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X. XNTRODUCCION 

Como part~ del Pr0grama Regional de Biotecnologia para 
America Latina y el Caribe, el Proyecto "Degradaci6n 
enzimatica de Residuos Agro-industriales" (DP/RLA/83/003) ha 
sido ejecutado por Chile, Peru y Venezuela. 

El presente documento corresponde al Sexto Informe de 
Avance e Informe Final del segundo afio, y contiene las 
actividades pendientes solicitadas en los Terminos de 
Referencia del Contrato 89/88. 

Las actividades encomendadas a Peru en el segundo afio 
(Contrato 89/88) incluyen: analisis de los efectos del 
pretratamiento alcalino del bagacillo (Actividad B), 
experimentos de cultivo semis6lido a nivel de 
microfermentadores (ActividadC; C.1, C.2, C.3), continuaci6n 
del programa de mutagenesis (Actividad D), pruebas de 
operaci6n del prototipo (Actividad E), implementaci6n de 
modificaciones en el prototipo (Actividad F), inicio de las 
pruebas de comportamiento fermentativo del prototipo 
(Actividad G), visita del responsable peruano del proyecto a 
Chile (Actividad H), envio de dos tecnicos peruanos a Chile 
(Actividades I y J). Conforme a lo presentado en el Quinto 
Informe de Avance (Primera del segundo afio), las actividades 
pendientes de informar son: Actividad C.2, C.3, Actividad G 
y Actividades I y J. 
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II. RESUMEN DEL QUINTO INFORME 

2.1. Efectos del pretratdmiento alcalino (Actividad B) 
Se realiz6 una investigaci6n mas detallada sobre el 

efecto de los alcalis (soda y cal) en la delignif icaci6n del 
bagacillo. Se emplearon concentraciones de soda entre (g/g) 
0.025 y 0.2 y de cal (g/g) entre 0.0025 y 0.05 a temperaturas 
de 90° y 121°C por 20 minutos daba lugar a una DEIV 
(digestibilidad enzimatica in vitro) superior al 60%. El 
efecto de la cal fue pobre en todos los casos. 

En una Adenda al Quinto Informe, se present6 un 
analisis economico sobre el uso de la soda en el 
pretratamiento (0.2 g/g) del bagacillo para se~ usado este 
como materia prima en fermentaciones, tomando como 
comparativo el precio del azucar. El resultado indic6 que la 
soda participa en el acondicionamiento del bagacillo, 
favorablemente, siendo entre 4.09 a 6.40 mas barato que el 
azucar. 

2.2. Cultivo semis6lido en microfermentadores 
(Actividad C) 

2.2.1. Montaje y puesta en marcha de la Unidad 
de Mi~rofermentadores (Actividad C.1) 

Esta parte consisti6 en la fabricaci6n de 
los microfermentadores de co~umna tipo Raimbault hechos en 
vidrio y constituyendo dos baterias de 12 microfermentadores 
cada una (ver lamina 4 del Quinto Informe). 

2.3. Programa de Mutagenesis (Actividad D) 
Se continu6 con el programa de mutagenesis iniciado 

desde el primer ai'io del proyecto a partir de la cepa T. 
reesei LM-UC4 y utilizando Etil-metano-sulfonato (EMS) al 5%, 
a una dosis de sobrevivencia de 10%. La temperatura de 
cribado fue de 41°C. Para el cribado secundario se desarroll6 
una tecnica cuantitativa a la cual se le ha denominado 
"Tecnica del Disco de Agar" (Juscamaita, Tengerdy & 
Gutierrez-Correa, BIOTA, 1993). La tecnica permite 
seleccionar rapidamente cepas termotolerant~s con celulasas 
termotolerantes e insensibles a inhibici6n por glucosa. La 
cepa T. reesei LM-1 es la que present6 mejores 
caracteristicas, por lo que continua siendo utilizada. 

2.4. Pruebas mecanic.as del prototipo (Actividad E) 
El prototipo fue probado en todos los aspectos 

mecanicos incluyendo estabilidad de los sellos, eficiencia de 
agitaci6n, ef iciencia de esterilizaci6n, eliminaci6n de 
condensados y otro~ anexos. Como consecuencia se realizaron 
algunas rnodificaciones al diseno or:Jinal. 

2.5. Modificaciones al prototipo (Actividad F) 

Por consideraciones practicas se incluyeron dos 
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visores circulares tipo brida en la tapa en lugar de uno solo 
rectangular. Se modificaron las pendientes de las tuberias 
para un mejor drenaje de los condensados. Debido a la baja 
presi6n de agua en La Molina, se disefi6 y construy6 un tanque 
de alimentaci6n de agua para el generador de vapor para que 
suministre 3 h de operaci6n continua (12 L) a un maximo de 
200 psi. Debido a que solo se pudo conseguir en el mercado 
nacional un motor ae 2HP de corriente alterna monofasico y de 
1800 rpm, se disefi6 primero un sistema de poleas para reducir 
la velocidad a 5 rpm y, luego un regulador electr6nico de 
velocidad que permi te operar el motor entre 1 a 5 .... ·pm en 
forma variabl'2. 

2.6. Visita del responsable peruano del proyecto a 
Chile (Actividades H y M) 

El responsable peruano del proyecto viaj6 a la 
ciudad de Valparaiso, Chile, donde se realiz6 una reunion de 
coordinaci6n en la Escuela de Ingenieria Bioquimica 
(Universidad Cat6lica de Valparaiso) los dias 15 al 17 de 
octubre de 1990. Se observ6 el desarrollo del prototipo y de 
los microfermentadores. Asi mismo, se analizaron los avances 
del proyecto y se estableci6 el plan de trabajo para el 
tercer afio. 
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III. CULTIVO SEMISOLIDO EN MICROFERMENTADORES (Actividades 
C.2 y C.3) 

3.1. Estandarizaci6n del sistema (Actividad C.2). 

3.1.1. Estandarizaci6n del in6culo 
Para la estandarizaci6n del in6culo se 

tom6 en cuenta la utilizaci6n de esporas o de micelio y se 
trabaj6 segun el siguiente protocolo. 

A. Protocolo 
A.1. Cepas: T. reesei LM-UC4 y 

mantenidas en agar 
glucosa (PDA, Difeo). 

LM-1, 
papa 

A.2. Esporas: A partir de cufias de PDA 
esporuladas se realiza una 
suspension de esporas en una 
solucion de ~~een 80 al O. Olt. 
Se empleo una dosis de 2 x 107 

esporas/g de sustrato. 

A.3. Micelio: El micelio se produce a partir 
de esporas (ver A. 2) en 
cultivo sumergido en agitaci6n 
a 200 rpm, 30°C por 3 dias. El 
medio de cultivo utilizado 
contiene las sales de Reese y 
Mandels sin sulf ato de amonio 
ni urea, con la inclusion de 
Tween 80, 0.1%; glicerol, 
0.1%; peptona, 0.2%; bagacillo 
pretretado, O. 4%, y 2 x 107 

esporas. 

A.4. sustrato: El bagacillo (0.5 2 
pretratado con soda 
llevado a una tasa C:N de 
utilizando s'lles de R & 
sulfato de amonio y 
esteri'..izo a 121°C por 
minutos. 

mm) 
f ue 

10:1 
M y 

se 
20 

A. 5. Inoculacion: El sustrato ester i 1 fue 
mezclado asepticamente con el 
in6culo (esporas o micelio) de 
tal forma de tener una humedad 
de 75%. La concentr3cion de 
mic~lio se vari6 entre 1%, 
1,5% y 2% (p/p). A cada 
columna se le agreg6 5 g 
aprox. de sustrato inoculado. 

A.6. Incubaci6n: 
microf ermen-
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tadores cargados fueron 
incubadas a 30°C. 

A.7. Evaluaci6n: Peri6dicamente se realizaron 
las siguientes evaluaciones: 

B. Resul tados 

Celulasa total (actividad de 
papel de filtro, APF), 
endoglucanasa (EGasa), P­
glucosidasa CPGasa), Xilanasa 
(Xasa) , proteinas solubles 
utilizando la tecnica de 
Bradford (Bradford, M.M., 
Anal. Biochem. 72:248 (1976)], 
biomasa considerandola como 
2.5 veces el contenido de 
proteina miceliar (esta es 
evaluada por la tecnica de 
Bradford despues de extracci6n 
por 2. 5 h en hidr6xido de 
sodio [Snyder, J.C. & S.L. 
Desborough, Theor. Appl. 
Genet. 52:135 (1978)]. APF, 
EGasa y Xasa fueron evaluadas 
convencionalmente (ver 
informes anteriores). PGasa 
fue evaluada usando como 
sustrato del p-nitrofenil-P-D­
G l u cop i ran 6 s id o, 
correspondiendo 1 UI de PGasa 
como la cantidad de enzima que 
libera 1 umol de p-nitrofenol 
por minuto [Kubicek, C.P., 
Can. J. Microbial. 29:163 
(1983)]. 

La mejor producci6n de enzimas celuloliticas 
se obtuvo cuando el sustrato fue inoculado con micelio. La 
inoculaci6n con esporas produjo una fase lag muy larga (96 h) 
y los niveles maximos de enzimas fueron sensiblemente menores 
a los obtenidos con micelio y en mayor tiempo (entre 168 h y 
192 h). Si bien se obtuvo una rnejor producci6n de enzimas 
usando micelio al 2% (p/p), esta no fue significativamente 
diferente de la obtenida con micelio al 1.5\ (p/p), siendo 
los tiempo de maxima producci6n similares (entre 72 h y 96 
h). Por estos resultados se consider6 la inoculaci6n con 
micelio al 1.5% (p/p). 

3.1.2. Estandarizaci6n del medio 

A. Protocolo 
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El protocolo seguido es esencialmente el 
mostrado anteriormente (ver 3.1.1.A), excepto que se incluy6 
tambien una formulaci6n del sustrato con N organ1co 
utilizando torta de ~oya (0.83 g/g bag), pero manteniendo la 
tasa C:N en 10:1. 

B. Resul tados 

En la estandarizaci6n del medio se realizaron 
comparaciones cineticas en microfermentadores utilizando las 
cepas T. reesei LM-UC4 y LM-1. Como se mencion6 anteriormente 
el in6culo utilizado fue micelio al 1. 5% (p/p). En las 
figuras 1 a 3 se presentan las cineticas de producci6n de 
APF, EGasa y 6Gasa, ~espectivamente, en medio suplementado 
con sulfato de amonio. Con las dos cepas el pH descendi6 al 
segundo dia a 2.8 - 3.0 y se mantuvo en esos niveles hasta el 
termino de la fermentaci6n. Con la cepa LM-UC4 los m&ximos de 
producci6n de enzimas se obtuvieron a las 72h, mientras que 
con la cepa LM-1 estos fuero~ a las 96h. Sin embargo, la cepa 
LM-1 produjo titulos enzimaticos entre 20% (PGasa y EGasa) y 
100% (APF) superiores a los producidos por la cepa LM-UC4. 

Los mismos experimentos anteriores fueron 
realizados suplementando el medio con torta de soya como 
fuente de N organico. En este caso el pH se mantuvo en el 
rango neutro en las dos cepas. En general los titulos 
enzimaticos fueron superiores a los producidos en medio con 
N mineral. La APF se increment6 en un 70% (LM-UC4) a 56% (LM-
1), la EGasa entre 285% (LM-1) y 300% (LM-UC4), y la 6Gasa 
entre un 53% (LM-1) y 63% (f~-UC4). Las cineticas de 
producci6n de APF, EGasa y PGasa en medio con N organico se 
presentan en las Figuras 4 a 6. Como en el caso anterior los 
niveles de enzimas producidas por la cepa LM-1 fueron 
superiores a los de la cepa LM-UC4. Sin embargo, los niveles 
de PGasa y EGasa fueron solo 10% superiores, mientras que los 
de APF fueron 70%. Estas diferencias serian explicadas 
considerando que uno de los ef ectos de la mutagenesis en la 
cepa LM-1 ha sido un incremento en la sintesis y/o secreci6n 
de celobiohidrolasa. Esta hip6tesis esta siendo inv~stigada 
electroforeticamente en nuestro laboratorio. 

Con el objeto de abaratar los costos de un 
posible proceso indus.trial, se realizaron otras formulaciones 
del medio en lo referente a la fuente nitrogenada. Se 
encontr6 que utilizando como fuente de N una mezcla de 
sulfato de amonio y urea en una relaci6n 2:1 y manteniendo la 
tasa C:~ 10:1 se obtuvieron valores de producci6n de enzimas 
equivalentes a los obtenidos con torta de soya, por lo que en 
adelante se utiliz6 esta ultima formulaci6n. 

3.2. Cinetica de microferir.entadores (Actividad C.3) 

A. Protocolo 

Esencialmente se sigui6 el protocolo 
presentado anteriormente (ver 3.1.1.A). El in6culo utilizado 
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como estandar fue micelio al 1.5% (p/p). Se utiliz6 el medio 
con N mineral optimizado (sulfato de amonio: urea, 2:1). 

B. Resultados 

Como en los experimentos de estandarizaci6n 
del medio de fermentaci6n (3.1.2), se compararon 
cineticamente a las cepas T. reesei LM-UC4 (mutante parental) 
y LM-1 (descendiente). A diferencia de los medios anteriores 
el pH tuvo un comportami~nto mas favorable. El pH descendi6 
a 4.3 - 4.9 a las 72 h y luego se elevo hasta el termino de 
la fermentacion a 6.6 - 6.8 (Figura 14). 

La cinetica de producci6n de APF en medio 
mineral optimizado se presenta en la Figura 7. El ni vel 
maximo de APF alcanzado por la cepa LM-1 (14.6 UI/g seco de 
sustrato inicial) fue 56\ superior al de la cepa LM-UC4 (10.7 
UI/g.i.). En ambos casos la maxima produccion de APF fue a 
las 120 h. Con la cepa LM-1 las producciones maximas de EGasa 
(76.2 UI/g.i.) y de 8Gasa (13.98 UI/g.i.) fueron solo 11\ 
superiores que las de LM-UC4 (67 UI/g.i. y 12.64 UI/g.i, 
respectivamente); estos resultados se presentan en las 
Figuras 8 y 9. En relaci6n a la produccion de Xasa, la cepa 
LM-UC4 fue mejor productora (478 UI/g.i.) que la cepa LM-1 
(381 UI/g.i.) como se muestra en la Figura 10. 

La producci6n de proteinas solubles sigui6 el 
mismo comportamiento que para APF, EGasa y Xasa; es decir, el 
maximo de produccion ocurrio a las 120 h (l.M-UC4 = 6. 5 
mg/g.i.; LM-1 = 8.25 mg/g.i.), tal como se muestra en la 
Figura 11. Este mismo comportamiento fue encontrado para la 
produccion de biomasa fungica (Figura 12). El crecimiento de 
ambas cepas fue basicamente similar. La metodologia empleada 
en este caso (ver 3.1.1 A. 7) dio resultados comparables a los 
empleados anteriormente (proteina verdadera por microkjeldahl 
de masa fermentada precipitada con TCA), siendo el metodo mas 
rapido, reproducible y barato. 

Comparando los niveles de enzimas 
celuloliticos obtenidos en bagacillo con los obtenidos por el 
grupo Chi leno en cozeta de remolacha, los nuestros son 
aparentemente menores. En una revision de la metodologia de 
expresi6n de resultados de actividad enzimatica, se encuentra 
que estas se evaluan y expresan en base a la cantidad de 
nuestra procesada (peso seco del momento), lo que da lugar a 
actividades mayores puesto que no se considera la cantidad de 
sustrato consumidos por crecimiento. En la Figura 13 se 
muestran los porcentajes de sustrato consumido a traves del 
tiempo de fermentacion. Se puede observar que al termino de 
la f ermentaci6n se consume algo mas del 70% del sustrato (mas 
del 85% de la celulosa y hemicelulosa). Siguiendo la misma 
metodologia que el grupo Chileno, se reportan en las Figuras 
15 y 16 las cineticas de producci6n de enzimas de las cepas 
LM-UC4 y LM-1, respectivamente. Los niveles de actividad 
enzimatica asi evaluados son muy superiores a los reportados 
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para T. aureoviride por el grupo Chileno. 

La cepa LM-1 result6 ser mejor productora de 
celulasas que su parental LM-UC4 en todos los aspectos. Er. 
terminos de producti vidad volumetrir;a de APF, la cepa LM-1 
(17,850 UI m·1 h"1

) es 100% superior a la cepa LM-UC4 (8,820 UI 
m·1 h"1) • 

3.3. Otros experimentos 

3.3.1. Fermentaci6n mixta en sustrato 
so lido 

Se han realizado una serie de 
experimentos para estudiar los efectos en la cinetica de 
producci6n de enzimas celuloliticas en forma mixta entre T. 
reesei LM-UC4 y Aspergillus phoenicis QM329 en bagacillo con 
sulfato de amonio como fuente de nitr6geno (medio no 
optimizado). Utilizando in6culo miceliar de ambos bongos (2% 
para UC4 al inicio y 1% para QM329 48 h despues) se encontr6 
que la producci6n de las enzimas se incrementaba entre 3 
veces (APF) y 4 veces (BGasa), tal como se muestra en la 
Figura 17. Estos resultados han sido enviados a publicaci6n 
[Du~nas, R; R. P. Tenderdy & M. Gutierrez-Correa, World J. 
Microbiol. Biotechnol., 1993 presentado]. Estos experimentos 
se han continuado incluyendo la cepa LM-1 y A. niger en 
bagacillo con medio organico y medio mineral optimizado. 
Aunque los resultados se encuentran en evaluaci6n, parece ser 
que el exito de una fermentaci6n s6lida mixta es dependiente 
de las cepas involucradas y de la riqueza (o balance) del 
medio. 

3.3.2. caracterizaci6n de celulasas 
procedentes a FSS. 

Durante el estudio de los patrones 
electroforeticos de celulasas producidas por las cepas LM-UC4 
y LM-1, se encontr6 que habia una diferencia sustancial entre 
los patrones obtenidos con celulasas procedentes de 
f ermentaci6n s6lida y los procedentes de f ermentaci6n 
sumergida. En la Lamina 1 se presenta como ejemplo los 
patrones de EGasa, Xasa y Proteinas solubles de la cepa LM-1 
obtenidos por fermentaci6n sumergida y fermentaci6n s6lida de 
bagacillo con N organico. Al parecer, existe la formaci6n de 
agregados polirnericos desde rnuy temprano en la FSS, mientras 
que en la FS se empiezan a producir al final de la 
fermentaci6n. Estos agregados poseen una rnuy alta actividad 
especifica con actividades de APF, EGasa y Xasa. Los primeros 
resultados se enviaran a publicaci6n prontamente [Ramos, R., 
L. Portal, P. Moreno, R.P. Tengerdy « M. Gutierrez-Correa, 
Biotechnol. Lett.). Estos estudios con1:im1an y se eva luara la 
presencia de agregados por microscopi<1 electr6nica. 
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IV. PROGRAMA DE MUTAGENESIS (Actividad D) 

Como fue mencioando en el acapite II, este programa fue 
iniciado desde el primer aflo. En el Quinto Informe se report6 
ampliamente lo desarrollado al respecto. La cepa seleccionada 
fue T. reesei LM-1 por su mejor termotolerancia. En los 
experimentos de fermentaci6n en sustrato s6lido utilizando 
esta cepa, se encontr6 que a 32°C los niveles de enzimas eran 
similares a los obtenidos a 30°C, mientras que la cepa 
parental disminuia sus niveles de producci6n a un 70 - 80%. 
cuando se realizaron fermentaciones a 35°C, la cepa LM-1 
disminuy6 SUS niveles de producci6n a solo 80-90\, ~ientras 
que la cepa LM-UC4 tuvo una disminuci6n drastica a 40 - 50%. 
En la Figura 18 se muestran los resultados comparativos entre 
las dos cepas y a las dos temperaturas. Es notaria la 
termotolerancia de la cepa seleccionada LM-1. Nuevas cepas 
continuan siendo probadas para termotolerancia productiva a 
temperaturas superiores. 
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V. INICIO DE LAS PRUEBAS DE FERMENTACION EN EL PROTOTIPO 
(Actividad G) 

Uno de los aspectos fundamentales del proyecto ha sido 
el diseno y construcci6n de un prototipo de biorreactor de 
fermentaci6n en sustrato s6lido. El disefio completo de 
nuestro prototipc se present6 en el Segundo Informe 
(caracteristicas, ecuaciones y planos) y las pruebas 
mecanicas y modificaciones al diseno se presentaron en el 
Quinto Informe. Ahora se presentan el programa inicial de 
control automatico y una prueba de f ~rmentaci6n con la cepa 
T. reesei LM-1. 

5.1. Analisis de proceso para control 

MODELAMIENTO MATEMATICO EN REACTOR SSF.-

Se describe las ecuaciones de balance de masa y 
enerqia para el proceso. 

Efecto de la actividad del agua en el SSF.-

Estudios realizados por B. Dale et al. en 
fermentaci6n de pajilla de trigo mdte. Chaetomium 
cellulolyticum demostraron que el cambio en la actividad del 
agua durante esta fermentaci6n es casi nulo. _Con todo, 
sabemos que el nivel de agua en este proceso es crucial. Por 
lo tanto, se concluye que no es el estado termodinamico del 
agua lo que importa aqui (equilibrio humedad en sustrato­
humedad del aire en el reactor), sino mas bien la humedad en 
el sustrato. El concepto es aqui forzar evaporaci6n de agua 
para remover el calor metab6lico, reemplazando al mismo 
tiempo el agua evaporada segun se necesite. 

VARIABLES Y NOMENCLATURA : 
HA 
F 
FA 
Fw 
Fv 
Fco2 
T 
TAMii 
H 
ho 
cp 
Ms 
Mw 
Mv 
MT 
QMETAll 
}\ 

L 
x 
MX 

Humedad absoluta del aire (g agua/g aire seco) 
Flujo masico total (g/hr) 
Flujo aire seco (g/hr) 
Flujo aguaw (g/hr) 
Flujo agua(VI (g/hr) 

Flujo C02 (g/hr) 
Temperatura (°C) 

Temperatura exterior (del ambiente/alrededores) (°C) 
Entalpia (cal/g) 

Coeficiente de transferencia calorifica (cal/m2-hr-°C) 
Calor especifico (cal/g-°C) 
Materia seca fermentada (g) 
Masa de agua0 _, (g) 
Masa de agua<v> (g) 
Ms + M,., 

Calor metab6lico (cal/g-hr) 
Area superficie externa de reactor (m2) 

Calor latente de vaporizaci6n/condensaci6n {cal/g) 
Concentraci6n de biomasa (g/g materia seca) 
Biomasa (rnasa de rnicroorganismos) (g) 
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Subindices : 

AMB de los alrededores 
s masa seca (sustrato 5eco) 

aire A 

w aguacu 
v agua<V> 
1 

linea 1 (entrada aire/aguaM) 
2 linea 2 (entrada agua(L» 
28 

linea 28 (entrada aire aspersion. No se considera en 
calculo) 
3 linea 3 (salida) 
sP set point 

LINEA DESCRIPCIO:N ESTADO FLU JO 
(l./ain) 

----------------------------------------------------------------
1 Entrada de aire/vapor de aqua 

2A Entrada aquacu 

2B Entrada aire para aspersion 

3 Salida (aire, aqua, co2, ••• ) 

5 Aire seco 

6 Aire seco a hWRidificador 

7 Aire seco a reactor 

8 Aire hiimedo a reactor 

9 Aire hiimedo a reactor 

10 Aquau.i a qenerador vapor 

11 Aguacv1 a reactor 

Ver GRAFICO 1 

Generaci6n metabolica y acumulaci6n.-

V/G 0.67 (80% bWll.) 
1.00 (70% hWll.) 

L (seqiin control) 

G (seq'Un control) 

V/G 

G 0.67-1.00 

G = 0.47-0.70 

G (seq'Un control) 

V/G 0.67-1.00 

V/G 0.67-1.00 

L (seqiin control) 

V/G (seqlin control) 

En una primera instancia, basados en calculos de s. sugama/N. 
Okazaki, se puede asumir una raz6n de consumo de 02 aprox. igual a 
la de qeneraci6n de C02 • Y para efectos de un balance de masa para 
el analisis de la relaci6n entre las variables manipulables en 
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control (funciones de transferencia}, 
despreciable. 

Otras expresiones 

se puede considerar 

r 02 = d02cn = velocidad consumo de 02 :::::: O (ver mas abajo) 
dt 

r wM = Qm.,M(G} = 
dt 

raz6n generac1on de agua por metabolismo 
(reacci6n homogenea} 

= 0 

rco2 = ~l<Gl = raz6n generaci6n de C02 
dt 

dCM.,-±....M,,l = veloc. acumulaci6n de agua (Kg/hr) 
dt 

Ademas, sabemos que : 

F.1 = FA1HA1 
FYl = F~.4HA1 

Balance de masa/energia 
Condiciones de asunci6n previa: 

Las lineas 2 y 3 normalmente deben estar cerradas, y solo se 
abren momentaneamente para regular alguna variable del 

proceso en el sistema de control. Por ello, en principio solo 
hay una entrada y una salida. 

En el balance de energia se desprecia la producida por el 
trabajo de corte y agitaci6n realizado por el agitador. 

La generaci6n de agua por metabolismo es despreciable, csi 
como su coef iciente de mantenimiento. 

El proceso es semicontinuo (hay una masa s6lida en lote, pero 
un flujo de aire/vapor/C02 continua). 

La tasa de consumo de 02 por los microorganismos para ef ectos 
de balance de masa es despreciable. 

En la linea 3 (abierta), la entrada de aire es despreciable. 

La variaci6n de masa seca (M) en el tiempo es despreciable. 

Establezcamos entonces las ecuaciones con los pariimetros necesarios 
a considerar en una reaccion bioquimica en estado s6lido: 
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1) Balance de masa 

2) 

ENTRADA +/- GENERACION/CONSUMO = SALIDA + ACUMULACION 
t t t t 

Existe una generaci6n de agua y de di6xido de carbono, asi 
como un consumo de oxigeno. 

* Balance total (BMT) : 

dt 

* Balance por componentes (BMC) : 

- Aire : 

- Agua (liquido + vapor) : 

donde r..,M = F..,3 = O (no hay salida de agua 11quida) 

y: M. >> M. • Luego: 

FYI + F..,2 ~ Fy3 + QM. 
dt 

rco2 = Fcoo 3 

Balance de energia (BE) 

ENERGIA ENERGIA ENERGIA ENERGIA ENERGIA 
ENTRADA + GENERADA = SALIDA + CALOR + GAN ADA +ACUM. 

(METAB.} CONVECCION {CALOR LAT.) 
t t t t t t 

donde t = tiempo 
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FwJC,_3Tv3 + h 0 A(T-Ts) + L(Fv) - Fv1) + Q_[ (Ms + M.. + M,,) C,T] 
dt 

Para analizar la dinamica del proceso, tomamos las funciones de 
transferencia, segun las ecuaciones anteriores, que describen al 
modelo. 

Del balance de agua : 

QM- = FA(HA, - HA3) + F.2 
dt 

(como el equilibrio termodinamico casi no influye en la relaci6n 
entre HA y M.,, estos se tratan de modo independiente) 

En estado estacionario (steady state / SS) : 

(s indica estado estacionario) 

-Funciones de transferencia.-

Ahora, bien, lo que sigue es la adaptaci6n de estas ecuaciones 
de flujo de materia y f lujo de enerqia a un sistema de funciones 
de transferencia. 

Una funci6n de transferencia nos permite relacionar parametros 
de entrada a un sistema con parametros de salida de un sistema. 
Esto significa que, al conocer el valor de una variable particular 
en el proceso {mediante un mecanismo sensor), se puede conocer que 
-y cuanto- otra variable del proceso se deberia alterar 
(voluntariamente) para que el proceso conserve su estado 
estacionario. Esto ultimo es el fin primario en nuestro estudio. 

Para obtener las relaciones entre variables aanipuladas y 
variables aedidas, se emplea el procedimiento matematico de 
transformadas de Laplace. Esto nos ayuda a visualizar las 
variaciones del sistema con respecto a un estado estacionario 
te6rico. 

En el desarrollo de estas relaciones, a continuaci6n, no se 
detalla formas, leyes 6 teoremas matematicos {detalles especif icos 
pueden obtenerse de tratados de matematica superior): 

Sea X = variable de proceso 
X5 = variable de proceso en estado estacionario (valor ideal) 

Sea X - X - Xs. Entonces 
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dM._ = (HA1 - HA3) F ... + F..,2 

dt 

Tomando transformadas de Laplace 

Asumiendo que para t=O, M., = O, entonces : 

s'M..ts, = (HA1 - HA3 ) F A(S)-+ F..,2(S) 

luego 
-

~ = HA1 - HA3 F A(S) + .! F w2(S) 

s s 

donde 

•••••••••••••• ( 1) 

(G(S) es funci6n de transferencia) 

Del balance de energia : 

s 

CPT Q__(Ms+M.,+M.,) + CMs+M.,+M.,)Cp dT = F ... CH ... , + HA,H,,. - HA3 
dt dt 

,., 

Ms + M. >> M.,, 

dM = 0 
dt 

sea: 

luego 

(asumido. Ver asunciones mas arriba) 

M,-=M+M., 

La medici6n de MX (biomasa, en gramos en el desarrollo 
matematico que realizamos) no es on-line. Solo se conoce luego 
de analisis de co2 (ver relaci6n crecimiento micelial frente 
a generaci6n de C02). 

Se puede considerar el inicio de proceso en reactor en 
fase exponencial. En esta fase : µ = constante. 
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CPT dM. + MTCp dT = aF .... + H.2F.2 + YQIXµ (MX) Qe~ - h.,AT + h.,ATs 
dt dt 

donde a, h.,AT5 son CONSTANTES 

a = HA1 + HA1H.,1 - HA1 - HA1H.,1 + L(HA1) - L(HA1) 

T.-.MB = 25 °C 

Del estado estacionario, y de modo analogo al anterior, 

tenemos: 

CPT(s~ - M.~ + M-rC,s'l'(S) = aFA(S) + H.,2Fw2(S) + ~(MXlo 
(-1/µ)s+l 

L {h.,AT5 } = 0 

(L { } simboliza la transformaci6n de Laplace de una funci6n) 

Luego : 

CPTsM.(S) + (MTC,s + h.,A)T(S) = aFA<S> + 'ii.2F.2(S) ••••• : ••• (2) 

Combinando (1) con (2) : 

C,Ts(Gl(S)FAr.>I-+ G2(S)F.21S>) + (MTCps + h.,A)T(S) = aFA(S) + 

H.2F:2es> 

Finalmente : 

donde : 

+ -YQIX (MXlolhJ. 

[
Mr.Q,, s + 11 r-.! s + 11 
h.,A J L µ J 
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G4<i-i = lH.2 - C,Tl /h,A 
fh~ s + 1 
h.,A 



Sea G11(S) = G1tsl 

G12(S) = G2(S) 

__ --=YQIX CMX} J.h.J! 
rMT~ S + 11 r-!. S + 11 
Lil.,A J L " J 

Gia(S\ = GJ\S) 
~=G~ 

G2JCS) = GS<Sl 

Entonces, ordenando las funciones de transferancia de proceso: 

G1 l(S) = HA1 - HA3 
s 

G2l(S) = Ca - c,TCHA, - HA3) J /h,A 
M_T~S+l 
h.,A 

s 

__ --=Y~QIX CMXl 0 /h,J+ 
rM&. s + 11 r-!. s + 11 
Li}j: J L µ J 

Las 2 relaciones de INPUT/OUTPUT (entrada/salida) son, por lo 
tanto : 

~ = G11(S)F A(S) + - c,2(S)F w2(S) 

T (S) = G21(S)F A(S) + -G22(S)F wl(S) + GD(S) 

Estas 2 ecuaciones de primer orden representan los aodelos 
postulados para este proceso: 1 modelo para el output de BUMBDAD 
y otro para el de TEMPERATURA. A pesar de su relativa sencillez, 
hay valores fijados que deberan verificarse o modificarse 
posteriormente. 

Asi, pues, aqui hay : - 2 outputs controlados: M.cs>• T1S) 

2 inputs manipulados : FA<s>• F.;; 

G
1
1<sl. G

121
s
1
• G

21
<s> y G

221
s1 son las 4 funciones de transf erencia que 

relacionan las 2 salidas con las 2 entradas. 
Un cambio en FA o F.2 afecta ambas salidas controladas. Las 2 
relaciones anteriores son, pues, interdependientes. 
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Hacienda un diagrama de bloques adecuado para las variables 
manipulables, tenemos : (ver GRAFICOS '· 3} 

Valores numericos de variables de proceso .-
(en apendice se adjunta tablas termodinamicas y psicrometricas) 

HAI = 75.12 cal/g 
HA) = 72.72 cal/g 
~. = 140.85 cal/g 
~J = 136.35 cal/g 
HA, = 0.030204 g/g 
HA1 = 0.054688 g/g 
L = 540 cal/g 
T = 37 oc (para control) 
TAMB = 25 oc 
c, = 0.85 cal/g-°C 
HA1 - HA, = 0.024484 g/g 
H.2 = 40 cal/g 
a = -14.023835 cal/g (cte.) 
C,T = 263.5 cal/g 
µ. = 0.2 hr-1 (") 

.Ci033 min-• 

Yco21X = 1 g/g 
YQ:ro2 = 2500 cal/g (Cooney et al.) 

entonces : YQIX = 2500 cal/g 
A = .652 ml 

Asimismo MT varian en el tiempo 
ho 

MT disminuye por consumo microbiano, y h0 tambien disminuye, 
debido a corrosi6n/incrustacicn. 

Al inicio, y durante un tiempo t razonable (inicio de proceso y 
en lazo de control) : 

= 
INICIO 

= 

Variaci6n 

10000 q 

35544.35 cal/hr-m1-°C 
592. 406 cal/min-m2-°C 

- h
0 

disminuye 5% cada mes por corrosion e incrustaci6n. Esta 
variaci6n la introduce el propio operador cada periodo. Pero para 
un lote (batch) de reacci6n, en el cual la duraci6n es de 2-4 dias, 
este valor se asume constante. 

- El valor de Mr varia 

18 



Se ha asumido una funci6n similar a las curvas de variaci6n 
obtenidas en otras pruebas de SSF (con R. oligosporus). 

<"'> Asum.ido aproximado en este ti po de sustratos. 

Antes de continuar con el analisis de los lazos de control, 
establezcamos las funciones de transf erencia de los mecanismos de 
medici6n y de los elementos de control final. 

HECANISMO DE MEDICIOR (SENSOR) 

Biqrometro.-

Data tecnica (Concept Control & Engineering. Humidity sensor. 
Graf ica) 

T'Ml = 1 min. (aprox.) 
KMl 1 

luego: GMl = 1 
s + 1 

Termocupla.-

o.~ta tecnica (Cole-Parmer 1990 Catalog) 

T~rmocupla rigida (en humidificador) : 
" flexible (en reactor) : 

T'M2 = 9 seg. = .15 min. 
T'M2 = 6 seg. = .1 min. 

En general, la funci6n de transferencia del proceso para una 
termocupla (modelo capacidad unitaria-resistencia) es de primer 
orden. 

Luego, tenemos la funci6n de transf erencia para el proceso con 
termocupla flexible en reac~or: 

GM2 = __KM2-- = 
T'M2S + 1 

ELEMENTO DE CONTROL FINAL 

1 
.ls + 1 

Estan conformados por las valvulas solenoides Vl y V2/V3, una 
resistencia y un motor de aqitador de reactor. Los elementos de 
interes para calculo ~n los lazos de control son las valvulas Vl 
y V2A/V2B. 
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Para estas valvulas (mecanismo ON/OFF): 

Vl 
V2 

GFI = KFI = 1 
GF2 = KF2 = 1 

Foraacion de lazos de control • 

Formando 2 lazos de control acoplando : 

Los GRAFICOS 4 Y 5 muestran los lazos cerrados de control para 
el proceso. 

Recordando las funciones del proceso: 

Sean Gciii.i y GCllS> las funciones de transf erencia de los 2 
controladores. Luego, los valores de las variables manipuladas en 
lazos de control son : 

FA(S} = Gc1 cM.s,; - ~GM1>-

F..,2(S) = GC2 (TsP(S)-- T~) 

Como nuestro objetivo es controlar tanto la humedad como la 
temperatura -interactuantes-, entonces el esquema del sistema 
consta de 2 lazos, ambos cerrados. 

Entonces, para ambos lazos cerrados: 

(G
11

GciGM1 + 1) M.., + G12Gc;GM2T = -G 11Gc1M..,5,. + G12Gr.zT5,. 

G
21

GcwM1M.., -+ (G22Gc;GM2 + l)T = -G21Gc1M..,5,. + GnGnT5,. + Gn 

Luego, tenemos las sgtes. relaciones entrada-salida para lazo 
cerrado : 
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donde 

Analisis sin interacci6n entre los lazos 

Sea G12 = Ci1 = 0 

Entonces G12 = l = 0 
s 

G21 = a - c,TCHA, - HAJl = 0 
h.,A th~ s + 1 

h.,A 

M., = __£11~'.I- M_sp 
G11Gci + 1 

Anilisis de estabilidad.-

s 00 

(sin interacci6n) 

a = c,T (HA 1 - HA.> 

Recordemos que se analiza la estabilidad de un sistema 
independientemente de si este est~ controlado o no. El criterio 
general de estabilidad (mediante la localizaci6n de los polos -
raices- de la funci6n de transferenciu) es: 
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Si hay al menos un polo (raiz) con parte real positiva, 
entonces el sistema es !NESTABLE. 

Por tanto, los valores de p y s deben ser negativos. 

Obtenci6n de valores de parametros adecuados para control 
proporcional-integral-derivativo (PID).-
En las ecuaciones siguientes, se parte de un control sencillo hasta 
obtener el control deseado, hallando asi valores numericos para las 
ganancias y tiempos. 

Calculo de valores mas adecuados para las constantes de tiempo T 1 

y To (para control PID): 
Recordemos que Kc, T 1 y T 0 tienen siempre valores positivos. 

T
1 

esta comprendido gralm. entre 0.1 y 50 minutos. 
Asimismo, es recomendable tomar un valor de Kc entre 0.2 y 100. 

Aplicando contrC'l proporcional (P) : Gc1 = Kc. 
GC2 = Kcz 

Esto es, ajust..mdo un control P dentro del lazo de control 
adaptativo. 

Kc; = constante = GANANCIA DEL CONTROLADOR 

Nota : Se dara valores de Kc;, T;, con unidades de min. 

Manteniendo h
0 

y MT variables, tenemos las sgtes. expresiones 
para las funciones de transferencia de proceso'.,: 

.024484 
s 

11. 61395859 /h0 

342. 791411/h0 

s 

( 1. 303680982MT/h0>s + 1 

,.,Unidades: g, m, min, °K, cal. 

Sintonizaci6n de cada h 0 zo por separado 
Lazos no interactuantes (controlador P): 

De los denominadores de las ecuaciones dadas mas arriba para Mw y 
T no i~teractuantes, se establece las ecs. caracteristicas : 
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G11Gn + 1 = 0 
GzzGl"2 + 1 = 0 

Calculo de ganancia mas adecuada 
De estas ecuaciones: 

Lazo 1 cerrado/lazo 2 abierto 

1 + HA1 - HA3 Ket = 0 
s 

NOTA : 
En el desarrollo de estas ecuaciones y las siguientes, se 

establecera datos numericos, ~obre todo para la etapa inicial, de 
modo que podamos tener graf icas de curvas de respuesta del sistema 
de control (controladores) frente a cambios unitarios, tanto en la 
humedad como en la temperatura del volumen de control. 

HA
1 

< HA
3 

(ver valores dados mas arriba) , 
luego s > O 

Por lo tanto, cuando el lazo 2 esta abierto, el lazo 1 es 
!NESTABLE siempre, en cualquier etapa del proceso, para cualquier 
ganancia Ket· Esto se puede evitar en gran medida desacoplando los 
lazos. 

Lazo 1 abierto/lazo 2 cerrado 

1 + 1.J!.,2 - C,Tl /hr/i 1<c2 = 0 
Hr~ s + 1 
haA 

M
1
C, > o , luego lazo 2 es estable si 

Entonces 

Si KC2 < hj\ 
(C,T - Hw2 ) 

ETAPA INICIAL si 

, entonces lazo 1 es estable 

103.752 
1. 7292 

g/hr-°C 
g/min-°C 

entoncos lazo 2 es estable. 

Recordemos que los valores limites (ranges) obtenidos en 
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sintonizaci6n 
sistema total 
ambos lazos 
sintonizaci6n 

por separado no garantizan estabilidad para el 
de control, en el que, de hecho en nuestr0 caso, 
estan cerrados. Por ello, se debe hacer otra 
con los 2 lazos en interacci6n mutua. 

Sintonizaci6n con ambos lazos cerrados 

Lazos interactuantes (controlador P) : 

Ecuaci6n caracteristica : 
La estabilidad de las salidas de lazo cerrado de 2 lazos 
interactuantes se determina por las raices de la ecuaci6n : 

Recordemos que si hay por lo menos una raiz positiva en esta 
ecuaci6n, entonces los 2 lazos interactuantes son inestables. 

Por lo tanto s debe ser < 0 siempre. 

De aqui : 

= 0 

Simplif icando y ordenando : 

KrCPs2 + (h"1 + Kc-iH.2 - l<oCPT + Kc1HA1MTCp - Kc1HA3M~p) s + 

CKc
1
HA1haA - Kc1HA3haA + Kc1K0 (HA1 - HA3 ) CH.2 - CPT) -

Kc1Kci (a - CrT (HA1 - HA3 ) ] = 0 

Para esta ecuaci6n de segundo grado se puede aplicar el criterio 
de estabilidad de Routh-Hurwitz. 

Si se curnple 
< o, 

< 0, 0 

Kc
1
HA

1
h.,A - KnHA3h.,A + KcaK<"2 (HA1 - HA3) (H.,2 - CPT) 

- KnKc-i(a - CPT(HA1 - HA1)) < 0 
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entonces el comportamiento es !NESTABLE. 

En la ETAPA INICIAL, los valores numericos para que el sistema 
sea estable serian (resolviendo las inecuaciones) 

En total, si 

Kcz ~ 43.52 (g/hr-°C) 
.7254 (g/min-°C) 

Ket debe ser S 10780 .15525 
MT 

l/min 

(para MT = 10000 g) Ket ~ 64 .68, 
1.078 

(1/hr) 
(1/min) 

43.52 S Ko S 103.75 (g/hr-°C) 
.7254 1.7292 (g/min-°C) 
entonces el sistema es estable. 

y 

La ganancia indica el grado de sensibilidad. Por lo tanto, se 
escoge una ganancia ~lta 

(en hr.) Sea 

(co min.) Sea: KCt = .8333 (I/min) 

KC2 = .R333 (g/min-•C)(") 

o bien 

Ket = 50 

Ko = 50 

--> 

KCl = 1 
KC2 = 1 

{l/hr) 
(Clhr-•q (") --> 

(l/min) 
(g/min-°C) (*) --> 

(*) Se compruena posteriormente que esta ganancia puede ser mayor, 
sin afectar la estabilidad, en el controlador PIO para lazo 
de control adaptivo 

Sea, f inalmente K~ = 500 g/hr-°C 

{en min.) Sea KC2 = 8.333 g/min-°C 

o bien : 

Hasta este punto, se ha analizado la estabilidad con control 
proporcional {P) en lazo de control adaptivo. Ahora bien, 
consideremos un control PI, para de ese mode obtener valores de 1 1 

(de las funciones Ge de control PI) que permitan discernir el grado 
de estabilidad para este control interno, y luego se puede calcular 
de modo similar valores de 1 0 para control PIO, que es m~s adecuado 
para control de temperatura. 

Asi, pues, consideramos las ecuaciones caracteristicas, como en 
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el caso anterior para control P 

(ecs. de control PI) : 
G11Gct + 1 = 0 
G22GC2 + 1 = 0 

donde 

Q(S) = (G11Gn + 1) (G22GC2 + 1) - G12G2tGctGC2 = 0 

Get = Ket 1 + _1_ 
'f nS 

Resolviendo las ecuaciones como se hizo mas arriba, y observando 
las restricciones para lazos abierto/cerrado e interactuantes : 

'f II > 
,. 12 > 

5.11 hr 
o hr (puede tomar cualquier valor) 

Asi, pues, se podria fijar : = 6 
1 

hr 
hr = 

Ahora, bien, calculando valores para la constante derivativa ('f 1) 

para control PIO : 

Gc1 = Ket 1 + _1_ + r 0 1s 
'f nS 

= 

Entonces, aplicando los criterios anteriores, se obtiene valores 
de 1 0 que permiten estabilidad al sistema : 

'f 01 > 
'f 02 > 

0.82 
0.76 

hr 
hr 

Luego, se puede fijar un valor adecuado de 1 0 , no muy elevado: 

Nota: 

= 
= 

1 
1 

hr 
hr 

Las unidades de tiernpo se dan en horas. Adernas 
(1/hr), Kd (g/hr-°C). 
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Disefio de lazos de control no interactuantes.-

El arreglo de ganancia relativa indica c6mo deben acoplarse las 
entradas con las salidas para formar lazos de control con la menor 
cantidad de interdcci6n. 

Para mantener M,. constante : M,. = 0 

F,. = - gll(S) F.2 
Gu(S} 

= 

Introduciendo al elemento dinamico 

donde 

y donde el valor de Fwi es la entrada, la cual da como salida la 
magnitud en la que d~be variar F,. para cancelar el efecto de F.2 

sobre M,.. 

0
1 

: Oesacoplador. Cancela cualquier efecto que el lazo 2 
pueda tener sobre el lazo 1, pero NO viceversa. 

Para eliminar interacci6n del lazo 1 sobre el lazo 2 se sigue 
el mismo procedimiento anterior : 

= 

T = 0 

- G21CSl F~ 
G22(S) 

La funci6n G
23

<S) proviene de una funci6n f<ll· Esta funci6n se puede 
convertir en una constante por un periodo de tiempo discreto, con 
lo cual se anula esta funci6n en el calculo de desacoplamiento. 
Pero se hace variar su valor en cada periodo, para el calculo en 
la ecuaci6n del modelo de control. 

'{ asi, obtenemos los diagramas de bloques con desacoplamiento 
(GRAFICOS 4 y 5). 

Se comprueba que 
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Get Gu - g1&21 Ge2 Gn - g,&i. 
M.., = G,z__ M..sr T = Gu-- TSP 

1 + Gci Gu - g12fu1 1 + GC2 G22 - !!nfu1 
Gn G11 

Asi, pues, en estas ecuaciones se nota un desacoplamiento total 
de los 2 lazos (la variable controlada por cada lazo depende de su 
propio set point). 

Al conocer las funciones de transf erencia para los 
controladores, se puede conocer tambien la funci6n general para un 
cambio unitario en el SET POINT (valor fijo deseado) de humedad o 
de temperatura. Graficas simuladas de la respuesta de control se 
dan gn las figuras A a E, incluyendo tiempo de muestreo mas 
adecuado en el registrador/muestrador (sampler) de control en modo 
digital (ver GRAFICOS 12 y 13). En estas respuestas se trata de 
establecer un compromiso entre el tiempo que tarda la variable en 
retomar su set point (referido como tiempo de respuesta, con un 
offset de ±5%), la sensibilidad (cantidad de oscilaciones) y la 
amplitud de oscilaci6n. 

Se ve asi que el control de humedad no presenta mayores 
problemas, no siendo asi con el de temperatura. En este ultimo, se 
puede, sin embargo, fijar una alta ganancia sin afectar la 
estabilidad del sistema. 

Luego, con los valores ya fijados mas arriba, la funci6n de 
transferencia en el controlador (digital) es, al inicio : 

CONTROLADOR 
Gc1 = 50 r 1 + L + s, 

L 6s J 

Gc2 = 500 rl + .! + s 1 
L s J 

Funci6n objetivo : Ajuste 6ptimo de los parametros del 
controlador (sintonizaci6n adaptiva optima). 

Para SSF : Optimizar el proceso para lograr maxima productividad, 
minimo costo de proceso y uso minimo de materia prima. 

Control adaptivo para control retroalimentaci6n (feedback) de set 
point.-
Model reference adaptive control (MRAC -control de modelo adaptivo 
de ref erencia) : El set point se altera de acuerdo a la aplicaci6n 
del modelo de referencia. 

Postulaci6n de modelo de ref erencia 

Objetivo Minimizar el cuadrado del error integral. 
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ISE = I EM
2dt 

E = f(l) = M..Mll - M.. ("} 

K. ... = M.Mll(t) 

M., = M..t., 

Con los resultados anteriores, se toma un modelo de referencia, 
el cual se adapta seg\ln los valores reales obtenidos de medici6n 
on-line. 

(9) 

En los diagramas sgtes. (graficos 5 y 6), se puede ver el 
esquema de adaptaci6n para humedad y temperatura en sustrato. 

CONTROL DEL PROCESO DE FERMENTACION EN SUSTRATO SOLIDO (SSF).-

Objetivo.-
Mostrar la relaci6n entre las variables o los parametros de 

control inherentes a una fermentaci6n SSF, asi como la estructura 
de un programa simple de control semiautomatico para este proceso. 

Introducci6n.-
Se trata de establecer los bloques o estructuras de control que, 

mediante un sistema automatizado en una estaci6n de trabajo, logre 
el mantenimiento de condiciones adecuadas y constantes en el 
proceso de biorreaci6n o fermentaci6n en sustrato s6lido. Para ello 
se requiere un programa de control adecuado. 

Mencionemos en principio algunas condiciones o consideraciones 
previas: 

El reactor y las lineas de proceso tienen mecanismos de 
accionamiento y control ya instalados (salidas digitales/DO). Estos 
se describen mas adelante. 

Se f ijan algunos puntos de toma de muestra (entrada de datos 
mediante instrumentos de control). 

Se fija una entrada inicial a la estaci6n de trabajo 
(engineering workstation) a partir de un transmisor de flujo ya 
instalado en el sistema. 

Algunos datos sobre la unidad terminal remota (RTU -interface 
anal6gico/digital) : 

Modelo Hewlett-Packard : HP 48060 Measurement and ControJ Unit. 

No entradas anal6gicas disponibles: 4 
No " digitales " 8 
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No " 
No salidas 
No " 

pulsantes 
anal6gicas 
digitales 

n 

II 

" 

3 
0 
4 

Total: 19 CANALES de I/O disponibles. 

De estos canales de 1/0, no todos son independientes, es decir, 
en algunos casos un canal contiene 2 I/O, por lo que se debe 
decidir por s6lo 1 de ellos. 

En nuestro caso particular, las salidas digitales (DO) tienen 
preponderancia sobre las entradas digitales (DI), no empleando 
ninguna de estas ultimas, pues, no se emplean instrumentos de 
medici6n digital. 

1) Medici6n de datos de entrada (input).-

Mediante instrumentos de control se realiza la toma de datos 
cada cierto tiempo en 5 puntos de la linea de proceso. 

No de inputs : 5 4 inputs anal6gicos 
1 input pulsante 

El nfunero de inputs se ha f ijado en consideraci6n a la capacidad 
que ofrece la interface de trabajo. 

ENTRADAS ANALOGICAS (ANALOG INPUTS) 
==============--==--========== 

CANAL PARAMETRO DE MEDICION CODI GO INSTRUMENTO DE MEDICION 

-----------------------------------------------------------------
0 Temperatura de aire en 

humidificador 3 
Tl Termocupla (tipo K) 

1 Temperatura en reactor 
(secci6n superior) 

T2 Termocupla (tipo K} 

2 Temperatura en reactor T3 Termocupla (ti po K) 
(secci6n inferior) 

3 Humedad relativa de Hl Higr6metro 
sustrato en reactor 

3 El humidif icador en la linea es mas exactamente un 
humidificador/autoclave. La funci6n de autoclave la realiza en la 
etapa inicial de esterilizaci6n, previa al proceso propiamente 
dicho. 

ENTRADAS PULSANTES (PULSE COUNTER INPUTS) 
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========================================= 
CANAL PARAMETRO DE MEDICION CODI GO INSTRUMENTO DE MEDICION 
-----------------------------------------------------------------

0 Flujo volum. aire Fl Transmisor de f lujo 

2) Activaci6n de valores de salida (output).-

SALIDAS DIGITALES (DIGITAL OUTPUTS} 

CANAL PARAMETRO DE ACTIVACION MECANISMO DE J.CTIVACION CODI GO 

0 Flujo de aire seco a Valvula solenoide Vl 
reactor 

1 Flujo de aire/agua de Valvulas solenoides V2/V3 
aspersion a reactor 

2 Agitaci6n a medio Motor de eje Ml 

3 Temperatura aire Resistencia electrica Rl 
hfunedo a reactor 

Aspectos del software de la Unidad Terminal Remota HP 48060 
(interface o convertidor anal6gico/digital).-

Applications Development Software (ADS).-
Este es el nombre de un paquete cuyo contenido principal es un 
Archivo de Base de Datos 

Programa de control.-

Se ha bosquejado un programa de control sencillo, con los 
bloques o secciones fundamentales necesarios para este tipo de 
operaciones : 

- Inicializaci6n / Fijaci6n de variables. 
- Ciclc o lazo de fijaci6n y control de tiempo (reloj). 
- Cjclo de control principal. 
- Sector de subrutinas de control (subprogramas). 

Algunas consideraciones y aspectos descriptivos.-

Recordando el diagrama de proceso: (ver GRAFICO 1) 

A Hurnidif icador 
B Reactor 
c Interface 
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D Compresor/generador de aire seco 
E Generador de vapor 

Sistema de control 
Consideraciones 

Para un control adecuado del sisteaa conviene tener un 
mecanismo de adaptaci6n de los valor~~ e:xperiaentales con los de 
los reales (on-line). Se deja de lado por ahora una comparaci6n 
numerica de estos valores por faltar datos de •edici6n. 

Para un control adecuado de teaperatura, y en la transferencia 
de calor, donde el tie.po es factor esencial, es conveniente un 
sisteaa de control proporcional-integral-derivativo (P!D), debido 
a que permite f ijar ganancias (Kc) altas para obtener respuesta 
rapida frente a variaciones sin detriaento de la estabilidad del 
sistema. Para el control de humedad se ha optado tallbien por un 
lazo PIO. 

Como ya se vio en calculos anteriores, se ha fijado lazos de 
control PIO para humedad y temperatura dentro del esquema general 
de control adaptativo. Los valores de estabilizaci6n simulados para 
el control de ambos factores (graficas de siaulacion) muestran que 
este lazo de control es el mas conveniente, permitiendo gran 
flexibilidad sin perjudicar la e~tabilidad del sistema. 

El controlador almacena valores de entrada/lectura -tanto on 
line como de simulaci6n- er. memoria de base de datos (database). 
A ellos se accesa y ellos se f ijan en prog~amas de control (BASIC) 
mdte. instrucciones de direccionamiento, como p. ejm. : 

GETDB(l29,0,0,2,0) 
PUTDB 128,0,0,l,0,40 

Lectura de valores en este punto. 
Fijaci6n de valores en un punto. 

5.2. Prueba de fermentaci6n 

A. Protocolo 

A.l. Pretratamiento: 

A.2. In6culo: 
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El bagacillo (0.5-2 mm) fue 
pretratado c~n soda (0.2 g/g) 
a 121°c por 20 minutos de 
acuerdo a lo inf ormado 
anteriormente. El prototipo se 
cargo con 6.5 kg de bagacillo. 
El proceso se realiz6 en el 
mismo reactor. 

El in6culo fue preparado en un 
fermentador liquido de 3L {2L 
de trabajo) y en 2 grascos de 
3L acondicionados para cultivo 
liquido agitado, de acuerdo a 



A.3. Medio: 

A.4. Temp~ratura: 

A.5. Humedad: 

B. Resultados 

lo especificado anteriormente. 
La dosis de inoculaci6n del 
prototipo fue de 1.5% (p/p) de 
micelio. 

Se utiliz6 la formulaci6n 
optimizada con sulfato de 
amonio y urea (2:1). 

El sistema de control se nivelo 
a 32°C con maximo de 35°C y 
minima de 30°C. 

El sistema de co!ltrol se ni vel6 
a una humedad de 75\ con maximo 
80\ y minimo 70\. 

El biorreactor y sus sistemas accesorios fueron disefiados 
para que todo el proceso se lleve a cabo in situ. En las pruebas 
iniciales de pretratamiento se obtuvo a partir de 6. 5 kg de 
bagaci l lo, 4. 4 kg de mater ia seca pretratada. La cantidad de 
micelio requerido fue de 66 g. La inoculaci6n se realiz6 via 
mangueras y bomba peristaltica desde los fermentadores hacia el 
prototipo. En esencia, el sistema de control automatico funcion6 
de ac~erdo a lo programado con una agitaci6n nivelada a periodos 
de 5 minutos de agitaci6n (2 rpm) son intervalos horarios. de 
descanso. 

La cinetica de producci6n de enzimas, proteina soluble 
y biomasa se presentan en la Figura 19. Todos los parametros 
biol6gicos alcanzaron su maxima nivel a las 144h, excepto ~Gasa que 
lo hizo a las 192h. Los valores maximos obtenidos (APF = 40.6 UI/g; 
EGasa = 207, 35 UI/g; ~Gasa = 38. 32 UI/g • Xasa = 1033. 2 UI/g; 
Biomasa = 342.82 g/kg; proteina soluble = 24.32 mg/g) equivalen a 
un 70 - 80% de los obtenidos en microfermentadores. En pruebas 
posteriores es necesario realizar algunas modif icaciones al 
protocolo para disminuir los tiempos de maxima producci6n. 
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VI. ENVIO DE DOS TECNICOS PERUAHOS A CHILE (Actividades I y J) 

Inicialmente estuvo programado enviar a un tecnico a Chile 
(Actividad I) y otro a Venezuela (Actividad J), pero debido al poco 
avance ue tenia el grupo Venezolano en el desarrollo del proyecto, 
se decidi6 previa consulta enviar ambos a Chile, a la Escuela de 
Ingenieria Bioquimica (Valparaiso). 

Las personas enviadas a Chile fueron los Bachilleres Sr. 
Roberto Ramos Ch. y Sr. Victor Meza c., ambos ahora estan 
contratados como Profesores Jefe de Practicas. El Sr. Victor Meza 
ha concluido sus estudios de Maestria en Tecnologia de Alimentos 
en la UNALM. Am~os permanecieron en Valparaiso 30 dias realizando 
pr~ebas de fermentaci6n en microfermetnadores siguiendo los 
protocolos del grupo Chileno. La estadia de ambos tecnicos fue 
notariamente fructifera. 

En el verano de 1992, recibimos en nuestro Laboratorio por 1 
mes al Sr. Christian Bernet procedente de la Escuela de Ingenieria 
Bioquimica (Valparaiso, Chile). El Sr. Bernet realiz6 pruebas de 
fermentaci6n en microfermentadores siguiendo nuestro protocolo. 
Esta visita result6, tambien, muy beneficiosa para el intercambio 
de experiencias. 
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VII. OTRAS ACTIVIDADES HO PROGRAMADAS 

~n aspecto importante del presente proyecto es el de haber 
permitido fomentar el aprendizaje y entrenamiento de profesionales 
muy necesarios para el pals mediante la ejecuci6n de tesis de pre 
y post-grado. Igualmente se han publicado articulos cient1f icos 
donde se hace referencia al proyecto. 

7 .1. Tesis 

"Enriquecimiento proteico de residuos de papa 
(Solanum tuberosum) mediante f ermentaci6n en 
sustrato s6lido con Chaetomium cellulolyticum", 
para el t1tulo de Bi6logo de Julia Griselda Muniz 
Duran. Universidad Nacional San Antonio Abad del 
CUsco. 

"Estudio preliminar para la obtenci6n de acido 
citrico por fermentaci6n en estado s6lido a partir 
de residuos de Opuntis ficus indica, tuna", para el 
grado de Bachiller en Ciencias Biol6gicas de Juana 
Julia Flores Candia. Universidad Particular Ricardo 
Palma. 

"Producci6n de celulasas y ,S-glucosidasa en 
sistemas de fermentaci6n s6lida usando cultivos 
mixtos", para el titulo de Bi6logo de Nilda Rocio 
Duenas Linares. Universidad Nacional San Antonio 
Abad del CUsco. 

"Obtenci6n de mutantes hiperceluloliticas y 
desreprimidos de Trichoderma reesei mediante 
mutagenesis quimica", para el t1tulo de Bi6logo de 
Juan Gabriel Juscamaita Morales. UNALM. 

~•oisefio y construcci6n de un bioreactor de 
fermentaci6n s6lida automatizado", para el titulo 
de Inge~:ero Quimico de Jose Peralta Flores. 
Universidad Nacional de Ingenieria (UNI). 

"Fusion de protoplastos de mutantes de Trichoderma 
reesei LM-UCN2", para el titulo de Bi6logo de 
Victor Meza Contreras. UNALMm. 

"Transformaci6n con DNA nativo de Trichoderma 
harzianum LM-1307", para el titulo de Bi6logo de 
Maria Rosario Castillo Figueroa, se encuentra en 
ejecuci6n, UNALM. 

"Determinaci6n de patrones electroforeticos de 
celulasas producidas por f ermentaci6n en sustrato 
s6lido por mutantes de Trichoderma reesei", para el 
titulo de Bi6logo de Roberto Ramos Chaupin. UNALM. 

"Fermentaci6n mixta en sustrato s6lido de bagacillo 
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VIII. 

para la producci6n de celulasas", para el titulo de 
Bi6logo de Leticia Portal Villegas. UNALM. 

"Diseno, elaboraci6n del software y operaci6n de un 
sistema de conrol computarizado para biorreactores 
agitados de fermentaci6n s6lida", para el titulo de 
Ingeniero Quimico de Jorge Wong. UNI. 

"Cinetica de crecimiento sobre sustrato s6lido de 
Trichoderma reesei LM-UC4 y mutantes deri vados", 
para el gr ado de Kagister Scientiae en 
Microbiologia de Emilio Pascual Valentin. UNMSM. 

"Producci6n de celulasas por Trichoderma reesei 
LM-28 en un biorreactor Air-Lift", para el grado de 
Kagister Scientiae en Tecnologia de Alimentos de 
Victor Meza Contreras. UNALM. 

7.2. Publicaciones 

Gutierrez-Correa, M. & A. Ceroni. 
aspectos sobre la regulaci6n de la 
celulasas por Trichoderma harzianum, 
(en prensa). 

1992. Algunos 
producci6n de 
Biociencia 2: 

Muniz, G., M. Gutierrez-Correa & R.P. Tengerdy. 
1993. Solid substrate feremntation of potato 
cellulosic residues with Chaetomium cellulolyticum. 
Agro-Industry Hi-Tech. January/February. 

Flores, J.J., M. Gutierrez-Correa 
1993. Citric acid production by 
fermentation of prickly pear peel 
niger. Agro-Industry Hi-Tech 
publicaci6n). 

& R.P. Tengerdy. 
solid substrate 

with Aspergillus 
(aceptado para 

Juscamaita, J., R.P. Tengerdy & M. Gutierrez­
Correa. Tamizado secundario de bongos celuloliticos 
por la tecnica del disco de agar. Biota (presentado 
en marzo, 1993). 

Castillo, M. & M. Gutierrez-Correa, Tecnica 
optimizada para la extracci6n de ONA gen6ico de 
Trichoderma harzaianum LM-1307. Biota (presentado 
en marzo, 1993). 

Duenas, R., R.P. Tengerdy & M. Gutierrez-Correa. 
Cellulase production by mixed fungal solid 
substrate fermentation of residual bagasse. World 
Journal c..f Microbiology and Biotecnology 
(presentado en Febrero, 1993). 

CONCLUSIONES 

Por lo expuesto en el presente informe queda claro 
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que el Proyecto "Degradaci6n Enzimatica de Residuos 
Agroindustriales 11 (DP/RLA183/003) ha sido muy beneficiosa para el 
pais. 

Hast~ gl momenta se dispone de la cepa T. reesei LM-
1 con un buen nivel de termotolerancia (80%) y altos valores 
enzimaticos. 

Sa disp~ne de un medio optimizado para la 
fermentaci6n en sustrato s6lido de bagacillo. 

Se dispone de un procedimiento para el 
pretratamiento del bagacillo el cual es econ6imcamente rentable. 

Se dispone de los parametros cineticos para la 
optima producci6n de enzimas celuloliticas. 

Se dispone de los parametros cineticcs para la 
optima producci6n de enzimas celuloliticas. 

Se ha disefiado y construido un biorreactor prototipo 
para la fermentaci6n en sustrato s6lido el cual, ademas, permite 
realizar el pretratamiento in situ. Por el volumen de trabajo puede 
considerarse de nivel semi-piloto. 

Se ha elaborado una pr_imer a version del software 
para el control comrutarizado del biorreactor prototipo. 

La formaci6n de recursos humanos se ha beneficiado 
mediante el intercambio de tecnicos y la ejecuci6n de 12 tesis de 
pre y post-grado. 
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IX. PARTICIPANTES 

Los siguientes profesionales han participado directamente en 
esta parte del proyecto, por lo que el Responsable Peruano desea 
expresar su agradecimiento y felicitaci6n en este Informe, 
sobretodo por trabajar en las dif 1ciles condiciones del pais. 

Patricia Moreno, Profesor, Jefe de Operaciones del L.~B. 
Roberto Ramos, Jefe de Practicas 
Victor Meza, Jefe de Practicas 
Juan Juscaaaita, Jefe de Practicas 
Leticia Portal, Asistente de Investigaci6n 
Jorge Wong, Asistente de Investigaci6n 
Maria Castillo, Asistente de Investigaci6n 
Emilio Pascual, Asistente de Investigaci6n 
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Figura 1 
Cinetica de producci6n de celulasa total 

en FSS a 30°C con N rnineral 
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Figura 2 
Cinetica de producci6n de endoglucanasa 

en FSS a 30°C con N mineral 
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Figura 3 
Cinetica de producci6n de B-glucosidasa 

en FSS a 30°C con N mineral 

6Gasa (Ul/g.i.) 
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Figura 4 
Cinetica de producci6n de celulasa total 

en FSS a 30C con N organico 
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Figura 5 
Cinetica de producci6n de endogiucanasa 

en FSS a 30°C con N organico 

EGasa (UVg.i.) 
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Figura 6 
Cinetica de producci6n de B-glucanasa en 

FSS a 30°C con N organico 

BGasa (Ul/g.i.) 
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Figura 7 
Cinetica de producci6n de celulasa total 

en FSS de bagacillo con N mineral 

APF (Ul/g.i.) 
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Figura 8 
Cinetica de producci6n de endoglucanasa 

en FSS con media optimizado 
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Figura 9 
Cinetica de producci6n de B-Glucosidasa 

en FSS con media optimizado 
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Figura 10 
Cinetica de producci6n de xilanasa en 

FSS con medio optimizado 

Xasa (Ul/g.i.) 
soo.--~~~~~~~~~~~~~~-----. 

400 

300 

200 

100 

._. LM-UC 

~LM-1 
QL--~~...L-~~-L-~~-'-~~---1.~~--J 

0 48 72 120 168 216 

Horas 



Figura 11 
Cinetica de producci6n de protef nas 

solubles en FSS de bagacillo 
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Figura 12 
Cinetica de crecimiento de T. reesei en 

FSS con medio optimizado 

Biomasa (g/kg) 
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Figura 13 
Cinetica de consumo de sustrato en FSS 

con media optimizado 
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Figura 14 
Variaci6n del pH durante la FSS 

con media optimizado 
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Figura 15 
Cinetica de producci6n de celulasas por 
T. reesei LM-UC4 con media optimizado 
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Figura 16 
Cinetica de producci6n de celulasas par 

T. reesei LM-1 con media optimizado 
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Figura 17 
Producci6n de celulasas mediante FSS 

mixta con I reesei y A. phoenicis 
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Figura 18 
Efecto de la temperatura sabre la 

producci6n de celulasas mediante FSS 
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Figura 19 
Producci6n de celulasas par I reesei 

LM-1 en biorreactor agitado 

(Ul/g)(mg/g) (Ul/g) {g/kg) 
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GRAFICO 6 
Respuesta anal6gica en sirnulaci6n para 
cambio de humedad de s61ido en reactor 
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GRAFICO 7 
Respuesta di3creta en simulaci6n para 

cambio de humedad de s61ido en reactor 

Razon de humedad { Mw /K) 
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GRAFICO 8 
Respuesta anal6gica en simulaci6n para 

cambio de temperatura en reactor 
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GRAFICO 9 
Respuesta discreta en simulaci6n para 

cambio de temperatura en reactor 

Razon de temperature (T /K) 
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