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Resumen

El xilitol es ampliamente usado en industria farmacéutica y alimentaria, ya que tiene
propiedades anticariogénicas y bajo valor caloérico comparado con la sacarosa. En las ultimas
décadas, su demanda ha incrementado, por lo que en la actualidad se investigan diferentes
procesos alternativos que permitan incrementar su produccion. La ruta biotecnoldgica es una
atractiva alternativa ya que ademas de reducir los costos de produccion, usa como materia
prima hidrolizados lignoceluldsicos provenientes de residuos agroindustriales. Sin embargo,
debido a la inherente variabilidad en la composicion de los residuos la implementacion del
proceso no es una tarea simple, i. e., la determinacion de las condiciones de operacion que
maximice el rendimiento de produccion exige un amplio disefio experimental. En ese sentido,
el modelado matematico puede ayudar a reducir el trabajo experimental, y ademas permite
predecir y evaluar el comportamiento dinamico de las variables clave, por lo que es una
herramienta 1til para la implementacion de esquemas de optimizacion y control del proceso.
A pesar de que ya se han reportado diferentes propuestas del modelado del bioproceso de
obtencion de xilitol, resultan muy especificos, ya que consideran las particularidades de cada
sustrato, consorcio microbiano y condiciones de operacion, entonces no es facil hacer la
adaptacion a diferentes casos de estudio. Es por ello que el objetivo de este trabajo es
proponer un modelo matematico generalizado que pueda adaptarse a diferentes casos de
estudio (i.e., diferentes sustratos y cepa de microorganismo), condiciones de operacion y
configuracion del fermentador. El modelo propuesto considera como sustrato los tres
principales azucares presentes en los hidrolizados lignocelulosicos (xilosa, glucosa y
arabinosa), y los dos principales productos de la fermentacion (xilitol y etanol), ademas
considera los efectos de inhibicion por sustrato y producto, y el efecto de la limitacion de
oxigeno. Para evaluar el alcance del modelo propuesto se analizaron tres casos de estudio en
un fermentador por lotes: 1) hidrolizado de semilla de olivo, trigo y arroz, y Candida boidinii,
i1) hidrolizado de trigo y Pichia sp. y iii) hidrolizado de planta del platano y pichia stipitis.
Los resultados muestran altos coeficientes de determinacion R? > 0.90 para cada caso de
estudio, indicando que el modelo propuesto es facilmente adaptable a diferentes sustratos y
condiciones de operacion. Ademas, el modelo permite la incorporacion de diferentes efectos
como pH, temperatura y agitacion.

Palabras clave: bioproduccion de xilitol, modelado generalizado, optimizacion.



Introduccion

Actualmente, la produccion de xilitol se realiza mediante la hidrogenacion catalitica de xilosa
pura a condiciones altas de temperatura (80-140 °C) y presion (50 atm), lo que eleva los
costos del edulcorante (Parajo et al., 1996). Por otro lado, el proceso biotecnologico
considera xilosa obtenida de residuos lignocelulosico, y la fermentacién se realiza a
condiciones cercanas al estandar de temperatura y presion, lo cual disminuye
significativamente el costo de producciéon. En la tltima década, los trabajos de
investigacion sobre la produccion biotecnoldgica del xilitol se centran en la mejora del
proceso mediante la determinacion de las condiciones de operacion, condiciones de cultivo
y la seleccion de la configuracion los sistemas de fermentacion, abordandose a través de
enfoques tedricos y experimentales.

Por otra parte, el modelamiento matematico busca establecer una relacion entre las
entradas y las salidas del sistema, tales como condiciones de alimentacion, pardmetros de
disefio, variables de proceso, para posteriormente realizar tres posibles acciones:
escalamiento, prediccion de la dinamica y optimizacion de las condiciones de operacion del
proceso (Coimbra et al., 2016). Asi, el modelado matematico del proceso de produccion
biotecnoldgica del xilitol es una herramienta complementaria a los estudios experimentales,
ya puede reducir significativamente los tiempos y costos del trabajo experimental, asi mismo
puede mejorar el entendimiento del efecto y relacion entre las variables clave.

Actualmente, en la literatura se han reportado diferentes enfoques sobre el
modelamiento matematico de la produccion de xilitol a partir de hidrolizados
lignoceluldsicos provenientes de residuos agroindustriales (Desgupta et al.,2017; Dorantes
et al., 2020). Sin embargo, dichos modelos son particulares a las condiciones de cada residuo,
por lo que no es simple extenderlos facilmente a otros tipos de sustratos y/o cepa de
microorganismo. Por esa razon, el objetivo de este trabajo se centra en el desarrollo de un
modelo matematico capaz de adaptarse a las diferentes condiciones en las cuales se puede
realizar el proceso de fermentacion de hidrolizados lignoceluldsicos ricos en xilosa para su

transformacion en xilitol. El modelo propuesto es validado considerando diferentes
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condiciones de la fermentacion, i.e., diferentes tipos de sustratos y cepas de
microorganismos, incluyendo los efectos de variables como son el pH, temperatura y

agitacion.

Antecedentes

El estudio del proceso biotecnologico para la produccion de xilitol se ha estudiado desde
inicios de los afios 80s, con el propdsito de aprovechar el contenido lignoceluldsico presente
en muchos residuos de la industria agricola y alimentaria. La lignocelulosa se compone
principalmente de celulosa, hemicelulosa, lignina y cantidades mas pequefias de pectina,
proteinas y cenizas. La hemicelulosa, se compone de pentosas (xilosa, arabinosa), hexosas
(manosa, glucosa, galactosa) y acidos de azlicar (Ur-Rehman et al., 2015). Después de un
pretratamiento con acido, alcali y /o enzimas, esta fraccion de carbohidratos se puede
convertir en azicares monoméricos fermentables como la xilosa (Chandel et al., 2013), pero
también, sin excepcion, todos los licores de azticar obtenidos por hidrolisis quimica contienen
derivados de furano, acidos alifaticos y compuestos fenolicos que potencialmente pueden ser
inhibidores del crecimiento microbiano y dificultan las biotransformaciones (Prakasham et
al.,2009). El tipo y concentracion de los compuestos que inhiben la fermentacion microbiana
dependen principalmente de material lignoceluldsico usado y de los parametros
operacionales (Mussatto y Roberto, 2004). Algunos ejemplos de sustratos utilizados ricos en
xilosa cuyos hidrolizados han sido reportados para la produccioén biotecnologica de xilitol
son los de bagazo de cafia de aztcar (Verde et al., 2006; Prakash, 2010; Kumar et al., 2014),
de harina de arroz (Liaw et al.,2008), de mazorca de maiz (Cheng et al., 2011, Baptista et al.,

2020), y de la planta del platano (Bautista, 2019).

La bioconversion de xilosa a xilitol la pueden llevar a cabo varios tipos de
microorganismos como bacterias, hongos y levaduras (Hiroshi et al., 1996; Rao et al., 2007,
Prakash, 2010; Bautista, 2019; Silva, 2020; Lugani et al., 2020). Sin embargo, las levaduras
han mostrado los mayores rendimientos, destacando el género Candida por tener especies
que son consumidoras naturales de pentosas como la D-xilosa, por lo tanto, la mayoria de los
estudios se han inclinado hacia el uso de estas levaduras (Verde et al., 2006; Liaw et al.,

2008; Prakasham et al., 2009; Mohamad et al., 2016, Xu et al., 2019). La bioconversion de



D-xilosa a xilitol usando microorganismos como las levaduras es generalmente dependiente
de la composicion del medio de cultivo, las condiciones del cultivo y del proceso y la
naturaleza genética de los microorganismos. Entonces, su implementacion requiere de
estudios particulares sobre las condiciones de operacion y configuracion del reactor, lo que
conlleva a la necesidad de extensos trabajos de laboratorio que resultan costosos en tiempo e
insumos. Una alternativa para reducir la carga experimental es mediante los modelos
dindmicos del proceso, los cuales mejoran la comprension del sistema bajo diferentes
condiciones de operacion como pH, temperatura, sustrato, fuente de carbono, tipo de reactor,
etc. Asimismo, reducen los costos y los riesgos operacionales (Appels et al., 2008; Donoso-

Bravo et al., 2011).

Se han desarrollado diferentes trabajos que proponen modelos matematicos en la
produccion de xilitol, sin embargo, los modelos reportados en la literatura se ven
condicionados a las simplificaciones que cada autor hace. Por ejemplo, Aranda-Barradas et
al., (2000) proponen un modelo para describir los perfiles dinamicos de sustrato y producto
en la fermentacion de un medio sintético de xilosa en un reactor de 0.12 L. manteniendo el
pH a 4.5. Analizaron el efecto del oxigeno sobre el rendimiento, identificando que a mayor
concentracion de oxigeno mayor crecimiento de biomasa, mientras que a moderados niveles
de oxigeno se favorece la produccion de xilitol. Tochampa et al. (2005) propuso un modelo
matematico basado en un medio sintético de xilosa y glucosa, sin embargo, en la propuesta
del modelo no se considera un balance para el etanol, el cual es un subproducto conocido en
las fermentaciones para obtencion de xilitol. Por otro lado, consideraron el consumo del
xilitol como una forma de mantenimiento de la célula. EI modelo propuesto estudia una
cinética de crecimiento microbiano de tipo Monod en un reactor por lotes con volumen de
3.7 L, la operacion fue llevada a cabo a una temperatura de 30 °C y el pH lo ajustaron a 4.5,
el microorganismo utilizado fue C. moguii, sin embargo, logra concluir que el xilitol que se
puede llegar a consumir por mantenimiento de la célula es muy bajo y no es necesario incluir
este fenomeno en el proceso.

Por otro lado, Garcia et al. (2011) proponen el modelado del proceso de produccion
de xilitol en dos etapas a partir del hidrolizado de residuos de uva de la fabricacion de vino.
El modelo considera tres azucares principales, xilosa, glucosa y arabinosa. En la primera

etapa, el microrganismo (Lactobacillus rhamnosus) consume la glucosa presente en el medio,
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mientras que la produccion de xilitol se realiza en una segunda etapa usando Debaryomyces
hansenii. El proceso se llevo a cabo a una temperatura de 37 °C y una velocidad de agitacion
de 170 rpm en un volumen de 0.1 L. En este estudio se muestra la capacidad de realizar los
procesos biotecnoldgicos en mas de una etapa y el modelamiento a partir de semi-reacciones
dependiendo del sustrato consumido y producto deseado. Mas adelante, Brandam et al.
(2013) presentan un modelo matematico en donde se considera el uso de hidrolizados de
residuos de trigo. En el modelo de la fermentacion se incluye la influencia del oxigeno
mediante un balance de entradas y salidas en el sistema. Los resultados mostraron que el
crecimiento del hongo se favorece en un sistema lecho empacado. Ademas, se establecieron
ecuaciones empiricas para el calculo de la kra, como funciones de las velocidades de

aireacion.

Kumar et al. (2014) proponen el modelado matematico considerando el crecimiento
de la biomasa, generacion de productos (xilitol y etanol) y consumo de sustrato (xilosa); el
microorganismo usado fue Kluyveromyces sp. IIPE453. La propuesta se baso en cinéticas del
tipo Luong modificadas, donde los parametros se obtienen mediante minimos cuadrados. Por
otra parte, Mohamad et al. (2016) proponen un modelo dindmico para la fermentacion de
xilosa utilizando Candida tropicalis, considerando una cinética de tipo Monod modificada
que incluye los efectos limitantes del oxigeno en el proceso. Evaluaron distintos valores
iniciales de xilosa y de agitacion, y observaron que al aumentar la cantidad de sustrato se
favorece la produccion de biomasa, mientras que para intervalos de biomasa de 10-100 g/L
aumenta la produccion de xilitol. Pappu et al. (2016) proponen un modelo usando
Debaryomyces nepalensis NCNY 3413, y evaluan la temperatura en un rango de 25 a 35 °C,
pH de 4 a 6 y flujos de aeracion de 0.14 a 0.56 1/h, obteniendo produccion de 0.76 g/ L h de
xilitol. Recientemente, Dorantes et al. (2020) propusieron el modelamiento matematico para
la produccion de xilitol en un fermentador por lotes, en medio libre y en medio inmovilizado,
para bagazo de cafia como fuente primaria de carbono y C. guillermondii como
microorganismo. Las cinéticas consideradas fueron de tipo Monod en donde fueron
considerados efectos como inhibicidn por sustratos y productos por el etanol, la arabinosa no
fue considerada debido a la baja cantidad que este residuo tiene en su interior y evaluando la

fermentacion en un medio con perlas de alginato en donde fue evaluado el tamafio de estas



mismas encontrando una influencia en la produccion de xilitol y haciendo la propuesta de
modelarlo en diferentes condiciones de operacion del reactor.

En general, la implementacion del proceso de produccion de xilitol mediante la
fermentacion de residuos lignoceluldsicos ricos en xilosa exige un estudio particular para
cada tipo de microorganismo y sustrato(s), asi como la determinacion de las condiciones de
operacion que optimicen el rendimiento del proceso. A pesar de los beneficios del modelado
matematico del proceso, los modelos actuales son especificos para cada caso de estudio. En
ese sentido, en este trabajo se propone un modelo generalizado capaz de adaptarse facilmente
a diferentes tipos de microorganismos, sustratos, configuracion del fermentador y/o
condiciones de operacion. Para la implementacion y validacion del modelo propuesto se
requieren un minimo de mediciones de las variables de clave del proceso (xilosa, xilitol y
biomasa). Para demostrar la aplicabilidad de este modelo se evaluaron tres casos de estudios
con hidrolizados con diferente composicién, asi como con condiciones de operacion
variables, 1) hidrolizado de la planta del platano y Pichia stipitis, ii) hidrolizado de semilla

de olivo y Candida boidinii; y iii) hidrolizado de residuos de trigo y arroz con C. boidinnii.

Planteamiento del problema

En los ultimos afios la generacion de residuos lignocelulosicos generados de la agroindustria
(e.g., bagazo de cafia de azucar, cascara de trigo, arroz, la planta del platano), han ido en
aumento, por lo que ha surgido la necesidad de tratar estos residuos, que si no son
adecuadamente tratados pueden generar un impacto negativo al ambiente. La produccion
biotecnoldgica de xilitol a partir de hidrolizados provenientes de residuos agroindustriales
puede ser una alternativa, estos procesos requieren de estudios especificos para su aplicacion,
en gran medida por variabilidad en la composicion de hidrolizados de diversas fuentes, asi
como los diferentes géneros de microorganismos que se pueden usar para realizar la
fermentacion. El modelado matematico puede ayudar a establecer las condiciones de
operacion que maximicen la produccion del xilitol. Actualmente existen en la literatura
diversas propuestas, la mayoria son modelos particulares lo que hace dificil su extension a
otros casos de estudios. Entonces, la generacion de un modelo generalizado y flexible capaz

de ser adaptado a diferentes condiciones de operacion, tipos de sustrato y que sea de facil
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implementacion podria contribuir en el entendimiento del proceso de fermentacion, asi como
la determinacion de las condiciones de operacion para diferentes tipos de residuos

agroindustriales.

Justificacion

La generacion de un modelo matematico generalizado capaz de predecir adecuadamente el
desarrollo de un proceso de produccion de xilitol a partir de un hidrolizado de un residuo
lignoceluldsico y un microorganismo productor contribuira en el establecimiento de las
condiciones de operacion que favorezcan la produccion del xilitol, asi como en la reduccion

de costos y tiempo en el trabajo experimental.

Hipaotesis

Es factible generar un modelo matematico generalizado que considere los fendmenos mas
importantes del proceso de produccion biotecnoldgica de xilitol, el cual sea capaz de
adaptarse a diferentes condiciones experimentales y pueda ser aplicado a diferentes casos de
estudio en donde se consideren hidrolizados lignoceluldsicos de diferente naturaleza, asi

como diferentes géneros de microorganismos y configuraciones de reactor.

Objetivos

Objetivo general

e Desarrollar un modelo matematico generalizado que describa el proceso de
produccién biotecnoldgica de xilitol que sea capaz de adaptarse a diferentes fuentes
de hidrolizados de residuos lignoceluldsicos, géneros de microorganismos y

configuracion del reactor.

Objetivos particulares

e Establecer el modelo matematico para la fermentacion de hidrolizados de residuos
lignoceluldsicos considerando balances para los sustratos y productos mas

importantes de este proceso.
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Implementar un método de estimacion paramétrica para el ajuste de los pardmetros
del modelo de produccion de xilitol usando datos experimentales reportados en la
literatura.

Realizar el analisis de sensibilidad paramétrica del modelo para obtener los
parametros mas sensibles sobre las variables del proceso.

Validar el modelo matematico con base en diferentes casos de estudio usando datos
experimentales reportados en la literatura.

Determinar las condiciones de operacion que favorecen el rendimiento en la

produccion de xilitol.



Capitulo 1

Marco teorico

1.1 Xilitol

El xilitol es un azucar alcohol, derivado de la D-xilosa, que posee un peso molecular de
152.15 (Figura 1.1). Se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, en pequenas
cantidades en varias plantas, frutas y vegetales (Prakasham et al., 2009). También es un
intermediario del metabolismo de los carbohidratos en humanos y animales; un humano
adulto produce alrededor de 5 a 15 g de xilitol por dia el cual es metabolizado,
mayoritariamente, por la flora intestinal a acidos grasos volatiles de cadena corta o por la via
de las pentosas fosfato en el higado (Emodi, 1978; Pepper y Olinger, 1988; Bér, 1991).

H H

Wik \/\/\/ OH
OH
Figura 1.1. Estructura del xilitol. Kim et al., (1990)

.|||||o
.|||||o

Tiene una apariencia de polvo cristalino de color blanco, inodoro, dulzura relativa
equivalente a sacarosa que puede variar de 0.85 a 1.25 (con respecto al valor de 1 que se le
asigna a la sacarosa) dependiendo del pH, concentracion, temperatura, concentracion de sales
y otros factores. El xilitol es una fuente caldrica de facil disponibilidad, 1 g de xilitol
corresponde a 2.4 cal/g (Kroger et al., 2006).

El xilitol es un edulcorante aprobado por la Food And Drug Administration (FDA)
para su uso en alimentos, productos farmacéuticos, cosméticos y para la salud bucal en mas
de 50 paises (Povelainen, 2008). A pesar de esta demanda, la produccion mundial de este
edulcorante es relativamente escasa lo cual puede atribuirse al alto costo (126.7 pesos/kg) del

método de su produccion quimica (Yewale et al., 2017). Se absorbe principalmente por el



higado y la flora intestinal siendo estas rutas independientes de la insulina (Venkateswar et

al.,2016; Dasgupta et al., 2017).

1.2 Aplicaciones

Este edulcorante se ha considerado como un aditivo alimentario de tipo humectante que, al
ser impregnado en el producto ayuda a producir efectos en el organismo como la sensacion
de frescura en la boca (Panesso et al, 2012). En combinacidon con otros polialcoholes
aumenta su poder endulzante, a elevadas temperaturas no sufre reacciones de pardeamiento
enzimatico y no llega al punto de caramelizacion y en casos especificos retarda efectos en la
fermentacion ya que algunos microorganismos no logran descomponerlo para la produccion
de otros metabolitos secundarios (Hyvonen et al., 1988; Zacharis, 2012).

Debido a que el xilitol es un poliol apto para el consumo de pacientes diabéticos, se
han dado casos de estudios donde se formulan productos alimenticios con este edulcorante,
principalmente de reposteria y confiteria tales como dulces, chocolates, mermeladas, bebidas
y helados (Sokmen y Gunes, 2006). Su uso también suele darse en gomas de mascar y snacks
(Burt,2006), en la parte alimentaria y nutritiva el xilitol cumple con las caracteristicas
esperadas, sin embargo, en cuestiones reoldgicas el xilitol cambia la consistencia de
productos como los chocolates o las gomas de mascar, teniendo la necesidad de realizar
cambios en el proceso de fabricacion para finalmente lograr un producto similar al ya
existente en el mercado (Mussato, 2012). Por otro lado, se tienen aplicaciones en el area de
la salud, de donde destaca el tratamiento para enfermedades de vias respiratorias,
osteoporosis, procesos inflamatorios, enfermedades renales y del colon, asi como la otitis
media aguda (Mussatto,2012).

Su aplicacion en la industria farmacéutica se debe a que regula la acumulacion de
biopelicula en la superficie dental ayudando a evitar una inflamacion gingival; reduce la
adherencia de ciertos microorganismos que afectan el periodonto evitando asi la

desmineralizacion del esmalte (Panesso ef al., 2007). También se ha reportado que muestra
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propiedades antioxidantes (Chuckwuma, 2016) por lo que se usa en la generacion de

productos para el cuidado de la piel.

1.3 Obtencion de xilitol

Actualmente se tienen dos vias para realizar la produccion de xilitol, la sintesis quimica y la
produccion biotecnolédgica. La sintesis quimica es el proceso que se realiza a escala industrial
en donde se da la reduccidon quimica de xilosa, teniendo principalmente 5 pasos criticos en

este proceso (Kumar et al., 2009):

1. Despolimerizacion de la biomasa con el fin de realizar la obtencion de los azlicares
reductores.

2. Purificacion de xilosa de un hidrolizado proveniente de un material de caracter
lignoceluldsico.

3. Conversion de xilosa en xilitol por medio catalitico en presencia de hidrégeno. El
niquel es el catalizador més utilizado a nivel industrial.

4. Purificacion de la muestra hidrogenada.

5. Cristalizacion del xilitol.

El proceso de produccion de xilitol en la ruta quimica se realiza a temperaturas alrededor de
los 80-140 °C y presiones superiores a las 50 atm. Este proceso puede ser agresivo y el
consumo energético que hay que emplear para realizarlo es muchisimo mayor a un proceso
del tipo biotecnoldgico (Kumar et al., 2014). El proceso de produccion de xilitol por la ruta
biotecnoldgica ha surgido como alternativa debido a que se realiza en condiciones mas suaves
de temperatura y presion, ademas de no necesitar tratamientos previos de purificacion. Como
materia prima en este proceso se utiliza material lignocelulosico el cual puede provenir de
residuos agroindustriales como el bagazo de la cafia de azlcar, cascara de arroz, planta de
trigo, planta del platano, entre otras. Estos residuos tienen en su estructura polimeros como
la lignina, celulosa y hemicelulosa, siendo la hemicelulosa el principal componente de interés

para este proceso debido a que estd formado por azicares reductores como son la xilosa,



glucosa, arabinosa y maltosa (Peng et al., 2011). En el proceso biotecnoldgico se emplean

microorganismos que proporcionan la enzima que cataliza la conversion de xilosa a xilitol.

1.4 Microorganismos productores de xilitol

Los microorganismos estudiados para la produccion de xilitol incluyen bacterias como
Enterobacter liquefaciens, Corynebacterium sp.y Mycobacterium smegmatis (Rangaswamy
y Agblevor, 2003); mohos como Neurospora crassa y levaduras de los géneros Candida,
Saccharomyces, Debaryomyces, Pichia, Hansenula, Torulopsis, Kloeckera, Rhodotorula,
Monilia, Kluyveromyces y Torula (Zhao et al., 1998; Affleck, 2000). De acuerdo con la
literatura se considera a las levaduras como las mejores productoras de xilitol (Prakasham et
al., 2009). Las levaduras del género Candida, son las que mejores resultados han mostrado
debido a que son consumidoras naturales de D-xilosa y pueden ser cultivadas con este
carbohidrato como unica fuente de carbono, destacan las especies C. tropicalis y C.
guilliermondii (Granstrom et al., 2007). Pichia stipitis recientemente se ha considerado como
un microorganismo prometedor para la produccion biotecnoldgica de xilitol, estan reportado
coeficientes de rendimiento superiores a 0.75 g/g (g xilitol/g de xilosa) siendo valores muy

similares a los producidos el género Candida (Bautista, 2019).

1.5 Conversion de xilosa a xilitol

El proceso comienza con la introduccion de la xilosa a través de la pared celular de la
levadura (Figura 1.2), una vez dentro, la xilosa es reducida a xilitol por medio de la enzima
xilosa reductasa (aldosa reductasa EC 1.1.1.21) la cual tiene como cofactor NADH + H" o
NADPH + H'. Una parte del xilitol producido es secretado y el resto serd convertido en
xilulosa debido a la actividad de la enzima xilitol deshidrogenasa- dependiente de NAD". La
xilulosa producida se metaboliza para obtener masa celular y energia. Con azlcares como
glucosa o fructuosa la produccion se da por medio de la enzima hexoquinasa que los convierte
en glucosa/fructuosa-6-fosfato. Posteriormente la hexosa monofosfato entra a una via para la

produccion de xilulosa-5-fosfato, con el fin de obtener xilitol y lograr una méxima secrecion.
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Figura 1.2. Metabolismo de arabinosa y xilosa en levaduras. (Modificada de Silva y Felipe, 2006).

1.6 Variables que afectan la produccion de xilitol

La produccion biotecnologica de xilitol a partir de D-xilosa en donde se ven involucrados

microorganismos como levaduras suele ser dependiente de (Albuquerque et al., 2014):

o Lanaturaleza genética de los microorganismos.
o Las variables de proceso (flujo de aireacion, pH, temperatura, agitacion).

o La composicion del medio de cultivo.

Efecto del pH

Se ha observado que el pH extracelular tiene gran influencia en el proceso metabdlico y
también en la formacion de productos. En general las levaduras crecen mejor en medio acido
aun pH entre 3.5 y 4.0 (Martinez et al., 1998). Sin embargo, existen variaciones reportadas
en la literatura, como en Candida boidinii en donde el valor de pH 6ptimo inicial para la
mejor produccion de xilitol fue de 7, mientras que bajo condiciones controladas fue a pH de

5.5 (Rodrigues et al., 2003; Cheng et al., 2009; Prakasham et al., 2009). En general los



valores de pH que se reportan en la literatura para cepas del género Candida oscilan entre 5-
5.5 mientras que especificamente para Pichia stipitis el pH reportado estd entre 4.5-5.5 para

una fermentacion 6ptima (Ibarra, 2016).

Efecto de la temperatura

La temperatura tiene un efecto significante en el crecimiento, metabolismo, viabilidad y
capacidad fermentativa de las levaduras. En general la conversion de xilosa en xilitol parece
ser estimulada por un aumento de la temperatura; Silva et al. (1998) utilizando hidrolizado
de bagazo de cana encontraron que una temperatura de 30°C es la que mas favorece la
produccion de xilitol por levaduras. Prakasham et al. (2009) reportan que el rendimiento de
xilitol es independiente de la temperatura en un intervalo de 30 a 37°C, pero arriba de 37°C,
el rendimiento disminuye rapidamente. Wilkins et al. (2008) reportaron una alta produccion
de xilitol arriba de los 40°C con levaduras termo tolerantes por lo que usualmente al trabajar
con levaduras las temperaturas de operacion van de 30-40 °C (Misra et al, 2013), el
modificar este rango de temperaturas llevara a una menor produccion del producto deseado
y en el caso extremo de aumentar demasiado llevara a una muerte del microorganismo
evitando la fermentacion (Ping et al., 2013). Estos cambios se explican por la naturaleza que
los diferentes microorganismos tienen, existen microorganismos desde psicrofilos hasta
termorresistentes, los valores para microorganismos psicrofilos estan en rango de operacion
menores a los 20 °C mientras que los mesofilos estan en un rango de los 20 a 45 °C, la
mayoria de las levaduras se encuentran en este rango de operacion y las termorresistentes

soportan temperaturas mayores a los 45 °C.

Efecto de la agitacion

Se ha establecido que la aireacion, es un parametro clave en el metabolismo de D-xilosa en
levaduras productoras de xilitol y determina si el balance del metabolismo de esta pentosa se
inclina hacia la fermentacion o la respiracion. Por lo tanto, es muy importante para un proceso

efectivo determinar el flujo de oxigeno que pueda capacitar la utilizacion balanceada del
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carbono, tanto para el crecimiento como para la produccién de xilitol (Prakasham et al.,
2009). La optimizacion de las condiciones de aireacion/agitacion, es fundamental para hacer
el proceso de produccion de xilitol factible a escala industrial. Se ha demostrado que la
disponibilidad de oxigeno es, con mucho, el factor mas critico en la produccién de xilitol por
diferentes levaduras. En particular, la formacion de xilitol se ve obstaculizada por las
condiciones anaerobicas en esas levaduras, con una actividad de xilosa reductasa dependiente
de NADH insignificante, porque el NADH acumulado en el citosol por la actividad de xilosa
deshidrogenasa solo puede regenerarse parcialmente liberando etanol y glicerol para atenuar
el consiguiente desequilibrio redox. Bajo exceso de aerobiosis, el oxigeno puede reoxidar
NADH por la cadena respiratoria y, al mismo tiempo, inhibe mas a la xilosa reductasa que la
xilosa deshidrogenasa, estimulando asi el crecimiento y afectando la produccion de xilitol.
La formacidn de xilitol solo puede estimularse asegurando condiciones semiaerdbicas, en las
que el oxigeno es suficiente para regenerar el NADH, mientras que el NADPH producido
por la via de las pentosas-fosfato se dirige casi en su totalidad a la formacién de xilitol. Por
lo tanto, el control de la tasa de consumo de oxigeno es fundamental para optimizar esta
bioconversion (Sampaio et al., 2014). Se ha reportado en la literatura que el rango ideal esta
en 100-200 rpm para el género de Pichia y un valor aproximado de 150 rpm para el género
Candida (Bautista, 2019).

Por otra parte, el uso de un in6culo muy alto mejora la produccion de xilitol. Ademas,
se ha reportado que la formacion de xilitol es dependiente del estado fisioldgico del cultivo

y la concentracion de la biomasa (Prakasham et al., 2009).

1.7 Residuos lignocelulosicos

La valorizacion biotecnoldgica de residuos lignocelulosicos derivados de la agroindustria es
de gran importancia en varios paises con intensa agricultura para lidiar con la demanda
creciente de energia y materiales, por otro lado, es importante la mitigacion de gases de efecto
invernadero y desechos. Buscando el desarrollo de una economia circular que lleve a un
aprovechamiento a las grandes cantidades de toneladas de estos residuos generadas a nivel
industrial (Bedo et al., (2021). Como se ha mencionado, estos residuos tienen 3 componentes

principales en su estructura (celulosa, hemicelulosa y lignina) la hemicelulosa es el



compuesto de interés en procesos fermentativos debido a los hidrolizados que se pueden

generar a partir de estos. En la Tabla 1.1 se presenta la composicion de varios hidrolizados

generados a partir de residuos agroindustriales y su composicion de azucares reductores.

Tabla 1.1. Porcentaje de azucares en hidrolizados de residuos agricolas. (Ldopez et al. 2020; Bedo et al. 2021

y Bautista 2019).
Hidrolizado Xilosa (%) Glucosa (%) | Arabinosa (%) | Galactosa (%) Manosa (%)
Bagazo (,1e cafia 75 14 1 _ _
de azlicar
Céascara de arroz 66 22 12 -- --
Céscara de trigo 22.6 0.8 12.4 1.4 --
Semilla de olivo 4.89 23.72 4.42 3.36 0.69
Planta del platano 74 13.1 2.5 9.1 1.3

El uso de residuos lignoceluldsicos para la produccion biotecnologica de xilitol es
una alternativa para reducir los costos de produccion final, ya que esta materia prima suele
ser un residuo alimentario o agroindustrial, teniendo cardcter renovable y econdmicamente
viable; ademds la fermentacion requiere condiciones mas amigables de temperatura y
presion. En el proceso se realiza la hidrolisis acida o enzimdtica de la hemicelulosa
proveniente de fuentes como bagazo de cafia de azicar, paja de trigo, semilla de olivo,
mazorca de maiz, bagazo de sorgo, aserrin de madera, cascara de trigo, cascara de arroz y
residuos de la planta del platano entre otros (Rafiqul ez al., 2013; Albuquerque et al., 2014;
Bautista, 2019). La estructura heterogénea de la hemicelulosa involucra pentosas (xilosa y
arabinosa), hexosas (glucosa, manosa y galactosa) y algunos acidos (4acido acético, acido D-
glucurdnico y acido D galacturonico). Aproximadamente el 90% de la hemicelulosa
corresponde a xilosa, contribuyendo con el 15 — 35 % del peso seco total de la biomasa

constituyendo asi un buen sustrato para la produccion de xilitol (Peng et al., 2011).

Semilla de olivo
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El aceite de olivo suele producirse por compresion hidraulica o por medio de centrifugaciones
en eje horizontal, ambos métodos generan gran cantidad de residuos los cuales no son
aprovechados (Gogiis et al., 2006). Los residuos de la semilla de olivo se han catalogado
como alimento para animales y materiales para biosintesis de glicolipidos, ademas, contiene
una cantidad significante de fuente de carbono en su estructura, celulosa y hemicelulosa en
su mayoria, este residuo es generado en el campo junto a otros residuos como pueden ser las
hojas y el tallo de este, se tienen estimaciones de que se generan alrededor de 1,182,000
toneladas por afio. Los hidrolizados generados con este residuo necesitaran detoxificaciones
para evitar compuestos inhibitorios durante las fermentaciones tales como
hidroximetilfurfural, compuestos fendlicos, acido acético y acido formico (Manzanares et
al., 2017).

Residuo de arroz

La paja de arroz es conocida como uno de los principales y abundantes residuos
lignoceluldsicos con una produccion anual de alrededor de 731 millones de toneladas
distribuidas en Africa, Asia, Europa y América (Balat 2011; Cheng y Timilsina 2011). La
produccion anual de paja de arroz solo en Irdn es de aproximadamente 6 millones de
toneladas por afio, de las cuales mas del 50% permanece sin procesar y se quema al aire libre
en los campos de arroz. Durante las tltimas décadas, la biorrefineria de tales materiales
lignoceluldsicos para la produccion de productos de alto valor y bioenergia ha ganado una
gran atencion. Mas especificamente, la biomasa lignocelulésica podria convertirse en
energia, bioquimicos y bioproductos con mayores valores econdmicos como bioetanol,
metanol, hidrogeno, xilitol, &cidos orgéanicos, disolventes organicos, levaduras, aminoacidos,
piensos, etc. (Balat et al., 2011).

Residuo de trigo

El trigo y arroz son considerados como los principales cultivos en la dieta de las personas
contribuyendo alrededor del 20% del consumo caldrico a lo largo del dia (Shiferaw et al.,
(2013)). Las producciones estimadas globales de estos cultivos van desde los 500 hasta los

760 millones de toneladas (FAO, 2020) y se predice un aumento en la demanda de estos



productos. Debido a la alta produccion se tiene una generacion grande de residuos los cuales
tienen un gran contenido lignoceluldsico y gran potencial de uso en procesos de biorrefineria.
El xilano es uno de los principales compuestos en este residuo por lo que la produccion de
xilitol es una de las grandes promesas para las biorrefinerias (Bedo ef al., 2021). Ademas de
la produccion de xilitol los residuos de trigo provenientes de la agricultura se han utilizado
para la produccion de etanol en paises como Dinamarca, con una composicion de 35-45 %
de celulosa, 20-30 % de hemicelulosa y 8-15% de lignina. Es necesario un tratamiento
térmico para, generar el hidrolizado necesario para la fermentacion y obtencion de productos
secundarios como el xilitol y el bioetanol. (Kaparaju et al., 2009).

Mazorca de maiz

La mazorca de maiz es un residuo el cual ha sido mencionado como prometedor para la
produccion biotecnoldgica de xilitol debido a su contenido en fraccion hemicelulosica,
ademas, es un residuo muy abundante y que poco se ha aprovechado. Para la fermentacion
primero se necesita una hidrolisis para liberar la xilosa que estd contenida en la fraccion
hemicelulosica, posteriormente es utilizado como medio para la produccion de xilitol
utilizando organismos.

Planta del platano

El platano, es uno de los frutos que a nivel mundial presenta una gran produccion; durante
los afos 2016 y 2017, las exportaciones fueron de 448.3 y 5559 mil toneladas
respectivamente, México se coloca en el nivel nimero doce en cuanto a produccion de
platano se refiere y por su parte el estado de Veracruz se encuentra en tercer lugar a nivel
nacional con una producciéon de aproximadamente 2,384,778 toneladas (SIAP, 2018). La
composicion de la planta de platano es importante debido a que presenta una alta cantidad de
compuestos hemiceluldsicos (12 % de lignina, 25.6 % de hemicelulosa y 34.5 % de celulosa)
después de someterse a un pretratamiento estos pueden ser capaces de liberar azucares
fermentables tales como la D-xilosa, sustrato para la produccién del xilitol (Cordeiro et al.,
2004; Bautista, 2019). De la planta del platano es de interés tanto el tallo como las partes

mas cercanas al fruto, en la Tabla 1.2 se observa la composicion de este compuesto.
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Tabla 1.2. Composicion del pseudotallo y la fraccion hemiceluldsica. (Bautista 2019)

Xilosa (%) Glucosa (%) Arabinosa (%) | Galactosa (%) Manosa (%)
Pseudotallo 13.1 74 9.1 2.5 1.3
Hemicelulosa 44.1 29.3 20.2 6.4 --

1.8 Modelo matematico.

Donoso et al. (2011), define un modelo matematico como un conjunto de ecuaciones las
cuales representan un fenomeno fisico que permitird predecir y establecer condiciones de
operacion. De igual manera autores como Mahecha ef al. (2011) presentaron las variables a
considerar para la optimizacion y construccion de modelos matematicos para el desarrollo de
distintos reactores, los cuales constituyen la representacion de un proceso biologico,
permitiendo conocer los mecanismos que lo rigen y plantear ecuaciones que describan el
comportamiento del proceso real, ayudan a predecir el comportamiento a lo largo del tiempo
bajo condiciones variables y permiten disminuir el trabajo experimental, costos y tiempo de
estudio. Para una optima realizacion de un modelo matematico se debera buscar:
1. Simplicidad: el modelo matematico debe ser conciso y de facil entendimiento.
2. Causalidad: Debera existir relacion causa-efecto de los fenomenos mas relevantes en
el sistema.
3. Identificabilidad: Posibilidad de obtener datos desconocidos a través de datos ya
conocidos o planteados.
4. Capacidad predictiva: El modelo deberd seguir siendo util y vélido a pesar de una

variacion en los parametros establecidos inicialmente (Donoso-Bravo et al., 2011).

Actualmente en la literatura se encuentran pocos reportes de modelos matematicos para la
produccion de xilitol, utilizando C. guilliermondii (Aguiar et al., 2002), C. parapsilosis
(Aranda-Barradas et al., 2000) C. mogii (Tochampa et al., 2005) y C. tropicalis, (Mohamad
etal., 2016).

1.8.1 Tipos de modelos matematicos.

Existen distintos tipos de modelos matematicos, entre ellos se encuentran de tipo empiricos

o teoricos los cuales se basan en leyes fisicas que rigen un proceso, un modelo de este tipo



tiene como base relaciones significativas entre variables que son validas en el espacio
temporal en el cual fueron calculadas. Existen también modelos estocasticos o deterministas
los cuales tienen su base en generadores aleatorios y modifican los valores de las variables
importantes para el sistema, dando como resultado diferentes valores de salida para las
distintas entradas. Por otro lado, modelos estaticos o dindmicos son aquellos donde la
variable principal es el tiempo, para modelos estaticos se da un resultado considerando solo
una instancia de tiempo contrario de los dinamicos en donde se considera como una variable

mas dentro del sistema total (Sevenois et al., 2015).

1.8.2 Validacion del modelo

Validar un modelo es dar un cierto nivel de confianza y certeza a los resultados obtenidos
por este mismo, es decir comprobar que engloba los fendémenos fisicos presentes en el sistema
para asi obtener resultados concisos, ademas de los valores de los parametros y las variables
mas importantes del sistema. Para la validacion usualmente se pueden usar 3 pruebas, la
primera es la construccion y andlisis de este mismo donde se busca obtener resultados
parecidos al sistema original. Por otro lado, se puede realizar un ensayo de prueba y error
para observar el comportamiento de los resultados y finalmente la prueba de validacion
relacionada con el sistema original, es decir, la comparativa con los resultados obtenidos

experimentalmente, esta tltima prueba tiene la mayor fiabilidad (Vergara, 1996).

1.9 Estimacion paramétrica

El ajuste de parametros es una herramienta necesaria a la hora de realizar el modelamiento
de sistemas biologicos, como lo es la produccion de xilitol. Este tipo de métodos buscan el
calculo de los valores constantes presentes en el sistema, suele realizarse por métodos de
minimizacion de errores cuadraticos como el método de gradiente descendiente, el método

de Gauss-Newton y el Método de Levenberg-Marquadt.
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1.9.1 Método de gradiente descendente

El método de gradiente descendente es un algoritmo catalogado en la seccion de optimizacion
el cual buscara converger hacia el valor minimo en un proceso iterativo, el objetivo se logra
encontrando la raiz de una ecuacion diferencial no lineal por medio del gradiente ( ). El
tamafio de paso es importante a considerar debido a que el tiempo de convergencia del
método numérico dependera de éste. El tiempo de computo suele ser mayor a otros métodos
como Gauss-Newton debido a la robustez de este ultimo. Su forma general se representa por

la Ec. (1.1) (Yu y Wilamowski, 2011)

hgdzaJT(y—ﬁ) (1.1)

1.9.2 Método de Levenberg-Marquadt

El método de Levenberg-Marquadt es la técnica de estimacion de pardmetros mas adecuada
para este tipo de modelos, es una combinacion del gradiente descendiente con el método de
Gauss-Newton. Debido a que tiene consideraciones de ambos métodos, la divergencia en este
procedimiento es mas dificil de alcanzar. Si evaluando los datos se encontrara lejos de la raiz
gracias al principio del método de Gauss-Newton el tamafio de paso se reducirad hasta la
convergencia y en caso contrario al irse acercando a la raiz convergera de manera mas rapida
por la disminucion del tamafio de paso como en el método de gradiente descendiente. La

expresion que representa esté método es la Ec. (1.2):

[J'J+ AL, =J" (y=7) (1.2)



Capitulo 2

Metodologia

2.1 Modelamiento del proceso

En esta seccion se describen los detalles para el desarrollo del modelo propuesto. El modelo

se plantea mediante los balances de materia de los componentes participantes en la

fermentacion, asumiendo las siguientes consideraciones:

Se consideran Unicamente a la xilosa, glucosa y arabinosa como sustratos en el
proceso de fermentacion, ya que estos tres azucares son los que se encuentran en
mayor cantidad en los hidrolizados producidos a partir de residuos lignoceluldsicos
(Pérez et al., 2015; Gonzalez-Sanchez et al., 2014).

El crecimiento de la biomasa se representa por el modelo de Monod, considerando el
consumo de cada uno de los sustratos (Desgupta et al.,2020).

El balance de oxigeno se considera en el proceso y se incluye su efecto en el modelo
de crecimiento microbiano y produccién de xilitol (Mohamad et al., 2015).

Se considera mezclado perfecto del fermentador, lo que permite descartar el efecto
de la resistencia de los fendmenos de transporte.

El proceso se realiza por lotes, por lo que los términos de entradas y salidas seran
descartados de cada balance, considerando una carga inicial de sustratos y

microorganismos que estara determinada por la naturaleza del hidrolizado utilizado.

2.1.1 Crecimiento de la biomasa

El balance de la biomasa estd dado por la siguiente expresion
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donde X es la biomasa, u representa la velocidad de crecimiento celular, la cual considera la
contribucién de cada azlicar como

H = [/”1 T U, T ,u3] (2.2)
El crecimiento microbiano depende del consumo de los tres sustratos del proceso y se
considera inhibicidn por el etanol e inhibicion por sustrato de la xilosa. La Ec. (2.3) describe

la cinética de Monod,

S S, S,

+ Mo + M
K. +S K., +S
1+st 1+ P, 56 TO¢ 54T P4
Sx kl

donde pmax1 representa la tasa de crecimiento méxima de la xilosa, Sx es la concentracion de

H =1 iy (2.3)

xilosa y Ksx es la constante de saturacion para la xilosa. La inhibicion por etanol se representa

con l+(ij, donde si incrementa la produccion de etanol (Pr), disminuye la tasa de
1

crecimiento de microorganismo por consumo de xilosa; ki1 es la constante de inhibicidon para
el etanol. Para la tasa de crecimiento por consumo de glucosa, pmax2 representa la tasa de
crecimiento maxima, Sg es la concentracion de la glucosa y Ksc representa la constante de
saturacion. Finalmente, pmax3 es la tasa de crecimiento maxima para la arabinosa, Sa
representa la concentracion de arabinosa y Ksa la correspondiente constante de saturacion

para la arabinosa.

2.1.2 Consumo de sustratos

La xilosa se considerara como el principal precursor del xilitol y la glucosa como el precursor
del etanol, mientras que la arabinosa cuando se encuentra en cantidades no mayores a 10 g/L.

favorece a la produccion de xilitol. (Silva et al., 2001)

Xilosa

El balance de materia que representa el consumo de xilosa es como sigue,

ds 1
L= — X 2.4
7 Y . Hy (2.4)

X

X



donde p1 es la tasa de crecimiento microbiano por el consumo de xilosa (descrito en la Ec.
2.3), Sx es la concentracion de xilosa en el medio, Ywsx es el coeficiente de rendimiento de

la biomasa por la xilosa.

Glucosa

El balance de materia que representa el consumo de glucosa es como sigue,

1
¢ = - X 2.5
1 % M, (2.5)

x/Sg

Donde p2 es la tasa de crecimiento microbiano por el consumo de glucosa (descrito en la Ec.
2.3), Sg es la concentracion de glucosa, Ywsg es el coeficiente de rendimiento de la biomasa
por consumo de glucosa, la glucosa junto a la xilosa serdn los primeros carbohidratos en

consumirse.

Arabinosa

El balance de materia que representa el consumo de arabinosa es como sigue,

ds 1
=— X 2.6
1 % Hs (2.6)

x/8,

Donde p3 es la tasa de crecimiento microbiano por el consumo de arabinosa (descrito en la
Ec. 2.3), Sarepresenta la concentracion de arabinosa 'y Yssa es el coeficiente de rendimiento

de la biomasa por la arabinosa.

2.1.2 Generacion de productos

La produccion de xilitol se ve influencia por el consumo de xilosa y arabinosa, mientras que
la produccion de etanol se ve afectada por el consumo de la glucosa, a continuacion, se

presentan los balances para la xilosa y etanol formados en el proceso.

Xilitol
El balance de materia que representa la produccion de xilitol es como sigue,
ap, Y Y,
X — Py /Sy IUIX + Py /S, /,I3X (27)
Cit x/Sy x/8 4
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Donde Ypysx representa el coeficiente de produccion del xilitol con respecto a la xilosa,

Yrusa es el coeficiente de produccion de xilitol a partir de la arabinosa.

Etanol
El balance de materia que representa la produccion de etanol es como sigue,
dPE YP /S
=—>u,X 2.8
dt Y, "’ 2:8)

donde, Ypr/sc es el coeficiente de rendimiento de etanol por consumo de glucosa.

2.1.3 Limitaciones del proceso

El oxigeno influye sobre la produccion de xilitol, en medios con exceso de oxigeno se ha
visto beneficiada la produccion de biomasa y reducido la produccion de xilitol (Aranda-
Barradas et al., 2000; Mohamad et al., 2016). Dicho efecto se incluye en el coeficiente de
rendimiento del xilitol y se incluye como una funcion de linea recta. El balance de oxigeno

en la fase gaseosa y liquida se describen en las ecuaciones 2.9, 2.10 y 2.11 como sigue,

do as
# = (021-” - OZ,gas )_ kLa (Ceq,Oz - 02 ) (29)
dO, ;i 1
—==k,a(C, , —0,)- ux (2.10)
dt ! ( "o 2) YX/02
Y, 5. =-mO,+b 2.11)

Donde O g5 representa el oxigeno en la fase gaseosa asi como el oxigeno que no logra
transferirse a la fase liquida, Oz,in y Oz gas representan la concentracion de oxigeno a la entrada
y a la salida del reactor, kza es el coeficiente de transferencia de masa , Ceqo02 €s la
concentracion de oxigeno en el equilibrio y Oz es la concentracion de oxigeno en el medio.
Para la fase liquida Oz jiquid €s la concentracion de oxigeno en la fase liquida, Yx/o02 representa

el coeficiente de rendimiento del oxigeno por consumo de la biomasa.

El modelo propuesto consta de ocho ecuaciones diferenciales Ecs. (2.1), (2.4), (2.5), (2.6),
(2.7), (2.8), (2.9) y (2.10) y una ecuacion de tipo algebraica (2.11) las cuales describen el



proceso de produccion de xilitol a partir de un hidrolizado rico en xilosa, glucosa y arabinosa

y la produccion de xilitol y etanol, ademas, del crecimiento microbiano y el efecto del

oxigeno en el proceso. El modelo cuenta con trece parametros a estimar. El modelo se

resolvera por medio del software Matlab utilizando un método de Runge-Kutta haciendo uso

de la funcidén ode23tb.

2.2 Ajuste de parametros

2.2.1 Datos experimentales

El ajuste paramétrico se realiza utilizando datos experimentales obtenidos de la literatura, los

casos de estudio considerados se describen como sigue,
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Hidrolizado de semilla de olivo, trigo y arroz, y Candida boidinii: Bedo et al., (2021)
presenta datos obtenidos de la fermentacion de residuos de trigo utilizando C. boidinii,
el efecto del oxigeno no fue evaluado, pero si los tres sustratos presentados por el modelo
matematico. Se realizd el proceso iterativo y obtuvieron los valores estimados que
ajustaran a los datos experimentales. También, fueron tomados los datos presentados por
Lopez-Linares et al., (2020) en donde evaluaba la fermentacion del hidrolizado y un
medio sintético, en este proceso no fue considerada la glucosa en el medio debido a la
escasa cantidad de este sustrato en este hidrolizado.

Mazorca de maiz y Pichia sp: Jeevan et al., (2011) realizaron la fermentaciéon de un
hidrolizado de mazorca de maiz, la materia prima fue secada por luz solar con una
composicion de 32% de celulosa, 35% de hemicelulosa y 4% de lignina, la hidrélisis fue
realizada a 121 °C. Posteriormente se evaluo el efecto del pH y la temperatura con
experimentos que van de 28-36 °C y 4-6 respectivamente. Solo consideraron la xilosa
como sustratos y las mediciones de la biomasa.

Hidrolizado de planta de platano y Pichia stipitis como biomasa, donde se evalu6 el
efecto de temperatura y velocidad de agitacion. Los datos experimentales usados constan
de nueve sets experimentales en la fermentacion en las cuales se realizaron muestreos

cada doce horas determinando las concentraciones de biomasa, sustratos y productos.



2.2.2 Métodos de estimacion
Se aplica el método de Levenberg-Marquardt (LM) o también denominado minimos

cuadrados amortiguados, cuya expresion matematica se define como:

B =B, +(JT+a1) I (3, -5",.) 212)

i+l

Donde: Py y Pki+1 son el parametro a calcular con un valor inicial y final después de
aplicarsele un incremento, J es la matriz Jacobiana que relaciona los términos de las
ecuaciones diferenciales implicadas en el modelo con respecto a cada uno de los parametros
a determinar, JT es la matriz Jacobiana transpuesta, A es el término de amortiguamiento, I es
la matriz de identidad, yies el vector de datos reales y, ym. es el vector de datos a partir del
modelado con valores de pardmetros iniciales. El método LM consiste en resolver problemas
de minimos cuadrados no lineales y se encarga de ajustar las curvas de datos obtenidos con
parametros iniciales propuestos a las curvas reales de datos obtenidos de manera

experimental.

2.3 Analisis de sensibilidad

2.3.1 Sensibilidad local

Para el analisis de sensibilidad local se tienen dos propuestas, por un lado, una metodologia
basada en el diferencial de los estados con respecto a las variables y otro en donde se pueden
hacer las variaciones de los parametros directamente y observando la respuesta del modelo
permitiendo identificar el efecto que tienen las variables sobre este proceso y asi poder
encontrar condiciones que ayuden a mejorar el proceso, esto se puede representar en el
siguiente vector:

_dz
r=p (2.13)
donde Z son las variables de estado del sistema y P son los parametros del proceso
(coeficientes de rendimiento, tasas de crecimiento maximas y constantes de saturacion). En

forma de componente se expresa como en la Ec. (2.14):

dZ,
(Z,), =—= (2.14)
"0 P,



La ecuacion para el andlisis del cambio de los datos con respecto al espacio se muestra en la

Ec. 2.15:
0Z(x) _
ox

f(Z(x),x) (2.15)

La sensibilidad paramétrica se obtiene de la siguiente expresion:

0Z(x) _of of (x)
— =", (x)+——= 2.16
Ox oz " (+) oP (216)
donde expresada de forma matricial:
ILI X Iumaxl LXQ d ¢ o 0 X /umax3 _KSA 2
(K3x +SX) (KSA +SA)
[ J [ J [ J [ ) [ [ J [ J
af [} [} [} [ [} [} [}
g - [} [} [} [ ) [} [} [}
[ J [ J [ J [ ) [ [ J [ J
Y, s . Y, s, 3 Y, . K, e e 0 Yo s, Xtz — —Kg, 2
Yys YX/SA Yys (st +S; ) YX/SA (KSA +S, )
(2.17)
Xt o 2 0 ¢ o0 at 5,
(K& +5;) Ky +S; K, +S,
[ ] [ J e o o [ ] [ ]
g = L ° e o o ° °
6P [ ] [ o o o [ ] [ ]
s S Y[ s JX cee 0 YX( S, J
Yos (st +S;) (YX/S ) K +S, Yos, \ Ky +S,
(2.18)

Cada uno de los términos de la ecuacion anterior se componen por medio de vectores y
matrices, y mediante el programa de MATLAB® se puede llevar a cabo la simulacioén para
la demostracion de la sensibilidad de los pardmetros con respecto a la distancia del reactor

empleando los términos expresados en las Ecs. 2.19 y 2.20:
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P = [KSX;YX/SX ;KSG;Yx/SG ;KSa;Yx/Sa ;YPX/SH;YPX/SX ;YPE/SG ;#ma’xl;ﬂdeZ;lumdx};Yx/Oz]
(2.19)
Z=[X;8,:8::8 5Py ; P 0,] (2.20)

Las Ecs. (2.17) y (2.18) se evaltian al mismo tiempo que se resuelve el modelo matematico
para los parametros considerados en el proceso y poder describir la sensibilidad de cada una

de las variables de estado con estos mismos.

2.3.2 Generalizacion del modelo

Con los datos obtenidos en el analisis de sensibilidad se pueden identificar los parametros
mas sensibles y establecer rangos de operacion en donde no habré variaciones significativas
de los parametros, caso contrario identificar aquellos que con pequefios cambios de magnitud
tendrdn una influencia mas representativa en el proceso. Esto ayudara para la generacion de
funciones en las cuales se podran incluir los efectos de variables que no se habian considerado
en el modelado (agitacion, temperatura y pH), podréan ser funciones individuales o funciones
tipo plano para considerar mas de una variable a la vez, este tipo de funciones suelen ser
polinomios de forma general:

FXLY) = poo + PioX + PoY + P X + p XY + p,Y? (2.21)
donde f(X,Y) representa el parametro del modelo, X'y Y las variables incluidas en el proceso

y los valores Poo, Po1, Pio, P2, P11, Po2 son los parametros constantes que deberan ser

estimados en el proceso.



Capitulo 3

Resultados y discusion

El ajuste del modelo con las Ecs. (2.1)-(2.11) se realizé a partir de simplificaciones al modelo
considerando los componentes que estan presentes en el hidrolizado utilizado y los productos
generados en la fermentacion. Finalmente se evalud el andlisis de sensibilidad del proceso
para observar que variables tienen mayor influencia en los parametros del sistema y poder

incluir estas variaciones en variables del proceso como temperatura y agitacion.

3.1. Hidrolizado de semilla de olivo, trigo y arroz, y Candida boidinii

Este caso de estudio aborda, en primera instancia, la fermentaciéon de un hidrolizado de
residuos de semilla de olivo, los cuales fueron generados en una industria de aceite de oliva

(Spuny SA, Espana). La composicion general de los residuos se enlista en la Tabla 3.1

Tabla 3.1. Composicion del residuo de semilla de olivo. (Lopez-Linares et al., 2020)

Compuesto Celulosa Hemicelulosa Lignina Cenizas acetilos Otros

Composicion 10.4 11.5 22.1 9.4 2.1 42

La fermentacion fue realizado a 30 °C y 150 rpm en matraces Erlenmeyer de 100 mL con
una concentracion inicial de biomasa de 5 g/L. Tomaron muestras cada 24 horas para analizar
la produccién de xilitol y etanol, el pH fue ajustado a 6.0 para las diferentes fermentaciones
realizadas. Los hidrolizados utilizados contenian 4.9 g/L de glucosa, 23.7 g/L de xilosa y 4.4
g/L de arabinosa para el primer caso y para el segundo fue la misma composicion, pero sin

glucosa presente en el hidrolizado.

38



[e2]

Biomasa (g/L)
[6)]
(6]

N
o

Xilosa (g/L)

P /v” |
,-""/ il
20 40 60 80 100
Tiempo (h)
T T T T T T T L 1 I2.5
\\\\\\ —* —xilosa —4 -glucosa
\\\ ~a 112
%, \\\t\\ 411.5
W S
A ralsiniulriuiatun . sl et S Y
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tiempo (h)
Tiempo (h)

Glucosa, arabinosa (g/L)

Figura 3.1. Mediciones experimentales para la fermentacion de un hidrolizado de semilla de olivo

considerando el crecimiento de la biomasa y los sustratos y productos generados. Bedo et al., (2020)

Por otro lado, también se evaluaron los efectos de las condiciones iniciales de xilosa para la
produccion de xilitol utilizando C. boidinii, buscando optimizar la produccion de este
producto usando hidrolizados ricos en xilosa obtenidos de residuos de trigo y arroz. La

composicion de los hidrolizados se presenta en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Composicion de hidrolizados de residuos de trigo y arroz. (Bedo et al., 2021)

Compuesto Xilosa Glucosa Arabinosa Proteina
Residuo de trigo 22.6 0.8 12.4 7.3
Residuo de arroz 21.1 1.0 9.1 7.0




El pH fue ajustado a un valor de 6 y la muestra fue tratada para una detoxificacion previa al
proceso, para ello se afadieron 2 g/ de amonio, una segunda etapa se incluyod una
clarificacion con carbon activado y al mismo tiempo se agregaron 2 g/l de peptona. La
fermentacion fue llevada a cabo en matraces de 100 mL, una temperatura de 30 °C y a una
velocidad de agitacion de 125 rpm por un periodo de 96 horas las muestras fueron tomadas
cada 24 horas para su posterior analisis. La concentracion inicial de biomasa fue de 5 g/L y
las determinaciones fueron realizadas por medio de cromatografia liquida de alta resolucion

(HPLC por sus siglas en inglés).
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Figura 3.2. Datos experimentales para hidrolizado de céascara de arroz. Lopez-linares et al., (2020)

3.1.1 Reduccion del modelo

Para evaluar los hidrolizados provenientes de los residuos de trigo y arroz se tuvieron las
siguientes consideraciones: i) el consumo de los 3 sustratos propuestos, ii) generacion de

xilitol, etanol y biomasa, iii) el medio fue considerado como saturado de oxigeno en todo
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momento por lo que las ecuaciones (2.9) — (2.11) seran descartadas en este caso de estudio,

quedando el modelo reducido:

& ux (3.1)
d;x T Yxlfsx “t .
djf - Yjsc 0t 7
dj; - YjSA oA oY
dPy _Yrise oy Yoose ), i (3.5)
dt ©ISy x/S 4
dj;E _ ij//:; 1, X (3.6)

Para evaluar el hidrolizado de semilla de olivo se tuvieron las siguientes consideraciones, 1)
medio saturado de oxigeno en la fermentacion, ii) la glucosa no estd presente en el
hidrolizado por lo tanto no habra produccion de etanol durante la fermentacion, iii) no hay
inhibicidn por productos, y iv) el tinico producto del proceso sera el xilitol. Por lo tanto, las
ecuaciones (2.3) y (2.6) no se tomaran en cuenta. En la figura 3.2 se muestran los datos
experimentales obtenidos por Bedo et al., (2021), los datos muestran un crecimiento en la
biomasa y como es esperado un consumo de la xilosa de manera acelerada, un consumo en

menor medida para la arabinosa y glucosa, de igual manera, la produccion de xilitol y etanol,



en donde la concentracion maxima de xilitol méxime se obtuvo a las 48 horas de

fermentacion mientras que el etanol tuvo su maximo valor alrededor de las 50 horas.

3.1.2. Estimacion de los parametros

Se realizd la estimacion de parametros en el modelo reducido presentado en donde solo se
considerd a la xilosa y la arabinosa como sustratos y al xilitol como tnico producto del
proceso ademas de considerar el crecimiento de la biomasa. La figura 3.3 muestra los perfiles
dinamicos del consumo de xilosa y arabinosa, asi como la produccion de xilitol y biomasa
obtenidos con el modelo propuesto y su comparacion con los datos experimentales. Se puede
notar que los coeficientes de determinacion R? para todos los casos son mayores al 95%, lo
cual indica que es posible describir la dindmica del proceso de produccion de xilitol con estas

condiciones de operacion y configuracion de reactor.

6 T T T T T T T T T v
58
= v R?>=009114
D56 e == B 1
a e i v
g 54 g 4
& = -
52k / g
5 d 1 1 1 L 1 L 1 L 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tiempo (h)
T T T T T T T T T 13
b
20 N\ Xilosa Arabinosa
y * 125 _
— \ ~
25F \. R>=0.998 1, ®
5 N g
o l0r ! £
54 e = KIS -,3
<

0 1 1 1 el L L 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tiempo (h)
15
T P T 7_|777»|77 — T T T
o 2—
Jof S R*=0.9413
= 7
E 7
X 5t / 1
¥
0 1 | | 1 | 1 1 | 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tiempo (h)

Figura 3.3. Perfiles de concentracion para el hidrolizado de semilla de olivo sin glucosa.
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La Tabla 3.3 presenta los pardmetros del modelo estimados, lo cuales son correspondientes
con los reportados en la literatura, es decir, son el mismo orden de magnitud. Noétese que, los
parametros Ksx y Y, difieren de los valores reportados en la literatura debido a las
diferentes configuraciones de reactor con las que fueron obtenidos, también cada

microorganismo consume los sustratos de diferente manera.

Tabla 3.3. Estimacion de parametros para la fermentacion de semilla de olivo

Parametro Unidades Valor Reportado Referencia
Dasgupta et al.,
Ksx g/L 161.97 3.35 (2017)
Y s 2x/8sx 0.03179 0.035 Chen et al., (20006)
Dasgupta et al.
K
Sa g/L 15.8898 13.4 (2017)
Y, sa 8,/8s, 0.1938 0.08 Farias et al. (2013)
Dorantes et al.
Y / ’
Px/Sa Zpy/8s, 0.0022 0.1222 (2017)
Yo 8p/ &gy 0.5128 0.242 Chen et al., (2006)
WmaxI 1/h 0.0296 0.029 Chen et al., (20006)
Hinass 1/h 0.0040 0.051 Wlss(ezlgl(;f’ al.

De igual manera se evaluo la fermentacion utilizando hidrolizados de residuos de trigo y
arroz a partir de los datos experimentales reportados por Bedo et al., (2020) y se realiz6 la
estimacion paramétrica del modelo en donde el efecto del oxigeno no fue considerado debido
a la saturacion en el sistema. Para este caso de estudio no hay variaciones de temperatura ni
agitacion, es un unico experimento. Los parametros estimados se reportan en la Tabla 3.4,
estos valores son similares a los reportados en la literatura con excepcion de algunas
constantes de saturacion que varian dependiendo del género del microorganismo utilizado y

su afinidad con el hidrolizado utilizado y el medio de inoculacion preparado.

Tabla 3.4. Estimacion de parametros para un hidrolizado de cascara de trigo

KSX gx/ng KSg gx/gSg KSa Yx/Sa YPX/Sa YPX/SX YPC/SX HMmax1 Hmax2 Hmax3

390.8 | 0.033 | 134.8 | 0.1321 | 408 | 0.003 | 0.0093 | 1.5388 | 0.7190 | 0.0221 | 0.0708 | 0.0036




A partir de los datos estimados se realiza la simulacion del proceso y comparacion con los
datos experimentales reportados en la literatura, los datos en general tienen un ajuste bueno
con R? mayores al 90% con desviaciones en la curva de la biomasa en donde el coeficiente
disminuye a un valor de 0.8763, esto se puede atribuir a que en los sets experimentales la
biomasa tiene un crecimiento muy pequefio y en este tipo de procesos se ha reportado un
crecimiento mas grande (Kumar et al., 2014), las condiciones de operacion del medio de
cultivo reportan que contienen compuestos como hidroximetilfurfural y compuestos
fenolicos los cuales es sabido que causa inhibicion en el crecimiento microbiano como lo
reportan autores como Ur-Rehman et al., (2013) y Rao et al.,(2006), a pesar de las etapas de
detoxificacion previas, pequenas cantidades restantes pueden producir este efecto negativo
en la fermentacion. La figura 3.4 muestra los perfiles obtenidos para este caso de estudio.
Las curvas que representan el consumo de sustratos presentan R? > 0.90 mientras que las
correspondientes a los productos la curva que representa el etanol tiene una desviacion con
un R? de 0.8226. Con base en estos resultados se puede comprobar que el modelo puede
particularizarse y usar en diferentes casos de estudio donde se realicen fermentaciones para

la produccion de xilitol utilizando hidrolizados provenientes de residuos agroindustriales.
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Figura 3.4. Perfiles de concentracion estimados para el hidrolizado de cascara de arroz.
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Por otro lado, se evaluaron las variables que no se habian contemplado como la produccion

de etanol, la figura 3.5 muestra el ajuste que el modelo tiene con los datos experimentales.

Los coeficientes de R? superan los valores de 0.95 exceptuando el caso de la biomasa para

este experimento. Los datos reportados en la Tabla 3.5 corresponden a la estimacion

paramétrica para este set experimental, los datos se encuentran en el rango reportado en la

literatura.

Tabla 3.5. Parametros estimados para el hidrolizado de semilla de olivo con glucosa.

Ksx gx/ 2sx KSg gx/ 2sg Ksa Yxisa Ypx/sa Ypx/sx Ypessx Mmax1 Hmax2 Hmax3
| 236.7 0.0318 3.1993 0.0023 141 0.0250 | 0.00057 0.502 1.2498 0.0997 234,358 0.0010
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Figura 3.5. Perfiles de concentracion para un hidrolizado de semilla de olivo con glucosa en su composicion.



3.1.3. Evaluacion de condiciones de operacion

Se realizO una variacion de los parametros que el modelo permite, tales como la
concentracion inicial de xilosa y la concentracién inicial de biomasa, como se muestra en la
figura 3.6 y 3.7, en donde se observa que para el caso de la concentracion inicial de xilosa en
valores que van desde los 10 g/L hasta los 35 g/L se tienen rendimientos similares mientras
que en valores mayores de 40 g/L el modelo presenta variaciones para predecir el perfil de
concentracion de xilitol, sin embargo, los hidrolizados de residuos agroindustriales no suelen
tener concentraciones mayores a 40 g/L, Gonzéalez-Sanchez et al., (2014) reportan
concentraciones similares a las que fueron evaluadas. Por otro lado, de acuerdo con autores
como Chen et al., (2006) y Carvalho et al., (2005) reportan que los valores adecuados para
la concentracion inicial de biomasa estd en los valores que van de 2 g/L hasta 6 g/L, de

acuerdo con el modelo matematico los mejores rendimientos se encuentran en valores que
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Figura 3.6. Perfil de concentracion de xilitol para distintos valores de concentracion de xilosa
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van de 5.5 — 6.5 g/L teniendo correspondencia con lo reportado en la literatura. En la
estimacion paramétrica donde se tuvieron coeficientes de correspondencia mas bajos fue con
el crecimiento de la biomasa debido a la baja produccion obtenida, estas predicciones por
parte del modelo serviran como punto de partida para la planeacion de nuevos experimentos
y asi buscar encontrar la maximizacion del xilitol y lograr una estimacion mas adecuada. Con
base en los resultados anteriores, pudo ser comprobado que el modelo se puede particularizar
para el uso de hidrolizados de distinta naturaleza como lo son los de semillas de olivo, trigo
y arroz, asi como microorganismos del género Candida, también se pudo observar que puede
predecir de manera adecuada la fermentacion y que los valores reportados coinciden con los

reportados en la literatura.
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Figura 3.7. Perfil de concentracion de xilitol para distintos valores de concentracion inicial de biomasa.



3.2 Hidrolizado de mazorca de maiz y Pichia sp

Para este caso de estudio Jeevan et al., (2011) presentan la produccion de xilitol por medio
de la fermentacion de hidrolizados provenientes de mazorcas de maiz, utilizando la levadura
Pichia sp. Los experimentos se realizaron bajo diferentes condiciones de temperatura,
agitacion y pH en un tiempo de 72 horas. El proceso fue llevado a cabo en un reactor por
lotes con agitacion continua. Las concentraciones de xilitol fueron determinadas por medio
de HPLC. Las variaciones de temperatura fueron de 28-36 °C con intervalos de 4 °C mientras
que para la agitacion fueron valores de 100-200 rpm con intervalos de 50 rpm, finalmente las
variaciones de pH fueron desde 4-6 con intervalos de 1. Las mediciones solo consideran el
crecimiento de la biomasa, el consumo de la xilosa y la produccion de xilitol como tnico

producto de la fermentacion.
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Figura 3.8. Datos experimentales para la fermentacion de un hidrolizado de mazorca de maiz
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3.2.1 Reduccion del modelo

Para el presente trabajo se evaluaron los experimentos con las variaciones de temperatura y
pH. La reduccion del modelo se realiza considerando: i) xilosa como sustrato, ii)la
produccion de xilitol como tnico producto, iii)la cinética del xilitol se reduce ya que al no
tener arabinosa su contribucion se ve descartada en el modelo, iv)los balances de oxigeno no
seran considerados y la cinética de la biomasa solo tendrd la contribucién de la xilosa,
contando con 4 parametros a estimar y 3 variables de estado. Por lo tanto, para este caso de

estudio las ecuaciones (2.1) - (2.11) se ven reducidas a:

dX
o X (3.7)
ds 1
d; ="y X (3.8)
x/S,
dP, Yy s Yp s
= XX lLllX—l——X 4 /I3X (3.9)
dt Yx/SX x/S 4

3.2.2 Estimacion de parametros

En términos generales se encuentran valores de correspondencia mayores de 0.9 en donde el
valor maximo se encuentra en la correspondencia con el xilitol de 0.9891, los valores
obtenidos para los coeficientes de rendimiento del consumo de xilosa y de la produccion de
xilitol coinciden con los reportados en la literatura mientras que la constante de saturacion
de la ecuacion de Monod y la umax1 tienen variaciones debido a las condiciones en las que se

realizo el experimento, esto es presentado en la Tabla 3.6.

Tabla 3.6. Parametros estimados para hidrolizado de mazorca de maiz a 28 °C

Parametro Unidades Valor Reportado Referencia
Ksx g/L 202.6759 30.774 Dorantes et al., (2020)
Yx/Sx | ex/gSx | 0.913457 0.4126 Mohamad et al., (2016)
YPx/Sx | gPx/gSx | 0.839204 0.771 Bautista., (2019)
pmax|1 1/h 1.85425266 0.1611 Dorantes et al., (2017)
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Figura 3.9. Dinamica de biomasa, xilosa y xilitol para hidrolizado de mazorca de maiz.

3.2.3 Analisis de sensibilidad

Realizando el andlisis de sensibilidad (figura 3.10) para obtener los pardmetros mas sensibles
en el proceso se obtiene que la pmax; es el parametro méas sensible mientras que el coeficiente
de rendimiento del consumo de xilosa también es un parametro sensible en menor medida,
los otros parametros de la fermentacion segun el andlisis de sensibilidad no son significativos
, por lo que se podrd mantener constante estos parametros ya que no existe mucha variacion

a pesar de cambiar las condiciones de operacion.
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Figura 3.10. Analisis de sensibilidad para un hidrolizado de mazorca de maiz.

A partir de esto también se buscara incluir el efecto de la temperatura y el pH al modelo

matematico ya que esta variable no habia sido considerada en los parametros del sistema.

Para realizar esto se proponen funciones polinomiales de segundo orden.
f(X)=aX*+bX +c

Donde f(X) representa los pardmetros del modelo, a, b y ¢ son parametros constantes para

estimar: con base en el andlisis de sensibilidad, se propusieron funciones para temperatura y

pH con forma s, , =aT> +bT +c y Y, =apH 2 +b,pH +c,. Se realizo la estimacion de

los parametros necesarios y se incorporaron en el modelo generalizado para posteriormente
evaluar el comportamiento del modelo incluyendo el efecto de estas dos variables. Los

parametros estimados se presentan en la Tabla 3.7.

Tabla 3.7. Parametros estimados para las funciones de temperatura y pH.

Parametro a b ©

pmax1 -0.1822 11.53 -178.1




YPx/Sx -0.2865 2.732 -5.283
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Figura 3.11. Dinamica de la fermentacion de un hidrolizado de mazorca de maiz incluyendo efectos de
temperatura 'y pH
De acuerdo con la figura 3.11 Las correspondencias con el consumo de xilosa y produccion
de xilitol cuentan con valores adecuados de coeficiente de determinacion, para terminar de
evaluar este caso de estudio, se realiza una evaluacion desde los 28 hasta los 36 °C (figura
3.12) para encontrar el punto donde se consiga la maxima produccion siendo en los 35.5 °C,
este valor coincide con el reportado por Bautista., (2019) en donde la temperatura ideal es de
35 °C para un hidrolizado de planta de platano y Pichia stipitis, también Cao et al., (1994) y
Philasaphong et al., (2014) reportan valores de temperatura de 35-37 °C en donde se obtiene
la mayor produccion de xilitol. Haciendo caso analogo para el pH se busco encontrar el punto
de pH optimo para el hidrolizado de mazorca de maiz, se realiz6é un barrido en valores que
van de 4-6 de pH encontrando que en valores de 5.4-5.6 se tiene la mejor produccion de
xilitol, por ejemplo, Dominguez et al., (1999) reporta un valor de 5 como el adecuado y
Bautista., (2019) reporta un valor de pH de 5.5 para favorecer la produccion de xilitol. Estos
valores tienen correspondencia entre si y estan en los adecuados para levaduras del género

Candida y Pichia. Por lo anterior podemos corroborar que el modelo generalizado antes
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propuesto puede predecir de manera adecuada las condiciones de operacion para variables

que antes no se habian considerado como la temperatura y la acidez.
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Figura 3.12. Simulacion de pH y temperatura en un intervalo de 4-6 y 28-36 °C.

3.3. Hidrolizado de planta del platano y Pichia stipitis

La fermentacion de la planta del platano la realiz6 Bautista (2019). Utiliz6 como principal

sustrato tallo de plantaciones de platano y como microorganismo P. stipitis. Se realizaron

fermentaciones de 72 horas y la determinacion de los compuestos de interés fue llevada a

cabo por medio de HPLC. La fermentacion contempl6 tres condiciones de temperatura (30,

35y 40 °C) y tres de agitacion de (100, 150 y 200 rpm) contando con 9 sets experimentales.

Se ajusto el pH a 5.5 y se mantuvo el volumen constante a lo largo del proceso. Se realizaron

mediciones cada 12 horas hasta un tiempo maximo de 72 horas. La representacion de los

datos experimentales se presenta en la Figura 3.13
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Figura 3.13. Mediciones experimentales para la fermentacién de un hidrolizado de la planta del platano

considerando el crecimiento de la biomasa y los sustratos y productos generados.

3.3.1. Reduccion del modelo

Para el presente trabajo se evaluaron los experimentos con las variaciones de temperatura y
agitacion. El planteamiento del modelo se realiza considerando: 1) xilosa, glucosa y arabinosa
como sustratos, ii) la produccion de xilitol y etanol, iii) los balances de oxigeno seran
evaluados y iv) la cinética de la biomasa tendra la contribucion de los 3 azucares, contando
con 13 pardmetros a estimar y 7 variables de estado. Tomando las ecuaciones (2.1) - (2.11)
las cuales representan el modelo matemaético propuesto se retoma en su totalidad para realizar

la evaluacion.
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3.3.2. Estimacion paramétrica

Utilizando los datos reportados por Bautista (2019) para concentracion de biomasa, xilosa,
glucosa, arabinosa, xilitol y etanol se realiz6 la estimacion de los pardmetros del sistema. La
Tabla 3.8 reporta los datos obtenidos por el modelado, asi como su comparacion con lo
reportado en la literatura por diversos autores. Los valores estimados se encuentran en el
rango de los reportados por autores como Carvalho et al., (2005), Mohamad et al., (2016),
Dorantes et al., (2017) y Bautista (2019). Existen diferencias en algunos parametros como lo
es Umaxi debido a que las condiciones de operacion, asi como el género del microorganismo
utilizado fueron diferentes, de igual manera Yysg €s un parametro que se ve afectado y se
puede atribuir a que P. stipitis no consume de igual manera glucosa como lo harian

microorganismos del género Candida.

Tabla 3.8. Parametros estimados para la corrida experimental a 35°C y 150 rpm.

Parametro Unidades Valor Reportado Referencia
Kisx /L 102.0522 110.42 Carv(azlélgse)t al.,
s gv/gse 1.1563 0.111 Luong et al., (1986)
Kse gL 25.4347 5.0456 Ca”(azﬂ(;gse)f al,
Ywsa 2./85G 25082 0.12 MOha;r(l)a]déet al.,
Ksa gL 11.0237 9.994 Doragtoels;)f al.,
Ysa g/gsa 0.0455 0.01510 Doragtoels;)f al.,
Yrusa 2rv/gsa 2.1941 0.1222 Doragtoels;)f al.,
Yewise gr/gsx 0.7 0.771 Bautista (2019)
Yo ge/gsx 0.1577 0.1026 Ca”é‘g‘gse)f al.
Hmax1 1/h 0.185 0.1611 Dorazgtoels;)t al.,
WUmax2 1/h 0.3017 0.2935 Carv(azl(})l(())se)t al.,
Mmax3 1/h 0.0008048 0.00092 DO“EIZ“&S;; al.,

Yx/02 2:/802 0.3884 0.52 MOha;r(l)ald6€t al.,




Los perfiles de concentracion ajustados por medio del modelado matematico y comparado
con los datos experimentales se muestran en la figura 3.14 en donde se observa que el
coeficiente de determinacion R? es superior a 0.89 en todos los casos indicando que el modelo
matematico predice de manera adecuada la fermentacion del hidrolizado de planta del platano

y P. stipits.
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Figura 3.14. Dinamicas del modelo matematico para biomasa, sustratos y productos del sistema.

los coeficientes de rendimiento nos indican la relacion que hay en los productos generados
(biomasa, xilitol y etanol) por el consumo de materia (biomasa, xilosa, glucosa y arabinosa),
estos valoren se espera que tengan variaciones debido a que la cantidad de microorganismo

varia entre experimentos.

3.3.3. Efecto del oxigeno

A partir de las ecuaciones (2.1) - (2.11) se model6 el efecto del oxigeno en el fermentador y

en la fase liquida del mismo. El coeficiente de rendimiento del oxigeno fue parte de la
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estimacion de los pardmetros mientras que valores como la tasa de transferencia de oxigeno
(Kra) fue tomada de los reportados en la literatura. El flujo de aire se consider6 de una bomba
de aire comercial y la concentracion del oxigeno a la entrada fue calculada por medio de la

ecuacion del gas ideal.
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Figura 3.15. Perfiles de oxigeno gaseoso y disuelto para la fermentacion a 35 °C y 150 rpm

Finalmente se consider6 saturacion en el sistema al inicio del proceso con una concentracion
de 0.009 g/L. El coeficiente de rendimiento de xilitol Ypysx, se modeldé como una linea recta
en donde a mayor saturacion el rendimiento de xilitol se veria disminuido. La figura 3.15
muestra el comportamiento del oxigeno en ambas fases, en la fase gaseosa se observa un
pequefio aumento en la concentracion en las primeras horas para posteriormente comenzar a
disminuir por efecto del crecimiento microbiano por otro lado el oxigeno disuelto se consume

en el sistema que estaba en saturacion en un inicio hasta el punto de consumo total alrededor



de las 3 horas de fermentacion, a partir de las 10 horas se empieza a observar el incremento
en la concentracién en ambas fases indicando la disminucién en consumo por parte del
microorganismo. Considerando el efecto del oxigeno en el sistema el coeficiente de
rendimiento de xilitol estimado fue de 0.7 mientras que en el caso contrario se obtuvieron
valores superiores a 1 mostrando el efecto que se tiene sobre este parametro el no mantener
la saturacion del sistema a lo largo del proceso. Esto se puede describir ya que en condiciones
de no saturacién del sistema la ruta oxidativa se ve limitada causando una acumulacion de
NADH evitando que la enzima xilosa reductasa produzca el xilitol en el sistema, Este
comportamiento hace sentido ya que el oxigeno es utilizado principalmente para el
crecimiento de la biomasa, reducir estos consumos de oxigeno llevarian a un incremento en

la produccion de xilitol. (Mohamad et al., 2016).

3.3.4. Analisis de sensibilidad

Se realiz6 un analisis de sensibilidad paramétrica sobre las variables de estado del sistema,
en donde para el caso de la biomasa se observa que lmax2 €s el pardmetro mas sensible y para
el caso de la xilosa la pmax1 ¥ Wmax3 S€ observan como los parametros mas importantes siendo
caso analogo para el xilitol. La figura 3.16 muestra la sensibilidad obtenida, por otro lado,
para la dinamica de la biomasa las tasas de crecimiento maximas pmaxi, kmax2 ¥ Lmax3 Son los
parametros mas sensibles en esta variable siendo la correspondiente a la arabinosa la que mas
influencia tienen sobre esta variable, de igual manera, el coeficiente de rendimiento Ypysa
también demostrd una sensibilidad alta para esta fermentacion y la configuracion del reactor
correspondiente, principalmente para el consumo de la xilosa. En la tabla 3.9 se presentan
los parametros estimados para las funciones respuesta, estos valores se pudieron obtener a
partir del método de LM y asi encontrar un ajuste Optimo para posteriormente incluirlas

dentro del modelado.
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Figura 3.16. Analisis de sensibilidad para el xilitol y la xilosa.

3.3.5 Produccion de xilitol incorporando efectos de temperatura y agitacion

De acuerdo con el analisis de sensibilidad realizado los pardmetros que mostraron una
sensibilidad mas alta fueron seleccionados para introducir el efecto de la temperatura y la
agitacion a partir de funciones generadas. A partir de esta informacion se buscd generar
funciones que puedan incluir el efecto de la temperatura y la agitacion para este proceso ya
que no se habia considerado dentro del modelado anteriormente presentado. Estas funciones

tienen como estructura la Ec. (3.10)
S(x,9) = poo + ProX + po¥ + pzoX2 +p XY + pOZY2 (3.10)

Dependiendo del ajuste con los datos experimentales algunos términos pudieron ser

despreciados.



En donde

Tabla 3.9. Parametros estimados para la funcion respuesta.

Parametro Valor Parametro Valor
Poo 0.3631 Poo 0.138
P -0.0024 Puo -0.0128
Po -0.01558 Do -0.00652
P 0.0001573 P 0.0008308
P 2.864e-07 Pi -3.11e-07
P 0 Doy -1.081e-05
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Figura 3.17. Funcion para el modelo generalizado correspondiente a [lmax1

Caso analogo se realizo para la pmax3 y €l Ypwsa, las funciones tuvieron ajustes adecuados y a
partir de estas se realizo la simulacion incluyéndolas en el modelado para observar el
rendimiento del modelo generalizado en el ajuste con los efectos de la temperatura y pH
incluidos. La figura 3.20 muestran la simulacion de un caso incluyendo las funciones

respuesta propuestas para el modelo generalizado.
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Figura 3.18. Funcion para el modelo generalizado correspondiente a [imax2

Una vez determinados los coeficientes de las funciones respuesta, asi como los del modelo
generalizado se evalud que el modelo pudiera representar el proceso dindmico descrito en los
sets experimentales. Se observan altos coeficientes de determinacion (R>>0.90), indicando
que el modelo generalizado propuesto pueda estimar con precision el comportamiento de las
variables del proceso en la fermentacion para la produccion de xilitol ya con los efectos de
temperatura y agitacion en su planteamiento. Como se muestra en la Tabla 3.10 los valores
estimados en este trabajo coinciden con algunos reportados en la literatura, asi como los
evaluados anteriormente sin la inclusion del efecto de la temperatura y la agitacion. Sin
embargo, para cada set experimental evaluado, existen variaciones por las condiciones de
operacion en los experimentos, sin embargo, el modelo propuesto ya incluye efectos de
variables como la temperatura y la agitacion a diferencia de las propuestas en la literatura

que no considera estos fenomenos.
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Figura 3.19. Dinamica de las variables del proceso a condiciones de operacion de T=35 °C, RPM=150

El modelo generalizado ajusta de manera adecuada en el rango en el cual se trabajo (T=30-
40 °C) y (rpm=100-200), las simulaciones a T=35 °C y RPM=150 fue donde se tuvo un mejor
ajuste en general como se observa en la figura 3.19. Por otro lado, se buscara identificar la
region donde se favorece la produccion de xilitol y el consumo de la xilosa, evaluando en un
rango de temperatura y agitacion de 30 < T <45y 100 < RPM < 250 y un tiempo de 72 h,

siendo el mismo que se realiz6 en la fermentacion experimentalmente.

Tabla 3.10. Parametros estimados para 3 sets experimentales incluyendo las funciones respuesta

Parametro

T=30 °C, RPM=100

T=35 °C, RPM=150

T=40 °C, RPM=200

I<Sx

206.1234

59.51865789

35.41093961
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Xilitol (g/L)

Yisx 0.13246 1.133662071 1.282019281
Ksg 110.5134073 11.27607768 32.54927099
Ysx 0.05411282 1.99138978 0.0441963382
Ksa 217.2350282 49.48132463 2.231986348
Ywsa 0.007793506 0.105871047 4.117156571
Yrwsa 1.2874 2.5954 3.9034
Yrwsx 2.169676334 0.242106875 0.711768932
Yresse 0.480150246 0.205538487 0.2864715
Mmax1 0.0417 0.0581 0.0601
Wmax2 0.0886 0.1202 0.0068
Wmax3 0.0012 0.0063 0.0095
Yx/0; 1.001245 0.32 1.41284

De acuerdo con el modelo generalizado, se observa en la figura 3.20 que las condiciones en
donde se favorece la produccion de xilitol y el consumo de xilosa son T=40 °C y rpm=175,
de acuerdo con lo reportado por Bautista., (2019) esta en los valores cercanos. Por otro lado,
autores como Zhu et al. (2014) y Ping et al. (2013) reportan que las zonas dptimas de trabajo

estan alrededor de los 35 °C y rpm de 200 siendo valores cercanos a los obtenidos por el

modelo generalizado.

Xilosa (g/L)

35 35

Temperawra (°C) 30 100 RPM Temperawra (°C) 30 100 RPM

Figura 3.20. Simulacion del proceso de produccion de xilitol en un intervalo de 30 < T <45y 100 <RPM <

250 en 72 h, a) Produccién de xilitol y b) Consumo de xilosa.



Capitulo 4
Conclusiones

En el presente trabajo se propuso y evalué un modelo matematico simple y generalizado para
la adaptacion a diferentes casos de estudio los cuales consideraron distintos residuos
agroindustriales como la cascara de arroz, la semilla de olivo, trigo y la planta del platano.
El modelo considerd a los principales sustratos presentes en los hidrolizados de caracter
lignocelulosicos, asi como los productos mas caracteristicos de esta fermentacion
permitiendo incluir el uso de una amplia gama de sustratos con diferentes caracteristicas. A
partir de las simulaciones numéricas y la estimacion de los parametros por el método de
Levenberg-Marquardt se observé una prediccion adecuada de los datos experimentales para
todos los casos evaluados obteniendo coeficientes de correspondencia de R? mayores a 0.90,

por otro lado, se puede describir que:

e La propuesta del modelo matematico para evaluar distintos hidrolizados de residuos
lignoceluldsicos resulta adecuado para evaluar las fermentaciones, obteniendo
coeficientes de determinacion de R?>0.90 para practicamente todos los casos de estudio
teniendo variaciones en pocos casos.

e El modelo presentado permite la inclusion de efectos de temperatura, pH y agitacion
obteniendo comportamientos equivalentes a cuando no se esta evaluando, permitiendo
tener un modelo mas completo.

e Elandlisis de sensibilidad mostrd que es posible establecer condiciones de mejoria para
la obtencion de xilitol evaluando condiciones como las concentraciones iniciales de
xilosa y biomasa.

e El modelo generalizado permite la evaluacion de regiones de operacion para encontrar

condiciones 6ptimas que maximicen la produccion de xilitol.
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4.1 Perspectivas

Para el primer caso de estudio realizar experimentos para comprobar la prediccion que

el modelo realiza sobre las variables de estado que no fueron medidas.

Para el segundo caso de estudio determinar la concentracién inicial de biomasa que
maximice la produccion de xilitol y evaluar las condiciones de pH y temperatura donde

se obtiene la mayor concentracion de xilitol.

Para el tercer caso de estudio realizar experimentos con las condiciones de temperatura
y agitacion que el modelo predice para la maximizacion de la concentracion de xilitol y

evaluar un rango mayor para estas variables.
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