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RESUMEMN

E! almiddén deyiuca (Manihot Esculcta) so sometic A hidrilisis cnxmsdtica ebieniendo wn rendimiento-dol 52,51 %0. El andlisis
cstadiztico de Ta hidrdlisis permitid plantear un modelo lmeal que representa malemdlicamente exte proceso oon tas
varishles gue resullaron sipnificativas al nivel del 93%. La bidrdlisis signe ol modelo cinélico propuesto por Michaelis-
Menien.

Se procedit enseauida o Termentar Ia glecosa obdenids por hidrdlisis utilizndo la Saccharomices cerevisae enmn hincataliza-
dnrpars ohlener etanol. Al A horas de ferrnentacidn s obsered b pmyor velocidad decredmietito celular || T3 Tl i Wiy
mLh). La formacicn del producto Hegs 2 su mayar vebucidad a las 38 horss. Bl sustrato proveniente de b fermentacién
alcohélica se sometié ala accifn bioeatalitica def Acetobacter Aceli para obtenee feidoacético en forma contfoua a nivel de
laborziodo. Se estwliaren y seleccivnaren lae mejores condiciones de nperacitn y ks nittientes mis sdecuados.

Se vhsered que 1a waxima voloidad de erecimiznto colular es de 1.21211408 Mevfen] |, 1a cual se obtienc 2 1as 49 horas de
procesa v la velocidad espedifica de erecimiento celular es de 0059 bk

il ciclo de Rempo Gptime &5 de 1T boras, 2l cabo de 1as coales seretim Acda ¥ $e rerieva ol sustrate para obicher uma
prodinctividad de 1083 g h., de dcido con una concentracidn de 7.4 @100 ml, 3¢ caleularon bos valores experimentales para
la eeusciGn de Michsells Menten, :

CINTRODUCCION

El objetivo dc este estudio consiste en'la produccidn & nivel de laboratorio de dcide acético diloido a partir de
almiddn de yuca (Manifior esculeta), ¢l cua] debe someterse previamente a un proceso de hidrdlisis enzimética
con el fin de transformar fos polisaciridos en ardcares fermentables. Ensepuida se efectua la etapa de formen-
tacion aleoholica, usando coma bincdlalizador la Saccharomices cerevisue v luego se procede a la oxidacidn del
alcohaol formatdo por accidn catalitica del Acefobacter aceri.
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Para cada una de estas etapas se hace una seleccitn de las variables Gptimas de operacidn y se lleva a cabo un
estudio de las caracteristicas cindticas con el fin de manteper sieinpre ¢l proceso bajo control y obtener el mayor
rendimiento posible.

Datos estadisticos reportados por el DANE (9) sobre el comportamiento de la oferta de vinagre en el pais
‘indican que la oferta satisface totalmente I demanda, por 1o cual gl disefiar una planta para obtener dcido
acético glacial se hace necesario incluir el montaje de I4 planta para oblener vinagre con el fin de asegurar el
Suministro constante de materia prima.

MATERIALES Y METODOS.

Para efectur la hidrélisis enzimética de Ju yuea se trabajd con almidén comereial de yuca fresca, alacualsele
determind el contenido de almiddn, fibra y humedad segin los procedimientos deseritos en el AQALC (3),

El #lmid6n se hidrolizd utilizando las enzimas hidroliticas presentes en la malta cervecera, 1a cual se molié hasta
rranc fino.El proceso se efectud en un baldén de tres bocas de 5(K) mi, con a pitaciin mecinica, manta de
alentamictito y ermémetro de control Para mediciones de pH se usé un potencidimetro digital marca Pracitromic,
La glucosa formada se analizb por €l método de Lans-Eynon (5).

El almid6n hidrolizado se esterilizé en autoclave y se someti6 a la fermentacidn aleohdlica ugando un reactor de
500 ml. de capacidad y levadura comercial conservada en medio Hquido (Wort) o en medio sélido (Agar de
Sabouraud). El conteo de células se hizo pormedio dela edmara de Muchauery la medicion de etanol producido
en un Cromatdgrafo de pases marea Porkin Elmer modelo 900, equipado con una columna Halcomid M-18 con
Carbowax 600 soportado en teflén.

Para la fermentacidn acética se usaron dos reactores con capacidades de uno y dos [itros, agitacidn magnética, un
hafio termostatado y dos Bombas para acuatio para el suministro de aire esténil 4 trawés de un filtro relleno con
lana de vidrio. Las muestras de deido acético se sometian a destilacion fraccionada y luego se analizaban en ¢l
Cromatdgrafo de Gases. El biocatalizador usado fué el A aceti, el cual e aisld de un vinagre casero y e mantuvo
en el medio de cultivo 66. Todo este material se esteriliz’ antes de cada experimento. La composicidn por litro
del medio de cultivo 66 fué lu sipniente:

Gloeosa: 3.0 g Carbonato de Caleio: 100 g
Extracto de Levadura: 10.0 g

RESULTADOS ¥ DISCUSION
HIDROLISIS ENZIMATICA
[l andlisis de almiddn de¢ yoea comercial presentd los siguientes resultados:
% almiddn : 843 95 humedad : 9.0; % fibra : 6.7

Inicialmente se cnsayaron tres métodos de hidrdlisis enzimdtica para el almiddn. En los dos primeros se
utilizaron amilasas comereiales marca Novo, segin procedimientos descritos on la literatura, ngando como
sustratos harina de ammoz (6) y almidén de arroz (6). Para el tercer método se usd 1a malts cerveceta de la cual ya
se conocia su poder hidrolizante por estudios anteriores {4,9). Los resultados obtenidos con estos tres métodos
se presentan en la Tabla 1., para tiempos de hidrélisis de 30 minutos, periodo para el cual se obtuve el mejor
rendimienteon.
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TABLA 1. Comparacitn de los resnlisdos obienidos por tres métodos de hidrélisis enzimatica.

Meétoda Temperatura "C pH % Rendimiento
coecidn Hidrslisis
1 T T0 7.0 1545
2 L] 20 6.5 AT EL
3 L 1] 50 3214

Estos resultados indican que la hidr6lisis efectuada con malta presenta un rendimiento notoriamenre Superion 3
aquellas efectuadas con enzimas comerciales, probablemente debido a que los dog primeros métodos fueron
propuestos para utilizar las amilasas provenientes del Bacilus subtiles, perd 1o 1a8 que estén Presenies en 1a
maita. En cambio el método No 3 fué desarrollada especificamente para las enzimas provenientes de1a malta. El
procedimiento seguido en el mémodo No 3 se presenta en el Anexo 1. :

Se escogio entonces este método para estudiar, mediante Ia téenica estadistica del diseno factorial (7)), los
efectos de las diferentes variables sobre el rendimiento de 1a hidrolisis.Las variables independientes cstudiadas y
sus respectivos valores minimo y miximao fueren los siguientes:

Coneentracion del sustrato (%68) 10.00% ¥ 15.00%
Relacion malta sustrato  (M/S) 0.35% ¥ 0.45%
Temperatura de hidrdlisis (T) &0.0 ¥ T0.0°C
pH (pH) 5.2 ¥ 5.6

La matriz del disefio factorial y los resultados obtenidos al cabo de 30 minutos de hidr6lisis s¢ presentan en la
Tabla 2. Los experimentos se efectuaron por duplicado.

TABLA 2 Mairiz de diseiio y resnltados oblenidng en Ia hidrolisis enzimdtica cor malia

ExpHNo Codiffcacicn Varlables % Reodlmiento
ABCD wE M5 T PH Promedia
1 - = . s 14 035 6 5.2 THaH
2 - - 15 0,35 &0 32 7442
3 -+ - - 10 {145 6 5.2 ®ZR1
4 + + - - 15 45 1] 52 TE30
b - - i1} L35 70 52 5860
& + - ¥ - 15 135 0 iz 56,33
T S R 1 45 T 52 GB.TE
1 + 4 ok - 15 k45 70 52 73,32
L - - =+ 1] 035 ol 5.0 F359
14 + - - + 13 35 G 54 714
11 - o+ - + 10 (45 ol 56 TR
12 + + - + 15 045 a0 5.4 G770
13 = = ¥ + 10 35 T0 54 56,43
4 + - o+ + 15 $.35 i i6 46,34
15 o+ F 10 045 T 56 64,21
16 4+ & o4 15 0.45 70 5.4 T9.06
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Varianza calculada = 225969
Las variables estdn codificadas an 1a signiente forma:
A = (W5 -12.5)/2.5; B = ((M/S - (L40)N1.5);

C = (T-65)/5; D= (pH - 5.4)/0.2

De acuerdo a los resultados ablenidos, el mejor remdimiento $e obuvo en el experimento No 3, bujo cuyas
condicionss se Tealizd posteriormenic el andlisis cinélico de Ta hidrdtisis.

5S¢ caleuld ensepuida la mapnitnd de 1oz efectos de 1as variables y sus interacciones utilizandn el Algoritmo de
Yales (7). Fl ohjetivo de este anglisis es determinar cuales son 1os efectos significativos a un nivel de confianza
del 959 y pader plantcar asi una ecuacion que defina matemdticamente el proceso y parmita hacer prediceiones.
Resultaron significativas la concentracion del sustrato (955), 1a relacion enzima sustrato (M/S) y Ia interaccidn
entre 1a relacion enzima Sustrato con la temperatura ((M/S)*T).

Con eslas datos se planted ol sigujente modelo lineal para fa hidrdisis enzimitica con malia:

0 Rendimienta = 7134 + 3 54%A - 403" + 3258%B*C

En esta ecuacion selo intervienen las variables-significativas, las cuales estin codificadas. Sus respectivog
coeficientes corresponden a las magnitudes de sus efectos previamente caleulados, El valor del iérming inde-
pendiente (71.34) represents el promedio de los rendimisntos obtenidos en la hidrdlisis.

Enscpuida se realizd una experiencia adicional bajo Ias condiciones del experimentn No 3., com el fin de
determinar ¢l orden de reaccién v estudiar 1a cinética enzimitica. Se tomaron muestras cada 5 wminutos, se
desactivarom calentando 2 95°C en bafio Maria y se analizd su contenido de plucosa,

Para conacer ¢l orden de reaccitn, se supone inicialments que puede ser uno, dos o tres y se calcula la constante
develocidad especifica k para cada orden, teniendo en cuenta las concentraciones de sustrato 8y predocto P con
respecto al tiempo L Valores de k aproximadamente constantes indicardn el orden cinético correcto.

En la Tabla 3., se presentan los resultados de este estudio, :

TABLA 3. Onlin de reaccion de Iz hidrdlisis enzimatica.

i F 5 k E k

min miml gl n=1 n=2z n=3

1 ] 0.084 - - -

3 Lory 0.063 .43 0574 Talv
1 (k30 0056 L1 0595 8834
i5 n.043 0.044 0043 0714 12,294
20 (R4 0.038 0035 0713 13,540
25 D057y 0.031 1L039 0,806 17.660
30 0059 0.028 L1036 0377 18260
35 L)) o.ozT (032 .09 La.650
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k (n=1) en min*
k{n=2)en ml.gtmin?
-k (n=3) en ml*.g min’’

Dic estos resultados se deduce que el orden de reacci6n es uno para la hidr6lisis enzimdtica y el valor de la
constante k es de (L0292 min, Hste valor es el promedio de Jos valores hallados en estos experimentos.

Con los mismos datos anteriores para P y S se efectud el andlisis cinético para saber sl el proceso sigue el

comportamiento descrito por Michaelis-Menten y deducir los valares de la constante de Michaelis k vy de la
velocidad méxima V. Ver Tabla 4,

TABLA 4. Cilenlo de la cinflice enmmbtica.

L B s V0 LS 1V
min giml gml gfmL.min ml/g mi.min/g
n0 0 0.084 - 11.86 -

5 0.017 0.068 3.20 14.73 303.95
10 0.030 0.056 281 17.81 354.99
15 0.043 0.044 267 22.57 37453
20 0.049 0.038 230 26.12 434.78
25 os7 - - 0031 212 32.00 471.69
30 0.059 0.028 1.86 3516 53763

35 0.060 0.027 162 3618 61728

t = tiempo; P = Producte; 5 = sustrato; V = velocidad
La Figura 1., indica el efecto da la concentracidn del sustrato sobre la velocidad de la reaceidn ensimilica. Se
observa que la reaccidn sigue ¢l comportamiento descrito por Michaelis-Menten. La forma lineal propuesta por
Lineweaver-Burk se presenta en la Figara 2., donde se grafica 1/5 contra 1/V. La pendiente de la recta representa
k_fV_ . el intercepto en la abeisa corresponde a -1k y el interceptlo en la ordenada indica el valorde 1V,
En esta forma se obtiene un valor para k_ de 0.08196 giml y para V__ de 7.246*10° g/ml.min. Debe tenerse en
cuenta que el valor catculado para % es la constante para todo ¢l complejo enzimdtico presente en la malta, por
lo cual este valor puede ser diferente de otros reportados para las enzimas amiolfticas puras.
En consecuencia, la ecuacién que describe 1a cinética enzimdtica con malta es Ja siguiente:

V, = (V'S )k, +5)

V_ = 3.674*10* g/ml.min
Donde V_ cs la velocidad inicial de la reaccidn.
La forma linesl de Lineweaver-Burk toma los siguientes valoras:

UV = (& /V__(18) + (1V_)

1V =138 + (11.31/5)

Flev. 20, Baperemongs (Cobambish, 13(1)=31.47, furia 1990 a5



FERMENTACION ALCOHOLICA

Todos los experimentos de fermentacion alcohdlica se efeciuaron a 25°Cy el volimen de trabajo fué de 500 ml.
Mo se agregaron nutrientes adicionales a los medios de cultivo Worl Broth para el estado liguido v Apar de
Sabouraud para elstlido. La levadura pura y estéril sc conservd €n la nevera, haciendo repigucs frecuentes a un
-medio mds fresco.. ;

Inicialmente se efectuaron varios ensayos a las mismas condidones de trabajo con ¢l fin de determinar ol
ndmero apropiado de microorganismos para alcanear Ja méxima prodeccidn de etanol, Las condiciones de
trabajo fusron las sipnientes.

Concentracién inicial de glucosa (proveniente del almidin hidrolizado) = 140 g/l

Temperatura = 25°C
(1] 1 S = entre 4.5y 5.2
Tiempo de gireacidn = 30 minutos.

Los resultados obtenidos se presentan en la Takla 5.

TABLA 5. N"de cflulas iniciales para la fermentacitn aleohdlica

CElulas iniciales Etancl formado
{0/ mm*) 100 ml
2RO 2.00
560 4.47
3500 340
5010 350
10000 . 310

MO/ml® = microorganismos por milimetro cibico de tmosto.

De estos datos se observa que la mdxima produccion se aleanza con una cantidad inicial de 3500 MO/mm?.
Cuando la cantidad inicial de levadurs ee inferior 2 esta cifra se presenta una dilucidn muy grande, por Io cual &
tiempo de fermentacion serd mds extenso. 5i el nimero de levaduras es superior, se créa un flivel smuy competi-
tivo por los nutrientes, o que hace disminuir 1a cantidad de etanol formado.

Con base en esta concentracitn inicial de células se efectud entonces una fermentacién de la cual se extraian
muestras periddicas con el fin de analizar N* de células formadas, azdicar utilizado y etanol producido. Los datos
se presentan en la Tabla 6.

Los datos experimentales obtenidos permiten praficar los combios de estos tres pardmetros con respecto al
tiempo de fermentaci6n, Ver Fipura 3. Se observa que ¢l crecimienta colalar permanece aproximadamente
constante desde kas 36 horas hasta las 48 horas y de ahi cn adelante comicnza a decrecer. Tanto el consumao de
aziicar, tomo la produccitn de etanol, se vuelven muy lentos a partir de Jas 48 horas.
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TABLA 6. Datos para calvular Ia cinééica aloofudlica

Tiemp Célulaz Acriicar TTtilizado Etanol Formado

- hr MCymI=10¢ aft /100 ml

0 3.5 L] )

6 4.0 1.0 .06
in 1.5 3.7 n.i1s
12 12.3 4.0 0.20
18 195 6.1 n.33
24 384 218 .40
30 76T 512 1.65
33 120.0 701 1.90
3A 145.1 Z3.0 3.10
44 140.0 7R 3.00
42 143.5 107.3 3.70
4R 151.8 110.0 525
54 134.1 112.0 5.90
&0) 1260 112.2 5.02
&h 1058 1131 507
2 1020 114.0 582

¥l paso siguiente es determinar las velocidades de crecimiento celular y 1a velocidad de formacién de! clanol
mediante diferenciacion gréfica de la curva anterior. La velocidad en cualquier punto fué caleulada mediante Lz
pendiente de ese punto.

Se calcularon ensegmida las velocidades especificas de crecimiento celular y de formacién del producto dividi-
endo la velocidad en cualquier instante del proceso por la concentracidn celular en ese instante. Las velocidades
especificas $¢ definen como la velocidad por unidad de concentracion celular. Estos datos se presentan en la
Tabla 7.

Las velocidades especificas se calculan con el objeto de comprobar si el proceso de fermentacién alcohdlica

cumple el modelo propuesto por Luedeking v Piret {2,2) en ¢l cual 12 velocidad de formacion del producto esid
expresada en términos de la velocidad especifica de crecimiento celular K:

(L/m){dP/dty =LK + B

donde m es la concentracion celular, L es 1a constante de produccicn y B una constante de proporcionalidad.

El modelo se cumple cuando sc obtiene una relacidn lineal al graficar 1a velocidad especihica de crecuniento
celular como funcidn de la velocidad especifica de formacién del producto. El valor de L serd la pendiente de lu
recta y el valor de B serd su inlerseccidn en el efe de las ordenadas,

La Figura 4., presenda la velocidad de crecimiento celular V_y 1a velocidad de formacion del producio V, contra

¢l tiempo. Se observa que la mayor V_ se obtiene 4 lus 30 horas de reaccitn y corresponde a wn valor de 7374108
MO/mlh. La formacion del prodocto lega a su mayor velocidad ¥ a las 38 horas.
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TABLA 7. Velocidades especificas para 1a cinética alcohdlica.

t Wi Vi Voo Ve

6 1.000 0.017 0.250 4.36

10 1.150 0.025 0,143 3.00
12 1.230 . 26 0.117 239
1B 2.948 (.05 0113 215
24 3.446 0.083 0,105 1.67

~ 30 1733 0178 0.088 .02
33 6.500 0192 0.057 L70
36 4.899 0211 0.037 L&D
IR 3333 n.zz7 0.024 1.62
42 1111 021y N7 1.46
43 0357 0.217 0.502 L46

t = tiempo en horag

V.. =welocidad de crecimients cetular en MOVmLY *10°

‘UI.P = Valnrcidad da formacidn de producto en 100 mlh

V. = Velocidad especifica de crecimiento celular en (1/H)*10%

"J“.p = Welacidad especifica de formacitn de producto en (g/MO ) 10

La Figura 3., prescnta la relacicn lineal entre 1as velocidades cspecificas de crecimienio y de formacion, 1o cual
comprueba 1a validez del modelo cinéticn. Los valores calculados para Ly B son los signientes:

L= (094 MOjg, B =0.0012 p/MO.h
La aplicacion de estos valores en la ecuacion de Luedeking y Pirer proporciona datos de la velocidad de
formacion del producto V, muy cercanos a los valores experimentales obtenidos, especialmente para valores de

concentracion celular correspondientes a la fase exponencial de Crecimiento.
Por ejemplo, para 18 horas de proceso:

dP/dt = ((0.094*0.111) + 0.0012)/(1/19.5))

dP/di = {043 /10 mLhb; (dato experimental = [.045)

Se utilizd enseguida el método propuesto por Adams y Hungate (1) para calcular el tiempo minimo requerido
para la fermentacién continua de wn sustrato determinado, el cual se basa en los datos de crecimiento celular.

EI ciclo de tiempo dptimo es aquel que corresponda & la mdxima velocidad de crecimiento celular, puesto quela
mayor produccion celular dard Ja mayor velocidad de fermentacion. Este ciclo de tiempo corresponde al inverso
de la velocidad especifica de crecimientu celular calculada para el estudio cinético,

B 3. Sucammaings (QoiomEi), 13{1:3-47, jusic 199 ) =]



La mAxima velocidad de crecimiento celular s2 obluvo a 1as 30 horas dé procesc, Uernpo pard ¢l cual 1a velacidad
‘especifica de crecimiento celular fué de 088, Por tanta, el ciclo de tiempo Sprime es de 11.36 horug.

En lag graficas de velocidad de creeimienta celular v de formacidn de etanol se abserve que Iz wiilizacidin de los
-aEficares s incompleta, axin en el punto para el cual V' es dptita (30 horag). Para ese periodd de tiampo 1a.
‘welocidad mévima Je formacidn de afcohoi ea de 0178 g 100 mLh.

Esto significa que la completa utilizacidn de 1os sxzdcares no puede lograrse en un sélo [ermentador. Se propoue
entonces vsar un sistema con dos fermentatdores, para que en el primera de ellos se deje progresar fa reaceitn en
presencis de aire estéril hasta alcanzat ¢l valor mdxdmo de concentraciin cohular {30 horas)y. Se pusard [usgo el
mosto dl segundo fermentador, donde ¢l proceso serd anacrobio pars obiener aleahn! paro, y lendrd un tiempo
de residencia de 11.36 horas con el fin de mantener una produecidn continna méxima.

FERMENTACION ACETICA

Se prepararon inicialmente tres cullivis separadng en ¢l medio 66 del Acchectir acet:, ef cuasl se o510 de un
vinagre casero (sofucidn madre).

Una vez esterilizade el medio, se tomd de Ia solreito madre una poqueha mocstna con and pipeta estéril v se
sembrd en el medio, Se mantuvo en incubacidn duranie varios dias, hacicado un segmimicnta al microscopio del
crecimiento bacterial. :

Terminade el periodo de incubacitn se tomaron macsiras ded oejor de Jos coltivos para repenir ¢l procese hasta
abtener an caltivo completamente puto del bigeatalizadar. Bl gfoera Acclobscler o8 acrobfo estricto v se
carackerizy por star constituldo por células individuales elipsoidales en forme de basidn o ¢n pares ¢ cn cadenas
cortas o kaggis, maviles con Hageln polar. Las cflulas [ivenes son gramnegativas; en cambin las oflulas vigfas son
srampositivas. :

El sustrato proveninente de [a fermentacidn alcohdlica Mé sometido o decantacion, centrifupacién ¥ pastenri-
zacion con ¢f fin de clindinar todas 1as levaduras, cuya presencia inhibe la accion oxidaijva de A acetl Se
agregarom tugyo Tas sipuicntes sales nutcitlvas por litro de sushralo:

Fantotenasto de Caldo: 268 Fosfato de diamionio e hididgeno: 6 g; Fosialo de dipolasio & hidrdgenu: (4
Sulfala de magnesio kidratado: 0.2 g Sulfato de manganeso hidratade: 0001 g, Triclorire de hiesro: 0002 g;
Extracto de devaduea 1 0.35 ¢ '

Tidos los experimentos de okidacion acética se efecluaron bajo las sigulentes coudiciones de opsiacid

P inicial: 5.2; Temperatura: HPC; Azdcarcs iniciales: 30 gl Eranel iniciai: 38 g1 Adrcacion; 3.3 1min;
Agliacion ; 500 rpo;, Yolimen - 1.0 1

Inicialmente se efectuaron cluco experimentos oo @ [in de dererminar la cantidad iicia] epropiacda de pio-
catalizador paza obtenel el mavar porcentaje de deido acdiicn. Se ulilizaroa las sipuientes carlidades iniciales de
A acet: :

10000, 25000, 30000, 120000., 220000, MO/mom3. Las mucsiras para analizar por cromamngrafia de pases Ia
cantidad de dcido formado se wmaron 8 (85 72 h de reaccion. T.0s mejores rendinientas se obtuvieron para
30000 MOfmm3, por 1a cual se utilizt esie valor para ios sIpnientes ensayns.

a0 Liew. JON. Bumczmangy [Cofombia), L2(11:2AAT, juaio: 1990



13djo las condicioncs anteriores s realizd ensepuida un experimento para medic Ia conceatracion celular & travds
del tiempa de oxidacion con el objeto de determinar.cl punio de méximo crecimiento. En este punto se renueva
el sustrato paralograr asi un sistema continuo. Los resultados obienidos se presentan en la Tabla 8v en a Figu-
T&: 3,

TABLA 8. Concentracion celular contra tiempo para la oxddacién actlics.

e B i L - — —— —

Ticmpo C,

(h) (MO/ml *1(¥)
i 0.30
12 1.82
24 11.01
a6 - 14.20
42 ' 22.50)
50 : 25.80)
58 3330
63 41.10
T 47.30
73 43.00
80 41.80
a0 39,30

Como se puede apreciar ¢f mayor valor para el crecimiento celular C, fué de 43° 10° MO/ml a las 73 horas de
proceso. i

Posteriormente se anslizaron dos experimentos de fermentacidn continua en las condiciones de operacion ya
deseritas, en los cuales €] nimero inicial de bacterias [wé de 0.3*10° Mo/ml. Por medio de estos ensayos se
deseaba determinar Iog valores experimentales de alpunos pardmetros cinéticos y tener 108 dalng necesarios para
calealar el eiclo de tiempo minimo requerida para la fermentacidn acética continua,

Las Tablas U y 10 presentan s resultados obtenidos en estos experimentos, La teaceidn sé dejd progresar hasta
Yas 73 horas, tiempo en el cual se logra el mayor crecimienta celnlar. En este punto comienzan a remaverse 14
ml/h del liquide fermentado y se adiciona simullinsamente £l mismo rolimen de alimento y oflula {rescas con el
fin de mantensar una proguccidn mixima continua de 4cido acético.

Como puede observarse en las Tablas 9 v 10 la produccidn de dcido acético permunece aproximadamente
constante despudés do las 73 horas de fermentacion, con un valor promedio de 7.48 ¢/ para el experimento N7 1y
de 7.38 g/l para el experimento No 2,

Los resuliados obtenidos en €l experimento No 1 sirvieron de base pura delerminsr si ba cinélica de st procaso
sigue el modelo de Monot, y también para calcular el ciclo de tiempo minimo para renavar el snstiarm.

La Figura 6 presenta los resultadus del experimento No 1, ajustados por medio de un programa de minimos
CquTEJDS
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TABLA 9. Resnliados de la oxidacion acética. Fxperimento 1 - Sistcma continuo

Tiemp<r pIl CElulas Agriiear Hianol Proaiucio
C R MOyml* 10T g ! /100 ml
g.¢ 5z 03 6718 a0.1 .1
16 5.0 1.2 585 350 2.3
22 48 3.3 42.9 26.9 27
3 4.1 &0 42.9 213 53
49 3.3 24.1 429 1035 5.6
63 3.8 35.1 429 82 6.9
T3 3.4 42.6 429 43 1.6
as 36 18.0 0.2 138 7.0
94 3.6 227 45.3 2.0 5.2
@7 3.6 18.4 453 B.a 7.3
113 3.5 204 453 24 6.5

—

Paru llevar 4 caho el anglisis cinéico de estos experimentos, deben lenerse en cucnta las ecuacioncs:

(8,-5) = ()G - G (1
(P-P) = (LA)C,.-C) 2
TABLA 10. Resultados de la oxidacién acéticaa. - Fxperimento 2 - Sistema continuo
TTempa pH Ciulay Anlicar Etanod TPreducto
h MO,mt=108 gl g /100 ml
(} 5.2 .3 G4 31.% 0.2
16 4.7 2.2 536 36.0 2
22 4.7 x5 40.1 270 340
25 4.4 4.0 ang 212 33
34 4.3 ] 399 1.2 ehi.
49 2.9 18.3 399 10.8 5.
63 2.8 le.6 39.9 E.4 39
73 3.6 24.2 48,3 3.l 74
89 i 1549 40.3 12.3 7.3
94 3.0 158 40.3 8.2 73
a7 3.6 162 40.3 6.3 T3
113 3.7 17.8 40.3 3.3 7.0

R [N, Dali-,%;,:—;-.-_.arlgn [Calambing, L20L)A-4T, jLinia 300



Las coales se obtienen 4l integrar las ecuaciones que describen Jd velocidad de consumo de sustrato y de
formacicin del producto con respecto al tiempo.

Juando se grafica (S, - 8} y (P - 1’_:} contia {(C_- C_) se deben obtener dog reclas con pendientes 17Y y 1y
TESPECLivAT CNLe. :

Lafigura 7 indica que efeciivamente para los datos obienidos en el experimento No 1 se obtiene una rects en los
punios correspondientes a Ia fase logaritmica, Io cual contirma que la cinérica cumple el modelo de Monnl

La Figura 8 representa la forma lineal propuesta por Lineweaver-Burk, o sea fa grifies de 1/5 conira 17V, Se
deducen entonces los siguientes valores experimentales para k_ v para V_ relacionados con este proceso de
fermentacidn:

k, =3.0514 gf; V,_ = 0.10847 MO/mLh

Laos resultados del experimento No 1 tumbign pecmiticron calenlar, segin el método de Adams y Hungate (1),
que la mixima velocidad de crecimicntn celular es de 1.2121%108 MO/mlh, 1a cual se obtiene a las 49 horas de
proceso. En este punto la concentracién cclular ajustada es de 20.5*10% MO/ml. Por tanto la velocidad especifica
de crecimiento celular (V_ ) es de 0.059 bl Elinverso de esta velocidad proporciona el ciclo de tiempo dptimo,
0 sex aproximadamente 17 horas,

Estosignifica que s¢ hace necesario ¢f disefio de dos fermentadores, pata que en ¢l pomers de ellos sc liove a
cabo €l proceso hasta aleanzar el crecimiento méximo a las 49 horas. Luegn se pasa el mosto al segundo reactor
donde se debe renovar €l sustrato cada 17 horas para mantener una produccidn de acético estable de 0.083 g/lh.
Este dltimo dato corresponde a la pendiente en la curva de P coatra 1, Figura 6., en el punto de 49 horas de
fermentacién.

Finalmcnte, ¢] producte que sate del sepundo fermentador al cabo devn total de 73 haras do proceso, tendrd una
concentracion final (ajusiada) de 7.4 /100 ml de Acido acdtico,

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIOMNES

1. Se selecciond el método mds apropiado para efectnar la hidrolisis envimdtica del almidén de yuca nsandn
malta cervecera como agente catalizador. Se recomienda una  temperamra de 95°C duranie 30 minutos para
la coccion del almidon y 60°C durante 30 minutos para 1a hidrolisis.

2, El estudio estadistico del efecto de las diferentes variables sobre ¢l rendimiento de la hidn‘&lisis enximiatica
permitic deducir que 1as mejores condiciones de operacitin son 1as siguienles:

Crmeentracidn del Sustrato = 10%
Relacidn Malla/Susirato =-{l.45
Temperatura de hidrdlisis = 6PC
pH =52 .

3. Mediante andlisis estadistico de 1a hidrdlisis enzimdtica del almidon se obtuvo la sipuicnte ecovacidn lneal que
represeita matemdticamente este proceso y permite hacer predicciones dentro de los rangos estudiados:

25 Rendimiento = 71.34 + 3.54*A - 4.08°B + 3.23*B*C

2 oz, [N, Hutznmmsups {Caloonbia), 3155147, junbs 10460



En esta ecuacitn solo intervienen las variables que resultan significativas sl nivel del 95%, a saber: concentra-
ciém del  sustrato (A), 1a relacién Enzima sustrato (B) v 1a interaceidn enzima susirato con la temperatura
(B*C). Estas variables estdn codificadas.

4. Se establecid experimentalmente que Ja hidralisis enzimdtica con malla, realizada segiin condicionss de

optracion descritas atrés, tiene orden de reaccidn uno y que su constante de  velocidad especifica k tiene un
valor de 0.0392 min

5. La hideolisis enzimdtica estudiada obedece el comportamiento descrito por Michaclis-Menten y presenta los
siguienles valores experimentales:

k. = 008196 g/ml

V.= 1.246*107 g/mL.min

L]
6. Se alculd la velocidad indcial de la hidrolisis cnzimdticy, la cual resultd tener el siguicnte valar:

V= 3.674%10% giml.min

Asi misio, s& calculd el valor def factor 17V de la forma lineal de Linewcaver-Burk, el cual depende de la
cancentracion del sustrato 5:

17V = 138 + (11.3L/S)

7. Bl hiocatalizador usado para la formentacién aleohdlica fué la Sacharomices cerevisae y fas condiciones de
trabujo fueron las siguientes:

Coneenlacion inicial de glucosa = 140 il
Temmperatura = 253°C
Rango de pH =45-532
Tiempo de gircacidn = 30 minutos

Trabajando bajo estas condiciones, se dedujo gque Ia médxima produccicin de etarel se obtisng con una
concentracidén inicial de de levadurs de 3500 MO/mm?

£, Fl andlisis ¢inética de Ia formentacion alcobdlica permitid caleular tante Ia velocidad de crecimiento celular
V ,como lavelocidad de formacidn del praducio Vo, con relacidn al tiempo de rezccion. EI mayor valor para
V' seobtuwo a las 30 horas de proceso y tiens una magmlud de 7.73*10f MO/mlh. La formacion de producto
11e,g.1, a suméxima velocidad ¥V, alas 38 horas y su magnitud es de 0,227 gi100 mlLh.

9 Se mmpmhfi que exisle una relacién lineal entre las velocidades especificas de crecimiento celutar V y de
formacidn de producto V., 1o cual confirma que el proceso se ajusta al miodelo cinético pmpuew: por
Luedeking v Piret, Los valores calculados para la constante de produccién L ¥ para la constante de
proporcionalidad B son los siguientes:

L = 0.0%4 MO/ B =0.0012 MOk

10, T ciclo de Licrﬁpn 6ptimo, calculado mediante €l procedimiento propuesto por Adams ¥ Hungate, 25 d4a
11.36 horas. Esto indica que la fermentacidn continua para abtener etanol conviene realizarla en dos fermen-

Flew 10 Sucarorangz (oo, 13 13147, juric [0l 45



tadores. B el primero de ellos se lleva la reaccida aerdbica hasta ¢f crecimicnto méximo (30) horas y luego se
pasa al segundo fermentadar, donde el proceso es anaerobio con un empo de residencia de 11.35 horas. En
esta forma se puede mantener una produccidn contfnua mixdima de sleahol.

11. Para el proceso de fermentacion acética se utilizé como biocatalizador la bacteria Acetobacter acetl ¥ se
trabajcd bajo las siruientes condiciones:

Temperatura = g
Azficares iniciales = S50 g1
Etanol inicial = e gl
Adreacidn = 35 |fmin
Agitacidn =  Srpm
Wolimen = 101

Para estas condiciones se dedujo experimentalmente que la coneentracidn inicial del bocatalizador que
produce el mejor rendimiento es de 30000 MO/mma3.

12. El mayor valor para el crecimiento celular en ia fermentacidn acética fué de 43%10° MO/ml a 1as 73 haras de
proceso. Con  base en este dato, se realizaron experimentos de lermenlacidn acética continug, en Ios cuales
se mantuva un valor promedio de 748 gf100 il de dcido acético entre 73 y 113 horas de proceso.

13, La cinética de la fermentacidn acética comple ¢l madelo de Monot y presenta Ios siguientes valores
cxperimentales para la constante de Michaclis-Menten k y para la velocidad méxima V

k =20514 g, WV = 010847 MO/mlh

i4, La mdxima velocidad de crecimiento celular se obtiene a las 49 horas de fermentacion, por lo cual sc
recomienda €jecutar el proceso en el primer reactor hasta esc periodo v lhuepro passtio a un segando
fermentador. '

15. Lavelocidad especifica de crecimiento celular V_, para la fermentacion acética es de 1059 b, Elinverso de
esta velocidad proporciona el ciclo de tiempoe dptimo, 0 sea aproximadamente 17 hoeas. Bste es el periodo
recomendaduo para retirar dcido del sepundo fermentador y renovar €] sustrato, con el fin de mantencr una
produccidn estable de 0.083 g/l.h de dcido. La concentracion final de 4cido obtenido serd de 7.4 gf1{{ ml.

ANHEX 1

METODC PARA HIDROLISIS DE ALMIDON DE YUCA UTSANDO MALTA CERVECERA
Pesar 1a malta v el almiddn en las cantidades necesaring, segin la sipuienle relacidn:
Admidon =1lg
Malta =3
Agpa = 200 mi

Agrepar todo el almiddn a la mitad del agus de hidrdlisis y calaentar a 60° Estando a esta temperatura agregar

4E A 10M. Buramananpa [Lehambia), 1T2(13:31-47, Jwaio 10400



mas o menos 196 de la malts y el resto del agua. Mantener a esta temperatura por 13 minulos ¥ levar a pH 5.0
con dcido fosfédrice o com amoniaco, segin ¢ caso.

Mantener 1a temperatura 15 minutos mads con el [in de abland=r el afenidon.

Enseguida aumentar la temperatura hasta 95°C y mantener asi 3{} minutos para la coccidn del almidon,
Curapkido este tiempo, bajar la temperatura hasta 60°C, agregar |a malta restanie, previamente diluida en agua a
esta misma temperatura y dejar actuar durante 30 minutos.

Al finalizar se filtra v se determina el contenido de aztcares fermentables. Mantener agilacion constante durunte
todn el procesn.
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