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I. INTRODUCCION

Como partc Jel Prrograma Regional de Biotecnologia para
América Latina y el Caribe, el Proyecto "Degradacidn
enzimatica de Residuos Agro-industriales" (DP/RLA/83/003) ha
sido ejecutado por Chile, Peri y Venezuela.

El presente documento corresponde al Sexto Informe de
Avance e Informe Final del segundo aho, y contiene las
actividades pendientes solicitadas en 1los Términos de
Referencia del Contrato 89/88.

Las actividades encomendadas a Peri en el segundo afno
(Contrato 89/88) incluyen: analisis de los efectos del
pretratamiento alcalino del bagacillo (Actividad B),
experimentos de cultivo semisdlido a nivel de
microfermentadores (Actividad C; C.1, C.2, C.3), continuacién
del programa de mutagénesis (Actividad D), pruebas de
operacién del prototipo (Actividad E), implementacién 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 técnicos peruanos a Chile
(Actividades I y J). Conforme a lo presentado en el Quinto
Informe de Avance (Primero del segundo ano), las actividades
pendientes de informar son: Actividad C.2, C.3, Actividad G
y Actividades T y J.




II. RESUMEN DEL QUINTO INFORME

2.1. Efectos del pretratamiento alcalino (Actividad B)

Se realizé una investigacidén mas detallada sobre el

efecto de los alcalis (soda y cal) en la delignificacién del

bagacillo. Se emplearon concentraciones de soda entre (g/q)

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 1lugar 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 presentdé un
andlisis econdémico sobre el uso de 1la soda en el
pretratamiento (0.2 g/g) del bagacillo para ser usado éste
como materia prima en fermentaciones, tomando como
comparativo el precio del azicar. El resultado indicé que la
soda participa en el acondicionamiento del bagacillo,
favorablemente, siendo entre 4.09 a 6.40 mas barato que el
azdcar.

2.2. Cultivo semisdlido en microfermentadores
(Actividad Q)

2.2.1. Montaje y puesta en marcha de la Unidad
de Mi_rofermentadores (Actividad C.1)

Esta parte consistié en la fabricacién de
los microfermentadores de coiumna tipo Raimbault hechos en
vidrio y constituyendo dos baterias de 12 microfermentadores
cada una (ver lamina 4 del Quinto Informe).

2.3. Programa de Mutagénesis (Actividad D)

Se continudé con el programa de mutagénesis iniciado
desde el primer afo del proyecto a partir de la cepa T.
reesel 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 desarrolléd
una técnica cuantitativa a la cual se le ha denominado
"Técnica del Disco de Agar" (Juscamaita, Tengerdyv &
Gutiérrez-Correa, BIOTA, 1993). La técnica permite
seleccinnar rapidamente cepas termotolerantes con celulasas
termotolerantes e insensibles a inhibicién por glucosa. La
cepa T. reesei LM-1 es la que presentd mejores
caracteristicas, por lo que continiia siendo utilizada.

2.4. Pruebas mecédnicas del prototipo (Actividad E)

El prototipo fue probado en todos 1los aspectos
mecanicos incluyendo estabilidad de los sellos, eficiencia de
agitacién, eficiencia de esterilizacién, eliminacién de
condensados y otros anexos. Como consecuencia se realizaron
algunas modificaciones al disefio or‘ jyinal.

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 s6lo
rectangular. Se modificaron las pendientes de las tuberias
para un mejor drenaje de los condensados. Debido a la baja
presidn de agua en La Molina, se disené y construyd un tanque
de alimentacidén de agua para el generador de vapor para que
suministre 3 h de operacidén continua (12 L) a un maximo de
200 psi. Debido a que sélo se pudo conseguir en el mercado
nacional un motor de 2HP de corriente alterna monofasico y de
1800 rpm, se disefd primero un sistema de poleas para reducir
la velocidad a 5 rpm y, luego un regulador electrénico de
velocidad que permite operar el motor entre 1 a 5 Jpm en
forma variable.

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

El responsable peruano del proyecto viajdé a 1la
ciudad de Valparaiso, Chile, donde se realizé una reunién de
coordinacién en 1la Escuela de Ingenieria Biogquimica
(Universidad Catdlica de Valparaiso) los dias 15 al 17 de
octubre de 1990. Se observd el desarrollo del prototipo y de
los microfermentadores. Asi mismo, se analizaron los avances
del proyecto y se establecié el plan de trabajo para el
tercer aro.




III. CULTIVO SEMISOLIDO EN MICROFERMENTADORES (Actividades

c.2 y C.3)

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

Estandarizacién del inéculo

Para la estandarizacién del indéculo se
tomé en cuenta la utilizacién de esporas o de micelio y se
trabajé segin el siguiente protocolo.

Protocolo
A.1. Cepas:

A.2. Esporas:

A.3. Micelio:

Sustrato:

T. reesei LM-UC4 y LM-1,
mantenidas en agar papa
glucosa (PDA, Difco).

A partir de cuhnas de PDA
esporuladas se realiza una
suspensién de esporas en una
solucién de Tveen 80 al 0.01%.
Se empled una dosis de 2 x 10
esporas/g de sustrato.

El micelio se produce a partir
de esporas (ver A.2) en
cultivo sumergido en agitacidn
a 200 rpm, 30°C por 3 dias. El
medio de cultivo utilizado
contiene las sales de Reese Yy
Mandels sin sulfato de amonio
ni drea, con la inclusién de
Tween 80, 0.1%; glicerol,
0.1%; peptona, 0.2%; bagacillo
pretretado, 0.4%, y 2 x 10
esporas.

El bagacillo (0.5 - 2 mm)
pretratado con soda fue
llevado a una tasa C:N de 10:1
utilizando siles de R & M Yy
sulfato de amonio y se
esterilizé a 121°C por 20
minutos.

A.S5.Inoculacién:E1l sustrato estéril fue

mezclado asépticamente con el
inéculo (esporas o micelio) de
tal forma de tener una humedad
de 75%. La concentracién de
mic2lio se varidé entre 1%,
1,5% y 2% (p/pP). A cada
columna se 1le agregd 5 ¢
aprox. de sustrato inoculado.

Incubacién: Law baterias de
microfermen-
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tadores cargados fueron
incubadas a 30°C.

A.7. Evaluacién: Peridédicamente se realizaron
las siguientes evaluaciones:
Celulasa total (actividad de
papel de filtro, APF),
endoglucanasa (EGasa), B-
glucosidasa (fGasa), Xilanasa
(Xasa), proteinas solubles
utilizando 1la técnica de
Bradford (Bradford, M.M.,
Anal. Biochem. 72:248 (1976)],
biomasa considerandola como
2.5 veces el contenido de
proteina miceliar (ésta es
evaluada por la técnica de
Bradford después de extraccién
por 2.5 h en hidréxido de
sodio ([Snyder, J.C. & S.L.
Desborough, Theor. Appl.
Genet. 52:135 (1978)]. APF,
EGasa y Xasa fueron evaluadas
convencionalmente (ver
informes anteriores). fGasa
fue evaluada usando como
sustrato del p-nitrofenil-g-D-
Glucopirandsido,
correspondiendo 1 UI de fGasa
como la cantidad de enzima que
libera ) umol de p-nitrofenol
por minuto ([Kubicek, C.P.,
can. J. Microbiol. 29:163
(1983) ].

B. Resultados

La mejor produccién de enzimas celuloliticas
se obtuvo cuando el sustrato fue inoculado con micelio. La
inoculacién con esporas produjo una fase lag muy larga (96 h)
y los niveles méximos 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 mejor produccién de enzimas
usando micelio al 2% (p/p), ésta nc fue significativamente
diferente de la obtenida con micelio al 1.5% (p/p)., siendo
los tiempo de maxima produccidn similares (entre 72 h y 96
h). Por estos resultados se consideré la inoculacién con
micelio al 1.5% (p/pP)-

3.1.2. Estandarizacién del medio

A. Protocolo




El protocolo seguido es esencialmente el
mostradov anteriormente (ver 3.1.1.A), excepto que se incluyé
también una formulacién del sustrato con N organico
utilizando torta de soya (0.83 g/g bag), pero manteniendo la
tasa C:N en 10:1.

B. Resultados

En la estandarizacidn del medio se realizaron
comparaciones cinéticas en microfermentadores utilizando las
cepas T. reesei LM-UC4 y LM-1. Como se mencioné anteriormente
el inéculo utilizado fue micelio al 1.5% (p/p). En las
figuras 1 a 3 se presentan las cinéticas de produccién de
APF, EGasa y BGasa, respectivamente, en medio suplementado
con sulfato de amonio. Con las dos cepas el pH descendid al
segqundo dia a 2.8 - 3.0 y se mantuvo en esos niveles hasta el
término de la fermentacidn. Con la cepa LM-UC4 los maximos de
produccion de enzimas se obtuvieron a las 72h, mientras que
con la cepa LM-1 éstos fueron a las 96h. Sin embargo, la cepa
LM-1 produjo titulos enzimaticos entre 20% (fGasa 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
enzimdticos fueron superiores a los producidos en medio con
N mineral. La APF se incrementd en un 70% (LM-UC4) a 56% (LM-
1), la EGasa entre 285% (LM-1) y 300% (LM-UC4), y la BGasa
entre un 53% (LM-1) y 63% (LM-UC4). Las cinéticas de
produccién de APF, EGasa y ffGasa 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 BGasa y EGasa fueron 3610 10% superiores, mientras que los
de APF fueron 70%. Estas diferencias serian explicadas
considerando que uno de los efectos de la mutagénesis en la
cepa LM-1 ha sido un incremento en la sintesis y/o secrecién
de celobiohidrolasa. Esta hipotesis estd siendo investigada
electroforéticamente en nuestro laboratorio.

Con el objeto de abaratar los costos de un
posible proceso industrial, se realizaron otras formulaciones
del medio en lo referente a la fuente nitrogenada. Se
encontrd que utilizando como fuente de N una mezcla de
sulfato de amonio y Grea en una relacién 2:1 y manteniendo la
tasa C:N 10:1 se obtuvieron valores de produccién de enzimas
equivalentes a los obtenidos con torta de soya, por lo que en
adelante se utilizdé esta Gltima formulacidn.

3.2. Cinéticade microfermentadores (Actividad C.3)
A. Protocolo

Esencialmente se siguié el protocolo
presentado anteriormente (ver 3.1.1.A). E1 inéculo utilizado
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como estdndar fue micelio al 1.5% (p/p). Se utilizd el medio
con N mineral optimizado (sulfato de amonio: urea, 2:1).

B. Resultados

Como en los experimentos de estandarizacién
del  medio de fermentacién (3.1.2), se compararon
cinéticamente a las cepas T. reesei LM-UC4 (mutante parental)
y LM-1 (descendiente). A diferencia de los medios anteriores
el pH tuvo un comportamiento mas favorable. E1 pH descendié
a 4.3 - 4.9 a las 72 h y luego se elevdé hasta el término de
la fermentacién a 6.6 - 6.8 (Figura 14).

La cinética de produccién de APF en medio
mineral optimizado se presenta en la Fiqura 7. El nivel
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 produccién de APF fue a
las 120 h. Con la cepa LM-1 las producciones maximas de EGasa
(76.2 UI/g.i.) y de BGasa (13.98 UI/g.i.) fueron sélo 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 relacidén a la produccidon 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 produccidn de proteinas solubles siguid el
mismo comportamiento que para APF, EGasa y Xasa; es decir, el
maximo de produccién ocurrié a las 120 h (LM-UC4 = 6.5
mg/g.i.; ILM-1 = 8.25 mg/fg.i.), tal como se muestra en la
Figura 11. Este mismo comportamiento fue encontrado para la
produccién de biomasa fingica (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 método mas
rdpido, reproducible y barato.

Comparando los niveles de enzimas
celuloliticos obtenidos en bagacillo con los obtenidos por el
grupoc Chileno en cozeta de remolacha, los nuestros son
aparentemente menores. En una revision de la metodologia de
expresidén de resultados de actividad enzimdtica, se encuentra
gue éstas se evalGan 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 través del
tiempo de fermentacién. Se puede observar que al término de
la fermentacidén se consume algo mas del 70% del sustrato (mas
del 85% de la celulosa y hemicelulosa). Siguiendo la misma
metodologfa que el grupo Chileno, se reportan en las Figuras
15 y 16 las cinéticas de produccién de enzimas de las cepas
LM-UC4 y LM-1, respectivamente. Los niveles de actividad
enzimdtica asi evaluados son muy superiores a los reportados
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para T. aureoviride por el grupo Chileno.

La cepa LM-1 resultd ser mejor productora de
celulasas que su parental LM-UC4 en todos los aspectos. En
términos de productividad volumétrirca de APF, la cepa LM-1
(§7,?so UI m’ h') es 100% superior a la cepa LM-UC4 (8,820 UI
m> h’).

3.3. Otros experimentos

3.3.1. Fermentacién mixta en sustrato
s6lido

Se han realizado una serie de
experimentos para estudiar los efectos en la cinética de
produccién de enzimas celuloliticas en forma mixta entre T.
reesei LM-UC4 y Aspergillus phoenicis QM329 en bagacillo con
sulfato de amonio como fuente de nitrdégeno (medio no
optimizado). Utilizando inéculo miceliar de ambos hongos (2%
para UC4 al inicio y 1% para QM329 48 h después) se encontrd
que la produccién 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 publicacidn
[Duenas, R; R. P. Tenderdy & M. Gutiérrez-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 evaluacién, parece ser
que el éxito de una fermentacidén sélida mixta es dependiente
de las cepas involucradas y de la riqueza (o balance) del
medio.

3.3.2. Caracterizacidn de celulasas
procedentes a FSS.

Durante el estudio de los patrones
electroforéticos de celulasas producidas por las cepas LM-UC4
y LM-1, se encontré que habia una diferencia sustancial entre
los patrones obtenidos con celulasas procedentes de
fermentacidn sélida y los procedentes de fermentacién
sumergida. En la Lamina 1 se presenta como ejemplo 1los
patrones de EGasa, Xasa y Proteinas solubles de la cepa LM-1
obtenidos por fermentacidén sumergida y fermentacidn sélida de
bagacillo con N organico. Al parecer, existe la formacidén de
agregados poliméricos desde muy temprano en la FSS, mientras
gque en la FS se empiezan a producir al final de 1la
fermentacién. Estos agregados poseen una muy alta actividad
especifica con actividades de APF, EGasa y Xasa. Los primeros
resultados se enviaran a publicacién prontamente [Ramos, R.,
L. Portal, P. Moreno, R.P. Tengerdy & M. Gutiérrez-Correa,
Biotechnol. Lett.]. Estos estudios cont.indan y se evaluara la
presencia de agregados por microscopia electrénica.




IV. PROGRAMA DE MUTAGENESIS (Actividad D)

Como fue mencioando en el acapite II, este programa fue
iniciado desde el primer afio. En el Quinto Informe se reportd
ampliamente lo desarrollado al respecto. La cepa seleccionada
fue T. reesei LM-1 por su mejor termotolerancia. En los
experimentos de fermentacidn en sustrato s6lido utilizando
esta cepa, se encontrd 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 produccién a un 70 - 80%.
Cuando se realizaron fermentaciones a 35°C, la cepa LM-1
disminuydé sus niveles de produccidn a s6lo 80-90%, mientras
que la cepa LM-UC4 tuvo una disminucién drastica a 40 - 50%.
En la Figura 18 se muestran los resultados comparativos entre
las dos cepas Y a las dos temperaturas. Es notaria 1la
termotolerancia de la cepa seleccionada LM-1. Nuevas cepas
continian siendo probadas para termotolerancia productiva a
temperaturas superiores.




v. INICIC DE LAS PRUEBAS DE FERMENTACION EN EL PROTOTIPO
(Actividad G)

Uno de los aspectos fundamentales del proyecto ha sido
el disefio y construccién de un prototipo de biorreactor de
fermentacién en sustrato sélido. El1 disefio completo de
nuestro prototipc se presenté en el Segundo Informe
(caracteristicas, ecuaciones y planos) Yy 1las pruebas
mecanicas y modificaciones al disefio se presentaron en el
Quinto Informe. Ahora se presentan el programa inicial de
control automdatico y una prueba de fermentacidn con la cepa
T. reesei LM-1.

5.1. Analisis de proceso para control
MODELAMIENTO MATEMATICO EN REACTOR SSF.-

Se describe 1las ecuaciones de balance de masa y
energia para el proceso.

Bfecto de la actividad del agua en el SSF.-

Estudios realizados por B. Dale et al. en
fermentacién de pajilla de trigo mdte. Chaetomium
cellulolyticum demostraron que el cambio en la actividad del
agua durante esta fermentacién 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 evaporacidén de agua
para remover el calor metabdlico, reemplazando al mismo
tiempo el agua evaporada segin se necesite.

VARIABLES Y NOMENCLATURA :
HA Humedad absoluta del aire (g agua/g aire seco)
Flujo masico total (g/hr)
Flujo aire seco (g/hr)
Flujo agqua,, (g/hr)
Flujo aguay, (g/br)
Flujo CO, (g/hr)
Temperatura (°C)
wms  Temperatura exterior (del ambiente/alrededores) (°C)
Entalpia (cal/q)
Coeficiente de transferencia calorifica (cal/m’-hr-°cC)
Calor especifico (cal/g-°C)
Materia seca fermentada (g)

<'g »

BELF TR A mmm
e
~

¥ 9 o

M, Masa de agua;, (9)

M, Masa de aguay, (9)

M; My + M,

Quitan Calor metabélico (cal/g-hr)

A Area superficie externa de reactor (m?)

L Calor latente de vaporizacién/condensacién (cal/qg)
X Concentracidén de biomasa (g/g materia seca)

MX Biomasa (masa de microorganismos) (g)
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Subindices :

de los alrededores

masa seca (sustrato seco)
aire

aguag,

aguayy,

AMB

W< g > @0

linea 2 (entrada aguag,)

,, linea 2B (entrada aire aspersién.

calculo)
N linea 3 (salida)
¢ Set point

LINEA DESCRIPCION ESTADO
1 Entrada de aire/vapor de agua v/G
2A Entrada aguag, L
2B Entrada aire para aspersidén G
3 salida (aire, agua, CO,, ...) v/G
5 Aire seco G
6 Aire seco a humidificador G
? Aire seco a reactor G
8 Aire himedo a reactor v/G
9 Aire himedo a reactor v/G

10 Agua;, a generador vapor L

11 Aguay, a reactor vV/G

Ver GRAFICO 1

linea 1 (entrada aire/aguay,)

No se considera en

FLUJO
(1/min)

Generacién metabdlica y acumulacién.-

En una primera instancia, basados en cdlculos de S.
una razén de consumo de O, aprox. igual a
Y para efectos de un balance de masa para

Okazaki, se puede asumir
la de generacidén de CO,.
el analisis de la relacién en

0.67 (80% hum.)
1.00 (70% hum.)
(segiin control)

(segin control)
0.67-1.00

= 0.47-0.70

(segiin control)
0.67-1.00
0.67-1.00

(segiin control)

(segin control)

Sugama/N.

tre las variables manipulables en
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control (funciones de transferencia), se puede considerar
despreciable.

Otras expresiones :

Yo, = 40, = Vvelocidad consumo de O, ®= 0 (ver mds abajo)
rwm = d,yq = razén generacidn de agua por metabolismo
dt (reaccidédn homogénea)
= 0

Yco; = QMg = razén generacion de CO,
t

d(M, + M) = veloc. acumulacién de agua (Kg/hr)
dt
Ademas, sabemos que :

Fvl
Fv3

FAI l!Al
F'.4hA3

Balance de masa/energia .-
Condiciones de asuncién previa:

- Las lineas 2 y 3 normalmente deben estar cerradas, y sdlo se
abren momentaneamente para regular alguna variable del
proceso en el sistema de control. Por ello, en principio sélo

hay una entrada y una salida.

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

- La generacidon de agua por metabolismo es despreciable, &si
como su coeficiente de mantenimiento.

- El proceso es semicontinuo (hay una masa sélida en lote, pero
un flujo de aire/vapor/CO, continuo).

- La tasa de consumo de O, por los microorganismos para efectos
de balance de masa es despreciable.
- En la linea 3 (abierta), la entrada de aire es despreciable.

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

Establezcamos entonces las ecuaciones con los parametros necesarios
a considerar en una reaccion bioquimica en estado sélido:
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1) Balance de masa .-

2)

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

Existe una generacién de agua y de diéxido de carbono, asi
como un consumo de oxigeno.
* Balance total (BMT) :

F|+F2+r-n+rmz"roz=f"3+£1_“-r
dt

* Balance por componentes (BMC) :
- Aire :

Fa + Yop = Fyy + dM,
dt

- Agua (liquido + vapor) :

Fvl + FUZ + rem = Fv! + Fw} + M}_
dt

donde r,y = F,; = 0 (no hay salida de agua liguida)

y: M, >> M, . Luego:

Fwl + F‘IZ = Fv3 + %
dt
- COZ:
Feor = Feor 3

Balance de energia (BE) .-

ENERGIA ENERGIA ENERGIA ENERGIA ENERGIA
ENTRADA + GENERADA = SALIDA + CALOR + GANADA +ACUM.
(METAB. ) CONVECCION (CALOR LAT. —_—
t t t t t t

donde t = tiempo

Fa:CoaiTar + FuCpuTy + FuiCpuTuz + Quetan = FasCoasTas +
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FsCpsTv; + hA(T-T) + L(F, - Fy) + d _[(Mg + M, + M)CT]
dt

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

Del balance de agua :

dM, = F,(HA, - HA;) + F,
dt

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

En estado estacionario (steady state / SS) :
0 = F,s(HA, - HA;) + Foy

(s indica estado estacionario)

Punciones de transferencia.-

Ahora, bien, lo que sigue es la adaptacidén de estas ecuaciones
de flujo de materia y flujo de energia a un sistema de funciones
de transferencia.

Una funcién 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 qué
-y cuanto- otra variable del proceso se deberia alterar
(voluntariamente) para qgque el proceso conserve su estado
estacionario. Esto dltimo es el fin primario en nuestro estudio.

Para obtener las relaciones entre variables manipuladas vy
variables medidas, se emplea el procedimiento matematico de
transformadas de Laplace. Esto nos ayuda a visualizar 1las
variaciones del sistema con respecto a un estado estacionario
tedrico.

En el desarrollo de estas relaciones, a continuacidén, no se
detalla formas, leyes O teoremas matemdticos (detalles especificos
pueden obtenerse de tratados de matemdtica superior):

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

Sea X = X - X,. Entonces :
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i

aM, = (HA, - HA))F, + F,;
dt

Tomando transformadas de Laplace :

SE-'(S) - Mw(; = (HA, - HA;)F,q +_F-z(s)

Asumiendo que para t=0, ﬁ,, = 0, entonces :

Siv(S) = (HA; - HA;) FA(S)—+ Furs

donde Gy = HA, - HA; Gy =1
(G5 ©s funcidn de transferencia)

Del balance de energia :

C,T %{:(HS+MW+HV) + (MgtM,+M,)C, dT =thA[HAI + HAH,, - Hy

- HAH,; + L(HA|) - L(HA;)] + F,H,, + Queras + hATs — hAT

M, + M, >> M, luego Mg+ M + M = Mg+ M

dM = 0 (asumido. Ver asunciones mas arriba)

dat
Sea: M, =M+ M,
Queras = YoxkMX
Queras = Yok (MX) e
Ay La medicién de MX (biomasa, en gramos en el desarrollo

matemitico que realizamos) no es on-line. Sélo se conoce luego
de anilisis de CO, (ver relacién crecimiento micelial frente
a generacién de CO,).

Se puede considerar el inicio de proceso en reactor en
fase exponencial. En esta fase : p = constante.
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c,T % + MC, _dgd: aF,+ Hy,F.; + Yoxb (MX)e” - hAT + hATs

donde a, hATy son CONSTANTES :

a = HAI + H'AIHVI - HA] - HA}H.} + L(RA|) - L(HA;)
Tag = 25 °C

Del estado estacionario, y de modo andlogo al anterior,
tenemos:

C,T(sM,g - Mup) + MCSTg = aFrg + H,Fus + Yox(MX)o
(-1/p)s+1

- hATg

L {hATs} = 0
(L { } simboliza la transformacién de Laplace de una funcién)
Luego :
CTsM.g + (MC,s + hA)Tg = aFag + HuFum--cee--- -(2)
Combinando (1) con (2) :
Cst(Gl(S)FA(S)—+ GysFazs) + (MC,s + hA)Ts = aF,g +

H, Fuo

Finalmente :

Te = [a = CT(HA, = HA;)1/hA Fy + (H,, = CT)/hA Fus
MC,s +1 MC, s + 1

hA hA

+ -YQM‘Mxlolha&
[MTQV s + 14 r-l s + 14
h A JL i J csesccsceoee cevevee (3)

Ty = GusnFam + CGuwFem + Gse

donde :

Gy = [2 = C:'I‘{HA. - HA)1/hA Gys = {H, = C,_'L)[hnA
MG, s + 1 MC, s + 1
h A hA
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Gsym = _,_;YQNM.(JM____
(%rgp s+ 1lmls + 1y

Sea G"(s. = GI(S) GZI(S\ = G’(S)
Gus = Gxs Gnm = Gus
ne — Gsm

Entonces, ordenando las funciones de transferencia de proceso:

G|1m = &l_l_uﬁa Gms; =1
S S
G2l = fa - C'T‘HA‘ - HA)1/hA G225 = (H,, — C'Tl[h“&
MC, s ¢+ 1 MC, s + 1
hA hA

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

M5 = GueFa® + Gy Furs

Ts = GumFam + GpeFwmm * Gnm

Estas 2 ecuaciones de primer orden representan los modelos
postulados para este proceso: 1 modelo para el output de HUMEDAD
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: ﬁﬂﬂ, T
- 2 inputs manipulados : F,g, Fum

Gus. Gius. Guwm Y OCnw SON las 4 funciones de transferencia que

relacionan las 2 salidas con las 2 entradas.

Un cambio en F, o F, afecta ambas salidas controladas. Las 2
relaciones anteriores son, pues, interdependientes.
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Haciendo un diagrama de bloques adecuado para las variables
manipulables, tenemos : (ver GRAFICOS 2z, 3)

Valores numéricos de variables de proceso .-
(en apéndice se adjunta tablas termodindmicas y psicrométricas)

H,, = 75.12 cal/g
H,s = 72.72 cal/g
H,, = 140.85 cal/g
H,; = 136.35 cal/g
HA, = 0.030204 g/g
HA, = 0.054688 g/g
L = 540 cal/g
T = 37 °C (para control)
Tas = 25 °C
o = 0.85 cal/g-°C
HA, - HA, = 0.024484 g/g
H,, = 40 cal/g
a = ~14.023835 cal/g (cte.)
C,T = 263.5 cal/g
n = 0.2 hrt! ©
.G033 min’
Ycorx = 1 g/9
Yooz = 2500 cal/g (Cooney et al.)
entonces : Yqox = 2500 cal/g .
A =  .652 m?
Asimismo : M; varian en el tiempo

h

M; disminuye por consumo microbiano, y h, también disminuye,
debido a corrosién/incrustacién.

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

M, 10000 g

INICIO

h, 35544.35 cal/hr-m*-°C
592.406 cal/min-m’-°C

Variacién :
- h, disminuye 5% cada mes por corrosién e incrustacién. Esta
variacién la introduce el propio operador cada periodo. Pero para

un lote (batch) de reaccidén, en el cual la duracién es de 2-4 dias,
este valor se asume constante.

- El valor de M; varia :




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

™ Asumido aproximado en este tipo de sustratos.

Antes de continuar con el andlisis de los lazos de control,
establezcamos las funciones de transferencia de los mecanismos de
medicién y de los elementos de control final.

HKECANISMO DE MEDICION (SENSOR) .-

Higrometro.-

Data técnica (Concept Control & Engineering. Humidity sensor.
Grafica)

7,1 = 1 min. (aprox.)
Kyl =1
luego: Gyl = 1
s + 1

Termocupla.-
Data técnica (Cole-Parmer 1990 Catalog)

Tarmocupla rigida (en humidificador)
" flexible (en reactor)

T2

9 seqg. = .15 min.
6 seg. = .1 min.

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

Ky2 = 1

Luego, tenemos la funcion de transferencia para el proceso con
termocupla flexible en reactor:

G2 = __Kip = __1
7,28 + 1 1s + 1

ELEMENTO DE CONTROL FINAL .-

Estan conformados por las valvulas solenoides Vi y V2/V3, una
resistencia y un motor de agitador de reactor. Los elementos de
interés para cédlculo en los lazos de control son las valvulas V1
y V2A/V2B.
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Para estas valvulas (mecanismo ON/OFF):

V1 Gy =
V2 Gp = Kp

ol
2
nu
-t

Formacién de lazos de control .-
Formando 2 lazos de control acoplando :

F, con M,
F,, con T

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

Recordando las funciones del proceso:

M5 = GueFam * CnusFwme
Ts = GueFam + GysFum * Gnm
Sean G Y GOams 1as funciones de transferencia de 1los 2

controladores. Luego, los valores de las variables manipuladas en
lazos de control son :

-I;A(S) = Gg (H-sn-;) = Hv(S)Gul)_

Fus = G (Tse — Todh)

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:
(G1iGciGmi + 1) M, F GBGmT = GuGaMusr * Gy G Tsp
GuSeiMIM, + (GGG + 1)T = TG6pGeMase + CnGaTse + Gn

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

20




M, = PuoMese * pl)(STSP+P13(S)

T = PygMese + PneTsr t Pues

donde

Pus = GuGco_t GaiGrbuelG, Gn = G;1Gy)

Qs
Pus = Giufa
Q)
Pis = =61GaGn
Qs

Pue = GaGa
Qs
Poe= __zzg.cz_+_G.<:|§.cz§u|.(§.n§zzQ_;_G.n§nl
Ppm = GnlGuGa + 1)
Qs

Qs = (GyGaiGm *+ 1) (6xGbra + 1) - G6;6xGaGGmGr

Analisis sin interaccidn entre los lazos .-

Sea : Gy, =Gy =0 (sin interaccién)

Entonces G, =1=0 s ©
s
Gy = a = CT(HA, - HA) = O a = C,[T(HA, - HA,)
hA MC, s + 1

hA

M., = _GuGoi Masr T="_Gnler T + __Cn_
GGy + 1 GpGo + 1 GG + 1

Analisis de estabilidad.-

Recordemos gque se analiza 1la estabilidad de un sistema
independientemente de si éste ests controlado o no. El criterio
general de estabilidad (mediante la localizacién de los polos -
rafices- de la funcién de transferencia) es:

21




Si hay al mencs un polo (raiz) con parte real positiva,
entonces el sistema es INESTABLE.

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

Obtencién 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 numéricos para las

ganancias y tiempos.

Cialculo de valores mas adecuados para las constantes de tiempo 71,
y 7p (para control PID):
Recordemos que K., 7, Y Tp tienen siempre valores positivos.

7, estd comprendido gralm. entre 0.1 y 50 minutos.
Asimismo, es recomendable tomar un valor de K. entre 0.2 y 100.

Aplicando control proporcional (P) : Gg Ko

G = Ke

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

K; = constante = GANANCIA DEL CONTROLADOR

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

Manteniendo h, y M; variables, tenemos las sgtes. expresiones
para las funciones de transferencia de proceso'”:

G, = _ -024484 Gp = 1

S S

Gy = _ 11.61395859/h,
(1.303680982Mph,s + 1

Gp = _ 342.791411/h,
(1.303680982M;/h,s + 1

“ynidades: g, m, min, °K, cal.

sintonizacién de cacda l::zo por separado .-
Lazos no interactuantes (controlador P):

De los denominadores de las ecuaciones dadas mas arriba para My Yy
T no interactuantes, se establece las ecs. caracteristicas :
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GG *+ 1
GpGr + 1

It
o

Calculo de ganancia mas adecuada :
De estas ecuaciones:

Lazo 1 cerrado/lazo 2 abierto :

1+_H_A|____3’HAKC|=0 S
S

K (HA; - HA))

NOTA :

En el desarrollo de estas ecuaciones y las siguientes, se
establecera datos numéricos, sobre todo para la etapa inicial, de
modo que podamos tener graficas 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, < HA; (ver valores dados mas arriba) ,
luego : s >0 .

Por lo tanto, cuando el lazo 2 estia abierto, el lazo 1 es
INESTABLE siempre, en cualquier etapa del proceso, para cualquier
ganancia K;. Esto se puede evitar en gran medida desacoplando los
lazos.

Lazo 1 abierto/lazo 2 cerrado :

1+ (H, - CT)/hA Ky =0 s = CT - H, - hA
MC, s + 1 M.C,
hA

MC, > 0 , luego lazo 2 es estable si :
Ka(C,T - Hy,) < hA
Entonces :

Si KC2 < h A , entonces lazo 1 es estable

(C,T = H,)

ETAPA INICIAL : si Ko, < 103.752 g/hr-°C
1.7292 g/min-°C

entoncas lazo 2 es estable.

Recordemos dque los valores limites (rangos) obtenidos en
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sintonizacién por separado no garantizan estabilidad para el
sistema total de control, en el que, de hecho en nuestrc caso,
ambos lazos estan cerrados. Por ello, se debe hacer otra
sintonizacién con los 2 lazos en interaccidén mutua.

Sintonizacién con ambos lazos cerrados .-

Lazos interactuantes (controlador P) :

Ecuacién caracteristica :

La estabilidad de las salidas de lazo cerrado de 2 1lazos
interactuantes se determina por las raices de la ecuacién :

Qs = (GiGey + 1) (G )G + 1) - G;62G6iCe2 = 0

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

Por lo tanto : s debe ser < 0 siempre.

De aqui :

(HA, - HA)Ko + 1 (Hy, = CTIKo/hA + 1 -
S

MC, s +1

hoA
1 fa - CT(HA, = HA,)1/h A KK, = O
s Mﬁ; s + 1
hA

Simplificando y ordenando :
MiC,s? + (hA + Ko, = KoGT + KoHAMC, - Ko HAMC,)s +
(KqHAhA - KqHARA + KoK (HA, - HA) (Hy; = GT) -
KoKgn(a - CT(HA - HA))) = O
para esta ecuacién de segundo grado se puede aplicar el criterio

de estabilidad de Routh-Hurwitz.

Si se cumple :

hoA + K('ZHWZ - K(?CPT + K('IHAIMTCy - K('IHAJMTCP < 0, (o]

K('HA‘hUA - K('lﬂA}hﬂA + K(-|K(—2(HAl - HA‘,) (sz - CPT)

A
o

- KoKe(a - C,T(HA, - HA))
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entonces el comportamiento es INESTABLE.

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

Ko, > 43.52 (g/hr-°c)
.7254 (g/min-°C)

K, debe ser < 10780.15525 1/min

MT
En total, si :
(para M; = 10000 g) Koy £ 64.68, (1/hr)
1.078 (1/min) Y
43.52 < K, < 103.75 (g/hr-°C)
.7254 1.7292 (g/min-°C)

entonces el sistema es estable.

La ganancia indica el grado de sensibilidad. Por lo tanto, se
escoge una ganancia alta :

(en hr.) Sea : Kgq = 50 (1/hr)
(co min ) Sea: KC1 = 8333 (l/min)
KC2 = 8333 @min-*O(9  __5
o bien KCl = 1 (1/min)
KCc2 = 1 (g/min-°C) (*) -->

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

Sea, finalmente : Ko, = 500 g/hr-°C
(en min.) Sea : KC2 = 8.333 g/min-°C
o bien : Ko = 10 g/min-°C

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 modo obtener valores de T,
(de las funciones G de control PI) que permitan discernir el grado
de estabilidad para este control interno, Y luego se puede calcular
de modo similar valores de 7, para control PID, que es mas 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) :
+ 1 =20
Qs = (GyGer + 1) (GG + 1) = G 616aba = 0

donde : G = Kg 1+ _1
G = Ko 1 +_1

Resolviendo las ecuaciones como se hizo mas arriba, y observando

las restricciones para lazos abierto/cerrado e interactuantes :

1, > 5.11 hr

T, > 0 hr (puede tomar cualquier valor)
Asi, pues, se podria fijar : T, = 6 hr
T, = 1 hr

Ahora, bien, calculando valores para la constante derivativa (7y)
para control PID :

Gg = Kg 1+ _1 + 1pl1s
™mws

G = Kg 1+ _1 + Tp2s
TpS

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

Ty > 0.82 hr
T, > 0.76 hr

Luego, se puede fijar un valor adecuado de 7,, no muy elevado:

T,, = 1 hr
T, = 1 hr
Nota: Las unidades de tiempo se dan en horas. Ademas : K

(1/hr), Ko (g/hr-°C).

2¢€




Disefio de lazos de control no interactuantes.-

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

Para mantener M, constante : M, =0
Fo=-Guy Fua = 1 F..
G"@ HA3 - HA[
Introduciendo al elemento dinédmico : Dy = = S +
GII(S)

donde Do = Eao
F

w2

y donde el valor de F,, es la entrada, la cual da como salida la

magnitud en la que debe variar F, para cancelar el efecto de F,,
sobre M,.

D, : Desacoplador. cancela cualquier efecto que el lazo 2
pueda tener sobre el lazo 1, pero NO viceversa.

para eliminar interaccién del lazo 1 sobre el lazo 2 se sigue
el mismo procedimiento anterior :

T = 0
F,, = - G21(S) F, - Gng

D)m = - Gam
Gne

La funcién Gy proviene de una funcién f,. Esta funcidén se puzde
convertir en una constante por un periodo de tiempo discreto, con
lo cual se anula esta funcién en el calculo de desacoplamiento.
Pero se hace variar su valor en cada periodo, para el calculo en
la ecuacién del modelo de control.

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

Se comprueba que :
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G G — GGy _ G Gn — GGy

ﬁ‘, = Gy MVSP T = (e TS?
1 + Gy Gy = GGy 1 + G Gp = GGy
Gn Gy,

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 transferencia ©para los
controladores, se puede conocer también la funcién 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 en las fiquras A a E, incluyendo tiempo de muestreo més
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 15%), la sensibilidad (cantidad de oscilaciones) y 1la
amplitud de oscilacidn.

Se ve asi que el control de humedad no presenta mayores
problemas, no siendo asi con el de temperatura. En este dltimo, se
puede, sin embargo, fijar una alta ganancia sin afectar 1la
estabilidad del sistema.

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

CONTROLADOR .-

G = 50 1 + 1 + s4q
L 6s 1
Gc2 = 500 rl + 1+ s5q
L s J

Funcién objetivo : Ajuste d6ptimo de los parametros del
controlador (sintonizacién 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 retroalimentacion (feedback) de set
point.-

Model reference adaptive control (MRAC -control de modelo adaptivo
de referencia) : El set point se altera de acuerdo a la aplicacién
del modelo de referencia.

Postulacién de modelo de referencia .-

Objetivo : Minimizar el cuadrado del error integral.
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ISE = [euzdt

€ = fi, = M -M ©
Mo = Moo
M, = Moo

Con los resultados anteriores, se toma un modelo de referencia,
el cual se adapta segin los valores reales obtenidos de mediciédn
on-line.

“
MR = MODELO DE REFERENCIA

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

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

Objetivo.-

Mostrar la relacién entre las variables o los parametros de
control inherentes a una fermentacién SSF, asi como la estructura
de un programa simple de control semiautomiatico para este proceso.

Introduccion. -

Se trata de establecer los bloques o estructuras de control que,
mediante un sistema automatizado en una estacidén de trabajo, logre
el mantenimiento de condiciones adecuadas y constantes en el
proceso de biorreacidén o fermentacidén en sustrato sélido. Para ello
se requiere un programa de control adecuado.

Mencicnemos en principio algunas condiciones o consideraciones
previas:

- El reactor y 1las lineas de proceso tienen mecanismos de
accionamiento y control ya instalados (salidas digitales/DO). Estos
se describen mas adelante.

-~ 8e fijan algunos puntos de toma de muestra (entrada de datos
mediante instrumentos de control).

- Se fija una entrada inicial a 1la estacion 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
analégico/digital) :

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

No entradas analégicas disponibles: 4
No " digitales " : 8
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No " pulsantes " : 3
No salidas analégicas " : 0
No " digitales " 4

Total: 19 CANALES de I/O disponibles.

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

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

1) Medicién 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 analégicos
1 input pulsante

El nimero de inputs se ha fijado en consideracién a la capacidad
que ofrece la interface de trabajo.

ENTRADAS ANALOGICAS (ANALOG INPUTS)

CANAL PARAMETRO DE MEDICION CODIGO INSTRUMENTO DE MEDICION

1] Temperatura de aire en T1 Termocupla (tipo K)
humidificador?
1 Temperatura en reactor T2 Termocupla (tipo K)

(seccién superior)

2 Temperatura en reactor T3 Termocupla (tipo K)
(seccién inferior)

3 Humedad relativa de H1 Higroémetro
sustrato en reactor

3 El humidificador en 1la 1linea es mas exactamente un

humidificador/autoclave. La funcidén de autoclave la realiza en la
etapa inicial de esterilizacion, previa al proceso propiamente
dicho.

ENTRADAS PULSANTES (PULSE COUNTER INPUTS)
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0 Flujo volum. aire F1 Transmisor de flujo

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

SALIDAS DIGITALES (DIGITAL OUTPUTS)

CANAL PARAMETRO DE ACTIVACION MECANISMO DE I}CTIVACION CODIGO

o Flujo de aire seco a Valvula solenoide V1
reactor
1 Flujo de aire/agua de Vialvulas sclenoides v2/V3
aspersién a reactor
2 Agitacion a medio Motor de eje M1
3 Temperatura aire Resistencia eléctrica R1

himedo a reactor

Aspectos del software de la Unidad Terminal Remota HP 48060
(interface o convertidor analégico/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 :

Inicializacién / Fijacién de variables.

Ciclc o lazo de fijacién y control de tiempo (reloj).
Ciclo de control principal.

Sector de subrutinas de control (subprogramas).

Algunas consideraciones y aspectos descriptivos.-

Recordando el diagrama de proceso: (ver GRAFICO 1)

A Humidificador
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 sistema conviene tener un
mecanismo de adaptacién de los valores experimentales con los de
los reales (on-line). Se deja de lado por ahora una comparacioén
numérica de estos valores por faltar datos de medicidn.

- Para un control adecuado de temperatura, y en la transferencia
de calor, donde el tiempo es factor esencial, es conveniente un
sistema de control proporcional-integral-derivativo (PID), debido
a que permite fijar ganancias (K;) altas para obtener respuesta
rapida frente a variaciones sin detrimento de la estabilidad del
sistema. Para el control de humedad se ha optado también por un
lazo PID.

- Como ya se vio en calculos anteriores, se ha fijado lazos de
control PID para humedad y temperatura dentro del esquema general
de control adaptativo. Los valores de estabilizacién simulados para
el control de ambos factores (graficas de simulacién) muestran que
este lazo de control es el mds conveniente, permitiendo gran
flexibilidad sin perjudicar la estabilidad del sistema.

- El controlador almacena valores de entrada/lectura -tanto on
line como de simulacién- ex memoria de base de datos (database).
A ellos se accesa y ellos se fijan en progiramas de control (BASIC)
mdte. instrucciones de direccionamiento, como p. ejm. :

GETDB(129,0,0,2,0) Lectura de valores en este punto.
PUTDB 128,0,0,1,0,40 Fijacién de valores en un punto.

5.2. Prueba de fermentaciédn
A. Protocolo

A.1. Pretratamiento: El bagacillo (0.5-2 mm) fue
pretratado con soda (0.2 g/qg)
a 121°C por 20 minutos de
acuerdo a lo informado
anteriormente. E1l prototipo se
cargd con 6.5 kg de bagacillo.
El proceso se realizé en el
mismo reactor.

A.2. Inéculo: El indéculo fue preparado en un
fermentador liquido de 3L (2L
de trabajo) y en 2 grascos de
3L acondicionados para cultivo
liguido agitado, de acuerdo a
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lo especificado anteriormente.
La dosis de inoculacidén del
prototipo fue de 1.5% (p/p) de
micelio.

A.3. Medio: Se utilizé 1la formulacién
optimizada con sulfato de
amonio y urea (2:1).

A.4. Temperatura: El sistema de control se niveld
a 32°C con maximo de 35°C y
minimo de 30°C.

A.5. Humedad: E]l sistema de control se niveld

a una humedad de 75% con maximo
80% y minimo 70%.

B. Resultados

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
bagacillo, 4.4 kg de materia seca pretratada. La cantidad de
micelio requerido fue de 66 g. La inoculacién se realizé via
mangueras y bomba peristdltica desde los fermentadores hacia el
prototipo. En esencia, el sistema de control automatico funciond
de acuerdo a 1o programado con una agitacidn nivelada a periodos
de 5 minutos de agitacidén (2 rpm) son intervalos horarios de
descanso.

La cinética de produccidén de enzimas, proteina soluble
y biomasa se presentan en la Figura 19. Todos los parametros
biolégicos alcanzaron su maximo nivel a las 144h, excepto BGasa que
lo hizo a las 192h. Los valores maximos obtenidos (APF = 40.6 UI/g;
EGasa = 207,35 UI/g; fGasa = 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 modificaciones al
protocolo para disminuir los tiempos de maxima produccién.




VI. ENVIO DE DOS TECNICOS PERUANOS A CHILE (Actividades I y J)

Inicialmente estuvo programado enviar a un técnico 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 decidié previa consulta enviar ambos a chile, a la Escuela de
Ingenieria Biogquimica (Valparaiso).

Las perscnas 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. Ambos permanecieron en Valparaiso 30 dias realizando
pruebas de fermentacién en microfermetnadores siguiendo 1los
protocolos del grupo Chileno. La estadia de ambos técnicos fue
notariamente fructifera.

En el verano de 1992, recibimos en nuestro Laboratorio por 1
mes al Si. Christian Bernet procedente de la Escuela de Ingenieria
Bioquimica (Valparaiso, Chile). El Sr. Bernet realizdé pruebas de
fermentacién en microfermentadores siguiendo nuestro protocolo.

Esta visita resulté, también, muy beneficiosa para el intercambio
de experiencias.
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VII. OTRAS ACTIVIDADES NO PROGRAMADAS

Un aspecto importante del presente proyecto es el de haber
permitido fomentar el aprendizaje y entrenamiento de profesionales
muy necesarios para el pais mediante la ejecucién de tesis de pre

Yy post-grado.

Igualmente se han publicado articulos cientificos

donde se hace referencia al proyecto.

7.1.

"Enriquecimiento proteico de residuos de papa
(Solanum tuberosum) mediante fermentacién en
sustrato sélido con Chaetomium cellulolyticum®,
para el titulo de Bidlogo de Julia Griselda Muiiz
Duran. Universidad Nacional San Antonio Abad del
Cusco.

"Estudio preliminar para la obtencién de A&cido
citrico por fermentacién en estado sélido a partir
de residuos de Opuntis ficus indica, tuna", para el
grado de Bachiller en Ciencias Bioldgicas de Juana
Julia Fiores Candia. Universidad Particular Ricardo
Palma.

"Produccién de celulasas y PB-glucosidasa en
sistemas de fermentacidén sdélida usando cultivos
mixtos", para el titulo de Bidlogo de Nilda Rocio
Duefias Linares. Universidad Nacional San Antonio
Abad del Cusco.

"Obtencién de mutantes hiperceluloliticas vy
desreprimidos de Trichoderma reesei mediante
mutagénesis quimica", para el titulo de Bidlogo de
Juan Gabriel Juscamaita Morales. UNALM.

“Disefio y construccién de un bioreactor de
fermentacién sélida automatizado”, para el titulo
de 1Ingerisro Quimico de José Peralta Flores.
Universidad Nacional de Ingenieria (UNI).

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

"Transformacién con DNA nativo de Trichoderma
harzianum LM-1307", para el titulo de Bidlogo de
Maria Rosario Castillo Figueroa, se encuentra en
ejecucidén, UNALM.

"Determinacién de patrones electroforéticos de
celulasas producidas por fermentacién en sustrato

sé6lido por mutantes de Trichoderma reesei", para el
titulo de Bidlogo de Roberto Ramos Chaupin. UNALM.

"Fermentacién mixta en sustrato sélido de bagaciilo
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! para la produccion de celulasas", para el titulo de
Bidlogo de Leticia Portal Villegas. UNALM.

- "Disefio, elaboracidn del software y operacién de un
sistema de conrol computarizado para biorreactores
agitados de fermentacién sélida™, para el titulo de
Ingeniero Quimico de Jorge Wong. UNI.

- "Cinética de crecimiento sobre sustrato sélido de
Trichoderma reesei LM-UC4 y mutantes derivados",
para el grado de Magister Scientiae en
Microbiologia de Emilio Pascual Valentin. UNMSM.

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

7.2. Publicaciones

- Gutiérrez-Correa, M. & A. Ceroni. 1992. Algunos
aspectos sobre la regulacidén de la produccidn de
celulasas por Trichoderma harzianum, Biociencia 2:
(en prensa).

- Muniz, G., M. Gutiérrez-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. Gutiérrez-Correa & R.P. Tengerdy.
1993. citric acid production by solid substrate
fermentation of prickly pear peel with Aspergillus
niger. Aqro-Industry Hi-Tech (aceptado para
publicacién).

- Juscamaita, J., R.P. Tengerdy & M. Gutiérrez-
Correa. Tamizado secundario de hongos celuloliticos
por la técnica del disco de agar. Biota (presentado
en marzo, 1993).

- castillo, M. & M. Gutiérrez-Correa, Técnica
optimizada para la extraccion de DNA gendico de
Trichoderma harzaianum LM-1307. Biota (presentado
en marzo, 1993).

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

VIII. CONCLUSIONES

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

- Hastz 21 momento se dispone de la cepa T. reesei LM-
1 con un buen nivel de termotolerancia (80%) y altos valores
enzimaticos.

- Se dispone de un medio optimizado para 1la
fermentacidén en sustrato sélido de bagacillo.

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

- Se dispone de los parametros cinéticos para 1la
optima produccidén de enzimas celuloliticas.

- Se dispone de los parametros cinétices para la
6ptima produccién de enzimas celuloliticas.

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

- Se ha elaborado una primera versién del software
para el control computarizado del biorreactor prototipo.

- La formacidén de recursos humanos se ha beneficiado

mediante el intercambio de técnicos y la ejecucién 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 Yy felicitacién en este Informe,
sobretodo por trabajar en las dificiles condiciones del pais.

Patricia Moreno, Profesor, Jefe de Operaciones del LMB.
Roberto Ramos, Jefe de Practicas

Vvictor Meza, Jefe de Practicas

Juan Juscamaita, Jefe de Préacticas

Leticia Portal, Asistente de Investigacién

Jorge Wong, Asistente de Investigacién

Maria Castillo, Asistente de Investigacién

Emilio Pascual, Asistente de Investigacidn
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Figura 1
Cinética de produccion de ceiulasa total
en FSS a 30°C con N mineral
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Figura 2
Cinética de produccion de endoglucanasa
en FSS a 30°C con N mineral

EGasa (Ul/g.i)
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Figura 3
Cinética de produccion de B-glucosidasa
en FSS a 30°C con N mineral
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Figura 4
Cinética de preduccion de celulasa total
en FSS a 30C con N organico
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Figura 5

Cinética de produccion de endogiucanasa
en FSS a 30°C con N organico
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Figura 6
Cinética de produccion de B-glucanasa en
FSS a 30°C con N organico
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Figura 7
Cinética de produccién de celulasa total
en FSS de bagacillo con N mineral
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Figura 8
Cinética de produccién de endoglucanasa
en FSS con medio optimizado

EGasa (Ul/g.i.)
100

80

T

60

T

40 P

20}

- LM-UC4
§ I ! 1 —ol— LM-1
] 48 72 120 168 216




Figura 9
Cinética de produccion de 8-Glucosidasa
en FSS con medio optimizado
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Figura 10
Cinética de produccion de xilanasa en
FSS con medio optimizado
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Figura 11
Cinética de producciéon de proteinas
solubles en FSS de bagacillo
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Figura 12
Cinética de crecimiento de T. reesei en
FSS con medio optimizado
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Figura 13
Cinética de consumo de sustrato en FSS
con medio optimizado
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Figura 14
Variacion del pH durante la FSS
con medio optimizado
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Figura 15
Cinética de produccidn de celulasas por
T. reesei LM-UC4 con medio optimizado
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Figura 16
Cinética de produccion de celulasas por
T. reesei LM-1 con medio optimizado
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Figura 17
Produccion de celulasas mediante FSS
mixta con 7. reesei y A. phoenicis
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Efecto de la temperatura sobre la
produccion de celulasas mediante FSS

Figura 18
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Figura 19
Produccién de celulasas por I reesei
LM-1 en biorreactor agitado
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GRAFICO 6

Respuesta analogica en sirnulacién para
cambio de humedad des soélido en reactor
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GRAFICO 7

Respuesta discreta en simulacion para
cambio de humedad de sdélido en reactor
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GRAFICO 8

Respuesta analégica en simulacion para
cambio de temperatura en reactor

Razon de temperatura (T/K)
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GRAFICO 9

Respuesta discreta en simulacion para
cambio de temperatura en reactor

Razén de temperatura (T/K)
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