado de 40 L/minj valor que supera los
requerimientas tedricos de suministra de axigena

para la produccidsn de Candida utilis C(Anexo Ad,

facilitand> de esta manera el uso del equipo
disefads para la evaluacidn del efecto del flujo
de aire en el rendimiento de produccidn de la

levadura de interés.



ZUADRO 7
RESULTADDS DE LA EVALUACION DEL Kla POR EL METODO DE OXIDACION
DEL SULFITO DE SODIO FARA EL BIOREACTOR DE S LITROS

Prueba Concen- Volumen | Nivel de | Tiempo Volugen Volusan de
tracidn de airea- de de injcial Tiosulfato | final ¥ p/v | &t 02/ h-L
inicial suestra | cidn reaccion | Tiosul- | X p/v final {al)
de la (al) (L/ain) (h fate
solucidn inicial
de {(al)
sulfito
N}

0.1 15.7 ' 0.58609 0.56088 "0,166706

0.1 15.6 0.59239 0.01260 4.183173
0.1 20 6.3 0.34828 0.01260 10.628368
0.1 30 16,1 0.56088 23.8 0.07362 19.256344
0.1 40 16.2 0.35458 22.4 0.16383 31.010309
0.2 20 15.9 2.293% 20.1 1.23520 12.004064

0.2 30 20,4 1.15%8 24,3 0.12604 20,506741

e ———

Ny e /=
—_— e ———————————— e —————————————————————————————
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FIGURA 7: Efecto de la variacidn del flujo de aire sobre loshwalores del

roefiziente global de transferencia de masa para la fase liquida,
Kla.



CAPITULD IV

PRODUCCION DE Candida utilis EN JUGD DE DESECHOS VEGETALES

A ESCALA DE S5 LITROS EN REGIMEN DISCONTINUO

En las pruebas de produccidn se utilizéd un wvaluman de
cubstrato de 35000 ml. Se hicieron pruebas para evéiuar las
aziicrares reductores presentes al inicio y fipal del procesa
y se cuantificaron los rendimientos de produccidn de levadura
a diferentes flujos de aire. En las secciones de la 4.1 a la

4.6 se describe con detalle el desarrvcllo del procesd desde

la preparacién de la cepa de Candida utilis hasta el secado

y pulverizado de la levadura obtenida.

4.1 MANTENIMIENTO DE LA CEPA DE Candida utilis.

LLa cepa utilizada en el desarrcllo experimental del
presente trabajo de investigacién fué wobtenida del
cepario de 1la Escuela de Ingenieria Guimica de la
Universidad de E1 Salvador, donde a su vez la adguirieran
de la American Type Culture Collecticon, Uu.s.A., (CEPA
ATCC Ne9T26). Fara su mantenimiento se empled agar de
papa y dextrosa (FDA) como medio de cultive, en tubos de
ensayx roscados, aplicando la técnica de formacidn de
bisel para cbtener una amplia area de crecimienta para la

levadura.
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Los repiques se realizaron cada 15 dias y por duplicado,

para disponer de cultivos activos para inocular los lotes

de produccidén. Antes de cada inocculacidn, s prepararan

frotis de la levadura y se observaron en un microscoplo

para verificar la ausencia de organismos cohtaminantes.
v

Las cultiveos fueraon incubados a 30 durante 18-24 horas

¥y luego, mantenidos en refrigeracidn.

OETENCION DEL SUBSTRATO

La cobtencidén del substrata involucrd una serie de pascs
o etapas gue van desde la recoleccidn de los residucs
vegetales hasta la preparacidén final que se describen de

la secocidén 4.2.1 a 1a 4.2.4,.

4.2.1 RECOLECCION DE LOS RESIDUOS VEGETALES.

La materia prima para la obtencidn del substrata
consistid de frutas y verduras desechadas en el
mercados San Miguelita, ubicado entre la Avenida
Espafa y 228 Avenida norte, Barvio San Miguelito,
San Salvador. Se selecciond este mercado por estar
situado cerca del labaratorio de la Escuela de
Ingenieria Ouimica y también porque los residucs

vegetales de dicha mercado presentan un mayor

porcentaje de frutas gque los otros mercados



capitalinos (Guerrvrero y Aguilar, 13323, 1o cual
asegura un contenido adecuado de azdcares
reductores para el crecimiento y reproduccidn de

la levadura Candida utilis.

-~

Los desechos wvegetales s& aobiuvieron con la
colaboracidn de un miembro del personal de
limpieza del mercado antes mencionado, gquien se
encargd de recolectar las frutas y hortalizas
desechadas por las vendedoras, las cuales se
depositaban en sasos de nylon para luego sev
transpartados al lugar de trabajo. La recoaleccidn
de los desechos se realizaba el dia antevior al de
prensado para minimizar los efectos de  la
oxidacidn de los azdcares reductores por

microcrganismos naturales vy contaminantes.

For cada lote de S 1litros de substratoc se
utilizaron de 3 a 4 sacos de  aproximadamente
42 kilos cada uno, dependiendo de la variedad de

frutas v de su estado de descomposicidn.

For la época del afno en que se llevd a cabo la
recoleccidén de los  residucs vegetales, las
variedades predominantes fuerosn: pina, sandia,

papaya, meldn, pepino, tomate, remalacha vy
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guisguil.

PREPARACION DE LOS DESECHOS FARA LA EXTRACCION DEL
JuGo.

Los desechos recolectados se sometieron a un
procescs de clasificacidn y limpieza manual. Zon la
limpieza se eliminarcon semillas y se verificd la
ausencia de componentes vegetales téxicos para la
levadura tales como cebolla, rdbanc y semilla de
aguacate (&Guerrero y Aguilar, 1932). Ademas se
limpié de tierra y de basuras comc plasticos,
papel, etc., que pudieran interferir en el proceso
de extraccidn del jugo. Durante la clasificacidn
se 2limind toda agquella fruta y hortaliza que por
su  estado de descomposicidn se  consideraba

inservible para el propésito de este trabajo.

Una vez realizada la limpieza y clasificacidn de
los residucs vegetales se procedid a lavarlos con
sbundante agua potable. Se coptinud caon la
reduccidn de tamafo efectuando un picado manual
hasta obtener trozos, de tamafo promedic de 1 <m

de arista.
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Fara hacer una carga de 3 litros de substrato se
necesitaron de 25 a 20 kg de desechos vegetales

limpios.

EXTRACCION DEL JUGO DE LOS DESECHOS VEGETALES

El jugs de los desechos vegetales fue obtenide por
medio de prensado, utilizande una prensa
hidraulica marca Soil Test Inc. Evanston, I11.,
USA. La capacidad de la prensa es de alrededor de
1.5 kilos por carga y dependiendo de la eficacia
de la operacidin manual, puede realizarse una carga

de prensado cada 8 minutos.

El rendimientz de extraccidn segin GBuerrerao vy
Aguilar (13932) es de 236 ml/kg; rendimiento gue
podria mejorarse al utilizar un eguipo adecuads de
extraccidn para jugo de vegetales. Dado que en el
procesa con la prensa hidraulica se notd que el
residun sdlido adn contiene cierta rcantidad de
Jugo v que el filtro de dicha prensa presenta
diametros de orificios muy grandes permitiendo el

paso de sdlidos no deseables en el jugo.
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PREFARACION DEL SUBSTRATO.

El jugn se esterilizd para detener la axidacidn
que puedan causar las enzimas propias de frutas y
hartalizas, y porgue ademds el calentamiento
favorece la floculacidn de sdlidos suspendidos gue
a su var favorece la separacidn de las mismos por
centrifugacidn; dando lugar a la chbtencidn de un
jugo con un minimo de sdlidas suspendidos que
podrian interferir durante el procesco en la

transferencia de oxigenos a las levaduras debido a

la resistencia que representan.

Luegs gue =21 jugs se centrifugd para separar los
gsédlidos floculados, se esterilizd nuevamente para
minimizar lms efectas de cualquier posible

contaminacidn durante el manejo.

El jugo se enfrid a temperatura ambiente antes de
cargarla al reactor y se tomd una muestra para
evaluar los azicares reductores iniciales, para lo
cual se empled el método de Lane - Eynon, cuya
técnica se detalla en el anexo Fj; estos se
determinarcn antes de cargar e incoccular el reactor
y al final de cada prueba de produccidn, luego de

separar la levadura.
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Los valores ohtenidos para cada lote producido se
presantan en el cuadro 8 de la seccién 4.7 en =1
cual se puede observar gue &1 contenidoe de
azdicares reductores iniciales para todos los lotes
wtilizados se mantuve constante con un valor igual
a 165g para un porcentaje p/v del 3.38% en 21
substrato, a excepcidn del lote 3 gue reporta un
valor menar (130 g equivalentes a un Z.6%4 p/vij;
esto probablemente se deba a la variedad de fruta
predominante o por el grado de oxidacidn gqgue
podian haber sufrido los azdcares reductores antes

de su procesamiento.

CONDICIONES DE OPERACION DEL PROCESC DE FPRODUCCION DE

Candida utilis.

Fara llevar a cabo la carga de un lote de produccidén de

Candida utilis, fue necesarioc el control de ciertas

variables de operacidn, tales como: pH, temperatura y

concentracidn de azdcares reductores.

4.3.1 TEMPERATURA

La condicidn dptima de temperatura, para

crecimients de Candida utilis, se ubica en el

rangs de 30 a 32°C (Guerrero y Aguilar, 1992);

durante su produccidn se trabajé a temperatura
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ambisnte, la cual oscild entre Z5 y 35°0. Estos
valores de temperaturé garantizan gue durante la
produccidn se trabajd con temperaturas ceycanas a
la 4ptima; sin necesidad de recurrir a sistemas de
acondicicnamiento de temperatura que al final

inciden en el aumento de costos del procesa.
pH

Las levaduras se desarrollan en medios caon un pH

Acido. En el raso especifics de Candida uwtilis, la

comfhdici4dn dptima es un pH de 4.8 (Euerrvero y
fAfquilar, 13320, En el presente trabajo, esta
variable se ajustd a dicho valor adiciconands jugo
de citrices (limén y naranjal) y verificando su

valor mediamte &l uso de un potencidmetro, marca

ORION, modelo 611.

NUTRIENTES

Las levaduras en general, necesitan, aparte de 1la
fuente de carbona, otros elementos para su
desarrcllo, los cuales son denominades nutrientes,
siendo los mas importamtes: nitrdgenn, azufre,
potasis, magnesic, saodio, calcioc y fésforo. Las

levaduras obtienen el nitrédgenc que requiere su



metabolismo para la sintesis de proteinas de
fuentes orgidnicas 2 inorganicas. Las necesidades
de azufre se satisfacen por la disponibilidad de
sul fatas 2n el substrato, peroc algunas veces se
favorecen del azufre orQAanic (cisteina o

metioninal (Felczar et. al., 1398Z).

Para 1 casz> de wutilizar jugo de desechos
vegetales camo  substrato, =3 contenido  de
mitrientes es mayor que los requeridos pov Candida
utilis de acuerds a estudios realizados (Guerrera
y Aguilar, 133%2). Estos resultados se presentan en
el cuadro 3 de la seccidn 1.13 por lo gue en base
a estos datos se decidid no adicionar nutrientes

al jugo de desechos vegetales.

FUENTE DE CARBONO

La fuente de carbono principal estéd constituida
por los azdcares reductores (glucosa y fructosal
contenido en el jugo de desechos vegetales; los
cuales, segin los analisis realizados se
encontraron a una concentraci&én de 3.3%4 p/v (ver
seccidn 4.2.4), Esta concentracidn suple las

necesidades tedricas para Candida uwtilis, las

cuales se reportan ser de 46 g de C/100 g de
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materia seca seqin Guerrero y Aguilar (1332).

VELOCIDAD DE AIREACION

Esta fue la variable evaluada en el presente
trabajo. Fara ells se realizaron  pruebas de
produccidn a diferentes niveles de aireacidén c—on
el wobjete de poder conocer y cuantificar la

incidencia de esta variable sobre el rendimiento

de produccidén de Candida wtilis a partir del jugo

de los desechos vegetales en estudio. Los niveles
de aireacidn evaluados fuercn: 10, 20 y 30 litraos

por minuto.

Estos niveles de aireacidn se fijaron partiendo de
las resultados de Buerrers Yy Aguilar (15320
guienes reportarcon un rendimientc de praduccidn de
11.15 g/L al aplicar 31.25 L/min de aire., 8Se
fijaron valores abajo del maximo indicado a fin de
verificar si no se estaba smbreairéanda el
sistema; pues los costos de aireacidn en este tipco
de procesos son de los que mas incidgn en los
costos totales de produccidn. Ademas poy
limitantes técnicas del sistema de aireacidn no

fue posible evaluar niveles arriba de 30 L/min.



4.4 CARGA Y CONTROL DE LAS PRUEBAS DE PRODUCCION.

Todas las pruebas de pr&duccién se realizaron en un
volumen de substrato de S litros y las operaciones
invalucradas en la puesta en marcha de los 'lotfs de
produccién se realizaron en area esteril, desinfectando
las superficies de trabajo con fenal, empleands salucidn
de yodo en aerosal para desinfectar el entorno de trabajo

y manteniends 4rea de mechero para evitar cualquier

pasible contaminacidn.

Frevia a inccular el reactor, se vealizaron dos
arostumbramientos de la levadura a las condiciones de
operacidén de cada prueba de produccidn, a volumenes de
150 ml, el primercs y a 500 ml, el segundo; éste dltimo
representa un 10% del wolumen total de trabajo. Zada
acostumbramiento durd 18 horas, tiempo necesaric para gue
el microorganismo se encuentre en la fase de crecimiento
exponencial, lo cual constituye una condicidn recomendada
2n éste tipz de reacciones Co crecimianto

microbioldgico.

Fara preparar el primer acostumbramiento, de cada prueba
de produccién, se tomd un tubo de ensayo conteniendn

levadura Candida utilis, de los descritos en la seccidn

4.1; se le agread 5 ml de substrato; mediante aqitacidn
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manual se suspendiercocn las levaduras; se vertid en un
frasc-o erlenmeyer conteniends suficiente jugo de desechos
vegetales para llegar a un volumen de 150 ml; luego de 18
hearas de incubacidn con aireacion mediante 21 uso de
bombas similares a las utilizadas en las peceras CASEras,
ese volumen de reaccién se depositd en obtro frasco
erlenmeyer contenienda 350 ml de substrato para llegar a
un volumen final de indculo de 300 ml luego de otras 18

Moras de crecimiento y bajo condiciones de aireacidn

similares a las del acastumbramiento inicial.

Antes de cargar el reactor este se esterilizé4 empleando
upa solucitn de atocohol etilico al 70% y lueqo se realizh
un enjuague Con una pequeda cantidad de substrato, de tal
forma de lavar la solucidn desinfectante y evitar
cualgquier posible efecto adverso que esta pudiese taner

sobre la levadura empleada.

Fara inocular el reactor, gste se cargo previamente con
4500 ml de substrato vy postericrmente se vertid, sobhre el
mismo, el indcule de 300 ml, obteniéndose un valumen

final de 5000 ml.

Luegs de inocular el reactor, se procedid a regular el
flujo de aire segin la condicidén de aireacidn deseada en

-ada una de las pruebas de praduccidn.



El cantraol de proceso consistid dnicamente en verificar
gn forma periéddica, el nivel de aireacidn, de forma tal
que #ste se mantuviera constante. Ademas, se controld el
calentamiento del eguips de compresidn y del motor del
sistema de agitacién., En caso de calentamiento, en
cualguiera de esos equipos, se procedid a propiciar un

enfriamiento convectivo madiante el wso de un ventilador.

El tiempo de reaccidén fue, en todos los casos, de 40
horas. Este tiempo se basd en la informacidn abtenida por
Suerrero y Aguilar en 1332 referente a la evaluacidédn de

la curva de crecimiento de Candida wtilis en jugo de

desechos vegetales (Anexo J). En dicha investigacidn se
encontrd que la fase de crecimiento exponencial luego del
punts diduxico, finalizd luegt de 3& horas de reaccidn,
y considerands una holgura técnica del 10%, por la
variacién de algunas condiciones de operacidn de este
trabajo con respects al citado, se obtuvo el tiempa de
reaccidn de 40 horas, asegurando coon éste, quse 1a
levadura Candida utilis se encontrara en la f%se de

muerte.

El azdcar cocnsumido también se evalud a las 40 horas de
praduccién (Cuadro 8). En la mayoria de las pruebas de

produccidn (lotes 1, 2 y 4) el consumo total de azdcares

reductores fue de 150 g; para los lotes Sy & el consumo
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de azdcares fue de 145 y 135 g, respectivamente;
finalmente puede decirse que en promedic =1 B88.5%4 del
azicar suministrado por el jugo de desechos vegetales fue
consumido,

DESCARGA DEL REACTOR Y RECUPERACION DE LA CREMA DE

LEVADURA.

Una vez finalizada la reaccidn de produccidn de levadura,
se procedid al procesc de descarga del reactar.
Inicialmente se suspendid la inyeccidn de aire y se
desconectd la .tubesria gue conecta el reactor con el
sistema de aireacidn. Luego se desensambld el mecanismo
de sujecidn del agitador con el motor del mismo y se
separd el reactor de la estructura de sopaorte.
Finalmente, se removié 2l sello de hule y se procedid a

la fase de recuperacidn de la levadura.

El caldo obtenido lusgo de finaiizada la reaccidn, se
centrifugd a 2,000 vpm durante 25 minutos para obtener la
crema de levadura., La crema se recuperda  de los
recipientes de la centrifuga mediante la adicidén de agua
estéril y empleanda un frasco lavador. Esta aperacidn de
lavada se realizé de dos a tres veces, para eliminar
materias extrafas y residucs del misma substrato que

pudierzn haber guedads junto con la levadura luego de



separada del caldc. La levadura una vez lavada se

depositéd en un un erlenmeyer de S00 ml.

Esta fase debe realizarse con sumo cuidads, trabajando en
aArea desinfectada empleando saluciones bipcidas
apropiadas como alcobol etilico al 704, fencol y yodo.
Ademds la persona gue realiza la manipulacidn de la
levadura y que ejecuta las ocperaciones de centrifugado y
lavado, debe tamar las medidas asépticas necesarias para
evitar cualguier posible contaminacidn, dado que la
humedad con que se obtiene la crema de levadura y esta
por si misma, pueden constituir un medis propicic para el
crecimientos de aotros microorganismas contaminantes tales

como Escherichia goli y Salmonella sp.

SECADO Y PULVERIZADO DE LA LEVADURA.

La rrema de levadura wobtenida se secd en. estufa a
temperatura constante de S1°C durante 8 horas. La crema
de levadura se extendid sobre una superficie amplia y con
un espescr de pelicula de @ a 3 mm para mejorar el tiempo
de secado. La levadura debe separarse de la superficie
del recipiente de secado antes de que seque por completo
y rcuando adn guarda cierta humedad, para evitar la
adherencia de la levadura a dicha superficie, lo cual

dificulta seriamente su recuperacidén. Despueés de secada,
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la levadura se pulverizd4d empleands morteros y pistilao,
hasta que se wocbtuve un polvo mas o menos fino ¥y
homogéneo. El paso final, consistié en pesar la levadura
secada y pulverizada, para-evaluar los rendimientos de
produccidn. .

PRODUCTIVIDAD, RENDIMIENTOS DE PRODUCCION Y CALIDAD

BACTERIOLOGICA Y QUIMICA DE LA LEVADURA PRODUCIDA.

Todo producto destipads al consumo humano < animal debe
cumplir rcon ciertos requerimientos nutricicnales e
higiénicos; en el caso particular de la levadura Candida
utilis ademds de poseer un =cantenido altoe en proteinas,
ésta debe tener una calidad microbiolégica aceptable. En
las sercc-imnes siguientes se detallan la productividad y
los rendimientos de produccidén obtenidos asi como los
resultados de las andlisis microbiclégice y guimico

proxwimal realizados a la levadura producida.

4.7.1 PRODUCTIVIDAD OBTENIDA Y DETERMINACION DE LOS
RENDIMIENTOS DE LEVADURA PRODUCIDA EN EL REACTOR

DE 5 LITROS.

En el cuadro 8 se presentan los resultados en
cuants & la produccidn en gramzrs de levadura seca

por lote contrastados con respecto "al nivel de



aireacidn (10, 20 y 30 L/min), a los contenidos
iniciales y finales de azdcares reductores y al
consums de laos mismos, Los contenidos de azdcares
reductores iniciales fueron, en todos las casaos,
de 3.3% p/v , a excepcidn del lote de produccidn
Ne.2 en el cual el contenido de azidcares bajd a
2.6% p/v ; para el rcaso de esta variable, 1las
valores presentados en el cuadro 8 representan los
contenidass de aztcares reductores tal y como se
cbtuvieron del jugs de desechos de vegetales, es
decir, durante las pruebas, esta variable no fue
manipulada. Los contenidos finales de azdcares
reductores fuevron para los lotes 1, 2, 3 y 4 de
0.3% p/v y de 0.4 y 0.8%4 p/v para las casos de las
pruebas 5 y & respectivamente. Dado que los
cantenidos de azdcares reductores iniciales y
finales se mantuvieron constantes en 4 de 6
pruebas realizadas {(pruebas 1,2, 4 yv 5), se puede
inferir que la produccidn se incrementa hasta S
vaces en el rango de aiveacidn experimentadc (de
10 a 30 L/mind,

Al comparar las pruebas 3 y ¢4, ambas realizadas a
un nivel de aireacidn de 20 L/min, peroc con
contenidos iniciales de azdcares reductores

diferentes, se observa gue hubo una disminucidn en
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el rendimiento de produccién para 2l caso en el
que 2l contenido inicial de dichos azdcares y el
cansumo de los mismos fueron menores. Cosa muy
diferente sucede para las pruebas 5 y &, en donde,
a un mismo nivel de aireacidn, 30 L/min, pero a
-
diferentes cantidades de azidcares reductores
consumidos, se obtuve mayor rendimiento para el
caso en el que el consumo de azlcares reductores
fue mensy (prueba &). Sin embargo es de hacer
notar la poca confiabilidad del metoda empleado y
Anico  disponible en el  laboratorio para el
andlisis de azdcares reductores; por lo que existe
la posibilidad de Que dichos resultados sean
atribuibles a errores en cuanto al método de

andlisis utilizado.

El cuadra 9 2 presenta los rendimientas de
produccidn obtenidos en cada upa de las & pruebas
de escalamiento realizadas contrastados con el
nivel de aireacién experimentado, paroc expresados
=-bre diferentes bases: por cantidad de azdcar
consumida, por cantidad de oxigenao suministrado y

por volumen de substratc empleado.

La Figura 8 presenta en farma grafica la relacidén

existente entre el nivel de aireacién y el

e
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rendimients de levadura obtenido en gramos pov
litro de substrato. En dicha figura se observa
claramente que el rendimiento de produccion
in-rementa a medida gue aumenta e1 nivel de
aireacién aplicado. Cabe hacer notar que la
-
variacidn en 21 rendimienta de produccidn en el
rango de Z0 a 30 L/min es mayor que la variacidn
exparimentada de 10 a 20 L/min. Lo anterior se
debe a que al aumentar los niveles de alreacidn se
tiene mayor cantidad de oxigeno disponible para
cxidar los azdcares presentes en el substrato y
como resultado de esta oxidacién se libera la
energia que la levadura necesita para sus

actividades fisiclbgicas.

La influencia del rivel de aireacidn en el

rendimientn de producsidn de Capdida utilis se

analizd también estadisticamente, mediante un
analisis de varianza haciendo uso del programa de
computacidn STATGRAFHIC (139830 resultado gue a un
nivel de significancia del 3574 Fc = 90,23 ¥ F~+ =
9,553 1= gue indica gue existe diferencia

estadistica significativa en el rendimienta de

produccidn de Candida utilig a los tres niveles de

aireacidn 2nsayados (Anexo G.1D0.
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Pasteriormente 21 andlisis de comparacisn miltiple
de promedios por el método de Tukey indicd que los
promedios aritméticos de 1los  rendimientos de
produccidn chtenidos san estadisticamente
diferentes éntre s1i} repor tandose el'.mayar

promediac al aplicar an nivel de aireacidn de 30

/min (Anexo GE.Z).

Al comparar estos resultados con los resultados de
Guerrera y Aguilar (1332) guienes observaran un
rendimiento de 11.15 g/L a un nivel de aireacidn
de 21.25 L/min se tiene que ambos resultados san
muy similares puesto que en esta investigarcidn se
obtuvo un rendimientc de 10.61 g/L para un nivel

de aireacidn de 30 L/min.

Asi mismo la limitante técnica del sistema de

aireacidn no permitid optimizar el rendimiento de
produccidn con respecto al nivel de axigena
aplicadso, limitdndose a pruebas ©on cambio de

escala de 1 a § litros variando los niveles de

aivreacidn de 10 a 30 L/min.



CUADRED 8

RESULTADDS OBTENIDOS EN LA FRODUCCION DE Candida utilis A

FARTIR DE JUE0 DE DESECHOS VEGETALES DE MERZADO EN REGIMEN

DISCONTINUO A ESCALA DE 5 LITROS

N'de Aireacitn azdcares reductores azdcares reductores azlcar levadura
(L/ain) consuaido producida
iniciales finales iniciales finales (g) por lote

X p/v) (% p/v) tg) (q) {g)

10 1.3 0.3 165 13 130 9.9

10 3.3 0.3 163 15 130 11.8

20 2.6 0.3 130 15 113 24.5

20 1.3 0.3 165 15 150 3.3

30 3.3 0.4 163 20 143 .7

30 1.3 0.6 165 30 133 4.4




CUADRO 9

EFECTO DEL NIVEL DE AIREACION EN EL RENIDIMIENTO DE FRODULCION DE Candida
utilis A FARTIR DE JUGO DE DESECHOS VEGETALES DE MERCADO A ESCALA DE S
LITROS EN REGIMEN DISCONTINUOD.

q de levadura

L de sustrate

g/ de lavadura x 102 g de levadura x 10®

L de D susinistrado.

Nivel de aireacidn

(L/ain.) g de azdcar consumido.
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FIGURA 8: Rendimientos promedio vrs. niveles de aireacién para la

produccisén de Candida utilis a partir de jugo de desechos
vegetales de mercado a escala de 5 litros en régimen
discontinuo.
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CALIDAD BACTERIOLOGICA DE LA LEVADURA PRODUCIDA

El anadlisis microbioclégico realizado en  la
levadura, se presenta en el Cuadro 10 donde se

ohserva contaminacidn por Escherichia coli. EI

.

recuento total de bacterias aerdbicas mesdfilas,
presenta valores de 73,300 y 737,100 unidades
formadoras de colonias por grame (ufa/gl. Como
conclusién de los valores reportados en diche
cuadro se extrae gue el praducto obtenido no redne
los requisitos de calidad microbioldégica para el
consums  humano, dado gue la contaminacidn con

Escherichia coli debe ser negativa y ademas el

recuentn estandar en caja no debe scbrepasar de
10,000 wfo/g (Gamero et. al., 1339217 veyr anexa H

para requisitos de calidad microbiolédgica en un

praoducto comercial. No se encontrd Salmonella 1o

rual es adecuads 2n este tipo de productos cuando
se destinan al consumo humans o animal. Estas
resultadeos no eran los esperados; sin embargo se
cree que la contaminacidn microbicldgica no fue
products del procesos de produccidn, sino  del
mane jo posteriar del producto puesto gque no se
contdé con Areas adecuadas para vealizar dicho
trabajo y las medidas asepticas tomadas resultaran

sey insuficientes.
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CUADRO 10
FESULTADOS DEL ANALISIS MICRORIOLOSICO REALIZADO A LA
LEVADURA OBTENIDA EN LDS LDTES S Y & DE PRODUCCION

EXFERIMENTAL Y LAS ESFECIFICACIONES DE CALIDAD REGUERIDA.

~

ANALISIS ESFECIFICACION

DE CALIDAD *x

Escherichia zoli Z,300 1,800 | negativa

(ufz/gramo)

Salmonella sSp. negativa | negative | negative
FRecuento total de 737,100 79,300 menos que
bacterias aerdbicas 134, 000

mesdfilas

(ufc/gramoc?

|

%% FUENTE: Gamero et. al, (13320,

* Andlisis realizado en Especialidades Micraobiaol4égicas
Industriales S.A. de .V. (ESMI). San Salvador.
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CALIDAD QUIMICA DE LA LEVADURA PRODUCIDA

Loz resultados del andlisis proximal realizado a
la levadura obtenida en los lotes 3, 4, 5 ¥ & s
presentan en el Cuadro 11, pudiendose aprgfiar que
los lotes 2 vy 4 presentan un contenido  de
proteinas mas elevado (33.4% 9y 38.84% p/p,
respectivamente) que los obtenidos en los lates S
y & (26.99 y 26.384 p/p, respectivamented, adn
cuanda estos altimas arrojaran un mayoy”
rendimiento en biomasa (Cuadro B). Fara los lotes
3y 4, 2l contenida de proteina resultante esta en
2l rango reportado para otros substratos tales
comz los presentados en el Cuadro & (Capitulo T3,
No asi 1os obtenidos para los lotes S y € lo cual
se cree s= debe a la deficiencia en el contenido
de nutrientes puesto que la composicidn quimica
del jugn de desechos wvegetales no gueda bien
definida al usar las frutas vy verduras ‘a
disponibilidad como residucs que varian a diaria.
Loe valores obtenidos de humedad, grasa y cenizas
en los cuatro lotes son  comparables a los
reportados por Guerrero y Aguilar (Cuadro 2,

Capitulo ID.
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ANALISIS FROXIMAL DE LA LEVADURA Candida utilis FRODUCIDA EN

JUSED DE DESECZHOS VESETALES EN UN REAETOR DISCONTINUD DE 5

LITROS (ANALISIS BASE HUMEDA EN % F/F).

D e Bie AR ek Ay S i

N* de Lote ! (%) Humedad | (%) Proteina | (X) Grasa | (X) Fibra | (X) Cenizas Carbohidratos
solubles

#H

¥ 3 8.39 33.49 - - - -

¥ 4 9.39 38.64 - - - -

+ 3 6.22 26,99 2.58 1,22 9.33 53.66

+ 6 5.88 26.38 1.09 0.92 9.16 96.37

* Andlisis realizado en la unidad de Guimica de la Facultad

de Ciencias Agronémicas, Universidad de E1 Salvador.

+ Andlisis

realizado
calidad La Sultana,

*% Por diferencia.

en
S.A.

ims laboratorios de

cantrol de
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4.8 CURVA DE CRECIMIENTO DE Candida utilis EN JUGO DE

DESECHOS VEGETALES.

La importancia de la construccidén de la curva de
crecimiento reside en el hecho de que permite evaluar la
velaocidad especifica de crecimiento, /7 . 21 tiempo de
duplicacidn, ta y la poblacidn celular maxima que podria
obtenerse en un proceso microbiocldgico particular.
Ademds, ayuda a conoscer el tiempo 4ptimo de produccidn
celular bajo determinadas condiciones de operacidn:
valocidad de aireacidn, fuente de carbono, nutrientes,

etc.

4.8.1 METODO UTILIZADO PARA LA DETERMINACION DE LA CURVA

DE CRECIMIENTO DE Candida utilis EN JUGO DE

DESECHOS VEGETALES.

Fara la determinmaciédn de la curva de crecimiento

de Candida utilis, se empled el método directo de

contens de células usando una camara Hausser
Scientific gue consiste de un  porta-abjetos
especial que en una de sus superficies posee dos
divisiones plateadas con dos cavidades, cada una,
separadas entre si. El1 volumen de substrato, entre
la camara y el cubre-cbjetos, es de 1 mm®; cada

divisian cantiene una serie de rayados dobles,
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formando 25 cuadros los que a su vez se sub-
dividen en otres 16 cuadros intericres cada wno.
El 4rea total de 1los cuadros exteriares es de

1 mm= (Erazo Cornejo, 193940,

-

Fara elaborar la curva de crecimiento se realizd
un lote de produccidén en S litros de substrato,
cofn un nivel de aireacidn de 30 litros/minuto y un
contenido de azdcares reductaores iniciales del
3.3% p/v. Se tomdé muestras del reactor, de
aproximadamente 9§ ml de valimen cada una é
intervalos de 3 horas entre muestra y muestra,
jpiciands desde el tismpo cero hasta fTinalizar
luego de 40 horas de reaccidn. Luego de wuna
adecuada dilucién gque segun el tiempo de reaccidn
puede variar desde 1/10 hasta 1/100 & 171000, se
colocé la muestra en las cavidades de la camara
con una pipeta especial, de tal forma que la
muestra fluyera entre el cubre—objeto vy la
divisién plateada, luego se sustrajo el remanente
empleands papel absorvente, teniendo el cuidado de
evitar la formacién de burbujas de aire dentro de
la camara. kRealizado lo anterior, se procedid a
cbservar el micraoscopic empleando un aumento de

400%. E1 criterino para preparar las diluciones fue
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el de nx tener mas de 20 células en cada cuadro

interior del cuenta células.
Fara conocer el pamero de celulas por milimetro
cibico de substrato se utilizdé la siguiente

ecuacidn (Ferrufino y Boyle, 1983):

namero de células = células contadas ¥ dilucién ® 4000 (3)

mm= namero de cuadros contados

Los resultados del contes celular se presentan en
el Cuadro 12, y se presentan en forma grafica en

la Figura 9.

De la curva de crecimiento obtenida, se puede
observar que la fase LAG comienza <on un namero
bastante alto de células; ésto se debe a que el
bio—reactor se cargéd con un indculos de vaolumen
relativamente alto y en fase 1logaritmica de
crecimienta. A partiv de aqui, 21 nimerao de
células comienza a aumentar gradualmente con el
tiempz, hasta llegar a un punto (15 horas) en el
cual se puede decir que comienza la primera fase
logaritmica; durante esta fase la levadura asimila
la glucosa gque es el asdcar reductor que esta mas

facilmente disponible hasta agotarla completamente
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& las 1B horas; a partir de éste puntao la levadura
comienza otra pequefia fase LAG de acostumbramiento
para luego comenzar a asimilar la fructosa, el
otro azdcar reductor presente en 21 substrato vy
gue se encuentra en mayor cantidad. Esta segunda
fase logarvitmica comienza a las 24 horas vy
continda hasta las 320 horas, punto en el cual su
crecimiento comienza a disminuir y a mantenerse
constante a partir de las 33 hovas, dandose inicio
a la fase estacionaria, etapa en la cual les
azdcares se han agotadz, los nutrientes han
disminuido, existe una acumulacidn de metabslitos
y la velocidad de nacimiento de células nuevas es
igual a la velocidad de muerte de las células
viejas. A pesar de gue en este punto los azdcares
reductores se han agotado, =21 nacimiento de
ceélulas nuevas se debe principalmente a gue el
marir las células viegjas sufren un fendmeno de
"lisis", es decir, se destruye su pared celular y
los carbohidratos, aminoacidos y otros componentes
se liberan para ser usados por las células
restante para su crecimiento y  repraoduccidn.
Eventualmente el ndmeroc de células vivas comienza
a disminuir debido a la escasez de nutrientes y
povy la acumulacién de sustancias téwicas. El

comportamientos  que presenta ésta curva de
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crecimiento, se ConoCe C O compoytamiento

diduxico.

La curva de cracimiéntn abtenida por Guerrera ¥y
Aguilar (1952) gue se presenta en el anexo J,
tiene una forma geométrica similar a la grafica de
la figura '3 con dos puntos diadxicos; pero con
tiempos de duplicacidén de 1.894 y 0.77 h y
velocidades especificas de crecimiento de 0.43 y
0.30 h—* para la primera y -seqgunda fase de
crecimiento respectivamente. Estos resultados no
gon del todo comparatives con los encontrados en
este trabajo (Cuadro 13 y Figura 30 debido a gque
los métodos de conteo cslular utilizados para la
construccidn de la curva de crecimiento de Candida
utilis son diferentes; el método empleados por las
ya citadas autoras es de contec en cajas, en el
cual se cuentan nnicamante celulas vivas
(formadaras de colonias?) y en el método aquid
empleads se consideran células totales (vivas vy

muertas).



CUADRO 12
YARIACION DE LA FOBLACION DE Candida Utilis EN JUGD DE
DESECHOS VEGETALES RESFECTO AL TIEMPO DE CULTIVO EVALUADA FOR

EL METODO DE TONTEQ DIRECTO EN CAMARAS HAUSSER SCIENTIFIC.

Tiempy Choras) células/ml

(totales)

S.6
7.4

Caontecs realizados por Erazo Corpejo (13340,



8.4

8.0
7.8

Log (celulas/ml)

7.2
7.0

6.6

8.2

7.6
7.4

6.8

1 i 1 . 1 A 1 i |

0 10 20 30 40
Tiempo (horas)

FIGURA 9: Curva de crecimiento de Candida utilis en jugo de

desechos vegetales con un flujo de aire de 30 L/min
y un contenido inicial de azdcares reductores de
3.3%4 p/v.

e
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ZUADREO 13

VELOCIDAD ESPECIFICA DE CZRECIMIENTO ¥ TIEMPO DE DUPLICACION

DE Candida uwtilis FRODUZIDA EN JUS0 DE DESECHDOS VEGETALES

fase velocidad tiempo de maxima produccién

exponencial especifica duplicacian celular

de crecimiento ta

0.147 hyr—?t 1.47 hr

234.4:x10®% células
ml

0.1177 hr~?

El método utilizado para el calculo de las velacidades
especificas de crecimients y de los tiempos de duplicacidn se

presenta en el Anexo I.



OBSERVACIONES

La prensa hidraulica utilizada para la extraccidn del
jugr presenta un rendimientoc de extraccididn muy bajo,
observandose que después de extraer el jugo, el fesidun
adlido aun contiene una -cantidad considerable de jugo;

por lo gue el rendimiento de extraccidén del jugs puede

me jorarse empleandc un sistema de prensado mas adecuado.

El wvalor numérico del Kla presenta una tendencia
creciente con respectas al aumento en el nivel de
aireacidn. Sin embargo, na se observa variacidn alguna al
alterar la concentracidn de sulfitoc de sadico empleada.
Ferx para obtener resultados mas concluyentes se deben
llevar a rabo mayores estudios manipulands  dichas

variables.

Fara optimizar el rendimientz de produccidén de levadura
a escalas de 5 y 10 litros, se hace necesario dispoper de
equipos de compresi4n de mayor potencia a los 2.5 HFP aqui
utilizados, dados los niveles de aireacidn necesarios
para los volamenes de reaccidn ya citados y por lo

prolongado de cada lote de produccidn (36 horas).

El rendimients de produccidén de Candida utilis en jugo de

desechos vegetales fue de un 10.61 g/L de substrato a una
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CONCLUSIOMNES

En el andlisis proximal realizado a la levadura obtenida,
se encontrd que el cantenido porcentual de p\:::-teinas
oscila entre 26.28 y S33.49%, pero en su mayoria el
parcentaje fue menor gque el rango reportads por la

bibliografia para Candida utilis el cual varia de 43.2 a

Sa% dependiendo del substrato utilizado; esta
posiblemente se deba a la deficiencia de nutrientes
minerales, la variedad de frutas utilizada y a alguna
alteraci4n en la constitucidn de la cepa debido al

almacenamiento.

Come la concentracidén de azdcares reductores iniciales se
mantuvo practicamente constante, se pudo comprobar que el
nivel de aireacién empleado en la produccién de Candida
utilis en juge de desechos vegetales es una variable
determinante con respecto al  rendimiento. Esto  se
comprueba con el hecho de que a un nivel de aireacidn de
20 L/min la produccién en biomasa (5.6 g/l de substrataoo)
se incrementa en un 158% respecto a la biomasa (2.17 g/L
de substrato) obtenida a 10 L/min. ¥ & una aireacidn de
20 L/min se incrementa (10.61 g/L de substrato) en un

89.46% respecto al obtenide a 20 L/min.
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De la curva de crecimiento obtenida se puede concluir gue
el tiempo de asimilacidn de azidcares reductores para cada
lote de produccién puede reducirse de las 40 horas
empleadas en ésta investigacidn, a 36 horas, garantizandx
que al cabo de dicho tiempxz, la levadura se encuentra en
v
la fase estacionaria la cual ya no es recomendable a
nivel industrial. Este aspecto se refuerza con el hecho

de que Guerrero y Aguilar, abtuvieraon idénticos

resultados en su trabajo experimental.

Durante las pruebas de produccidn no se obtuvo una
contaminacién micraobioldgica apreciable, ésto de acuerdo
a conteos directos realizados por medios visuales al
micrascopic y a repiques efectuados en cajas petri, en

donde de 39 cajas  inoculadas  con Qandida utilis

provenientes de diferentes niveles del reactor y a
distintos tiempos de reaccidn, solamente 3 cajas
presentaron crecimiento microbiano; ésto arroja una
efectividad en el sistema de filtras del 32.3%4 lo gue
lleva a concluir que el sistema de filtyo de algoddn en
combinacién con el filtro de hipoclorite de sodio,
resultan ser muy eficaces en la retencidn de la carga

microbiolégica del aire. For 1o que se deduce que la

contaminacidén con Escherichia =zoli se did4 durante el

tratamiento posterior a la descarga del reactor.

b e
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Las diferencias encaontradas entre las velocidades
especificas de crecimiento y duplicacidn, <on respecto a
las repoartadas por la biblieografia, no se pueden
considerar concluyentes debido a que se necesitaria un
mayor namero de evaluaciones de la curva de crecimiento.
-
Esto se deduce del hecho de gue a igual tiempo de
operacidn se obtuvieron rendimientos muy similares a los
obhtenidos  por  Guerrers  y  Aguilar, adan cuanda  las
velocidades especificas de crecimiento y de duplicacidn

encontradas son menores que las reportadas por  las

auvtoras ya mencionadas.

Con el bio—reactor utilizado y can las condiciones de
cperacidn agui empleadas se concluye que la cepa de

Candida utilis utilizada fué capaz de asimilar un valor

promedic del BB.1% de los azdcares reductores presentes

en el juqs de desechos vegetales.
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RECOMENDACIONES

Como el mayor valeor de Kla que se obtuva (31.01 mMO=z/h-L>
se encuentra muy abajo de 1los reportados por la
literatura (70—400 mMO=/h-L) se sugiere realizar_pruebas
de evaluaci4én del Kla modificando la geometria del
sistema y empleands el métado de oxidacidn del sulfito de
sodio a zoncentracicnes mayores de los aqui probados (0.1
y 0.2ZN) para estudiar el efectos de esas dos variables
scbre 1lons valores del coeficiente en el sistema a

utilizar.

En el presente trabajo se utilizd aceite de maiz como
antiespumante el cual presentd desventaja al momento de
recuperar la levadura por centrifugacidn, debido a que se
forma una especie de suspensidn entre el aceite y la
biomasa, ocasionands una disminucidn en el rendimiento de
produccidn par la anterier, se recomienda desde un .
inicio probar antiespumantes industriales apropiados, ya
gue se hace necesarioc el emplen de estos para minimizar
la formacién de espumas en los niveles de aireacidn

probadas.

Harcer analisis verificando el contenido de nutrientes en
el jugo de desechos vegetales debido a que el nivel de

proteina obtenido en el desarrollo de las pruebas de



afirmacidén sustentada sobre 1la base de experiencias
realizadas por otros investigaderes, quienes han obtenido
buencs resultados utilizando dnicamente este dltimo tipo

de filtrao.

-
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ANEXO A

CALCULOS DE LOS RERUERIMIENTOS DE D= DE LA LEVADURA Candida

utilis EN JUGOD DE DESECHOS VEGETALES.

Datos:

FGuga = 1,16 g/ml (Guerrerc y Aguilar, 1992

PD, = 1.4289 g/l (Ferry y Chilton, 13835)
% azticares = 3.3% p/v (Ver seccién 4.2.4).
al Tontenido de azdzares reductores en el jugo:

reaccidn fundamentals
Ce HizOe + & O — 8 —>» & CO0= + &H=0

180 192 2Ed 108

Masa de azfcar = 0.033 _g_ =% S000 ml = 163 g
ml

bl Owigenx necesaric para oxidar todo el azdcar presente:

1€5g azincar x 192 q O= = 176 g O=
180 g azdcar

Volumen de 0Oz = 176g0= x iL O = 123.17 L Oz
1.42839 g0= ‘

para 36 h de reaccidn = 1283.17 L 0= = 3.42
36 h

L de Oz
h

Para una eficiencia del i12%, el Dz a suministrar es:

28.5 L de Oz, equivalente a:
!
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28,51 L D= % 100 L aire x 1 h = 2.26 _L aire
h 21 L Oz &0 min min

¥la requerido de acuerdo al contenido de azdcares

reductores, volumen de substrato y tiempo de reaccidn:
[

Volumen de substrato = s L
Tiempa de reaccidn = 36 h
Contenido de azGcar = 163 g

Kla £=1 m MO=

h - L

milimoles D= = _176 x 1000 = 5,500

Kla = 5500 = 30.55 mMO=
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ANEXD B
DIAGRAMAS DE CONSTRUCCION DE
LOS BIO-REACTORES DE S Y 10

LI TROS DE CAPACIDAD
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ANEXA O c

CALCULDO DE LA FOTENCIA DEL AGITADOR

.1 Reactor de

5 1%.

-

Z.1.1 Calculo del namero de Reynolds (Neel.

En base a la ecuacidn 2 de la seccidn 2.4.2 se tiene:

Donde:

Asi:

Nﬁ!-

NFE-

Nee = D=4 N
7

Di = 0.0762 m

=z
Il

(100/60) s—1

—
[

1,160 Kg/m3

N

0.00475 Kg/m.s

= (0076292 ¥ (100/600 X ¢1,1600

0.00375
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.2 CAlzulo del nimero de potencia (Ngo.

El agitador del sistema disefado consiste de €& palas
inpclinadas con angula de. 75° (Seccidn 2.5.4); pero como
ninguna de las graficas del Ne vrs. Nee correspanden al
tipo exacto del agitador se aplicd wna interpolacidn
grafica de curvas con angulos entre 43° y 30° (Figura =2
de Dickey and Fenic, 1976); obteniéndose un namero de
patencia de 1.8. Igual valar se obtuveo al usar la Figura
.14 de McCabe y Smith (1381) correspondiente a

agitadores de turbina de € palas, tanques sin bafles e

inclinacid4n de palas no definida.

C.1.2 CAl-ulo de la FPatencia (FI.

Fara sistemas con un rodete se calcula por:

No = (Pgz/PN=Di=)
Sin embargz, el agitador disefado consiste de dos rodetes
para lo cual, Hicks, Morton y Fenic (1376) sugieren
multiplicar el resultado del cdlculo de potencia por el
namera de rodetes en el agitador. Por lo que la ecuacidn

planteada gueda cComo:

P = (Np PN®Di®) / g.) x Z
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Sustituyendo valores, en la ecuacidn anterior:

P= (1.8) x (11603 X €C100/6032) X (D.07E62315 x &

(3.806&63)

F = 0.0050648 Kge.m/s X 9.807 N/ 1 Kage

L
It

0.,0496703 N.m/s X 1 HP/745.7.N.m/§_

B = 0.0000666 HF

Se hace necesario aplicar el factor de correccidn
sugerids por Brown et. al. (1365), porque las factares de
forma del sistema disefiado (seccidn 2.9.4) (g%u]
corvresponden & los de las figuras utilizadas; por 1o

tanto al aplicar el factor de correccidn, resulta:s

F o= 0.0000666 HF x ns \/ H1 % ) H1 )
Di i / deseado 01 bi grafica
F = 0.0000666 x \//:;) cau//ian (32
F = 0.000066E6 HF x ©.34
F = 0.0000626 HF; (1/15,000 = 0,0000666)
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FRea-tor de 10 1%,

Aplicando el procedimiento ya mostrado, siendo
Di = 0.1016m. y manteniéndose invariables 1los demas

parametros, se tiene:

-

E = 0,0002804 HF

Mediante el factor de corveccidn por forma se llega a lo
siguiente:
F = 0.0002804 x 0.34

F = 0.00026358 HF; (1/3,800 = 0,000Z631&)

3 =
\a { =
Q!“‘Q : I i T T
NS
= 100
|
é'llhc =
n N
E‘\
[y
= N
\ 10 A Plocas,
S et e 4
) ==l +—H
)Y . Sin placas
wi.1| deflactoras
! [ : g
| 0 DZ |03 L Dl Ds

Mmdgb7¢

Fig. 9-14, Funcion de 'pot:neia ¢ frente a N, para un agitador de turbina d is palas.
(Rushton, Costich v Ewverett *.} “ ¥ e wn

FUENTE: McCabe y Smith, (1381).
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ANEXO D
DESCRIPCION Y CALIBRACION DEL ROTAMETRO UTILIZADO

EN EL SISTEMA DE SUMINISTRO DE AIRE

DESCRIFCION DEL ROTAMETRO UTILIZADO .

El rotametro mostrado en la Figura D.1 consta
esencialmente, de un tuba cénico, generalmente de vidrio,
mantenidz fijo entre dos cabezales, gue se monta
verticalmente con el extrems mAs ancho hacia arviba, y
una armazdén. El1 tubc cénico lleva en su interior un
pequeda "flotador" (que en realidad no flota, sino que
pestd completamente sumergido en el fluido). E1 fluido a
medir penstra por el cabezal infericor vy fluye hacia
arriba por el tubo, saliendzs por el cabezal superior.
Durante su paso ascendente levanta el flotador desde su
posicién inferior de reposo hasta cierta altura en el
tubo de wvidrio. El1 flotador es el elemento indicador vy
cuanto mayor es la velocidad de flujo, tanto maycor es la
altura gque alcanza en el tubo. El rotdmetra posee una
escala graduada cuya lectura viene dada por el borde del
flatador, que corvesponde & la mayor seccidn transversal
del mismo. Es ﬁecesarin, por lo tanto, disponer de una
-curva de calibrads para =onvertir la lectura de la escala
en velocidad de fluj= dependiendo del fluideo a medir, ya

sea éste un ligquide o un gas (McCabe y Smith, 1981).
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Salida
+_._-'

Caja prensaestopas %
que se aprieta aqui con

atornillador angular g ' L

-

Prensaestopa .
'.//l/ d

Cierre de la ca]a
prensacstopas / \

Tarnlllo de aprieto
del prensaestopas

Escala de medida
del gasto grabada
en el vidrlo

Flotador
Indicador

7

=1 —— 1 IHY
N

-
=

Caja prensaestopas o b
que se aprieta aqul co
atornillador_angular

Entrada 1

R

Nt

/ N
SR

FIGURA D.1: Seccién longitudinal de un rotametre,
comz el utilizado e=n la medicién del
flujo de aire. (Fischer and Forter o)

A
{ o p—

LA
ey 12
L

FUENTE : Brown et. al, 1965,
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D.2Z METODO DE CALIBRACION DEL ROTAMETRO

En vista de gue no existia curva de calibracidn de los
rotametros disponibles, se ided un método empirico para
cbhteper una correlacidn que representara las

caracteristicas del rotametro selecciocnado.

El equipc necesaric consistidé de un compresor de aire,
una manguera flexible, una garrafa de vidrio de volumen

copocido y un cvrondmetro,

El mé&todo se basa en un principio fisico de
desplazamientz hidroneumatica. Inicialmente se llena la
garrafa de vidrio con agua, en su totalidad, luego se
invierte, cuidando de no permitir la entrada de burbujas
de aire en su interior, sobre una pila con agua gque tenga
zapacidad de recibir el vclumen de liquido de la garrafa,
sin rebalsar. Después se abre la valvula del compresor
estabilizands el flatador del rvotdmetro a un valor
pspecifics de la escala, cada vez; y con la manguera
flexible se introduce el aire dentro de la garrafa
invertida, midiendo los tiempos en los cuales se desplaza
todo el liquido contenido en su interior. Las pruebas se
realizaron por duplicads comenzando desde una altura de
10 mm hasta 200 mm en la escala del rotdmetro, variando

de 10 en 10 mm en cada prueba.



m

En base a la capacidad de la garrafa utilizada, cuyo
volumen fue de 135.285 litros y tomando un tiempa promedic
entre lons resultados de las pruebas por duplicado se
calcularon las caudales de flujo de aive para cada altura
de medicidn en la escala del rotametro. Los resultados

obtenidos se muestran en @1 Cuadrao D.1.

ANALISIS DE REGRESION DE LOS DATOS OBTENIDOS DE LA

CALIBRACION Y SU CORRELACION OBTENIDA

Dado que para un rotametro, la relacidén entre la
velocidad de flujo y la lectura en la escala del mismo es
aproximadamente lineal (McCabe y Smith, 1981) se procedid
a realizar una regresidn lineal para correlacionar los
datos obtenidos en las pruebas de calibracién del

rotAmetro.

Las ecuarcicones utilizadas para tal efecto san las

siguientes:

Fara el calcule del coeficiente de correlacidn,

T xy — L % T v/n

=
\[ (L %= — (Z x)=/n) (Ty= = (Ly)=Z /n) (D.17
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FPara la linea recta que correlaciona las variables,

y =y + r (8y/Sx) (x — %) (D.2)
Siendo,
Sx = v/2x2 — (Zx)= /n (D."2?
n— 1
Sy = M/Eyz - CEZyld=/n (D.42
n -1
Fara el calculc de los términos empleados en las

ecuaciones de la (D.1) a la ¢(D.4) se utilizan los valores
de las columnas 4 y 5 del Cuadro D.1 v se vesumen sin en

gl cuadro D.Z2 donde:

% = variable independiente (mm de la escala del

rotdmetro)

y = variable dependiente (L/min de aire)

Asi pues,

Su = Vfizxz - (TwI=/n
n—1

Sx = Vréa7,ood — (2199)=/20
20 - 1

Sx= 599.16073783
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Yy

Sy = ‘/v= — Iy )=/n
n — 1

\/ 9431.3 - (375.1)2=2/20
' 20 - 1

Sy

P

Sy = 11.37015831

De tal forma que:

r = Exy — Ix Ev/n

V' (zx= - (Ex)2/n) (Zy® - (Zy)=/n)

r = S5=1d4d — (21003 (3795.13»/20
Vﬁ (27000 — (Z100D3=/20) (9431.3 — (373.12=/20)
r = 0,938
Ademas,
y =y b ¥ (Sy/Sx) (x - %0

€375.1/720 + 0.998 (11.3701583/59.16073783) (-2100/20)

~
I

0.19180637 (x> - 1.3846673037

~
H]
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Los resultados, son los siguientes:

r = 0.938
x = 3,21y + 7.2Z2
donde "x"  representa la altura en la escala del

>

rotdmetro, en mm; 2 "y", el caudal, en L/min.

En el cuadro D.32 se presenta una comparacidn entre las
datos obtenidos experimentalmente y los predichos par la
ecuacidn (D.5) observandose gue la ecuacidn obtenida
reproduce fielmente los datos experimentales, en el rango

de 6.2 a 28.7 L/min.
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VALORES OBTENIDOS EN LA CALIBRACION DEL ROTAMETRO

FOR EL METODO DE DESFLAZAMIENTO HIDRONEUMATICO.

VOLUMEN DE MEDICION

e T

12.285 Litros.

Lectura en Toma de Toma de Tiempo Caudal ~
la escala tiempo tiempo promedio (Litros/minutad
de Frueba I Frugba 2 (Seqg)

rotametro (Seq) (Seqg?

(mm)
10 715,62 713.33 714.77 1.6
20 402.34 379.95 391.44 3.0
30 307.78 234,09 300.53 3.8
40 183. 96 187.03 185.49 6.2
30 127.54 126.20 126.87 9.1
&0 111.08 113.03 112.05 10.3
70 97.08 97.28 97.18 11.9
80 85.15 84.3¢ 85.5 13.6
90 82.15 80.03 31.09 14.3
100 &4.84 64.17 64,50 17.9
110 61.65 60.11 £0.88 13.0
120 51.73 54.48 93.11 21.8
130 30.28 43,34 43,81 23.2
140 46.15 46.67 46.41 24.9
150 43.65 42.16 42.91 27.0
160 40.65 39.30 40.27 28.7
170 36.41 36.98 36.69 31.5
180 34.85 34.28 34.5¢ 33.9
130 32.00 32.28 32.17 36.0
200 31.78 29.43 30.61 37.8
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RESULTADOS DE 1.08 CALCULOS REALIZADOS PARA OBTENER UNA

CORRELACION LINEAL Y EVALUAR EL COEFICIENTE DE REGEESION FARA

LA CALIBRACION DEL ROTAMETRO.

X= Y= XY

10 1.6 100 2.96 16

2 3.0 300 9.00 60

] <.8 200 14.44 114

40 E.2 1600 38.44 248

S0 9.1 2300 82.81 455

&0 10.3 360 106.03 &18

70 11.39 42300 141.61 833

80 13.6 6400 184 .36 1088

‘30 14.3 8100 204 .43 1287

100 17 .9 10Q60 320,41 1730
110 13,0 12100 3&1.00 2030
120 21.8 14400 475.2% 2618
130 23.2 16300 538.24 3016
140 24 .3 13800 620,01 3486
150 27.0 22500 29,00 4050
160 28.7 25600 g822.63 4532
170G 31.5 28300 IIZ .25 399
180 33.3 32400 1122.25 8030
130 36.0 36100 1236.00 &80
200 37.8 40000 1428.84 7560

LX=2100 LY=375.1 LX==287000 LY==3431.3 IXY=52144
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CUADROD D.GZ
COMFARACION DE LA CORRELACION OBTENIDA EN LA CALIBRACION

DEL ROTAMETRO CON RESFECTO A LOS VALORES EXFERIMENTALES

ESCALA EN EL FLUJO DE AIFRE | FLUJO DE AIRE
ROTAMETHO (mm) OBRTENIDO FPREDECIDO FOR LA
EXPERIMENTALMENTE CORRELACION
(L/min? OBTENIDA (L/min>

0.5

2.4

4.3

6.2

8.1

10.0

11.9

13.8

15.7

17.6

19.5

21.4

23.3

25.2

27 .1




118

ANEXDO E

DETERMINACION DEL K,a (GUERRERO Y AGUILAR, 1992)

El procedimiento que se utiliza para evaluar el K, a se

fundamenta en el Método de Oxidacidén del sulfito de sodio.
Los reactivos necesarics sons

- Soluciédn de yodo O.1 N.

- Bolucidn de HC1 &N.

- Indicador de almiddn.

- Solucién de tiosulfato de sodioc 0.1 N.

- Sulfito de sodio.
FROCEDIMIENTO:

Se pipetean 25 ml de solucidn de icdo 0.1 N en un erlenmeyer
de 250 ml, se afade 1 ml de HCl 6N y 60 ml de agua destilads,
luege se miden con pipeta 10 ml de muestra (solucidn de
sulfito gque sale del reactor) los que se adicionan lentamente
y agitando al frasco que contiene la solucién de yodo,
posteriormente se agrega 5 ml de indicador de almiddn.
Finalmente se titula con soclucién de tiosulfato de sodio 0.1IN

hasta desaparicién del color azul.
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ANEXO F
DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AZUCARES REDUCTORES POR EL

METODO DE LANE Y EYNON (PEARSON, 1977)

PRINCIFIO:

El volumen de soluciédn de azucares reductores requerido para
reducir completamente 10 4 25 ml de solucidén de Fehling es
determinade empleands azul de metileno como indicador redox
para la evaluacién del punto final. Un pegquefio excesc de
salucisén de azdacares reductores es  necesario para  la

reduccisn del propio indicador.

REACTIVOS:

Szlucidén A: Discolver 69.278 g de Sulfato de Cobre
pentahidratados (CuS04.5H=0) en agua destilada vy

aforar a 1 litro.

Seluciédn B: Disolver 100 g de Hidréwido de Sodio (NabDH)Y Y 346
g de Tartrato Sé4dico Fotdsico tetrahidratado
(NaKC4HeOe .4H=0) en agua destilada y aforar a1

i

litro.
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Solurcién Azul de Metileno: Disalver 1 g de Azul de Metileno
en agua destilada y aforar a 100

ml.

PROCEDIMIENTO: -

La solucién de azdcares debe ser neutra y preferiblemente
rclarificada (las sales de plomo y calcio deberé&n removerse
zon Oxalato de Fotasio). La concentracién de la solucién de
aziicares deberd ser tal gue en la titulacidn se empleen 13-30
ml de titulante (ésto es usualmente alcanzade con 0.1-0.3%
p/v para 10 ml de Sclucién de Fehling y con 0.25-0.80%4 p/v
para 25 ml de la misma salucién). La solucidn de azdcares se

caxloca en una bureta de 50 ml.

TITULACION PRELIMINAFR. FPipetear 10 4 25 ml de solucidn de
Fehling, colocarlos en un matraz Evlenmeyer de 250 ml ¥y
adicionar, de la bureta, 15 ml de la soclucidén de azdcares.
Talentar el liquido hasta ebullicidén empleando malla de
asbesto y luego agregar 1 ml a la vez de solucidén titulante
a intervalms de 10 a 15 segundos sobre el liguido ebullendo
hasta que el colar azul esté por desaparecer. Entonces,
agregar, de 3 a 5; gotas de azul de metilenc (al 140 vy
continuar la titulacién bhasta gque el indicador sea

completamente decolarado.
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TITULACION FINAL. Repetir la titulacidn, ag}eganda antes del
calentamiento casi todo el volamen de solucidén de azdcares
requeridos para reducir el cobre. Dejar ebullir la solucién
suavemente durante dos minutos, agregar de 3 a I gotas de
azul de metilena como indicadar y completar 1a ti}ulacién
antes de un tiempo total de ebullicidn de 3 minutos. En el

punto final todo el color azul debera haber desaparecido y £l

liquids deberd tener una tonalidad ro jo—anaranjada.

Fara cuantificar los azdcares eguivalentes a 10 & 20 ml de

solucidn de Fehling se emplean los cuadros F.l y F.i.



CUADRDO F.1

InvERT Sucar TasLE FoOR 10 ml Fenimic's SoLvuTion

Solutions containing besides invert sugar: -

m| of 1 g sucrose per 3 g sucrose per 10 g sucrose per 29 g sucroscper
sugar No sucrose 160 ml 100 ml 100 m! 100ml -
solution
required

. mg . mg . mg . mg mg

invert invert invert invert invert

Invert sugar Invert sugar [nvert sugar Invert sugar Invert SugAr
sugar per sugar per sugar per sugar per ugar per

factor* 100ml factor®* 100ml factor® 100ml factor® 100ml factor® 100ml
15 50-5 33 499 a3l Ly n7 45-1 M7 43-4 25
16 '50-6 3t6 500 32 476 7 461 P2 434 21
17 07 98 s0-1 263 476 =0 a6 1 Fall 434 238
13 508 282 5C1 I78 41-6 264 a6-1 256 413 240
19 50-8 267 502 264 47-6 2350 46-1 243 433 Fas)
20 509 1545 50-2 151-0 47-6 2380 461 . 2305 432 214
2l 51-0 2429 502 150 476 26-7 a1 2195 43-2 =06
2 51-0 18 503 228-2 471-6 2164 461 209-5 4)-1 196
) 511 2222 50 2187 474 0790 451 200-4 43-0 187
24 5t-2 133 30-3 205-8 476 1983 45-1 1921 429 179
15 51-2 048 50-4 016 47-6 190-4 45-0 184-0 421 1M1
2 513 1974 504 193-8 476 (831 460 1769 428 164
27 314 190-4 5G4 186-7 47-6 176-4 450 170-4 427 158
3 514 183-7 505 180-2 477 170-3 450 164-3 427 152
» 515 1716 305 1741 477 164:3 46-0 1586 426 147
0 515 177 50-% 165-3 477 1590 450 1533 42-5 142
a1 516 165:1 05 16)1 477 1539 439 148-1 425 137
12 56 161-2 50-6 1581 41-7 1 49-1 459 143-4 42-4 132
13 51-7 156-6 mn-6 153-3 47-7 [44-5 159 1391 2-] 128
3 517 1522 0-4 148-9 417 P43 458 1349 42-2 124
35 s 1479 50-7 147 477 136-3 458 1309 322 121
36 518 1439 50-7 140-7 417 132:5 458 1271 421 "
M LI 1a0 3 07 137-0 477 1289 45-7 1235 420 14
18 519 1J66 507 133-3 477 1253 437 1203 420 1
19 520 133-3 £0-3 1202 477 122-3 45-7 1111 e 107
40 529 1301 50-8 1270 417 1192 45-6 114-1 41-8 104
41 20 137 50-3 12}9 47-7 116-3 456 tin-2 448 102
42 521 124:2 50-R 121-0 47-7 L1335 456 108-% 417 9
43 522 1214 $0-4 118-2 471 1109 45-5 105-8 416 97
44 52.2 1187 09 1156 417 108-4 453 103-4 413 94
45 52:3 116:1 50-9 1131 £7-7 106-0 a5-4 101-0 41- ”
o] 121 1137 509 110-6 477 103-7 454 987 41-4 90
47 224 1rt-4 9 108-2 47-7 10L-5% 45-3 964 414 ! ]
43 524 109-2 09 1060 417 99-4 453 94-3 41-2 86
49 ”ns 1071 50 1040 +7-7 974 452 92-3 -l 34
0 52-5 105-1 510 taz 0 477 95-4 45-2 90-4 41-0 [ 73

*mg a1 iInvert sugar corresponding to 10 mi of Fehling's solution.
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ANEXD G
ANALISIS ESTADISTICO FARA EL RENDIMIENTO DE FRODUCZICN DE

Candida utilis A FARTIR DE JUGGC DE DESECHOS VEGETALES DE

MERCADO EN FUNCION DEL NIVEL DE AIREACION APLICADO EN ESCALA

DE PRODUCCION DE S LITROS EN REGIMEN DISCONTINUO.

-
G.1 ANALISIS DE VARIANZA EN UNA DIRECCION
One-Way Analysis of Variance

Data: CANDIDA.rendi

Level codes: CANDIDA.nivel

Labels:

Range test: Tukey Confidence level: 95

Analysis of varlance

Source of variation Sum of Squares d.£ Mean square F-ratio Sig, level
‘Between groups 72.065733 2 36.032867 90.233 .0021
Within groups 1.1%8000 3 .399333

Total (corrected) 73.263733 5

0 missing value({s) have been excluded.
FEF . @ STATERAFPHICS (13892,
CLAVES: CANDIDA. rendi: fFendimientos en g levadura/L

substrato.
CANDIDA. nivels: Nivel de aireacidn.

(Ver Cuadro 9, Seccidn £.7.10
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* ANALISIS DE COMFARACION MULTIFLE DE PROMEDIOS (METODO DE

5.2
TUKEY ).

Multiple range analysis for CANDIDA.rendi by CANDIDA.nivel

Method: 95 Percent Tukey HSD Intervals

Level Count Average Homogeneous Groups
1 2 2.170000 x -
2 2 5.600000 ®
3 2 10.610000 *

REF.: STATGRAPHICS (1383).

CLAVES: Level 1: Aireacidn 10 L/min.

Level 2: Aireacidén 20 L/min.

Level 2: Aireacidn 30 L/min.

Average: Fromedios de los rendimientos de
produczcién en y levadura/L de substrato
a los niveles de aireacidn 1, 2 y 3
{Cuadro 9, Seccidn 4.7.1).

Count: Nimers de repeticicnes = 2.
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ANEXO H
REPORTES DE LOS LABORATORIOS
DE ANALISIS DE CALIDAD DE LA

| EVADURA PRODUCIDA



4 de marzo de 19 94 -

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
Ciudad Universitaria,

PACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS

UNIDAD DE QUINICA
ANALISIS BROMATOLOGICO

Bachiller

Miguel Angel Vargas
Estudiante de Ingenierfa Quimica

Presente,
Por este medio le informo sobre los resultados obtenidos en nuestro laboratorlc de las siguientes muestras:
N de Identificacitn de la Humedad Cenizas | Extracto | Protefnas | Fibra Carbohidratos FSsforo Calcio
Lab, zueatra. Eterco Cruda .
4 I % X b4 X 4 Z
LEVADURA M-l (LOTE N°§
155 Condido utilis) 27.19
LEVADURA
] 38.84
15 (BATCH N°4) M-2
LEVADURA
1
& (BATCH No.3) M-3 33.49
OTKAS DETERMINACIONES U OBSERVACIONES DEL LABORATORIO: ‘*“ﬂrbohidratos por diferencia" 100-(2Cenizas+2E B, +XFibra Cruda+ZiProternas)
/ __;?‘ ~—emm
- £ UNIPAD D}
¥, /C/Q_—W‘/ 113__111,1..5.4 i F.
Jefa de I/Unidad/de %: \’, Rosponsable de anilisia.-
X o
Y .‘“ .-.n

2L



LA SULTANA, S. A,

LABORATORIO .
CONTROL. DE CALIDAD

MATERIA PRIMA Y PRODUCTO TERMINADO

No.
Focha: 13 do felnero de 190k
L L Y % - % » b,
No. MUESTRA ANALIZADA NN S - s [ e

6.22 | 2609 | 2,58 1.22| 0.33

Levadura
5.88 1 26.38 | 1.09] 0.02] 9.16

Proteino en Dase Sena

2390

28,03

Y 2297 ILBA 238 100H 890

by
r-:‘_c—'?:-: A_/_(z ,47,,7.1/?:

gct
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LABRORATORIO PDE CONTROL DeE CALIDAD
S ESPECIALIDADPES MICAODBIOLOGSICAS INDUSTRIALES ~rs

M ANALISIS MICAROBRIOLOGICOS-CONSULTOARIA
l San Salvador, 14 de Febrero de 1994,
SADECY. ’
Senor
MIGUEL VARGAS -
Presente

Estimado Sr. Yargas:

for medio de la presente estamos remitiendole los resultados de los
andlisis bacteriologices efectuados en muestras segin detalle:

Muestra Levadura Levadura
Lote nidmerc 5 6
Escherichia coli 2,300 1,800

ufc por gramo

Recuento total de
bacterias aerdbicas 737,100 79,300
mesbdfilas, ufec/ g

Salmonella

Conclusidn

Yegativa Negativa

Las muestras no reunen requisitos de
calidad microbiologica.

ufc: unidades formadoras de colenias.

Atentamente,

ESPECIALTDADES MICROBIOLOGICAS INDUSTRIALES, S.A. DE C.V,

pblive
Dra. Elvia Be e e Oliva

Laboratorio de Investigacidn en I Replotics ox £ $afvedor ’
H
}

Microbiologia

VYT O

H
e, B9 MTINATE Kt ot TR .

A D W I

. J. . P. O.F.~0 524 | P Sectecss J5AL S - el Y

-

Al saivagaer, b%.iﬂﬁh:& i

CONDOMINIO CENTRO COMERCIAL 29

20 CALLE PONIENTE ¥ 11 AVENIDA NORTE N° 3-1, SAN SALVADOR. €L SALVADOA, C.A. TELEFONO 261242
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ANEXD I
DE LA VELOCIDAD ESFECIFICA DE CRECIMIENTO Y DEL TIEMPO

DE DUPLICACION, ta.

Al termipar l=a faée de acostumbramiento, las celulas de
levadura se han adaptads al medio de cultivo y comienzan
a multiplicarse rdapidamente, duplicandose regularmente
con el  tiempo el pamero  de  celulas vivas. El
comportamiento que presentan se puede describirv mediante

las siguientes ecuaciones (Ferrufino y Boyle, 1984):
{dn/dt) = n & «1/n3ddn/dty = (I.12

dande,

velocidad especifica de crecimiento.

n = masa celular.

ot
1

tiempo.

Integrandz, s tiene:

Lntn/ne? = t (I.22

La relacién entre la velocidad de crecimiento y el
tiempo de duplicacidén, viene dada por la ecuacidn:

ta = (LN 2 / b (I.32



Aplicand: las ecuacicnes de la (I.1) a la (1.3) se
calculan los valares de las variables agui descritas.

Los resultados obtenidos se exponen en el Cuadro 13 de

la seccidn 4.8.1. -

-
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ANEXD J
CURVA DE CRECIMIENTO DE Candida utilis EN JUGO DE DESECHOS

VEGETALES DOBTENIDA POR GUERRERD Y AGUILAR (1992).

o

o NP

Figura 4.1 Curva de crecimiento de Candida utilis en

jugo <2 desechss vegetales.



