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RESUMEN

El cultivo de microorganismos puede ser realizado por medio de diferentes técnicas que
requiera la Unidad de estudio, el presente Proyecto de Grado pretende elaborar y validar
modelos matematicos para cultivar microorganismos de forma continua a través de un
prototipo de Quimiostato (construido) que permita la obtencion de datos del sistema
haciendo uso de microcontroladores, utilizando a las especies de Lactobacillus Bulgaricus

y Streptococcus Thermofilus como fuente generadora de microorganismos.

Un Quimiostato es un biorreactor que proporciona un ambiente biolégicamente activo y
controlado que permite el crecimiento eficaz de las células y la formacién de un producto;
el medio ambiente adecuado, tiene niveles 6ptimos de parametros especificos como:
temperatura, pH, sustratos, sales y oxigeno disuelto; este proceso puede ser aerobio o

anaerobio.

Los microorganismos dentro del Quimiostato crecen a un ritmo constante en la medida en
que los nutrientes son suministrados. Manipulando el flujo de nutrientes, es posible cambiar
las tasas de crecimiento. Finalmente se llega a una tasa de crecimiento maximo, en el cual

se considera un sistema estacionario.

Dentro del Quimiostato se realizaron analisis del Sistema de Cultivo Batch, Sistema Cultivo
Feed-Batch y Sistema de Cultivo Continuo, los cuales permitieron identificar los modelos

matematicos que se asemejan al comportamiento de los sistemas.

El crecimiento de los microorganismos fue representado por diferentes fases: latencia,
aceleracién, exponencial, desaceleracion, estacionaria y decadencia, determinadas por
medio de la ecuacién de Monod de acuerdo a las condiciones de la fase en la que se

encuentre.

La construccion del prototipo fue realizado con material plastico y no acero inoxidable con
la finalidad de no incurrir en altos costos del proyecto de modo que el proyecto sea

alcanzable por diferentes personas que deseen incursionar en la construccion de prototipos.

Se utilizd microcontroladores de la Plataforma ARDUINO (Sensor de Nivel, Sensor de
Temperatura, Sensor de Flujo, Sensor de Turbidez, Relay, Sensor pH-metro) como
instrumentos de medicion de las variables del proceso, la factibilidad de estos dispositivos
electrdnicos radica en que son de codigo abierto (open source), por lo que su programaciéon

es a requerimiento de la Unidad de Estudio.
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La importancia de la instrumentacién en el prototipo construido radica en la necesidad de
tener los cultivos controlados con el fin de optimizar el proceso, la estrategia de control
comienza con la medicién de las variables de forma constante para garantizar un ambiente

adecuado del proceso de estudio.

Con los datos obtenidos a través de los micro-controladores se elaboré modelos
matematicos para la produccién de biomasa en los sistemas: Cultivo Batch, Cultivo Feed
Batch y Cultivo Continuo por medio de un balance de masa, los cuales fueron validados

experimentalmente a través del prototipo de Quimiostato.

Se desarrollé un disefio experimental 32 tomando como factores la temperatura y el
porcentaje de adicion de cultivo con tres niveles de prueba cada uno, con la finalidad de
corroborar el valor bibliografico en cuanto a la adicion de cultivo, concluyendo que el
porcentaje de adicién 3-5% es el suficiente para obtener rendimientos aceptables de
produccion, menor al 3% incrementa el tiempo de produccion, mayor al 5% incurre en

sobregasto de cultivo con un rendimiento similar.

Con los modelos matematicos elaborados y los datos experimentales obtenidos, se obtiene
la grafica de cultivo continuo en el cual se observa la variacion de la concentracion maxima
a la tasa de dilucion de 0.47 [1/hr].
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SUMMARY

The cultivation of microorganisms can be carried out through different techniques required
by the Study Unit, this Degree Project aims to develop and validate mathematical models to
cultivate microorganisms continuously through a prototype of Chemostat (built) that allows
obtaining of system data using microcontrollers, using the species of Lactobacillus

Bulgaricus and Streptococcus Thermofilus as a source of microorganisms.

A Chemostat is a bioreactor that provides a biologically active and controlled environment
that allows the effective growth of cells and the formation of a product; the right environment
has optimal levels of specific parameters such as: temperature, pH, substrates, salts and

dissolved oxygen; This process can be aerobic or anaerobic.

The microorganisms inside the Chemostat grow at a constant rate to the extent that nutrients
are supplied. By manipulating the flow of nutrients, it is possible to change growth rates.

Finally, a maximum growth rate is reached, in which a stationary system is considered.

Within the Chemostat, analyzes of the Batch Cultivation System, Feed-Batch Cultivation
System and Continuous Cultivation System were carried out, which allowed us to identify

the mathematical models that resemble the behavior of the systems.

The growth of the microorganisms was represented by different phases: latency,
acceleration, exponential, deceleration, stationary and decay, determined by means of the

Monod equation according to the conditions of the phase in which it is found.

The construction of the prototype was made with plastic material and not stainless steel in
order not to incur high project costs so that the project is attainable by different people who

wish to venture into the construction of prototypes.

Microcontrollers of the ARDUINO Platform (Level Sensor, Temperature Sensor, Flow
Sensor, Turbidity Sensor, Relay, pH-meter Sensor) were used as instruments for measuring
process variables, the feasibility of these electronic devices is that They are open source

(open source), so their programming is at the request of the Study Unit.

The importance of instrumentation in the built prototype lies in the need to have controlled
crops in order to optimize the process, the control strategy begins with the measurement of

variables constantly to ensure an adequate environment of the study process.

With the data obtained through the micro-controllers, mathematical models for the

production of biomass in the systems were developed: Batch Culture, Feed Batch Culture
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and Continuous Cultivation through a mass balance, which were experimentally validated

through the prototype Chemostat

An experimental design 32 was developed taking as factors the temperature and the
percentage of crop addition with three test levels each, in order to corroborate the
bibliographic value in terms of crop addition, concluding that the percentage of addition 3-
5% is enough to obtain acceptable production yields, less than 3% increases production

time, more than 5% incurs crop overload with a similar yield.

With the mathematical models developed and the experimental data obtained, the
continuous culture graph is obtained in which the variation of the maximum concentration at
the dilution rate of 0.47 [1 / hr] is observed.
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CAPITULO 1
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, OBJETIVOS Y JUSTIFICACION
1.1. ANTECEDENTES

El Quimiostato es un biorreactor disefiado para el estudio de microorganismos a través de
un sistema de cultivo continuo, definido como un sistema abierto de flujo que se compone
de una camara de cultivo de volumen constante a la que llega un suministro de nutrientes
y de la que se eliminan o separan los productos a través de un rebosadero. Cuando el
sistema alcanza el equilibrio, el nimero de células y la concentracion de nutrientes en la
camara permanecen constantes y entonces se dice que el sistema esta en estado

estacionario con las células creciendo exponencialmente.

Esta herramienta posibilita el estudio de la fisiologia microbiana para aprovechar las
propiedades caracteristicas de los microorganismos en la planificacion del crecimiento
microbiano. Es utilizada como una alternativa de fermentacién industrial porque se puede
lograr altos niveles de productividad, los parametros a controlar son: la concentracion,

temperatura, dilucién, nivel, pH, aireacion, entre los mas importantes.

1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Quimiostato como cualquier otro biorreactor, requiere ser monitoreado constantemente
por medio de las diferentes variables de operacion que intervienen en su proceso para un
mejor control, la adquisicion de datos inmediatos para cada parametro resulta complicado,
para subsanar este problema, se pretende hacer uso de componentes electrénicos que
estan especificamente disefiados para aplicarlos en el control de los procesos, ya que
tienen la capacidad de transmitir en intervalos pequefios de tiempo, los datos en los que

una variable se va modificando conforme transcurre el tiempo.
1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo General

Elaborar y validar modelos matematicos de un cultivo continuo para la produccién de
biomasa a través de la construccion de un prototipo de Quimiostato y la adquisicion de

datos del proceso con el uso de micro-controladores conectados al sistema.
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1.3.2. Objetivos Especificos

. Identificar los transmisores, actuadores, componentes eléctricos y materiales
requeridos que se encuentran presentes en los Quimiostatos reales para poder
asemejar el prototipo a desarrollar.

. Construir y evaluar el funcionamiento del Quimiostato a través de los datos
obtenidos por los micro-controladores mediante una prueba en blanco (flujo de
agua pura) para su aplicacién al proceso elegido.

. Desarrollar modelos matematicos de la produccion de biomasa dentro del
Quimiostato en Sistemas: Batch, Batch-Alimentado y Cultivo continuo, para
conocer el comportamiento dinamico de la fisiologia microbiana a través de los
datos obtenidos por los micro-controladores instalados.

. Desarrollar un disefio experimental para corroborar los parametros ya
establecidos del crecimiento del microorganismo y poder validar el
funcionamiento del prototipo elaborado.

. Elaborar la grafica de cultivo continuo, para observar la variacion de la
concentracion de biomasa, sustrato a diferentes diluciones y poder determinar

la tasa de dilucién critica para el sistema.

1.4. JUSTIFICACION

El presente proyecto se justifica a partir de los siguientes aspectos:
1.4.1. Justificaciéon Técnica

Un Quimiostato conlleva a tres etapas de estudio: proceso batch, proceso batch-alimentado
y proceso de cultivo continuo. El proyecto tiene como finalidad servir de ejemplo para
desarrollar fisicamente procesos quimicos con sus respectivos analisis que validen la

metodologia usada.

1.4.2. Justificacion Social

Este proyecto busca desarrollar un documento de informacion teérica-practica basica y
actualizada referente a la construccion de prototipos de simulacién, dirigido aquellas
personas que deseen incursionar en el ambito del disefio, construccion y puesta en marcha

de equipos a pequefia escala, disefados para un cierto propdsito.
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“No es lo mismo ser un excelente operador de un simulador comercial (conocer
todas las opciones disponibles, como ingresar en forma rapida los datos, como
imprimir resultados, etc.) que conocer experimentalmente como reaccionara el

sistema simulado ante diferentes perturbaciones de forma real”.

1.4.3. Justificacion Econémica

El Quimiostato es un equipo usado para el estudio de microorganismos a través de diversos
experimentos, actualmente tienen un costo que oscila entre 8.000.00 $us para un volumen
de operacién de 1-2 litros, a través de este proyecto buscamos construir un prototipo de
Quimiostato con un costo moderadamente accesible a través de materiales de uso

estandar y componentes electronicos provistos de la Plataforma ARDUINO.

1.5. LIMITES Y ALCANCES DE LA INVESTIGACION

1.5.1. Alcance

El desarrollo del proyecto permitira la obtencion de un documento informativo para el
analisis-estudio de un cultivo continuo para la producciéon de biomasa y su monitoreo a
través del uso de micro-controladores mediante la construccién de un Quimiostato a escala
laboratorio. Las etapas posteriores del cultivo continuo del microorganismo (secado,
filtrado, enfriamiento, compresion, saborizado u otros) quedan fuera de este proyecto ya
que su analisis y desarrollo de esas etapas quedan muy aparte del funcionamiento del

Quimiostato.

1.5.2. Limitaciones

El prototipo a construir trata de enfocar el uso de sensores y actuadores, que permitan
controlar las variables de un sistema (nivel, temperatura, pH, caudal, etc.) y la adquisicion
de datos de las variables de estudio. De requerirse que una variable se mantenga
constante, se aplicara un sistema de control on-off, y no asi un control proporcional debido

a la escala laboratorio del proyecto.
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CAPITULO 2
MARCO TEORICO

21. BIOREACTORES

Un biorreactor es un dispositivo biotecnolégico que debe proveer internamente un ambiente
controlado que garantice y maximice la produccion y el crecimiento de un cultivo vivo; esa
es la parte bioldgica. Externamente el biorreactor es la frontera que protege ese cultivo del
ambiente externo: contaminado y no controlado. El biorreactor debe por tanto suministrar
los controles necesarios para que la operacion o proceso (bioproceso) se lleve a cabo con
economia, alto rendimiento (productividad) y en el menor tiempo posible; esa es la parte

tecnoldgica. [1]

El desempefio de los biorreactores depende casi en su totalidad del microorganismo que
se selecciona para obtener el producto de interés. Aunque la productividad del proceso esta
relacionada con la optimizacién de los parametros de operacién del equipo. Debido a que
la produccién depende de la poblacion de microorganismos el ambiente donde las células

se cultivan debe proporcionar lo necesario para que ellas rindan los resultados esperados.

Antes de disefiar un biorreactor, hay que entender que la cinética del microorganismo no
estad determinada exclusivamente por la velocidad de reaccion y las variables que la
determinan. La cinética biolégica igualmente depende de caracteristicas intrinsecas del
organismo tales como crecimiento y tasa de division celular, y también del tipo de operacién

que se lleve a cabo. [2]

Figura N° 2-1. Esquema de un biorreactor
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Fuente: Scragg A. Biotecnologia para Ingenieros
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2.2. QUIMIOSTATO

Un Quimiostato es un biorreactor que proporciona un ambiente biolégicamente activo y
controlado que permite el crecimiento eficaz de las células y la formacion de un producto;
el medio ambiente adecuado, tiene niveles 6ptimos de parametros especificos como:
temperatura, pH, sustratos, sales y oxigeno disuelto; este proceso puede ser aerobio o
anaerobio. Este tipo de equipos frecuentemente son de forma cilindrica, con variaciones de

tamafo y fabricados normalmente en acero inoxidable. [1]

Los microorganismos dentro del Quimiostato crecen a un ritmo constante en la medida en
que el suministro de nutrientes permanece coherente. Manipulando el flujo de nutrientes,
es posible cambiar las tasas de crecimiento. Finalmente se llega a una tasa de crecimiento
maximo, mas alla del cual no se pueden ir los microorganismos. La alteracion de la tasa de
crecimiento puede utilizarse para controlar la velocidad en que se producen los organismos,
que puede ser util cuando las personas estan produciendo microorganismos como las

bacterias y levaduras en cantidades controladas para propdsitos especificos. [3]

Figura N° 2-2: Esquema basico de un Quimiostato
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Fuente: Shuichi Aiba. Biochemical Engineering

En el Quimiostato se puede controlar de modo independiente la densidad de la poblacion
celular y la velocidad de crecimiento del cultivo. La densidad celular en el equilibrio se
controla ajustando el factor de diluciéon (D), mientras que la velocidad de crecimiento se

controla variando la concentracion del nutriente limitante en la camara reservorio. [4]
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* Los microorganismos pueden cultivarse a una amplia variedad de tasas de
crecimiento exponencial.

» El Quimiostato permite crecimientos balanceados restringidos debido a que existe
un nutriente o sustrato presente en una concentracion suficientemente baja como
para limitar la densidad de poblacién.

« También permite elegir la densidad de células a la que se quiere trabajar

La operacion en un Quimiostato puede ser de tres modos diferentes, dependiendo de los

flujos de entrada y salida o la necesidad del estudio: [3]

0 Cultivo Batch
Se caracteriza por ser un sistema cerrado ya que no se afiade ni se retira medio de cultivo
y el microorganismo crece a partir de una limitada cantidad de nutrientes hasta que se agota
un componente esencial o se acumulan subproductos téxicos hasta niveles que

gradualmente inhiben el crecimiento.

O Cultivo Feed-Batch

Este sistema se caracteriza porque los nutrientes se adicionan intermitentemente durante

la fase de produccion, esta técnica es efectiva particularmente en procesos en los cuales

hay inhibicién por sustrato, represién catabdlica e inhibicion por productos.

O Cultivo Continuo

Se caracteriza por ser un sistema abierto que mantiene las células en un estado de
crecimiento equilibrado afadiendo continuamente medio fresco y retirando el medio de
cultivo a la misma velocidad, siendo necesario alcanzar y mantener un flujo de sustrato
permanente y constante hasta alcanzar un estado estable donde la velocidad de dilucién

se iguala a la velocidad especifica de crecimiento.
2.21. Balance de masa en un Quimiostato

El modelo matematico general del proceso es obtenido mediante el balance de materia en

el Quimiostato, una forma general de este concepto es la ley de conservacion de la masa.

Flujo masico de Flujo masico Flujo masico Flujo masico Flujo masico
= +

acumulacion de ingreso de salida de formacién de consumo

Su representacion matematica es la siguiente:
d (VCi)

—— = FiCi = FuCi+ Viy = Vr,
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Donde: UFI1'| ,_,l |3 |,__ gil’

V = Volumen de cultivo.

F,, F; = Flujo de entrada y de salida.

C; , C;: = Concentracion de entrada y salida. i

ry Y r. = Velocidad de formacion y consumo

", CH-0

del componente

O Modo Discontinuo o en Batch

Ambos caudales son nulos por lo que V es constante, en la ecuacion general se anulan los
términos de flujo. La duracién del cultivo Batch es limitada en el tiempo y depende
esencialmente de las condiciones iniciales del cultivo. Una vez inoculado el medio la
concentracion de biomasa aumenta a expensas de los nutrientes y cuando el sustrato que

limita el crecimiento se agota, finaliza el Batch.

O Modo Feed - Batch

El caudal de salida es nulo, por lo que V aumentara en el tiempo en funcién del caudal de
entrada, debe destacarse que en este caso que V varia con el tiempo. Por tal motivo el
Batch alimentado tiene duracion limitada en el tiempo ya que el volumen no puede

incrementarse mas alla del volumen util que posee el biorreactor.

O Modo Cultivo Continuo
Inicia al culminar el proceso Feed Batch, ambos caudales de ingreso y salida son iguales
por lo tanto el volumen V es constante, la variacién del proceso esta en funcion del flujo de

sustrato de ingreso.

Figura N° 2-3. Modos de operacion de los quimiostatos

Batch Fed batch Continuaus

—
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Fuente: Scragg A. Biotecnologia para Ingenieros
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2.2.2. Aplicaciones del Quimiostato

Los Quimiostatos han encontrado aplicacion en una gran variedad de procedimientos de
investigacion, especialmente en los casos en que se desea que las poblaciones naturales
a menudo crecen lentamente o a concentraciones bajas de nutriente, los Quimiostatos han
sido especialmente utiles como modelos de laboratorio de ecosistemas microbianos

naturales. [9]
Las aplicaciones del Quimiostato se pueden resumir en los siguientes puntos:

1) Produccién de biomasa: La produccion de biomasa es la base de la produccion
de proteina microbiana.

2) Transformaciéon de sustratos: fermentacion de metabolitos secundarios e
intermediarios.

3) Produccion de enzimas: La actividad enzimatica de los microorganismos dependen
grandemente del crecimiento y del tipo de sustrato limitante. Para controla
completamente estas condiciones se hace necesario el empleo del Quimiostato.

4) Produccion de vacunas: El Quimiostato puede usarse para elucidar los efectos del
medio sobre la produccion de antigenos, y por consiguiente sobre la calidad de las
vacunas.

5) Cultivo de células de tejidos: Tanto células animales, como vegetales, pueden ser
cultivadas en el Quimiostato.

6) Produccion de cerveza y vino: El uso del Quimiostato con recirculacion es ventajoso
para la fabricacion continua de cerveza y vino, ya que asi se aumenta la produccion.

7) Fermentaciones de la leche: Cultivos de Quimiostato pueden ser usados para la
produccion de "iniciadores" para la fabricacion de quesos y leches fermentadas, tal
como el yogurt.

8) Purificacion de efluentes: El Quimiostato con recirculacion puede utilizarse en el
estudio de la microbiologia de la purificacion de efluentes y de la dindmica de los
procesos que tienen lugar.

9) Ecologia y contaminacion: En muchos ambientes naturales (rios, lagos, mares,
suelo) el crecimiento de los microorganismos esta limitado por el suministro de
nutrientes. La simulacion de estos ambientes para efectuar estudios ecoldgicos se
puede realizar en el Quimiostato.

El Quimiostato es ventajoso para estudiar los procesos que tienen lugar durante la

fermentaciéon ruminal.
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2.3. CRECIMIENTO DE MICROORGANISMOS

2.31. Curva de crecimiento de un organismo
Esta curva se plante6 para representar el comportamiento del crecimiento de
microorganismos a través del tiempo. Con base en ella, se determina cuando se produce

la mayor cantidad de biomasa o de metabolitos (primarios o secundarios).
La siguiente figura muestra las diferentes fases de crecimiento de un microorganismo. [5]

Figura N° 2-4: Curva que describe el crecimiento de un microorganismo

d Bacteriana

6
Tiempo

e i - e - - i s M - Sl -

Densi

Fuente: Scragg A. Biotecnologia para Ingenieros

Fases de crecimiento:
» 1-Lag (latencia) » 4-Desaceleracion  » 5-Estacionaria

» 2-Aceleracién » 3-Exponencial » 6-Decadencia

Fase de latencia: Esta fase se sitia inmediatamente después de la inoculacién del

microorganismo o cepa en el medio. Durante esta primera etapa, el microorganismo se

adapta a su nuevo medio, se reorganiza y sintetiza nuevas enzimas.

Este tiempo de adaptacién puede variar en funcién del estado fisioldégico del
microorganismo y de factores fisico-quimicos tales como la temperatura, el pH, el oxigeno.
De igual manera los nutrientes y los substratos presentes en el medio pueden inducir la
represion de actividades metabdlicas. Es posible reducir y aun de suprimir la fase de
latencia por la inoculacion de una poblacién "pre-adaptada” habiendo sido objeto de un pre-

cultivo en las mismas condiciones de crecimiento.
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Fase de aceleracion: La fase de aceleracion comienza desde la adaptacién efectiva de las

células a sus nuevas condiciones de cultivo. Durante este periodo, el valor de p aumenta

hasta alcanzar su valor maximo (U max)-

Fase de crecimiento exponencial: Esta fase se caracteriza por una multiplicacion

exponencial de la poblacién microbiana. Las células se encuentran en un estado fisioldgico

6ptimo y la tasa de crecimiento 1 se mantiene en su valor maximo (4 max).

dx
a = Uy

Fase de desaceleracidén: Durante la fase de desaceleracion, el valor de u disminuye hasta

hacerse nulo. Esta reduccién de la velocidad de crecimiento puede deberse a un
agotamiento de ciertos elementos nutritivos del medio o provocada por la acumulacién en

el curso del cultivo de productos metabdlicos toxicos para el microorganismo.

Fase estacionaria: Durante toda la fase estacionaria, la concentracién de biomasa

permanece constante (x = cte). La velocidad especifica de crecimiento es por lo tanto nula

(1 = 0). Este estado global del cultivo puede ser explicado por una interrupcién de la
duplicacion celular o por un equilibrio entre la velocidad de crecimiento (';— ) y la velocidad

de mortalidad.
Fase de decadencia: La decadencia corresponde a una disminucién de la poblacion

microbiana, se trata de la ultima etapa del proceso. Esta pérdida de biomasa es causada
por una carencia energética (agotamiento de las reservas) o por una intoxicacion por

productos metabdlicos.
2.3.2. Ecuacion de MONOD

Monod fue el primero en investigar el efecto de la concentracion, encontrando que el ciclo
de crecimiento procedia cuando se inoculaba medio nuevo con glucosa como unica fuente
de carbono y energia, con todos los otros nutrientes en exceso, g es constante durante la
fase exponencial, luego tiende a cero en la fase de desaceleracion, donde la concentracion

del sustrato se reduce. [6]

La relacion entre la velocidad especifica del crecimiento [, y la concentracién de sustrato

S es una hipérbola. Monod propuso una expresion para describir esta curva:

S

= Hmn K5+S
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Donde:

u = velocidad especifica de crecimiento, [h ']
S = concentracion de sustrato limitante, [g/1]
U, = velocidad especifica de crecimiento maximo

K. = constante de saturacion o constante de Monod, [g/I]
Figura N° 2-5: Efecto de la concentracién sustrato sobre la velocidad de crecimiento

Hmax

p (1/hr)

Hmax
2

Ks S (mg/l)

Fuente: Koga S. and Humphrey, A. E., Biotecbnol. Bioeng

Durante la fase de crecimiento exponencial S > Ks y en consecuenciap = u,, ,€s decir,
en el cultivo intermitente la poblacion crece a la maxima velocidad posible. Ks representa
la afinidad de los organismos por el sustrato. En general los valores de Ks son

extremadamente bajas y dificiles de determinar usando las técnicas de cultivo por lote.
2.3.3. Parametros que afectan la velocidad de crecimiento

Efecto de la temperatura

La temperatura es un factor relevante en los procesos de produccion de biomasa, debido a
que desde el punto de vista microbiolégico los microorganismos presentan temperaturas
Optimas para su crecimiento donde se obtiene el mayor rendimiento. Esta temperatura suele
encontrarse muy cerca de la temperatura maxima soportada y varia segun la clase de

microorganismo. [8]

Como en todas las reacciones quimicas, el crecimiento microbiano es afectado por la

temperatura, el crecimiento se describe por:

dX_ X X
a - HATY
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Donde:

u = velocidad especifica de crecimiento, [h ']

a = velocidad especifica de muerte, [h ']

El crecimiento observado es un balance entre el crecimiento y la mortalidad, sin embargo

las condiciones son tales que u >> qa, el valor de a normalmente es insignificante.

Los microorganismos estan divididos en tres clases segun la temperatura éptima para su

crecimiento, son los psicrdfilos (< 20°C), mesofilos (20 — 37°C) y termdfilos  (>38cC).

La produccion de biomasa decae a temperaturas extremas, por desnaturalizacion termal de
las proteinas a temperaturas altas y por alteraciones en los mecanismos de transporte de

la célula, como el transporte de substratos a temperaturas bajas.

Efecto del pH

El pH es una variable significativa en la produccion de biomasa, cada microorganismo
presenta un rango de pH donde su crecimiento es posible e incluso algunos presentan un
pH 6ptimo, puesto que cambios en el pH son causantes de la desnaturalizacion de enzimas

y de problemas en el intercambio de iones en la membrana celular. [9]

Tiene ademas influencia en la inhibicion por pH debido al efecto que esta variable tiene
sobre los centros activos de las enzimas, en la variacion en las proporciones de los
constituyentes del producto final de una fermentacién, en el conjunto de las floculaciones
coloidales y en las caracteristicas organolépticas del medio de cultivo. El pH varia durante
el crecimiento a causa de las reacciones metabdlicas que se llevan a cabo, consumiendo o

produciendo sustancias acidas o basicas que acidifican o basidifican el medio.
Efecto de la aireacion y agitacion

La actividad celular, la secrecion de enzimas y la velocidad de fermentacion al inicio del
proceso, dependen estrechamente de las condiciones de aireacion, por lo tanto, es
conveniente airear el medio hasta el maximo. Aunque este proceso se dificulta por la poca
solubilidad del gas en el medio de cultivo (liquido), este inconveniente puede superarse en

parte si se logra una agitacion adecuada dentro del fermentador. [9]

Generalmente la aireacion del medio se realiza mediante el suministro de oxigeno (gas), el

cual constituye un factor determinante para lograr un alto rendimiento en el crecimiento de
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los microorganismos aerébicos, debido a que cuando el suplemento de aire se reduce, el

microorganismo, deja o suprime casi completamente su multiplicacion.

2.3.4. Fermentacion lactica
La fermentacién es una reaccién quimica llevada a cabo por microorganismos (bacterias),
y fue el cientifico Louis Pasteur quien asocié este proceso de degradacion en algunos

alimentos como parte de la accion bacteriana.

La fermentacion lactica es un proceso metabdlico que realizan ciertas bacterias y hongos
esto ocurre gracias a que los microorganismos toman la glucosa presente en algunos

alimentos y la transforman en acidos y diéxido de carbono.
Bioquimica de la fermentacion

La composicion quimica del yogurt cambia segun el tipo de leche y segun la adicion de
sustancias aromatizantes o de fruta. Los ingredientes y el modo de elaboracion determinan

los tipos de yogurt: liquidos, cremosos, desnatados, con frutas, etcétera.

1, CHyH CR.OH e

e +HEC| e . T = a
| 0 E‘ palactosidasa | ' |

lactosa palactos: glucosa

De la lactosa se obtiene la galactosa y glucosa, este ultimo es el substrato inicial para la
fermentacion. La glucosa forma el piruvato que posteriormente puede ser transformado en
acido lactico por la enzima deshidrogenasa lactica y en acetaldehido por una serie de

enzimas entre las cuales se encuentra la piruvato decarboxilasa.
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2.3.5. Cultivos de yogurt
Son varias las especies de microorganismos que se pueden encontrar en el yogurt, las mas

importantes son:

» Lactobacillus bulgaricus.

Pertenecen al género de bacterias Gram positivas anaerobias Aero tolerantes, la mayoria
de estas bacterias convierten la lactosa y los monosacaridos en acido lactico provocando

la fermentacion lactica.

Los lactobacillus bulgaricus crecen bien en medios ligeramente acidos, con pH inicial de 6,4
— 4,5y con un optimo desarrollo entre 5,5 y 6,2. Su crecimiento cesa cuando el pH alcanza
valores menores a 4 y disminuye notablemente en medios neutros o ligeramente alcalinos.
Estas bacterias son capaces de disminuir el pH del sustrato a causa del acido lactico
producido. [10]

Asi también fermentan la leche para producir acetaldehido provocando una bajada del pH
que coagula la leche mediante la desnaturalizacion de sus proteinas y creando asi el aroma
caracteristico de yogurt, estas bacterias crecen mejor en ambientes acidos y son utilizadas

para producir diferentes tipos de yogurt.

Figura N°2-6: Formacion del acido lactico

Lactosa
l Bacteria acido lactica— Sabor
Acido Lactico »
Leche l Exapolisacaridos
R
'.:-\.I E o l:':-'l H

= Viscosidad

Descenso de pH hasta el
e punto isoeléctrico

Red de Caseinas

Caseina

Fuente: Thomas — Microbiologia
» Streptococcus thermofilus

Son capaces de fermentar la lactosa, sacarosa, glucosa y fructuosa, durante el periodo de

incubacién, los cultivos se multiplican y producen acido lactico y otros compuestos. Es un
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hecho bien conocido que Streptococcus thermophilus no tolera la acidez, por lo que resulta

poco probable que esta especie resista el paso a través del estdmago. [10]

Streptococcus thermophilus, es una bacteria homo fermentativa termo resistente produce
acido lactico como principal producto de la fermentacion, se desarrolla a 37-40° pero puede

resistir 50° e incluso 65° media hora. Tiene menor poder de acidificacion que el lactobacilus.

2.3.6. Curva de crecimiento bacteriano [11]

Para la produccion de yogurt se utiliza comunmente un cultivo mixto, compuesta por
Streptoccus salivarius subs. Thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subs. Bulgaricus,
puesto que estas dos bacterias trabajan en simbiosis, complementando sus factores de

crecimiento y deteniendo el proceso de fermentacion cuando el pH limita su desarrollo.

La produccion del yogurt es un proceso metabiotico, cuando la leche pasteurizada es
inoculada con los dos tipos de microorganismos y se incuba a 43°C Streptococcus se
encuentra en condiciones 6ptimas, de manera que la fase de latencia es nula y pasa a la
fase de crecimiento exponencial. Sin embargo Lactobacillus no crece bien bajo estas
condiciones, prefiere un pH mas acido para crecer y su fase de latencia es mas larga. En
el transcurso de unos 30 minutos después de la inoculacién se ha alcanzado un pH en la
leche de 6. Bajo estas condiciones Streptococcus llega a la fase estacionaria, llegando
incluso al declive, pero deja un pH aproximadamente de 6. Como Lactobacillus tiene un pH
optimo de crecimiento de 5.5 se dispara la fase exponencial de crecimiento de éste y la
produccion de acido lactico es maxima, alcanzando un pH de 45. A este
pH Lactobacillus llega a la fase estacionaria (sin crecimiento neto) y la caseina de la leche

ha precipitado por completo.

Figura N°2-7: Curva de crecimiento bacteriano

Lactobacilius

Streptococcus

HN —

Fuente: Mendo R. Manuel - Medios de cultivo en microbiologia
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2.3.7. Post acidez

El fendmeno de la acidificacion es un proceso bioquimico caracterizado por su complejidad
e incluye diversas reacciones en las cuales el cultivo de fermentacion produce acido lactico

y compuestos aromaticos y volatiles que dan al yogurt sus caracteristicas particulares.

La acidez y bajo pH resultante de la fermentacion del acido lactico también inducen cambios
estructurales significativos que son responsables de la textura del yogurt y sus
caracteristicas reoldgicas unicas. Mientras que S. thermophilus tolera hasta 0,8% de acido
lactico y L. bulgaricus hasta 1,7%, el contenido de acido en un yogurt de acidez moderada

por lo general oscila entre 0,85% - 0.95%, y en uno mas acido entre 0,95% - 1,20%.

Estos niveles se encuentran muy por debajo del rango de tolerancia de L. bulgaricus,
principal cepa involucrada en la post-acidificacion, por lo cual una vez alcanzada la acidez
deseada es necesario paralizar el proceso mediante enfriamiento, a fin de reducir la
actividad metabdlica de los microorganismos y retener las propiedades reoldgicas del

producto.

Sin embargo, como ingredientes bioactivos, L. bulgaricus y S. thermophilus pueden seguir
produciendo acido lactico incluso después del enfriamiento del producto, cuando eso
sucede se produce lo que se denomina post-acidificacion. Un yogurt evidencia post-
acidificacion cuando, tras haber llegado a un pH de corte de 4.6, las bacterias lacticas
continban replicandose, metabolizando y produciendo una lenta pero progresiva
acidificacion. Esto lleva a que el pH caiga a valores menores a 4.0 provocando alteraciones

en el sabor (demasiado acido) y reduccion en la vida util del producto.

2.4. DISPOSITIVOS ELECTRONICOS
2.4.1. Placa de Arduino UNO

Arduino es una plataforma de hardware libre, basada en una placa con micro-controladores
y un entorno de desarrollo (software), disefiada para facilitar el uso de la electrénica en
proyectos multidisciplinares, siendo asi una plataforma abierta que facilita la programacion

de un controlador.

La placa ARDUINO UNO cuenta con un circuito de soporte que incluye reguladores de
tensién, un puerto USB conectado a un modulo adaptador USB-Serie que permite
programar el microcontrolador desde cualquier PC. Un arduino dispone de 14 pines que
pueden configurarse como entrada o salida y a los que puede conectarse cualquier

dispositivo que sea capaz de transmitir o recibir senales digitalesde 0y 5 V.
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Mediante las entradas analdgicas podemos obtener datos de sensores en forma de
variaciones continuas de un voltaje. Las salidas analégicas suelen utilizarse para enviar

sefiales de control en forma PWM (modulacién por ancho de pulsos). [12]

A continuacion se presentan las siguientes caracteristicas técnicas de la Placa:

Tabla N°2-1: Caracteristicas de la Placa de Arduino UNO

PARAMETROS CONDICIONES TECNICAS
Microcontrolador: Atmega 38
Voltaje de operacion: 5V
Voltaje de entrada 7_12V
(recomendado)
Voltaje de entrada (limite ) 6-20V

Pines para entrada — salida
digital:

14 (6 pueden usarse como
salda de PWM )

Pines de entrada analdgica: 6
Corriente continua por pin |0O: 40 mA
Corriente continua en el pin 3.3 V: | 50 mA

Momeria Flash:

32 KB (0,5 KB ocupados por
el bootloader)

SRAM: 2 KB
EEPROM: 1 KB
Frecuencia 16 Hz
PLACA DE ARDUINO UNO
GHNO
: . Pines Digitabas Salida sarial TX
Pin de referencia analogico Enfrada sartal R
L Balan reset
Progranedor sene
Fusmiade coliREm R MUCToConired o
Alimeniacion
e i

Pines analogicos

2.4.2. Sensores [13]

Un sensor es un dispositivo capaz de detectar magnitudes fisicas o quimicas, llamadas

variables de instrumentacion y transformarlas en variables eléctricas.
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Las variables de instrumentacion pueden ser: temperatura, presion, fuerza, humedad, pH,
entre otros, mientras que una magnitud eléctrica puede ser: una resistencia eléctrica (como
una RTD), una capacidad eléctrica (como un sensor de humedad o un sensor capacitivo),

una tension eléctrica (como un termopar), una corriente eléctrica (como en un fototransitor)

Estos sensores permiten medir las variables ambientales del entorno para poder tomar

decisiones en funcién de los cambios en el entorno.

24.21. Sensor de Temperatura DS18B20

El sensor presenta una buena precision hasta los 125°C, y el cable presenta una cubierta
plastica de PVC que evita la corrosion, aunque se recomienda no exceder los 100°C para
que el cable no sufra deterioro, el sensor esta encapsulado en un tubo de acero de alta

calidad a prueba de agua y corrosion.

Dado que es un sensor digital, la sefal leida no se degrada debido a la distancia del
cableado. Puede funcionar en modo 1-Wire con una precisién de +0,5°C con una resolucién
de 12 bits. También pueden utilizarse varios sensores sobre el mismo pin ya que

internamente viene programado con un ID Unico de 64 bits para diferenciarlos. [14]

A continuacién se muestra las caracteristicas mas relevantes de este sensor.

Tabla N° 2-2: Caracteristicas del sensor de temperatura DS18B20

A CONDICIONES SENSOR DE
PARAMETROS TECNICAS TEMPERATURA DS18B20
Voltaje de alimentacion: | 3 VDC - 5.5 VDC
Senal de salida: Digital
Rango de medida: -55°C -125°C
Precision: +0,5°C (de -10°C a +85°C)
Resolucioén: 0.5°C
Rango de temperatura: -55°C a +125°C.
Tiempo de captura: <750 ms
Resolucion: De 9 a 12 bits
Didmetro del cable: 4 mm .
Longitud del cable: 91 cm -

24.2.2. Sensor de FLUJO YF-S201

El sensor de Flujo YF-S201 sirve para medir el flujo del agua, esta constituido por una
carcasa de plastico, un rotor de agua y un sensor de efecto Hall. El funcionamiento de este
sensor es muy simple, es decir, en el rotor tiene un pequefio iman adherido para poder
registrar una vuelta cada vez que pasa por el sensor magnético de efecto Hall que hay en

el otro lado del tubo, generandose pulsos de salida a una velocidad proporcional a la del
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flujo. En la parte posterior del sensor hay una flecha para indicar la direccion del flujo. Cada

pulso en la salida del sensor equivale aproximadamente a 2,25 mililitros. [12]

A continuacién se muestran las caracteristicas mas relevantes de este sensor.

Tabla N° 2-3: Caracteristicas del sensor de flujo YF-S201

SENSOR DE FLUJO
YF-S201

PARAMETROS CONDICIONES TECNICAS

Voltaje de funcionamiento: |5V 018V

Corriente de operacion: 15 mA (5V)

Frecuencia del caudal: f (Hz) =7,5* Q (L/min)
Pulsos por litro: 450

Rango del Caudal: 1 L/hr 030 L/hr
Presién maxima del agua: 2,0 MPa

Humedad de

almacenamiento: 25 %C 1095 % RH

Temperatura de operacion: | -25 °C 180 °C

Durabilidad: 300.000 ciclos minimo
0.78 " de diametro exterior
y 1/2 " de la rosca

Conexiones:

2.4.2.3. Sensor NIVEL Ultra-Sénico HC-SR04

Este sensor tiene el mismo funcionamiento que un radar ya que envia pulsos a alta
frecuencia en este caso ultrasénicos. Estd compuesto por dos piezoeléctricos: un
transmisor y receptor ambos en forma de cilindro, el transmisor se encarga de emitir la sefal
ultrasénica para luego ser rebotada a través de un objeto llegando al cilindro receptor.
Debido a que la senal tardara un tiempo en regresar desde que se emite, es obvio pensar
que la velocidad con la cual llegara al receptor esta intimamente relacionada con la distancia

de transmisién y rebote. [12]

A continuacién se muestra las especificaciones técnicas mas relevantes de este sensor:

Tabla N° 2-4: Caracteristicas del Sensor NIVEL ultra-sénico HC-SR04

A CONDICIONES SENSOR NIVEL ULTRA-
Hali LU0 TECNICAS SONICO HC-SR04
Voltaje de Operacion: 5V DC
Corriente de reposo: < 2mA
Corriente de trabajo: 15mA
Rango de medicioén: 2cm a 450cm
Precision: +- 3mm
Angulo de apertura: 15°
Frecuencia de ultrasonido: 40KHz
Duraciéon minima del pulso 10 us
de disparo TRIG (nivel TTL):
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CONDICIONES
TECNICAS

SENSOR NIVEL ULTRA-

PARAMETROS SONICO HC-SR04

Duracion del pulso ECO de

salida (nivel TTL): 100-25000 pS

45mm x 207¢,8mm X
15mm

Tiempo minimo de espera entre una medida y el
inicio de otra 20ms (recomendable 50ms)

Dimensiones:

24.24. Sensor pH-METRO

El pH es una medida de acidez o alcalinidad de una disolucién. El pH indica la concentracion
de iones hidronio [H30+] presentes en determinadas sustancias. Este kit permite medir de
forma sencilla el pH de un liquido gracias a su placa controladora que ofrece un valor
analdgico proporcional a la medicién. El controlador tiene un potenciometro multivuelta que
permite la correcta calibraciéon de la sonda. Se debe limpiar bien la sonda en cada cambio

de medicién para no alterar su precision. [14]
A continuacion se muestra las caracteristicas mas relevantes de este sensor.

Tabla N° 2-5: Caracteristicas del Sensor de pH-METRO

A CONDICIONES
PARAMETROS TECNICAS SENSOR pH-METRO
Alimentacién: 5.00V
Consumo: 5-10mA
Rango de medicién: 0-14 pH
Temperatura de medicion: 0-80 °C

Precision: 1 0.1pH (25 °C)
Tiempo de respuesta < 5s
Sonda de pH con conector BNC

Controlador pH 2.0 (3 pines)

2.4.2.5. Turbidimetro

El sensor de turbidez detecta la calidad del agua al medir el nivel de turbidez. Es capaz de
detectar particulas suspendidas en el agua midiendo la transmitancia de la luz y la velocidad
de dispersién que cambia con la cantidad de sélidos suspendidos totales (SST) en el agua.
A medida que aumenta el SST, aumenta el nivel de turbidez del liquido. Este sensor tiene
ambos modos de salida de sefal analdgica y digital. Puede seleccionar el modo segun la

MCU, ya que el umbral se puede ajustar en el modo de senal digital. [13]

A continuacion se muestra las caracteristicas mas relevantes de este sensor.
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Tabla N° 2-6: Caracteristicas del Sensor turbidimetro

A CONDICIONES SENSOR
HA LSk TECNICAS TURBIDIMETRO
Voltaje de funcionamiento: 5V DC
Corriente de funcionamiento: 40mA (MAX)
Tiempo de respuesta: 500ms
Resistencia de aislamiento: 100M (Min)
Método de salida: Analdgico
Salida analdgica: 0-4.5V
Salida digital: sefnal de nivel alto / bajo
Temperatura de funcionamiento: | -30 ~ 80
Temperatura de almacenamiento: | -10 ~ 80
Peso: 30g
Dimensiones del adaptador: 38 mm * 28 mm * 10 mm

2.4.3. Actuadores [12]

Un actuador es un dispositivo capaz de transformar energia hidraulica, neumatica o
eléctrica en la activacion de un proceso con la finalidad de generar un efecto sobre elemento
externo. Este recibe la orden de un regulador, controlador o en nuestro caso un Arduino y

en funcién a ella genera la orden para activar un elemento final de control.

24.3.1. Mobdulo RELAY

El manejo de un médulo Releé o Relay nos permite controlar el encendido y apagado de
cualquier aparato que se conecte a una fuente de alimentacion eléctrica externa. El relee
hace de interruptor y se activa y desactiva mediante una entra de datos, gracias a esto

podemos controlar el encendido de cualquier aparato. [13]
Tabla N° 2-7: Caracteristicas del Médulo RELAY

CONDICIONES
TECNICAS

Voltaje de Operacion: 5V DC

Senal de Control: TTL (3.3V 0o 5V)

N° de Relays (canales) 2CH

Modelo Relay SRD-05VDC-SL-C

Capacidad maxima 10A/250VAC, 10A/30VDC

Corriente maxima 10A (NO), 5A (NC)

Tiempo de accién 10 ms/5ms

Para activar salida NO 0 Voltios

Entradas Optoacopladas | Entradas Optoacopladas

Indicadores LED de Indicadores LED de

activacion activacion

PARAMETROS

MODULO RELAY
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2.,5. Lactémetro

Un lactometro es una herramienta muy importante en el control de leche que nos permite
ver el porcentaje de sdlidos no grasos en la leche, es muy diferente al lactodensimetro que
es un instrumento de medida muy simple que es utilizado en la comprobacion de la
densidad de la leche. [14]

La densidad de la leche varia de manera considerable con el contenido graso y de sdlidos
que estan presentes en la emulsion y suele estar oscilando entre un peso especifico de
1,028 a 1,034.

Tabla N° 2-8: Caracteristicas del Lactometro

. CONDICIONES P
PARAMETROS TECNICAS LACTOMETRO
Rango de medicion: 0-90% Brix
Division de la subasta: 0.5% Brix
Temperatura de referencia: 20 Centigrados
Calibracion manual con conductor mini-tornillo incluido
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CAPIiTULO 3
CONSTRUCCION Y FUNCIONAMIENTO DEL PROTOTIPO

La construccion del prototipo sera realizado con material plastico y no acero inoxidable con
la finalidad de no incurrir en altos costos del proyecto de modo que el proyecto sea

alcanzable por diferentes personas que deseen incursionar en la construccion de prototipos.

3.1. DISENO DEL QUIMIOSTATO

Figura 3-1: Plano isométrico del Quimiostato disefiado para la construcciéon

Vista superior Vista lateral

Vista frontal Vista isométrico

Fuente: Elaboracién propia, 2019
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3.2.

3.2.1. Materiales y equipos de trabajo

CONSTRUCCION DEL QUIMIOSTATO

Para la construccién y operatividad del quimiostato se utilizaron los siguientes materiales:

Tabla N°3-1: Lista de materiales para la construccion del quimiostato

o CANTIDAD o CANTIDAD
N ITEM (unidad) N ITEM (unidad)
1 Balde de 20 L 2 13 |Unidn universal (niple) 7z plg 1
2 Balde de 15 L 1 14 Valvula globo "z plg 1
3 Botellade 7 L 1 15 | Unidn simple externa 'z plg 6
Recipiente con tapa
4 | igual al diametro de 1 16 | Unidn simple interna %2 plg 1
la botella
Barras de plastico Unién simple interna % plg
5 2 17 . 1
2x35 cm con rosca de sujecion
Resistencia de ) 1
6 hornilla de 10 K 1 18 | Tuberia de V2 plg 20 cm 1
7 | Tubode plastico 1 19 Teflon ¥ plg 2
con su eje Y4 plg
Abrazadera de Goma de Dint %z plg (para
8 1 20 , 2
plg tuberia)
Placas de plastico Goma de Dext ¥z plg (para
9 2 21 2
de 8x8 cm perno)
10 Placas de plastico 1 22 Perno de 5/8 x 1.5 plg 1
de 35x35 cm galvanizado
Placa de madera de
1 35x35 om 2 23 Perno de 5/8 x 1.0 plg 24
AT
12 Codo de % plg 3 24 Barra angular metalica % 1
plgx6m
Fuente: Elaboracion propia, 2019
Tabla N°3-2. Lista de instrumentos electrénicos del Quimiostato
o CANTIDAD N° CANTIDAD
N ITEM (unidad) ITEM (unidad)
1 | Placa Arduino UNO 1 5 Moto reductor de 12 V 1
Sensor de
2 Temperatura 1 6 Sensor pH-metro 1
DS18B20
Sensor de flujo -
3 YE-S201 1 7 Sensor Turbidimetro 1
4 | Sensor nivel Ultra- 1 8 | Actuador Médulo Relay 1

Soénico HC-SR04
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Tabla N°3-3. Herramienta de medicion

o CANTIDAD
N ITEM (unidad)
1 Lactdmetro 1

Fuente: Elaboracion propia, 2019

3.2.2. Consideraciones para el disefio del Reactor

Los liquidos son agitados con mayor frecuencia en tanques o recipientes, generalmente de
forma cilindrica y provista de un eje vertical soportado en la parte superior. El eje esta
accionado por un motor, a veces directamente conectado al eje, pero mas frecuentemente

acoplado al eje a través de una caja reductora de velocidad.

Para Disefiar un tanque agitado existen varias elecciones sobre los tipos y localizacién del
agitador, las proporciones del tanque, el numero y dimension de las placas deflectoras etc.

Como punto de partida se utilizé las siguientes proporciones:

Imagen N°3-1: Caracteristicas de un reactor

T

. D, 1 H_ I
b f D,~ 3 D, D,
j E TS| L _
e — S E“=1 Hﬁ=§ D_ﬂ_
D—L\‘Zﬁ—r
k—o,—
¥ v |/

- B, -l

Fuente: Operaciones Unitarias en Ingenieria Quimica - Warren L. McCabe - J. C. Smith - P. Harriot

Para determinar la potencia del motor consideramos los siguientes datos:

Da=0,08 m n=180rpm=3r/s | u=19,30 Pa-s d=1.042kg/m3 | G=9,81 m/s?

0 _Llﬂ‘xrzxd_ 0,08¢ x 3 x 1.042
B T - 19,30

H =1,150
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Grafica N°3-1: Relacion entre el Nimero de Reynolds y Nimero de Potencia
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Fuente: Operaciones Unitarias en Ingenieria Quimica - Warren L. McCabe - J. C. Smith - P. Harriot

Considerando la gréfica anterior, el Np es: 60

. _° xnfxdx Np 0,087 x 3% X 1.042 X 60
B G 9 9.81

F=0.564W

El agitador de rodete que se disefiara sera del tipo de palas verticales para obtener flujo
radial.

3.2.3. Instalaciéon del tanque de fermentacién

Paso 1. Cortar la botella de forma transversal coincidiendo con la altura del balde.
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Fuente: Registro propio, 2019

Paso 2. Perforar por el centro de la base de ambos recipientes y empernarlos juntos con

un perno inoxidable, colocar gomas entre el perno y las bases para lograr hermeticidad.

Fuente: Registro propio, 2019

Paso 3. Perforar el costado de los recipientes, un didmetro de %2 plg para que ingrese el

accesorio unién simple externa con rosca de sujecion, colocar gomas entre el accesorio y

las bases para garantizar la hermeticidad.

Fuente: Registro propio, 2019
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Paso 4. Acoplar el tubo de Y2 plg al accesorio de unién simple, posteriormente llenar un
volumen de 5.0 L, al nivel que llegue se procede a cortar transversalmente el tubo, fijando

de esta manera el volumen de operacion.

Fuente: Registro propio, 2019

Paso 5. El recipiente con la tapa igual al diametro de la botella, es cortado rescatando el

soporte de la tapa, mediante el uso de silicona se debe colar a la botella cortada.

Fuente: Registro propio, 2019
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Paso 6. Cortar en dos partes el balde de 15 L como se muestra en la figura, estas son

sujetadas con las barras de madera, a una altura igual a la del balde de 20L.

Fuente: Registro propio, 2019

Paso 7. Colocar las resistencias metalicas de 10 Kohm en la parte inferior de esta

estructura, sujetadas con pernos en los extremos para la conexion eléctrica.

Fuente: Registro propio, 2019

Paso 8. Cortar una circunferencia con diametro igual al de la botella en una placa plastica

de 35x35cm, posteriormente empernarlo a los baldes de 20 y 15L.
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Fuente: Registro propio, 2019

Paso 9. Disefo final del tanque de fermentacion.

Fuente: Registro propio, 2019
3.2.4. Instalacion del agitador

Paso 1. Perforar la nueva tapa para que ingrese el eje del tubo de plastico y colarlo con

silicona buscando un angulo de 90°.
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Fuente: Registro propio, 2019

Paso 2. Medir la distancia del tubo que ingresa al tanque de fermentacién y la distancia a
la que sera sujetada por el motor. Cortar los laterales del tubo que ingresa al fermentador

para entrelazarse con las placas de plastico de 8x8 cm.

Fuente: Registro propio, 2019

Paso 3. Colocar un soporte de plastico para el motor-reductor, perforar en tres lugares

colineales céntricos para el ingreso del eje y los tornillos de sujecion del motor-reductor.
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Fuente: Registro propio, 2019

Paso 4. Sujetar el eje del agitador con el eje del motor usando abrazadera de 3/8 plg.

Fuente: Registro propio, 2019

Paso 5. Disefo final del agitador

iy

Fuente: Registro propio, 2019
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3.2.5. Instalacion del tanque de alimentacion

Paso 1. Perforar el balde de 20L para que ingrese el accesorio union simple externo y

colarlo con silicona.

Fuente: Registro propio, 2019

Paso 2. Armar los accesorios como se muestra en las figura.

Fuente: Registro propio, 2019

Paso 3. Perforar la tapa del fermentador para acoplar el accesorio unién simple externo.
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Paso 4. Disefo final del tanque de alimentacion

A

Fuente: Registro propio, 2019

3.2.6. Estructura de soporte

Paso 1. Construir con la barra angular de % plg la estructura que soporte todo el sistema,

soldar y amolar las esquinas, considerar las acotaciones realizadas en los planos.

355

30

Fuente: Registro propio, 2019
Paso 2. Las placas de madera deben ser colocadas en la parte superior y en la parte inferior

con una perforacion para el tubo de descarga del tanque de fermentacion.
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4
£ T

Fuente: Registro propio, 2019
3.2.7. Instalacion de los micro-controladores
El sistema consiste en la instalacion de diferentes dispositivos electronicos como ser:

- Placa de ARDUINO UNO.

- Sensor de temperatura DS18B20, sensor de FLUJO YF-S201, sensor NIVEL Ultra-
Soénico HC-SR04, sensor turbidimetro y sensor pH.

- Actuadores médulo RELAY.

ol g2 pressman o
(R T EAY

AnkcEreram
W |

Nota: Para el pH-metro y turbidimetro se conecta un switch para apagar cuando no se registre
lecturas y se enciende manualmente cuando se registre la lectura del sensor.
En funcién de su manual Data Sheet (hoja técnica) se realizé6 las conexiones para su

funcionamiento y su programacion.
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3.2. MICRO-CONTROLADORES
3.3.1. Caracteristicas técnicas de un sensor

Un sensor es un dispositivo capaz de detectar magnitudes fisicas o quimicas, llamadas
variables de instrumentacion, y transformarlas en variables eléctricas. Las variables de
instrumentacion pueden ser por ejemplo: temperatura, intensidad luminica, distancia,
aceleracion, inclinacioén, desplazamiento, presion, fuerza, torsion, humedad, movimiento,
pH, etc. Una magnitud eléctrica puede ser una resistencia eléctrica (como en una RTD),
una capacidad eléctrica (como en un sensor de humedad o un sensor capacitivo), una
tension eléctrica (como en un termopar), una corriente eléctrica (como en un fototransistor),

etc.

Los sensores se pueden clasificar en funcion de los datos de salida en: digitales y

analégicos, sus caracteristicas son:
« Rango de medida: dominio en la magnitud medida en el que puede aplicarse el sensor.
» Precision: es el error de medida maximo esperado.

« Offset o desviacion de cero: valor de la variable de salida cuando la variable de entrada
es nula. Si el rango de medida no llega a valores nulos de la variable de entrada,

habitualmente se establece otro punto de referencia para definir el offset. (down)
« Linealidad o correlacion lineal.

» Sensibilidad de un sensor: suponiendo que es de entrada a salida y la variacion de la

magnitud de entrada.

* Resolucion: minima variacién de la magnitud de entrada que puede detectarse a la

salida.

» Rapidez de respuesta: puede ser un tiempo fijo o depender de cuanto varie la magnitud
a medir. Depende de la capacidad del sistema para seguir las variaciones de la

magnitud de entrada.

Un sensor es un tipo de transductor que transforma la magnitud que se quiere medir o
controlar, en otra, que facilita su medida. Pueden ser de indicacion directa (ej. un

termdmetro de mercurio) o pueden estar conectados a un indicador (posiblemente a través
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de un convertidor analégico a digital, un computador y un visualizador) de modo que los

valores detectados puedan ser leidos por un humano.

Por lo general, la sefial de salida de estos sensores no es apta para su lectura directa y a
veces tampoco para su procesado, por lo que se usa un circuito de acondicionamiento, por
ejemplo un puente de Wheatstone, amplificadores y filtros electréonicos que adaptan la sefial

a los niveles apropiados para el resto de los circuitos.

Los sensores analogicos normalmente se componen de tres pins: positivo, tierra y salida
de voltaje analdgica. Esta salida de voltaje es directamente proporcional a la variable de

medida del sensor (lineal).

Las placas Arduino disponen de varias entradas analdgicas, la mayoria de sensores

analégicos se pueden alimentar a 5V por lo que su voltaje maximo de salida sera este.

Imagen N°3-1: Conexion de sensores en la Placa Arduino

SEMNSOR
ANALOGICO

| V+ Vout GND

Fuente: https://www.arduino.cc

Para obtener la variable del sensor en el codigo Arduino, se deben seguir 3 pasos:

1. ADC del voltaje analégico procedente del sensor.
2. Obtener el voltaje del sensor

3. Obtener la variable del sensor

Paso 1 — ADC (Analog-to-Digital Converter)

Cuando entra un voltaje analégico en un pin de Arduino, este hace la conversion de
analdgico a digital (ADC). Quiere decir que convierte el voltaje de entrada 0-5V en valores
enteros comprendidos entre 0-1023, 2'° = 1024 valores (de 0 a 1023, las entradas

analdgicas de Arduino son de 10 bits)
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VOLTAJE
EMTRADA
AMNALOGGICA

a 1023
VALORES ADC

Paso 2 — Obtener el voltaje del sensor

El siguiente paso es convertir estos valores nuevamente a voltaje, para esto se tiene que
multiplicar el valor leido del pin analdgico por 5 (que son los 5V maximo que da el sensor)
y dividirlo entre 1023 (que es el valor mas grande dentro del rango de 10 bits). La formula

seria la siguiente:

W A x5
B 1023

De este modo, tenemos relacionada el voltaje de salida del sensor con los valores digitales

de Arduino.

VDLTAJE
EMTRADA
AMALOG ICA

] 1 2 3 3 5
WVALODRES ADC

Paso 3 — Obtener la variable del sensor

El ultimo paso es obtener la variable de medida del sensor. Para calcular esta, tenemos
que saber la relacién voltaje/variable del sensor, esta informacién la encontraremos en el

datasheet del sensor.
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A través de esta informacion, tenemos que encontrar la relacién de 1V ya que la escala que

usamos con Arduino es de voltio en voltio.

I I I ¢

VOATAIE

omy —»
a T 100 200 o0 300 500

TEMPERATURA o
12c

Con esto, tenemos que multiplicar el voltaje obtenido en el paso anterior por el valor de la

relacion voltaje-variable (en este caso 100) y obtendremos la variable de medida del sensor.

Variable = Voltaje * relaciéon Voltaje/Variable

Cédigo fuente — Arduino

Ahora haremos el cddigo de Arduino haciendo cada paso descrito anteriormente usando
para este ejemplo el sensor LM35, aunque este codigo puede servir también como plantilla

para conectar cualquier sensor analégico.

i t adc} /f/Variable para obtener los wvalores en el 1 paso

float voltaje; //variable para obtener el veoltaje en el 2 paso

vt varlable: //variable Tinal del sensor en &l 3 paso

at rel_veltaje_variable = 188.80; //Relacidn Veltaje/vVariable del sensor (ean el casc

vold setup()

Serial.begin(9688);
}

vold leop()
ffPaso 1, comversion ADC de la lectura del pin analdgico
gdc = analcgRead(pin_sensor);
Serial.println{adc);
//Paso 2, obtener el wvoltaje
voltaje = adc * 5 / 1823;
Serial.println{voltaje);
/fPase 3, obtaner la variable de medida del sensor
variable = voltaje * rel_voltaje_variable;

serial.println{variable);

delay(laeaa};
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Sensores con mediciones negativas

Hay sensores que pueden medir variables con valor negativo. Por ejemplo tenemos un

sensor que su grafica voltaje/variable es la siguiente:

W OHLTAFE
SaLIDA

B i Q 40 = iz 150
-
WARIABLE SENSDR

Para poder medir estos valores negativos con Arduino, hay que localizar el offset. El offset
se puede apreciar en la grafica, es el punto que la linea cruza el eje vertical (voltaje). En
nuestro sensor, el offset es 1V. El offset lo tenemos que restarlo con el voltaje en el ultimo
paso.

#define pin_sensor AS //Pin del sensor

tloat adc: f/variable para cbtener los valores en el 1 paso

float voltaje; f/variable para obtener el voltaje en el 2 paso

float variable; /f/variable final del sensor en el 3 paso

float rel voltaje_variable = 4@.88; //Relacidn Voltaje/Variable del sensor

float offset = 1.08; //Offset

void setup()

serial.begin(960a);

void loop()

i
[ffPaso 1, conversion ADC de la lectura del pin analdgico
adc = analogRead(pin_sensor};
Serial.println{adc);
J//Paso 2, obtener &l voltaje
yoltaje = adc * 5 / 1823;
serial.println{voltaje);
/fPaso 3, obtener la variable de medida del sensor
variable = {{voltaje - offset) * rel voltaje variable};
Serial.println{variable);

delay{18aa);

Se debe cambiar el valor de la relacion voltaje/variable. En este caso tenemos que 1V
equivale a 40 (variable del sensor). Esto lo podemos aplicar a cualquier sensor que su

grafica voltaje/variable mida valores negativos.
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3.3.1.1.  Calibracion del sensor de Temperatura DS18B20

Conectar el sensor como se muestra en la siguiente imagen:

Imagen N°3-1: Conexion del sensor Temperatura DS18B20 a la Placa Arduino

- e
AT

ur [Ffa—

- P ey
Timm Ll IMDI‘-F.H:-

ArEE  Arduing’

Fuente: https://www.arduino.cc

El sensor puede medir temperaturas desde los -55°C hasta los 125°C, nétese que es
necesario poner una resistencia Pull-Up de 4.7K (establece un estado HIGH), esta
resistencia establece un estado I6gico en un pin o entrada de un circuito l6gico cuando se
encuentra en estado reposo, esta configuracion evita que en estado de reposo se mida un

valor erréneo eliminando la influencia de factores externos sobre las mediciones.
Para poder trabajar el DS18B20 en Arduino se necesita dos librerias:

- Libreria OneWire, en esta libreria esta implementado todo el protocolo del bus 1-wire,
puede usarse tanto para el DS18B20 como para otros dispositivos, 1-wire es un
protocolo de comunicaciones en serie basado en un bus, un maestro y varios esclavos

de un sola linea de datos que se utilizan para el intercambio de datos.

- Libreria DallasTemperature, en esta libreria estan implementadas las funciones

necesarias para poder realizar las lecturas o configuraciones del DS18B20.

Después de instalar las librerias y realizar la conexion podemos realizar las lecturas de

temperatura.

Considerando que la Temperatura debe ser controlada para el acondicionamiento de los
microorganismos, a la programacion se afiade el funcionamiento de un médulo Relay quien

es el encargado de desconectar de forma automatica la calefaccion.
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Imagen N°3-2: Conexién del médulo Relay a la Placa Arduino

Fuente: https://www.arduino.cc

3.3.1.2. Calibracion del sensor de Nivel

Conectar el sensor como se muestra en la siguiente imagen:

Imagen N°3-3: Conexion del sensor de Nivel a la Placa Arduino

Fuente: https://www.arduino.cc

Los datos obtenidos de la calibracion son:

Grafica N°3-2: Calibracion sensor de nivel

g ¥ =-00069 77 + 1071347 - 306730+ 3.4156
5 R = 00957 .
V(L) H (mm) VOIE\'K\JE =, ./..,
E - |

1 263 1.98 % N >
2 211 2.98 = e
3 161 3.65 : =
4 118 4.01 g : 2 3 4 .
5 71 4.51 VOLTAIE

Fuente: Elaboracion propia, 2019

Oliver Mendoza Paco



ELABORACION Y VALIDACION DE MODELOS MATEMATICOS DE UN CULTIVO CONTINUO PARA LA PRODUCCION DE BIOMASA
A TRAVES DE LA CONSTRUCCION DE UN PROTOTIPO DE QUIMIOSTATO Y LA ADQUISICION DE DATOS DEL PROCESO CON EL 43
USO DE MICRO-CONTROLADORES

Ecuacion de calibracion del sensor es:

Vol = -0.0692*V3+1.0713*V2-3.0673*V+3.4156

3.3.1.3.

Calibracion del sensor de Flujo

Conectar el sensor como se muestra en la siguiente imagen:

Donde: Vol: [L]

V: [Voltios]

Imagen N°3-4: Conexién del sensor de Flujo a la Placa Arduino

To Flow Mecer

Black = Gnd
Red =Ygz

Yallow = Signal

Fuente: https://www.arduino.cc

Se conecta a un grifo de pila, se mantiene un flujo constante y en un tiempo cero se mide

el tiempo en llenar un volumen de 1L, el cociente sera el flujo del sensor, posterior a eso se

mide el voltaje a ese flujo del sensor, se repite el procedimiento para diferentes flujos.

Los datos obtenidos de la calibracion son:

Grafica N°3-3: Calibracion sensor de flujo

VOL | TIEMPO | FLUJO
w0 o i | VOLTAJE ; “
1 54 1.11 0.98 2
2 41 1.46 1.13
3 35 1.71 1.24 e
4 29 2.07 1.51 L =
5 22 273 1.82
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Ecuacion de calibracion del sensor de flujo:
Q = 1.8478*V-0.6516 Donde: Q: [L/min]  V: [Voltios]

3.3.1.4. Calibracion del sensor de Turbidez

Conectar el sensor como se muestra en la siguiente imagen:

Imagen N°3-5: Conexién del sensor de Turbidez a la Placa Arduino

Fuente: https://www.arduino.cc

Fisicamente la leche es una solucion turbia porque tiene sodlidos totales no disueltos, su
concentracion esta disponible en los envases (informacion nutricional). El yogurt sigue
siendo leche pero contiene mayor cantidad de sélidos totales, en tal sentido es mas turbia,

con este criterio se determinara la concentracion en el yogurt.

Cuadro N°3-1: Informacion Nutricional de la leche liquida

. NUTRIENTE | UNIDAD | 100ML | 140ML | 100ML |

Aporte energético ~ kcal 48.4 77.3 54.8
Proteina g 3.1 4.2 29
Grasa total g 2.0 3.92 2.8
Carbohidratos totales g 4.5 6.3 4.5
Calcio mg 110 140 115
Solidos Totales g/L 971 104.0 103.2
PROMEDIO g/L 101

Fuente: https://pilandina.com.bo/productos/
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La alta cantidad de sélidos totales, hace necesario que cada muestra sea diluida en un

volumen de 100 mL, la dilucién a aplicar se realiza por medio de la siguiente ecuacion:

V1C1=V2C2
0.5mLx101g/L = (0.5+99.5)mLxC2 C2 = 0.5¢g/L V = 4.07 Voltios
1.0mLx101g/L = (1.0+99.0)mLxC2 C2 = 1.0g/L V = 3.91 Voltios
1.5mLx101g/L = (1.5+98.5)mLxC2 C2 = 1.5¢g/L V = 3.77 Voltios
20mLx101g/L = (20+98.0)mLxC2 C2 = 2.0g/L V = 3.47 Voltios

25mLx101g/L = (25+ 97.5) mLx C2
Grafica N°3-3: Tiempo vs % Inoculo, temperatura

Gréafica de contorno de TIEMPO vs. % INOCULO, TEMPERATURA

5
TIEMPO

IS
[ 11 ]]
~ou A
[
®®y oA

% INOCULO

392 400 408 416 424 432
TEMPERATURA

Fuente: Elaboracion propia, 2019
C2 = 25¢g/L V = 3.27 Voltios
3.0mLx101g/L=(3.0+97.0)mLxC2 C2=3.0g/L V =240 Voltios

Grafica obtenida de la calibracion:

Grafica N°3-4: Concentracién vs Voltaje
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Fuente: Elaboracion propia, 2019
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Ecuacioén de calibracion del sensor de turbidez:
C = -1.1583*V?+ 5.9775*V - 4.681 Donde: C: [g/L] ; V: [Voltios]

Se toma 1 mL de yogurt comercial, se diluye en 100 mL y se determina que tiene un voltaje
de 3.415 V equivalente a 222.4 g/L, por lo tanto las muestras de yogurt solo se diluira en

100 mL de agua.

Comparamos el valor obtenido con el valor nutricional del yogurt comercial:

st FaunpA R T

‘Valor energético ~ kcal 85.4 84
Proteinas G 3.4 3.3 2.5 3
Carbohidratos totales G 13.9 12.7 12 12
Grasa total G 3.2 2.8 2.15 2.7
Calcio Mg 133 155.2 80 88
Fésforo Mg 112 82.1 55 65
Soélidos Totales g/L 216.6 190.4 167.9 186.4
PROMEDIO g/L 190.3

Fuente: https://pilandina.com.bo/productos/

La concentracion de soélidos segun la informacion nutricional del yogurt comercial es menor
a la obtenida con el turbidimetro, debido a que en la informacién nutricional no hace

mencion de los microorganismos presentes.

3.3.1.5. Calibracion del sensor de pH

Conectamos el sensor de la siguiente manera:
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Imagen N°3-6: Conexién del sensor pH a la Placa Arduino

Fuente: https://www.arduino.cc

Datos obtenidos de la calibracion:

Grafica N°3-5: Calibracion sensor pH

oH | Voltaje : o
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Fuente: Elaboracion propia, 2019

Ecuacion de calibraciéon del sensor de PH
PH = 3.4572*V - 2.3356 Donde: PH: []; V: [Voltios]
3.3.2. Sistema Quimiostato

Una vez concluido la construccion del Quimiostato, los sensores son colocados en lugares
estratégicos que permitan la medicion de los parametros del sistema y que actuen segun el

requerimiento del proceso.
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Imagen: Conexiones de los micro-controladores para el funcionamiento del

Quimiostato

TEETEETAREY
PRRTRETTRRY
AEEAF RRAREA (AR RN
AEEAFRRARAAD BETARRD
AREAF PR ARRAG BETTRRY

Fuente: Elaboracion propia, 2019

El cédigo fuente para la operacion de todos los sensores en el Quimiostato se encuentra

en el Anexo |.
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CAPITULO 4
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1. PUESTA EN MARCHA Y PRUEBA EN BLANCO

A continuacion describiremos la puesta en marcha del equipo con una prueba en blanco,

utilizando solo agua:

Llenar con agua el tanque de calefaccién hasta un nivel de 60-70%.

Verificar que no haya fugas de agua entre los tanques de operacion y calefaccion.
Tapar los tanques con sus respectivas tapas para proteccion de toques eléctricos.
Verificar que todos los cables se encuentran conectados y no estén sueltos.
Conectar el cable de puerto USB con la Placa Arduino.

Cargar el codigo fuente para la operacién del equipo.

Establecer el setpoint de la temperatura de trabajo.

Verificar que los sensores detecten valores y lo muestren la pantalla de la PC.

Conectar el cable de calefaccion (Resistencia de 10 Kohm) a un voltaje de 220V.

YV V V V V VYV V V V V

Observar incrementos de temperatura dentro del prototipo construido en el monitor
de la PC.
» Llenar un volumen de agua al tanque de operacion (30 %) proveniente del tanque
de alimentacion y esperar a que se mantenga un equilibrio térmico.
» Posterior al equilibrio térmico abrir la valvula de ingreso de flujo y observar la
variacion en los valores reportados por los sensores.
Si el prototipo funciono correctamente con las indicaciones mencionadas, se encuentra listo

para la operacion de estudio de este proyecto.

La descripcién grafica de como realizar esta operacion se encuentra en el ANEXO IllI.

4.2. CONDICIONES ASEPTICAS PARA EL ARRANQUE DEL PROCESO

La limpieza, desinfecciéon y posterior esterilizacion, son procesos primordiales para el
correcto funcionamiento de areas de trabajo donde es necesario tener bajo control la carga
microbiana presente, como por ejemplo la industria bioquimica, farmacéutica y la

alimenticia.

Para el correcto desarrollo de los experimentos primeramente se debe realizar una limpieza
para garantizar las condiciones asépticas del sistema, a continuacién se describe el

procedimiento realizado:
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Esterilizacion del Ambiente

- Se debe disponer de un ambiente pequefio (2.5 x 2.5 m?).

- Tapar todas las aberturas que posibiliten el ingreso de aire contaminado.

- Debe contar con una ventana pequeiia (20 x 20 cm?) para el ingreso de aire, tapado
con una tela de porosidad 1mm.

- Colocar alado de la ventana, una estufa o mechero a gas para esterilizar el aire que
ingresa.

- Debe contar con una campana y su extractor de aire.

- Encender al mismo tiempo el extractor de aire y la estufa de gas por un tiempo de
45 — 60 minutos con la finalidad de tener un ambiente estéril.

- Dentro del ambiente debe estar: Quimiostato, cocina, garrafa, bafadores,

detergentes, Hipoclorito de Sodio (Lavandina), estufa a gas y otros.

Alcanzado un ambiente moderadamente estéril, se procede al lavado del Quimiostato y las

demas etapas del proceso.
Lavado y esterilizacion del Quimiostato

Como se observé en el Capitulo 3, el prototipo construido fue disenado especificamente

para que pueda ser montado cuantas veces se quiera.

- Desmontar el equipo hasta obtener pieza por pieza y separar los componentes
eléctrico/electrénico.

- Lavar cada pieza (no eléctrica) con agua y detergente dentro de un bafador.

- Utilizar guantes de goma para preparar una solucion al 1% de Hipoclorito de Sodio
(Lavandina 5-6%) y lavar todas las piezas e ir montando el prototipo de forma
progresiva.

- Los componentes eléctrico/electronico deben ser limpiados con una esponja que
inicialmente tenga detergente, posteriormente la solucion de Hipoclorito de Sodio y
proceder con el armado.

- Armado el prototipo de Quimiostato, se procede a lavar con agua caliente (85°C) o

agua destilada todos los compartimentos por donde ingresara el material de estudio.

Por lo tanto se obtiene prototipo desinfectado en un ambiente moderadamente estéril, listo

para el inicio de los procedimientos experimentales.
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4.3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL CON CULTIVO SACHAROMYCES
CEREVISIAE

Primeramente se realizd una recoleccién de cana de azucar de aproximadamente 4 kg
obtenidos en el mercado local para extraer la glucosa y sus nutrientes, y emplearlo como

medio de cultivo para el crecimiento de la Sachoromyces Cerevisiae.
El proceso realizado se describe a continuacion:

Fragmentos de la cafia de azucar

Trituracién y extraccion del caldo natural

Filtracion de los solidos del caldo

Esterilizacion del caldo obtenido.

Incubacion del microorganismo en tubos de ensayo

Pasadas las 13 horas no se observa ningun cambio, motivo por el cual se considera

o kW=

que el medio de cultivo no cuenta con los nutrientes necesarios para el desarrollo
de los microorganismos, optandose por el cambio del medio de cultivo y/o el cultivo.

Esquema: Procedimiento experimental de la levadura

Fuente: Elaboracion propia, 2019
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4.4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL CON CULTIVO STREPTOCOCUS
THERMOFILUS Y LACTOBACILOS BULGARICOS

4.4.1. Materiales, insumos y equipos.

- Materiales
MATERIALES C:::E::)D
Olla 1
Tela de seda 1 m?
Jarra graduada 1
Cucharon de madera 1
Vaso precipitado 1
Tubos de ensayo 12
- Insumos
CANTIDAD
INSUMOS (unidad)
Leche natural 12.0 Lt
Azucar 100 g
Cultivo de liofilizado 2x1.6 g
- Equipos e instrumentos
EQUIPOS E INSTRUMENTOS C:JTII;::)D
Lactémetro 1
Refrigerador 1

4.4.2. Preparacion del medio de cultivo

0 Recepcion

Se realiza la recepcion de 12 litros de leche de vaca natural en un envase limpio,
seguidamente se filtra por medio de un colador de tela con el fin de eliminar particulas

extranas.
0 Estandarizado

El estandarizado se consigue afadiendo a la leche de vaca natura, una pequefia cantidad
de leche entera en polvo, esto eleva el valor nutricional del medio de cultivo. En esta

operacion también se agrega azucar en la proporcion de 50 gramos por litro (12x50=6009).
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0 Pasteurizacion

La leche se caliente en una olla hasta una temperatura de 86°C durante 20 minutos, para
que todas las proteinas del suero precipiten y estas proteinas se convierten en
estabilizantes, estos estabilizantes atrapan el agua libre y le dan cuerpo y textura a la
biomasa. Es recomendable que la leche se mantenga a esta temperatura en forma
constante, porque temperaturas mayores desnaturalizan las proteinas y baja la calidad del
producto terminado y temperaturas menores no eliminan la carga bacteriana, y el producto

se deteriora por contaminacion.
0 Enfriamiento

Pasado el tiempo de pasteurizacién, se enfria bruscamente con agua fria en bafadores
hasta alcanzar una temperatura de 40-44 °C y se trasvasa al tanque de alimentacion que

se encuentra en condicion estéril y se deja tapado.

Diagrama de Flujo: Preparacion del medio de cultivo

INICIO

RECEPCION DE 12L DE
LECHE DE VACA NATURAL

Filtrar para eliminar
particulas pequefias

\ 4

ESTANDARIZACION DE LA

LECHE
Adicion de leche en polvo
|l 100g/L y azucar 50g/L
PASTEURIZACION
86 °C durante 20 minutos
v
ENFRIAMIENTO

Enfriamiento brusco en agua
fria/refrigerador hasta 40°C

\ 4

TRASVASADO AL TANQUE
DE ALIMENTACION

Fuente: Elaboracion propia, 2019
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4.3.3. Preparacion de Cultivo Madre
La preparacion de un cultivo madre de un volumen de 1.000 mL con una concentracion de

180 g/L se realiza mediante el siguiente procedimiento:

- Calentar el tanque de calefaccion del Quimiostato hasta 43°C

- Abrir la valvula del tanque de alimentacion y llenar el tanque de operacién con 1.000
mL de medio de cultivo (Leche).

- Calentar los 1.000 mL de medio de cultivo hasta 43°C

- Paralelamente, en un recipiente estéril se coloca 2.000 mL de medio de cultivo en
el cual se adiciona una pequefa cantidad el cultivo Lyofast Y456B (Streptococus
Thermofilus y Lactobacilos Bulgaricos).

- Cuando el medio de cultivo alcanza la temperatura de 43°C se inocula por medio de
una jeringa (esterilizada) el cultivo Lyofast Y456B preparado anteriormente.

- Incubar a la temperatura de 43°C por un periodo en el que se alcance una
concentracion de 180 g/L medidos con el turbidimetro.

- Abrir la valvula de descarga del tanque de operacién y descargar el cultivo madre.

- El Cultivo Madre debe ser conservado en refrigerador a una temperatura de 5 °C

Imagen: Empaque del Cultivo Lyofast Y456B

Fuente: Registro propio, 2019
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Diagrama de Flujo: Preparacién de cultivo Madre

m PREPARACION DEL

CULTIVO MADRE
TANQUE DE CALEFACCION 05 g de Cultivo
A43°C e LYOFAST Y4568

Introducir 1000mL
del medio de cultivo

ntroduc - 2.000 mL de Medio de

. introducir con la jeringa RECIPIENTE i
Calentar aT=43°C » TANQUE DE OPERACION ESTERILZADO Cuifivo

realizar la medicién INCUBAR HASTA
con Turbidimetro ALCANZAR UNAC=180g/L

A

ABRIR LAVALVULA DE
DESCARGA

Descargar |el cultivo
A

ALMACENAR EL CULTIVO
MADRE A 5°C

Fuente: Elaboracion propia, 2019
NOTA.- El prototipo de Quimiostato construido no cuenta con un sistema de enfriamiento,
cuando la biomasa alcanza la concentracion requerida (turbidez) se descarga el contenido
abriendo la valvula inferior, la biomasa recolectada se almacena en un ambiente frio para
su posterior analisis.

Imagen 3: Tanque de operacion con dos tipos de descarga
segun el sistema requerido

Fuente: Elaboracion propia, 2019
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CAPITULO 5

CALCULOS Y RESULTADOS OBTENIDOS
5.1. DISENO EXPERIMENTAL

Este analisis surge de corroborar la informacion que se tiene en bibliografia en cuanto a la
cantidad de inoculo a afadir, todas las metodologias indagadas mencionan que se debe

anadir entre el 3 —5 % de inoculo.

Por medio de un disefio experimental, se desea determinar la cantidad minima de inoculo
a anadir a un medio de cultivo a diferentes temperaturas, con la finalidad de medir el tiempo

que requiere alcanzar una concentracion (turbidez) mayor 220 g/L de solidos.

Para este analisis se aplica un disefio 32 (dos factores con tres niveles), por lo tanto genera

9 tratamientos.

FACTOR: NIVEL:

A: TEMPERATURA a1:43.5°C
a2:41.0°C
a3: 39.0 °C

B: % INOCULO A ANADIR b1: 5.0 %
b2: 2.5 %
b3: 0.5 %

Las posibles combinaciones seran:
alb1 alb2 a1b3
a2b1 a2b2 a2b3
a3b1 a3b2 a3b3

A continuacién se describe la metodologia a realizar cada prueba:

5.1.1. Procedimiento experimental

Consiste en preparar un volumen de 1.0 L de leche dentro del tanque de operacion del
Quimiostato, e inocular a diferentes concentraciones del cultivo madre (5.0%, 2.5%, 0.5%),
ademas el Quimiostato debera estar a tres diferentes temperaturas (39.0°C, 41.0 °C,
43.5°C), la variable de respuesta es el tiempo en que tarda en alcanzar 220 g/L medidos

con el turbidimetro.

Cada cierto tiempo se extraera 1mL de la mezcla con el dispositivo de extraccion de muestra
del Quimiostato, se diluira en 100 mL y se registrara el tiempo que tarda en llegar a la
concentracién de 220 g/L. El volumen a anadir de la muestra madre al volumen de analisis

(1000 mL) seguin cada porcentaje es:
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VOLUMEN A ANADIR

Para cada factor de Temperatura: a1, a2, a3

Inoculacion Inoculacion Inoculacion
b1: 5.0 % b2: 2.5 % b3: 0.5 %
Vol. inéculo Vol. in6culo Vol. in6culo
50 mL 25 mL 5mL

Fuente: Elaboracion propia,2019

Diagrama de Flujo: Procedimiento experimental
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Fuente: Elaboracion propia, 2019

Oliver Mendoza Paco

LAVAR CONAGUA DESTILADA O
CON AGUA CALIENTE (T=85°C)

raprueba T=39°C
2da prueba T=41°C

""" Jraprueba T=435°C

Cultivo Madre:
1raprueba V=50 mL
2da prueba V=20 mL
draprueba V=5mL

57



ELABORACION Y VALIDACION DE MODELOS MATEMATICOS DE UN CULTIVO CONTINUO PARA LA PRODUCCION DE BIOMASA
A TRAVES DE LA CONSTRUCCION DE UN PROTOTIPO DE QUIMIOSTATO Y LA ADQUISICION DE DATOS DEL PROCESO CON EL
USO DE MICRO-CONTROLADORES

5.1.2. Resultados Obtenidos
Resultados obtenidos con la Combinacion a1b1:
Veruesa = 1000 mL  Csovipos aLcanzao = 220 g/L
al: T=43.5°C b1: %l =5.0% (5mL) taLcanzapo = 237 min
Resultados obtenidos con la Combinacion a1b2:
Vperueea = 1000 mL  CsoLipos aLcanzano = 220 g/L
al: T=43.5°C b2: %l = 2.5% (25mL) taLcanzapo = 254 min
Resultados obtenidos con la Combinacion a1b3:
Vprueea = 1000 ML CsoLipos aLcanzabo = 220 g/L
al: T=43.5°C b3: %I = 0.5% (50mL) taLcanzapo = 397 min
Resultados obtenidos con la Combinacion a2b1:
Vprueea = 1000 ML Csovipos acanzano = 220 g/L
a2: T=41.0°C b1: %I =5.0% (5mL) taLcanzapo = 241 min
Resultados obtenidos con la Combinacion a2b2:
Veruesa = 1000 mL  Csovipos aLcanzano = 220 g/L
a2: T=41.0°C b2: %Il =2.5% (25mL) taLcanzapo = 271 min
Resultados obtenidos con la Combinacion a2ba3:
Vpruesa = 1000 mL  Csovipos aLcanzano = 220 g/L
a2: T=41.0°C b3: %l = 0.5% (50mL) taLcanzapo = 428 min
Resultados obtenidos con la Combinacion a3b1:
Vpruesa = 1000 mL Csovipos aLcanzano = 220 g/L
a3: T =39.0°C b1: %I =5.0% (5mL) taLcanzapo = 247 min
Resultados obtenidos con la Combinacion a3b2:

Veruesa = 1000 mL  CsoLibos aLcanzano = 220 g/L
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a3: T=239.0°C b2: %Il =2.5% (25mL) taLcanzapo = 302 min
Resultados obtenidos con la Combinacion a3ba3:
Vprueea = 1000 ML CsoLipos aLcanzano = 220 g/L
a3: T=239.0°C b3: %I = 0.5% (50mL) taLcanzapo = 535 min

Resumen de los datos obtenidos:

COMBINACION | T°C % Inéculo t min t hr
alb1 43.5 5.0% 237 3.95
alb2 43.5 2.5% 254 4.23
alb3 43.5 0.5% 397 6.61
azb1 41.0 5.0% 241 4.02
azb2 41.0 2.5% 271 4.51
azb3 41.0 0.5% 428 7.13
a3b1 39.0 5.0% 247 4.11
a3b2 39.0 2.5% 302 5.03
a3b3 39.0 0.5% 535 8.92

Fuente: Elaboracion propia, 2019
A continuacion se grafica las pruebas realizadas para cada valor de temperatura:

Grafica N°5-1: Tiempo vs % Inoculo Ahadido a 43.5 °C

TIEMPO vs. % INOCULO ANADIDO
T=43.5°C

0.0%% 1.0% 2.0% 3.0% 1.0% 5.0 5.0%

o INOCLULO ANADIDC

Fuente: Elaboracion propia, 2019
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Grafica N°5-2: Tiempo vs % Inoculo Ahadido a 41.0 °C

TIEMPO vs. % INOCULO ANADIDO
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Fuente: Elaboracion propia, 2019
Grafica N°5-3: Tiempo vs % Inoculo Ahadido a 39.0 °C
TIEMPO vs. % INOCULO ANADIDO
T=39.0°C
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Fuente: Elaboracion propia, 2019
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Grafica N°5-4: Tiempo vs % Inoculo Anadido

TIEMPO vs. % INOCULO ANADIDO
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Fuente: Elaboracion propia, 2019
Se observa que ninguna de las curvas se intersecta, por lo tanto el tiempo de crecimiento
de los microorganismos esta en funcién de la temperatura a la que se encuentren.
Grafica N°5-5: Tiempo vs % Inoculo, temperatura

Grafica de contorno de TIEMPO vs. % INOCULO, TEMPERATURA

5

% INOCULO

392 400 408 416 424 432
TEMPERATURA

Fuente: Elaboracion propia, 2019

Respecto a la cuestion inicial de “3-5% adicion de inéculo”, se observa en las graficas que
si se inocula un porcentaje mayor a 5% el tiempo de obtencién de biomasa sera

aproximadamente el mismo que el que se hubiese anadido al 5%, por otra parte, si se
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inocula un porcentaje menor al 3% el tiempo de obtencién de biomasa se alarga. Se
concluye que la adicién de cultivo no debe ser mayor a 5% para no incurrir en gastos de
cultivo, por otra parte, la adicién de cultivo no debe ser menor al 3% para no incurrir en

tiempos largos de obtencién de biomasa.

Grafica N°5-6: Tiempo vs temperatura, % inéculo

Grafica de superficie de TIEMPO vs. TEMPERATURA, % INCCULD

TIEMPO

4

% INOCULD v
TEMPERATURA

Fuente: Elaboracion propia, 2019

5.2. Obtencion de coeficientes cinéticos del proceso

El Modelo de Monod describe la interaccién entre el crecimiento de microorganismos en un
cultivo por lotes y la utilizacion del sustrato limitativo del crecimiento en aquellos sistemas
donde practicamente todo el sustrato es transformado en biomasa:

d. 7 5B
5 B W i

d 1 d

d =~ Yysd

Yws: factor de rendimiento de sustrato en producto, (g células)/(g sustrato ).
S: concentracion del sustrato limitante, g/Litro.

X: concentracion de biomasa, (g células secas/Litro).

Mmax: velocidad especifica maxima de crecimiento, (1/hora).

Ks: constante de saturacion, g/litro.
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Método diferencial de analisis

El objetivo del método diferencial de analisis es la evaluacion de las velocidades de
crecimiento de biomasa y de consumo de sustrato a partir de un conjunto de datos
experimentales de las concentraciones de biomasa y de sustrato en funcién del tiempo en

un cultivo Batch.

Los valores de los parametros pwax y Ks son obtenidos a partir de las relaciones lineales
deducidas de la ecuacién de Monod, conociendo primeramente los valores de la velocidad

de crecimiento de biomasa rx y de la velocidad de consumo de sustrato rs:

S
K+ S

H = My

La anterior ecuacion debe ser convertida en un modelo lineal, por lo que se desglosa las

siguientes ecuaciones:

1 1 Kg
— + L]
I Huaxy  HpAx

S_ K 1

H Hyax  Hwuax

o

Considerando que los microorganismos se comportan de acuerdo con el modelo de Monod,
la representacion grafica de S/u versus S y 1/u versus 1/S corresponden a una linea recta,

cuyo intercepto es: Ks/[uMAX; 1/uuax Y la pendiente es: 1/pumax; Ks1/pUmax respectivamente.
Para el desarrollo de este analisis se tiene los siguientes datos:

Tabla N°5-1: Produccion de biomasa y consumo de sustrato

TIEMPO BIOMASA | SUSTRATO
minutos Horas g/L g/L
25 0.417 80.130 154.96
55 0.917 81.410 154.54
85 1.417 92.110 151.00
115 1.917 99.320 133.00
145 2417 123.860 119.00
155 2.583 133.820 106.00
165 2.750 144.790 96.00
175 2.917 155.930 91.00
180 3.000 161.750 84.00
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185 3.083 167.910 78.00
190 3.167 174.090 71.00
195 3.250 180.230 61.00
200 3.333 186.110 52.00
205 3.417 192.220 49.00
210 3.500 198.330 42.00
215 3.583 204.410 39.00
220 3.667 210.390 32.00
225 3.750 216.560 29.00
230 3.833 222.440 25.00
235 SOl 228.360 22.00
240 4.000 228.680 20.00
245 4.083 229.430 19.00
250 4.167 229.950 19.00

64

Grafica N°5-7. Concentracion Biomasa - Sustrato vs tiempo

CONCENTRACION g/l

......
______

Fuente: Elaboracion propia, 2019

La concentracién del sustrato se mide con el Lactémetro con unidad de media: gramos

disueltos / gramos de solucién, para nuestro calculo se multiplica por el promedio de la

densidad de la leche (1.028 g/cc) y del yogurt (1.042 g/cc) para obtener g/L.
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Para la obtencién de los parametros cinéticos, los datos obtenidos deben ser expresados

de forma diferencial similar a la ecuacidn inicial.

d

Z —u-H
d H

Tabla N°5-2: Calculos realizados para la obtenciéon de coeficientes cinéticos.

BE_H‘_l S]‘}‘S-j

1
-y 5 /g 5 U 1/u slu
d lq S Ve B U 1/u slu

2.560 154.000 0.006 80.770 0.032 31.551 | 4882.546
21.400 | 152.000 0.006 86.760 0.247 4.054 619.369
14.420 | 142.000 0.007 95.716 0.151 6.638 942.547
49.080 | 126.000 0.008 111.590 0.440 2.274 286.478
59.760 | 112.500 0.008 128.840 0.464 2.156 242.545
65.820 | 101.000 0.009 139.305 0.472 2.116 213.762
66.840 93.500 0.010 150.360 0.445 2.250 210.333
69.840 87.500 0.011 158.840 0.440 2.274 199.005
73.920 81.000 0.012 164.830 0.448 2.230 180.617
74.160 74.500 0.013 171.000 0.434 2.306 171.784
73.680 66.000 0.014 177.160 0.416 2.404 158.694
70.560 56.500 0.016 183.170 0.385 2.596 146.671

73.320 50.500 0.019 189.165 0.388 2.580 130.290
73.320 45.500 0.020 195.275 0.375 2.663 121.181

72.960 40.500 0.024 201.370 0.362 2.760 111.780
71.760 35.500 0.026 207.400 0.346 2.890 102.602
74.040 30.500 0.031 213.475 0.347 2.883 87.939

70.560 27.000 0.034 219.500 0.321 3.111 83.992

71.040 23.500 0.040 225.400 0.315 3.173 74.562

3.840 21.000 0.045 228.520 0.017 59.510 | 1249.719
9.000 19.500 0.050 229.055 0.039 25.451 | 496.286
6.240 19.000 0.053 229.690 0.027 36.809 | 699.377

Fuente: Elaboracion propia, 2019
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Grafica N°5-8: 1/u vs 1/S
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Fuente: Elaboracion propia, 2019
Grafica N°5-9: S/luvs S
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Fuente: Elaboracion propia, 2019

Comparando las ecuaciones en cada grafica podemos determinar las contantes puax y Ks:

L =1.8332 L =1.8969  pwax= 0.536 [1/hr]
Hpd Hp

Fs — 35495 fs — 34359 Ks=18.73[g/L]

g g
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El tiempo de latencia podemos determinar graficamente:

Grafica N°5-10: Ln B vs Tiempo

SE| InEB
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.
Fal

Fuente: Elaboracion propia, 2019

El tiempo de latencia es t. = 1.44 hr.

5.3. Desarrollo del Sistema Batch

El modelo matematico general del proceso es obtenido mediante el balance de materia en

el Quimiostato, una forma general de este concepto es la ley de conservacion de la masa.

Flujo masico de _ Flujomasico _ Flujo masico Flujo masico _  Flujo masico
acumulacién de ingreso de salida de formacién de consumo

Aplicando el balance de masa y por las caracteristicas del sistema Batch, se discriminan

los términos de Ingreso y Salida de material, quedando la siguiente ecuacion:

Flujo masico de _ Flujo masico Flujo masico
acumulacion de formacion de consumo
Fax = IEx - rcx (ec-5.1)

Analisis para la Concentraciéon de Biomasa “B”
1ra Fase.- No existe division celular pero si aumento de la masa individual de los
microorganismos por la alimentacion de los nutrientes del sustrato (fase “lag” o fase de

retardo), el flujo de formacion de la biomasa “B” esta descrito por la siguiente ecuacion.

rre=uB (ec-5.2)
Considerando la ecuaciéon de Monod:
S
M= HUm (ec-5.3)
Kg +S
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Relacionando la ecuacion (2) y (3)
S

+S

e = Hm B (ec-5.4)

S
En esta primera fase no existe consumo de Biomasa “B”, por lo tanto el flujo de consumo
es nulo.
rce=0 (ec-5.5)
Al principio del cultivo todos los nutrientes estaran en exceso, la concentracion del Sustrato
“S” es mayor que la constante de saturacion (S >> Ks), bajo esta consideracién

remplazamos la ecuacién (4) y la (5) en la ecuacion (1):
ra=umB-0 ; o bien ; X = um B (ec-5.6)

Integrando la ecuacién (6) con el limite inicial t = 0; B = B, (concentracion inicial de
microorganismos):
INnB=1In Bo+pumt (ec-5.7)

La education (7) puede escribirse de la siguiente manera:

i t

B=B, e (ec-5.8)

Con la ecuacién (8) se puede determinar la concentracion de la biomasa directamente.

2da Fase.- Crecimiento a velocidad especifica (1) maxima y constante | = pm (fase
exponencial) alcanzando una maxima concentraciéon microbiana. A partir de la ecuacién
(ec.7) se puede calcular el tiempo de generacion del microorganismo (t ¢ = periodo de

tiempo en que se producira la misma cantidad que se ha afadido).

_n2
Hm

t
B=2B, ; 2B, =B, epm G Y e (ec-5.9)

3ra Fase.- Periodo de desaceleracion donde p —» 0 y se entra en la fase estacionaria la
cual es causada por agotamiento de algun nutriente (el sustrato limitante) ocasionando una

concentracion microbiana constante.
S-0 ; e -0 ; enlaecuacion (1)

I'AB=0 -0
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4ta Fase.- Disminucién de la concentracion de biomasa por autolisis (proceso bioldgico por
el cual una célula se autodestruye debido a la actividad de proteinas liticas, lisis= perdida,

diluciéon) es una fase de decaimiento.
S=0 ; re=0 ; B=Bs=ctte

Analisis del Consumo de Sustrato “S”

Flujo masico de _ Flujo masico Flujo masico
acumulacion de formacion de consumo (ec-5.11)
ras = IFs - rcs
I ) dB dB/dt I
El rendimiento se define como Ya/s == _ = §b/dt e
dS -ds/dt rCS
Por tanto: Mo =2 (ec-5.12)

Reemplazando la ecuacioén (12) y la ecuacion (4) en la ecuacion (11) queda:

i S
Mg =0- Ep BH (ec-5.13)
Yes ™ kS S

A medida que la concentracién del sustrato “S” tiende a cero ras =0.

En fase exponencial sera S>> ks y ademas B estara dado por la ecuacion (8), por tanto la

ecuacién (13) se expresa como:

t
dS _ pm B, et'm

(ec-5.14)
dt Ya/s

Integrando la ecuacién (14) con el limite inicial t = 0; S = S, (concentracion inicial del

sustrato):

S=s5, - >0 %“mt—lﬁ (ec-5.15)

YB/ S

La ecuacion (15) da la variacién de la concentracién del sustrato “S” en funcion del tiempo

“t” durante la fase exponencial.

Si se conoce de antemano el rendimiento (Ygs) y las concentraciones iniciales de sustrato

y biomasa, es facil estimar el valor de Bs ya que:
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AB=- B/SAS (ec-5.16)

B-B, =—Yg/5(S-S,) (ec-5.17)
Si S es el sustrato limitante, se tendra que para B = Bs sera St = 0, por tanto:

Bf =By + Yg/5S0 (ec-5.18)

Alternativamente la ecuacion (17) puede emplearse para verificar si se cumple que la
grafica de (Bs - Bo) en funcién de (S, - S) se ajusta a una recta. De todos modos siempre es
posible calcular un rendimiento global, independientemente de las variaciones que pueda

tener durante el cultivo, empleando sélo valores iniciales y finales:

_ (:f :20) (ec-5-19)
f o

Yg/s =
5.4. Desarrollo del Sistema Feed Batch

Si el nutriente que se alimenta es el limitante del crecimiento, esta técnica permite controlar

la velocidad de crecimiento () del microorganismo.

El cultivo semicontinuo se inicia a partir de un cultivo en Batch, por lo que las condiciones

iniciales para este sistema (V,, Xo, So) son las condiciones finales del Batch.

Por las caracteristicas del sistema existe Ingreso pero no Salida de material, por lo tanto se

discriminan esos términos, quedando la siguiente ecuacion:

Flujo masico de Flujo masico Flujo masico Flujo masico (¢-5.20)
= + - ec-5.
acumulacion de Ingreso de formacion de consumo
rax = Qix + rex - rex

Analisis para la concentraciéon de Sustrato “S” X=8,

dSH) _gg 4+0-HBVY (ec-5.21)
dt Yo

Sg= concentracion del sustrato en el reservorio
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En este caso el volumen no es constante:

dS _dVv uB VvV
Vo248 " =FS§, -F— "% -
dt dt A (ec-5.22)

La condicion final del batch es S = 0, pues, como se intenta controlar y, S no puede ser

saturante.

Si S~ 0, dS/dt =0, con lo que la ecuacion (22) se transforma en:

0=Fs, -*BY (ec5.23)
B/S
Recordando que rrg = B
Fs, =V (€c-5.24)
YB/S

La anterior ecuacion indica que la velocidad de produccion de biomasa se acomoda a la
velocidad de suministro de sustrato, es decir que rrs puede controlarse “externamente”,

modificando el flujo “F” y/o la concentracion “Sg”.

La ecuacion (23) es en realidad un limite superior ya que dados u, B y V, cualquier par de

valores F, S; que satisfagan la condicion

BV

B/S

FSg < (ec-5.25)

Haran que la velocidad de crecimiento esté limitada por la velocidad de alimentacién. Esta

ecuacion (23) sera muy util en el momento de disefar la alimentacion.

Analisis para la Concentraciéon de Biomasa “B”:

Flujo masico de Flujo masico Flujo masico Flujo masico
= + -
acumulacion de Ingreso de formacion de consumo
rax = Qix + rFx - rcx
d®v) O+ rgV -0 (ec-5.26)
dt
1.d(BV) =rg (ec-5.27)
V dt
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Reemplazando en (24): FSg = Y1 d (:tV) (ec-5.28)
B/S

Lo que indica que la velocidad de acumulacién de biomasa depende de la velocidad de

alimentacion de sustrato.
Integrando la ecuacioén (28), se tiene:

BV=BoVo+Ygss FSrt (ec-5.29)
En Batch Alimentado el Volumen no es constante, sino que varia con el tiempo (F = dV/dt).
Integrando se tiene:
V=V,+Ft (ec-5.30)
Reemplazando en (29) y despejando B, se tendra:
- Bovo +YB/SFSR t
Ft+ W,

B (ec-5.31)

Expresién que describe la variacion de la Biomasa con el tiempo a lo largo del cultivo

alimentado.
5.5. Desarrollo del Sistema Continuo

Para poner en marcha un cultivo continuo, se realiza previamente un cultivo batch y en un
momento dado se comienza a alimentar con medio fresco a un caudal F y por un rebalse

se mantiene el volumen constante, aplicando la ley de conservacion de la masa.

Flujo masico de Flujo masico Flujo masico Flujo masico Flujo masico
= - + -
acumulacion de ingreso de salida de formacién de consumo
rax = Qix - Qsx + rFx - rex

Analisis para la Concentraciéon de Biomasa “B”:

dvB
dt

=0-FB+ VI, -0

‘Zlfz_Fm+vurFB (ec-5.32)

Analisis para la Concentraciéon de Sustrato “S”:

df =F[8,-FB+0-V
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VZ? = F(Sp-S) -Vl (ec-5.33)

Considerando que alcanzado el sistema de cultivo continuo se llegue a un estado

estacionario, las ecuaciones son las siguientes:

De la ecuacion 32: 0=-FB+Vli, ; rs= [B
FIB=VO (B ; =F,=D

Donde: D = Tasa de dilucion.

Introduciendo la ecuacion de Monod:

S DK
=D= y o I F SR e -5.34
MAX K.+S T (ec )
De la ecuacion 33:
0=F(S5=-S)- Vi ; ros =DIS,-S)

Considerando que:
_I'e_ DB

Y, o =12 e wa . B=Y, S-S
B/S rCS DmSH_S) B/Sm R )

La variacion de la biomasa es:

B= YB,SESH —DD{SDE (ec-5.35)

MAX

5.6. Modelos matematicos a partir de los datos experimentales

Parametros iniciales:

Bo = 80.1 [g/L] Sr=154 [g/L] So =154 [g/L]
Vo= 2.0[L] VE= 5.0[L] F=1.02 [L/h]
El tiempo de Latencia obtenido del grafico es: tL =1.44 [hr]

Para los modelos obtenidos se debe considerar los coeficientes cinéticos obtenidos
anteriormente.

umax=0.536 [1/hr]  ;  Ks=18.73[g/L]

Rendimiento:

Oliver Mendoza Paco



ELABORACION Y VALIDACION DE MODELOS MATEMATICOS DE UN CULTIVO CONTINUO PARA LA PRODUCCION DE BIOMASA
A TRAVES DE LA CONSTRUCCION DE UN PROTOTIPO DE QUIMIOSTATO Y LA ADQUISICION DE DATOS DEL PROCESO CON EL 74

USO DE MICRO-CONTROLADORES

Y, (Bf _Bo)

== = 1.84 (VALOR PROMEDIO) ;
B/S (Sf ~s,)

Tabla N°5-3: Ecuacion y modelos matematicos

D = 0.45 [1/hr] (NICIALMENTE, LUEGO VARIA)

INTERVALO
COMPONENTE ECUACION Y MODELO
DE TIEMPO
M t-t
B=B,e = L
0.536 t-0.772
B=80.1e
Biomasa:
< - _
T bot-t 1.44-3.85
= o S=SO-B°%m L*E
(I’—, ':: Ya/s hrs.
» P | sustrato:
S=19753- 4353020 >30(t-1.44)
BV +Y,FS_t
I 0RO, Bls R . =
< © | Biomasa: g = Ft+V + - Bo=221[0/L]
s 5 0 3.85-6.75
0 5 _ 442 +289 (t-3.85) hrs.
» W Sustrato: 1.02 (t-3.85) +2
- S~0,dS/dt=0
DK
B=Yg s EQR - —SDE
MAX
O | Biomasa:
<§t 2 B =1283.36 — D34.46 6.75—-7.5
w = 0.536 - D
(',', = hrs.
5 8 Sustrato: g= D K _ _ D0B.73
wax — D 0.536 - D
Sistema estacionario,

Oliver Mendoza Paco




ELABORACION Y VALIDACION DE MODELOS MATEMATICOS DE UN CULTIVO CONTINUO PARA LA PRODUCCION DE BIOMASA
A TRAVES DE LA CONSTRUCCION DE UN PROTOTIPO DE QUIMIOSTATO Y LA ADQUISICION DE DATOS DEL PROCESO CON EL 75
USO DE MICRO-CONTROLADORES

5.7. Representacion grafica de los modelos matematicos y los datos experimentales.
A continuacién se muestra la relacion entre el analisis tedrico con los datos experimentales.

Grafica N°5-11. Biomasa-Sustrato vs Tiempo
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Fuente: Elaboracion propia, 2019

Los modelos obtenidos tienen una bastante aproximacion con los datos experimentales, los

ultimos datos se obtuvieron variando la dilucion, su relacion es la siguiente:

Grafica N°5-12. Biomasa-Sustrato vs Dilucion
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Fuente: Elaboracion propia, 2019
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En esta ultima gréafica se observa como varia la concentracion de la biomasa y del sustrato
a diferentes diluciones, este grafica sirve para determinar la tasas de dilucion critica del
sistema, segun como se observa, el sistema de estudio tiene una tasa de dilucion critica

tedrica de D=0.475 [1/hr] y experimental D=0.495 [1/hr].
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CAPITULO 6
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1. CONCLUSION GENERAL

Se elaboré modelos matematicos para la produccion de biomasa en los sistemas: Cultivo
Batch, Cultivo Feed Batch y Cultivo Continuo por medio de un balance de masa, los cuales
fueron validados experimentalmente a través de un prototipo de Quimiostato, adquiriendo

datos de las variables del sistema a través de micro-controladores.
6.2. CONCLUSIONES ESPECIFICAS

Se identificd que los micro-controladores necesarios para el funcionamiento del prototipo
de Quimiostato son: sensor de temperatura, sensor de flujo, sensor de PH, sensor de
turbidez, sensor de nivel, médulo Relay y resistencia de 10Kohm, los cuales posibilitan el
mejor control y la adquisicion de datos necesarios para el control de los procesos dentro

del sistema de estudio.

Con la informacioén recabada, se construye un prototipo semejante al Quimiostato con un
volumen de control de hasta cinco litros y con micro-controladores para la adquisicion de
datos de las variables de operacion. Concluida la construccion del prototipo, se procede a
la puesta en marcha del prototipo en el cual se utiliza agua para operar dentro del sistema

(prueba en blanco) e identificar posibles fallas que se deben subsanar.

Se obtuvieron los siguientes modelos matematicos para los tres sistemas de estudio:

COMPONENTE ECUACION Y MODELO 'I')\'EEFE‘I’JI*;S

= | 0.536 t-0.772
w © Biomasa: B=80.1e 1.44-3.85
t5 < | Sustrato: ) -1, hrs.
2 o S=10753- 43530 236t~ 1.44) °

I .
< O |Biomasa: B = 442 +289 (t-3.85) 385675
S 1.02(t-3.85)+2 Rt
Ba hrs.
» W | Sustrato: S~0,dS/dt=0

m
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D [(B4.4
< 9 | Biomasa: B=283.36- D446
s 2 0.536-D 6.75-7.5
w =
b =2 _ Db0s.73 hrs.
» © | Sustrato: =
© 0.536-D

Sistema Batch.- Se observa que la concentracion de la Biomasa y del sustrato varia de
forma exponencial hasta el punto en que se agota la concentracién del sustrato, a partir de
ahi, el crecimiento microbiano es estable y transcurrira un cierto tiempo para que los

microorganismos mueran.

Sistema Feed Batch.- Las condiciones finales del sistema Batch se convierten en las
condiciones iniciales de este sistema, antes que la concentracion del sustrato se acabe por
completo se afiade un flujo constante de sustrato enriquecido, el cual aumenta posibilidad
del tiempo de vida de los microorganismos hasta llegar a un volumen de 5L segun el
prototipo construido. La concentracion del sustrato permanece constante en esta etapa con

una tendencia a agotarse siempre y cuando el flujo de alimentacion permanezca constante.

Sistema Cultivo continuo.- Las condiciones del anterior sistema se convierten en las
condiciones iniciales de este, este sistema permite obtener biomasa de forma continua a
diferentes concentraciones dependiendo del flujo de alimentacion del sustrato. Este
sistema tiene una alta importancia puesto que permite apreciar los cambios que sufre la
biomasa ante varias modificaciones en sus variables de operacién, aunque resulta costoso

por la constante adicion de medio de cultivo.

Se desarrollé un disefio experimental 3? tomando como factores la temperatura y el
porcentaje de adicion de cultivo con tres niveles de prueba cada uno, con la finalidad de
corroborar el valor bibliografico en cuanto a la adiciéon de cultivo, concluyendo que el
porcentaje de adicion 3-5% es el suficiente para obtener rendimientos aceptables de
produccioén, menor al 3% incrementa el tiempo de produccion, mayor al 5% incurre en

sobregasto de cultivo con un rendimiento similar.

Con los modelos matematicos elaborados y los datos experimentales obtenidos, se obtiene
la grafica de cultivo continuo en el cual se observa la variacion de la concentracion maxima
a la tasa de dilucion de 0.47 [1/hr].
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6.2. RECOMENDACIONES

Se recomienda usar la informacion de este proyecto como base para la construccion de
prototipos y elaboracién de modelos matematicos, que puedan ser validados con los datos

obtenidos por los micro-controladores.

Se recomienda que la obtencion de toma de datos sea en intervalos menores de tiempo

para una mayor apreciacion de los fendmenos producidos.
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ANEXO |

CODIFICACION DE LOS SENSORES PARA EL FUNCIONAMIENTO DEL
QUIMIOSTATO

« CODIFICACION DEL SENSOR DE TEMPERATURA DS18B20

SENSOITEMPErZIIE

tincluda <ZreWire.h>
— e LR

Huclud= <Da’lasTemp=ratur=.hi

DellasTamp=re L re genaors (ko o) ; Ji3e Jdecldra uns war_abils W chjely parg (uesloy aensoc
woid eetup() [
45 put your setup code here, to Fun once:
delayiZdC0) 7
Qerial negir [9E0N) 2
acnaara.kogin(); /52 Znicio £l ocnaar

}

woid loap{}

/f put wour moin gade koec, to run reocobcdly

3ENAars.requUESTIEMPECETAYES (] ¢ fi52 £TW13 e] comandc TET3 12ETr 1la CEEDETICUEE
finat Tamp=s=Ppnsnra.gt =mp FyTrdey () : FJR= ahtiene 1& nmETOFETaATUTA fROYT
Serial .ozt s

5ETLIL
Berlizl pront.
delay(23C0) 7
L

Conectar el sensor como se muestra en la figura:

TE
pEmm  Arduing
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« CODIFICACION DEL SENSOR DE TEMPERATURA DS18B20 Y RELAY

Finclud= #Oneiir=.he

$includ= ¢DOo’loaTemporaturc.hs
Lot relay—1u;
fE4)

=e _spiul=43_5; Aflemperaluse. a 1d g 5= atadys &1 calealanienl o

- re [P £ 0= marabhlers T pin 7 comwee bos OoeBlice
L OTRD turs gorasrafsourWirciy Jdoe dezlara dna wvaelashc ooobjcta porg nacabrg acnaoe
mold gecup() |
Serial  twegin [0 ;
sensora.begin - ff0e irocim el senoo:

pinHnde {ralaw, UNTEUL) §

b

T T}
acnanrd.roquc ItTmporaturco [ fSc ocovio =1 comandn para lozr lao ccmporaturo
float Samp-gensore.3etlerolHylndexLl) 4/ 38 abtien=z & tamparaburs en YU
Serial. oriul [FTespecelaca= Ti;

AEriml onvi —f [heno) §
o3 S o o B o B e B
1f (sampraecpolns)
{

digicalWrite {relay, LOW):

1

|

=4
{
digitel¥ritcirclay, EZCE] ¢
|

deley (2000] 7

Conectar el sensor como se muestra en la figura:
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« CODIFICACION DEL SENSOR DE PH

LA TR BT T A TTU R U e L

culyw G
AT B A | R HFE
vl =1 918 e

P el ket ]
L
U ;
batla, bazly
bt [ wooppr
|

augValue=C;
fordin, i=3;

dogValues=ta 7
Dloa. pEicc=] [oicabiamyeloe=5"2025 6

B L

solmiemus” L wdlilages winel por Ba

Conectar el sensor como se muestra en la figura:
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« CODIFICACION DEL SENSOR DE NIVEL
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Conectar el sensor como se muestra en la figura:
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« CODIFICACION DEL SENSOR DE FLUJO
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Conectar el sensor como se muestra en la figura:

Te Flow Meter
Black = Gnd
Red =Vss
Yellow = Signal
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+ CODIFICACION DEL SENSOR DE TURBIDEZ
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Conectar el sensor como se muestra en la figura:
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ANEXO Il

VARIACION DE LOS PARAMETROS DE CONTROL PARA LA
PRODUCCION DE BIOMASA

VARIACION DE LA TEMPERATURA CON EL TIEMPO
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VARIACION DEL PH CON EL TIEMPO

t[hr]

0.5 1|5 2 2l T 35 -r 95 5 5E 6 &5

VARIACION DEL VOLUMEN DEL SISTEMA CON EL TIEMPO
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VARIACION DEL FLUJO CON EL TIEMPO
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ANEXO Il
PROCEDIMIENTO GRAFICO DE LA PRUEBA EN BLANCO

1. Verificacion que no haya 2. Verificacion de la 3. Tapado de tanque de
fugas de agua entre los conexion de los cables calefaccion.
tanques

4. Tapado del tanque de 5. Acoplamiento de la 6. Conexién del sensor del
operacion. tuberia del flujo. flujo.
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7. Acoplamiento del tanque | 8. Conexién USB con la 9. Sensores externos para
de alimentacion. Placa ARDUINO medicion.

10. Medicién de la Turbidez 12. Descarga del tanque de

Oliver Mendoza Paco



ELABORACION Y VALIDACION DE MODELOS MATEMATICOS DE UN CULTIVO CONTINUO PARA LA PRODUCCION DE BIOMASA A TRAVES
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13. Medicién de la | 14. medicion de la | 15. Verificacion de los
Temperatura y nivel concentracién de sustrato. | valores obtenidos por los
sensores.
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ELABORACION Y VALIDACION DE MODELOS MATEMATICOS DE UN CULTIVO CONTINUO PARA LA PRODUCCION DE BIOMASA A TRAVES
DE LA CONSTRUCCION DE UN PROTOTIPO DE QUIMIOSTATO Y LA ADQUISICION DE DATOS DEL PROCESO CON EL USO DE MICRO-
CONTROLADORES

ANEXO IV
PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO Y EL CULTIVO MADRE

1. Limpieza del tanque de | 2. Limpieza del agitador. 3. Recepcion de 12 litros de
operacion. Leche natural

4. Adicion de dos cucharas | 5. Adicion de 50g/L de 6. Pasteurizacion a 85 °C
de leche en polvo. azucar durante 7min
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7. Calentamiento de 1L de | 8. Preparacion de cultivo 9. Adicion de cultivo por
Leche en el tanque de | para la adicién al tanque medio de una jeringa al
operacion a 43.7 °C. de operacion. tanque de operacion.

10. Control del proceso. 11.Toma de muestras en 12. Medicién del PH de la
intervalos de 30-10-5 min | muestra
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13. Dilucion de 1ml de | 14. Muestra diluida lista 15. Medicion de la turbidez
muestra en 100 ml de agua ara medir la turbidez. de la muestra.

16. Medicion de los grados 18. Obtencién de Biomasa
Brix con el Lactometro liquida.
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