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SINTESIS

En este trabajo se presenta el disefio tecnoldgico de una planta para la produccion a pequefia escala de
biomasa del hongo ostra (Pleurotus os treatus) donde se introduce la modelacién matematica en la
etapa de fermentacion. Se seleccion6 la cepa ceba-gliie-po-010106 de P. ostreatus, aislada de la Sierra
Norte ecuatoriana, la que presenta una velocidad promedio de crecimiento igual a 0,584 mm/h en un
medio rico. El residuo de fréjol aporté los mejores resultados, con una bioconversion promedio de 12,8
g MSH/kg MSS. La formulacion adecuada del medio se logré con una humedad de 70,67 %, enriquecido
con 0,13 % de (NH4)2S04,0,036 % de MgSQ4.7H20; y 25 % de sustrato agotado. El desarrollo de
las formulas empiricas del residuo de fréjol y la biomasa del hongo, permitié proponer un modelo
estequiométrico con el cual se calculd la eficiencia biologica tedrica; 867,49 g MSH/kg MSS, el
coeficiente medio de respiracion; 0,77 mol CO2/mol Oo, el consumo especifico de aire; 1,36 m¥kg MSH
y el calor metabolico; 16 576,47 kd/kg MSH. Se ajustd el modelo logistico para describir la dinamica del
crecimiento del hongo, a temperatura de 20 °C donde se logra una pmax de 0,201 dia' y una Xmax=110,9
g MSH/ kg MSS. A partir de los resultados obtenidos, se propone el disefio de un nuevo tipo de
biorreactor, donde la mejor distribucion de las bioceldas es la cuadrada, con una densidad de empaque de 21,7
kg MSS/m3. Se utiliz6 un modelo fenomenolégico macroscépico para describir el sistema y por
simulacion se determinaron los parametros de operacion 6ptimos como: Fea = 10 L/(kg MSH.dia), T
=11,32°C y tr= 28,34 dias. Una planta con cinco biorreactores de 6,88 m3 alcanza una Prmax=516,9
kg MHH/(m?3.afi0), logrando un CPUmin = 2,68 $/kg MHH. Los indicadores financieros como la TIR y el

VAN, muestran que esta tecnologia representa una oportunidad de inversion.
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INTRODUCCION

Durante la primera mitad de este siglo, a medida que la poblacion mundial aumente hasta alcanzar los
9 000 millones de personas aproximadamente, la demanda mundial de alimentos, piensos y fibras casi
se duplicara y al mismo tiempo, cada vez mas, los cultivos podrian también usarse para producir
bioenergia y para otros fines industriales (FAO, 2011a).

De 2007 a 2009, la crisis de los precios de los alimentos seguida de la crisis financiera y la recesion
econdmica mundial acarred un incremento sin precedentes del numero de personas que padecen
hambre y subnutricién en el mundo, el cual supero la cifra record de 1000 millones en 2009 (FAO,
2011b).

El Ecuador al igual que el resto de los paises en vias de desarrollo, no escapa de la problematica
mundial de la inseguridad alimentaria y el cambio climatico. Previendo minimizar su impacto negativo,
en su Art. 281 de la Constitucidn de la Republica del Ecuador, establece que: “la soberania alimentaria
constituye un objetivo estratégico y una obligacion del Estado para garantizar que las personas,
comunidades, pueblos y nacionalidades alcancen la autosuficiencia de alimentos sanos y culturalmente
apropiados de forma permanente. Impulsara la produccion y transformacién agroalimentaria de las
pequefias y medianas unidades de produccion comunitarias, establecera mecanismos preferenciales de
financiamiento para los pequefios y medianos productores y productoras, facilitindoles la adquisicion de
medios de produccion y ademas garantizara el desarrollo de la investigacion cientifica, la capacitacion e
innovacion tecnolégica” (ASAMBLEA-NACIONAL, 2008). En su Articulo 5, del Cédigo Organico de la

Produccién, Comercio e Inversiones, para la transformacion de la matriz productiva, el Estado



incentivara la inversion productiva a través del fomento de: “la mejora de la productividad de los actores
de la economia popular y solidaria y de las micro, pequefias y medianas empresas, para participar en el
mercado interno y, eventualmente, alcanzar economias de escala y niveles de calidad de produccion
que le permitan internacionalizar su oferta productiva” (ASAMBLEA-NACIONAL, 2010).

En todo el mundo las estrategias de las empresas y los gobiernos para afrontar el cambio climatico, la
produccion energética, agricola, tecnologica y de materiales estan convergiendo cada vez mas en torno
a un mismo concepto: la biomasa.

La biomasa engloba mas de 230 mil millones de toneladas de materia viva que la tierra produce cada
afio, como arboles, arbustos, pastos, algas, granos, microbios y mas (ETC-group, 2010). Hasta ahora
los seres humanos utilizan sélo una cuarta parte, aproximadamente 24 % de este recurso terrestre para
satisfacer sus necesidades bésicas y la produccion industrial, lo cual deja un 76 % del total de la
biomasa existente en el planeta sin aprovechar (ETC-group, 2010).

Ecuador basa su economia en la actividad agricola y petrolera, considerado como el primer pais
exportador mundial de banano, entre los principales cultivos agricolas se destacan, el cacao, el banano,
el café, la palma africana, la cafia de azUcar, el maiz, el arroz, la soya, la papa y el fréjol seco, entre
otros (INEC, 2002). De la cosecha del cacao, los residuos representan el 80 % (Bermudez y col., 2002).
Una de las direcciones importantes en el combate al hambre es la utilizacién de residuos
lignocelulosicos para la produccion de proteinas no convencionales como la de microorganismos
unicelulares (Ali y Zulkali, 2011; Bramsiepea y col., 2012; Chacén, 2004; Freibauer y col., 2011;
Hisakazu, Oaza y Hanishina-Gun, 1989; McNeil y Harvey, 2008; Mee y Valley, 1978; Silva y col., 2011;
Suryanarayan y Mazundar, 2001).

El consumo de proteina de origen microbiano es muy antiguo y conocido en todos los continentes. A

principios del siglo XX se convierte en una opcion biotecnoldgica para el aprovechamiento de desechos



de origen agroindustrial (Anupama y Ravindra, 2000; Chacén, 2004; Gao, Li y Liu, 2012; Hamer, 2010;
Martinez y col., 2000; Pandey y Soccol, 1998; Robles y col., 2012).

Los microorganismos mas utilizados para estos fines pertenecen a las familias de las microalgas,
bacterias, levaduras y hongos. El consumo de proteina de bacterias esté limitado, debido a problemas
de toxicidad, mientras que la proteina de levaduras presenta un alto contenido de acido ribonucleico
(ARN) que limita su consumo en humanos. La proteina de microalgas presenta cierta toxicidad en
niveles cercanos a los 100 g diarios en ensayos con seres humanos (Otero, Bernal y Almazan, 1982).

El reino fungico es una alternativa atractiva por su bajo costo de produccidn y ventajas nutricionales
naturales con respecto a otros microorganismos (Ghorai y col., 2009): buen contenido de proteina (del
20 al 30 % BS); tienen todos los aminoacidos esenciales, alto contenido de vitamina B y bajo en grasa.
Los hongos filamentosos mas utilizados para estos fines son de los géneros: Agaricus, Pl eurotus,
Lentinula, Auricularia, Volvariellay Flammulina (Chang y Miles, 2004) y dentro de los géneros de
hongos mas cultivados a nivel mundial se encuentra el Pleurotus sp p. Existen varias experiencias
cientificas relacionadas con la tecnologia de fermentacion en estado sélido del hongo Pleurotus spp
sobre residuos agroindustriales lignocelulosicos. Con el objetivo de producir proteina comestible se
destacan las especies de P. ostreatus, P. eryngii, P. sajor-caju, P.p ulmonarius, P. sapidus, P.
cornucopiae, P. djamor, P. citrinopileatus (Giovannozziy col., 2002).

Respecto a las materias primas mas utilizadas, en la mayoria de los casos estudiados son residuos
agroindustriales (Dwivedi y col., 2011; Nasreen y col., 2008; Saidu, Salim y Mohamed, 2011;
Shrivastava, Thakur, Khasa, y col., 2011; Suarez, 2010; Toledo, 2008; Varnero, 2010): la paja de trigo,
de arroz, de cebada, y de sorgo, el aserrin de madera, el bagazo de cafia, la cascarilla de café y

ultimamente, pastos de corte como el pasto elefante.



El complejo lignoceluldsico esta constituido de una matriz de carbohidratos de celulosa y lignina
entrelazada por cadenas de hemicelulosa (Abril, 2008). Esta estructura ofrece gran resistencia al ataque
de los microorganismos. En la literatura se reportan diferentes pretratamientos aplicados con el objetivo
de facilitar el aprovechamiento de la biomasa (Brethauer y Wyman, 2010; Vantomme, 2010).

Los pretratamientos pueden ser fisicos y quimicos, enzimaticos o una combinacion de todos (Wang y
col., 2005). El pretratamiento ideal a estos materiales consiste en lograr: fibras reactivas, separar las
pentosas sin degradarlas, no generar compuestos que inhiban la fermentacién y no requerir una
reduccion drastica del tamafio de particulas (Abril, 2008; Balat, 2011). Se ha reportado el empleo de
algunas sustancias con el propdsito de mejorar los rendimientos productivos en el crecimiento de los
hongos. Esto es debido a que generalmente los residuos vegetales lignocelulosicos son materiales de
bajo contenido de nitrdgeno y algunos minerales como el magnesio (Cuipinga y col., 2004; Parikh,
Channiwala y Ghosal, 2007; Shen y col., 2010; Vargas y col., 2012; Vassilev y col., 2012).

A nivel local en Ecuador, se ha estudiado la posibilidad de producir productos no tradicionales para la
exportacion, como el hongo ostra (Pleurotus) que representa una oportunidad de inversion ya que éste
es un pais agro-forestal (Carranza, Luzuriaga y Mejia, 2005). También se ha estudiado la fermentacion
en estado solido del Pleurotus en los siguientes residuos: cacao, maiz, quinua, palma africana (raquis),
trigo, cebada, avena, vicia, paja de paramo y residuos de flores (proteas) entre otros. La eficiencia
bioldgica reportada es variable dependiendo del tipo de residuo estudiado y oscila entre el 19 y 96,67 %
(Bermudez y col., 2003; Ramos, 2007a; Tocagén, 2010; Toledo, 2008).

En la mayoria de los estudios se ha utilizado la cepa CP-184 de Pleurotus ostreatus var. Florida, de la
coleccién de cultivos del Centro de Biotecnologia Industrial (CEBI) de la Universidad de Oriente de
Cuba. También se reporta el uso de cepas importadas de México (Toledo, 2008). Por primera vez en

Ecuador se realizan estudios exploratorios de fermentacion en estado sélido de Pleurotus ostreatus, en



residuos de flores (proteas) utilizando una cepa nativa R24 de Pleurotus de la colecciéon del Centro
Ecuatoriano de Investigacion de Setas (CEIS) que reportan 19 % de bioconversion con un contenido de
proteina de 23,74 % (BS) (Pineda, 2007). Se observa que la eficiencia biologica es baja y se requiere
realizar estudios de esta variable con mayor profundidad, principalmente de las cepas nativas en
funcion del tipo de residuo seleccionado.

La produccién de hongos comestibles surgid histéricamente como un proceso artesanal con un alto
componente de empirismo en ambientes rurales y en pequefia escala. Aun hoy, una buena parte de la
produccion mantiene estos rasgos, sobre todo aquella destinada al consumo local (Gonzélez y
Gutiérrez, 2001). De la literatura consultada por el autor sobre las tecnologias de produccién de este
basidiomiceto se aprecia que esta fragmentada, dispersa y, en algunos aspectos, es escasa. Se han
encontrado modelos matematicos para describir el crecimiento del micelio de P. ostreatus (Sarykaya y
Ladisch, 1997), sin embargo, en la literatura no hay reportados modelos estequiométricos ni cinéticos
para describir el crecimiento del cuerpo fructifero de P. ostreatus por fermentacion en estado sélido, los
modelos macroscopicos reportados son muy simples y excluyen el término de la velocidad de la
reaccion, similarmente, no existen datos de la aireacion, transferencia de masa y calor, etc., que se
utilizan para la formulacion del modelo fisico (Han y col., 2009).

El disefio de estos procesos requiere del conocimiento de ciertos factores asociados a las necesidades
del crecimiento del microorganismo: la cantidad y tipo de nutrientes, la influencia de la actividad del
agua, de la temperatura y el pH, por citar los méas reportados (Abril, 2008; Graciano y col., 2009; Julian,
2008; McNeil y Harvey, 2008; Membrillo y col., 2011; Mitchell, Krieger y Verovic, 2006; Omarini y col.,
2010; Shrivastava, Thakur, Khasa, y col., 2011). Problemas como el crecimiento limitado de la biomasa,
el sobrecalentamiento del medio y bajos rendimientos en base al consumo de las materias primas y a la

sintesis de productos son algunas de las consecuencias que se derivan de disefios basados en un



conocimiento limitado del sistema. Estas deficiencias ponen en peligro la factibilidad econdmica del
proceso, aun cuando se parta de materias primas baratas, como son la mayoria de los residuos
agroindustriales.

Problema ci entifico: Determinar los parametros operacionales para la fermentacion en estado
solido del hongo Pleurotus ostrea tus hasta obtener un proceso quesea técnica, econdmica
y ambientalmente viable, que por su sencillez, puedaimplementarse a nivel de pequefias
producciones locales.

Objeto de la investigacion: El proceso tecnoldgico de produccion de la biomasa de Pleurotus
ostreatus a partir de residuos lignocelulésicos aplicando la modelacion matematica en la etapa de
fermentacion en estado sélido.

Campo de investigacion: La fermentacion en estado solido del Pleurotus ostreatus a pequefia escala.
Algunos estudios han reportado el uso de residuos lignocelulésicos como materia prima para la
produccion de biomasa de hongos, en algunos casos suplementados con fuentes de carbono, nitrégeno
y fosforo. Los trabajos hacen énfasis en la seleccion de la cepa mas adecuada, tamafio de particula,
disefio del medio de cultivo y control de los parametros de operacién como la humedad y la
temperatura. Respecto al disefio de los bioprocesos éstos se basan en la modelacion matematica
global, que integra tanto los modelos estequiométricos, cinéticos Yy fisicos, obtenidos a partir de pruebas
experimentales ya sea en escalas de laboratorio o industrial, lo cual permite integrarse al modelo
economico que determina la factibilidad de la inversion (Stamets, 2000), (Pandey, 2003), (Ramos,
2000), (Bermudez y col., 2002), (Julian y Ramos, 2007), (Chang, 1999), (Izquierdo y Dustet, 2004),

(Mitchell y col., 2006).



Hipétesis: Utilizando un modelo matematico aplicable al proceso fermentativo que revele las

necesidades fisioldgicas del hongo durante su crecimiento, se puede desarrollar un proceso productivo

viable desde el punto de vista técnico, econdmico y ambiental, util para pequefias producciones locales.

Objetivo General: Desarrollar una tecnologia a pequefia escala para la produccién de la biomasa del

hongo ostra (Pleurotus ostreatus) a través de la modelacién matematica de la etapa de fermentacion en

estado sélido de residuos lignoceluldsicos, de tal forma que sea técnica, econdémica y ambientalmente

viable.

Objetivos especificos:

1.

Determinar las tendencias mas relevantes en el desarrollo de las tecnologias de produccion
del Pleurotus sp p., que permita el establecimiento de una estrategia para su intensificacion

en pequefas producciones locales.

. Seleccionar la cepa y determinar la formulacion adecuada del medio de cultivo para establecer los

elementos basicos de la produccién de P. ostreatus.
Elaborar un modelo fisico del proceso de fermentacion en estado sélido del P.

ostreatus, utilizando residuos lignocelulésicos que permita la prediccién de la dinamica del proceso.

. Determinar los parametros operacionales del proceso de fermentacion en estado solido de P.

ostreatus utilizando residuos lignoceluldsicos, para obtener un proceso productivo eficiente, rentable
y amigable con el medio ambiente.
Evaluar la prefactibilidad técnica, econdmica y ambiental de la propuesta tecnoldgica, que permita la

valoracion del proceso inversionista a pequefa escala.

Novedades y aportes de la investigacion:

1.

Por primera vez se describe una alternativa técnica, econdémica y ambientalmente viable para la

produccién de biomasa de P. ostreatus a pequefia escala, utilizando fermentacién en estado sélido.



. Se disefi¢ y formulé un medio de cultivo adecuado para la fermentacion de P. ostreatus en residuos
locales de fréjol, utilizando el sustrato agotado como una materia prima.

. Se propone un modelo estequiométrico y el calculo de sus coeficientes para la fermentacion en
estado solido del P. ostreatus en residuos de fréjol.

. La seleccién de un modelo cinético y la identificacion de sus parametros para el crecimiento del
cuerpo fructifero del P. ostreatus por fermentacién en estado sélido de residuos de fréjol.

. Se propone un modelo fisico novedoso con una estructura que tiene en cuenta la captura de agua
por parte del cuerpo fructifero, lo que permite describir la dindmica del crecimiento del hongo en la

simulacion del proceso de fermentacién en estado sélido.



CAPITULO 1

ANALISIS BIBLIOGRAFICO



1 ANALISIS BIBLIOGRAFICO

1.1 La seguridad alimentaria

1.1.1  Factores clave de los problemas de seguridad alimentaria

El concepto de seguridad alimentaria es muy complejo, ya que abarca los conceptos de produccion,
acceso, estabilidad, salubridad, nutricion y aspectos culturales (Vivero y Porras, 2008). Para la FAO,
existe inseguridad alimentaria cuando hay personas que no tienen acceso a una cantidad suficiente de
alimentos, inocuos y nutritivos, para un crecimiento y desarrollo normales y una vida activa y sana
(FAO, 2008).

La seguridad alimentaria mundial estd en estos momentos seriamente comprometida y en peligro de
una crisis irreversible. El incremento de la produccién mundial de alimentos, en términos absolutos y per
capita, no ha contribuido a resolver este problema, ni mucho menos en la eliminaciéon del hambre
(Rabbinge y Bindraban, 2012). En las décadas venideras la poblacién mundial acelerara su crecimiento
llegando a méas de 9 mil millones de habitantes para el 2050 (Rabbinge y Bindraban, 2012; Yu y col.,
2012), la alimentacién cambiara hacia un mayor consumo per capita (Rask y Rask, 2011) por lo que es
necesario duplicar la produccion de alimentos en todo el mundo para ese afio (Mueller, Anderson y
Wallington, 2011; Rabbinge y Bindraban, 2012).

En las condiciones actuales, la seguridad alimentaria parece ser una meta imposible de alcanzar de no
haber cambios en el modo de produccién imperante en el mundo. Reportes recientes de la FAO

reconocen la existencia de una crisis cronica en la seguridad alimentaria mundial (Bedford y col., 2011).



Varios factores influyen en este aspecto, el cambio climatico responsable de enormes pérdidas
productivas por sequias e inundaciones (Amigun, Musango y Stafford, 2011; Freibauer y col., 2011;
Garnett, 2011; Hanjra y Qureshi, 2010; Harvey y Pilgrim, 2011; Maxwell y col., 2010; Premalatha y col.,
2011; Rask y Rask, 2011; Yu y col., 2012). Se calcula que este factor sera el causante del aumento de
los precios de los alimentos entre un 30 y 50 % en las proximas décadas (Harvey y Pilgrim, 2011;
PNUD, 2011). La crisis financiera internacional que distorsiona el escenario de las relaciones
econdmicas (Freibauer y col., 2011; Hanjra y Qureshi, 2010) y la crisis energética (Brethauer y Wyman,
2010; Hanjra y Qureshi, 2010) ha conducido a la produccion de agro-combustibles que compiten por
tierra y agua con los alimentos (Amigun y col., 2011; Kuchler y Linnér, 2012) disparando los precios de
los alimentos en el afio 2008 (Mueller y col., 2011) y, mas recientemente, la nueva aceleracion del
incremento de los precios observada desde 2011 y que aun continua (Bedford y col., 2011; Lagi y col.,
2011; Mueller y col., 2011; Nonhebel, 2012). A esto se une como agravante la desigual distribucion de
la riqueza en las sociedades, que afecta dramaticamente a los sectores mas pobres, tal como se recoge
en informes del PNUD y otros (Lagi y col., 2011; PNUD, 2011). Como consecuencia principal de esta
situacion, en la actualidad existen en nuestro planeta un billén de personas subalimentados y se calcula
que hacia el afio 2050 la situacién empeore (Yu y col., 2012).

1.1.2 Retos tecnolégicos para avanzar en la seguridad alimentaria

En el ambito de la ciencia, la solucion a los retos actuales de la seguridad alimentaria y la produccion de
alimentos se centran en el incremento de la eficiencia de los sistemas productivos actuales y la
busqueda del necesario equilibrio entre la tierra y las necesidades humanas (Phalan y col., 2011).
Dentro de la innovacion tecnoldgica se le da alta importancia a la Biotecnologia para lograr un

incremento en la eficiencia de la utilizacién de la biomasa que juega un papel fundamental en la
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produccion de alimentos y energia (Ali y Zulkali, 2011; Bramsiepea y col., 2012; Freibauer y col., 2011;
Yuy col., 2012).

La Biotecnologia permite aprovechar y reciclar residuales agroindustriales sélidos, liquidos y gaseosos
de los cuales se puede obtener una alta gama de productos para la alimentacién de uso directo, para el
consumo como las proteinas o de uso indirecto, como alimento animal (Silva y col., 2011) o aditivos
alimentarios (Ali y Zulkali, 2011). Dentro de los retos mas urgentes que es necesario resolver y en los
que la Biotecnologia juega un importante papel, se encuentra la produccion alternativa de proteinas.

Los sistemas de produccion de proteina animal son extremadamente ineficientes y demandan una gran
cantidad de cereales para conseguirlo (Premalatha y col., 2011; Rask y Rask, 2011). En virtud de la
creciente demanda de este tipo de alimentos y la escasez de tierras para las producciones tradicionales
(Aliy Zulkali, 2011; Harvey y Pilgrim, 2011) se proponen alternativas de fuentes mas sanas y eficientes,
como el consumo de proteina de microorganismos (Anupama y Ravindra, 2000; Nah y Chau, 2010;
Queiroz y col., 2010; Rajoka y col., 2012) tales como: las micro-algas, bacterias, levaduras, hongos y
hasta insectos comestibles (Premalatha y col., 2011).

1.1.3 Laproduccion de proteinas de hongos comestibles

Entre los hongos superiores filamentosos mayormente utilizados para la produccién de proteina
microbiana, se encuentran los géneros: Agaricus, P leurotus, Le ntinula, Auri cularia, V olvariella, y
Flammulina (Chang y Miles, 2004).

Los aspectos mas atractivos del cultivo de hongos como fuente de proteina microbiana son la cosecha
facil y barata del cuerpo fructifero, la facilidad de producir como alimento texturizado, la buena
aceptabilidad para el consumo y el uso de materiales lignocelul6sicos residuales utilizados como
sustratos para su cultivo (Otero y col., 1982). La produccién de hongos filamentosos a partir de

materiales lignoceluldsicos se ha sefialado que es una alternativa muy rentable (Israelidis, 2003).
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Después de la Segunda Guerra Mundial, la produccién de hongos inicidé un crecimiento constante con
una produccién de 350 000 toneladas en 1965, mientras que para 1991 la produccién crecié hasta 4,3
millones de toneladas (Chang y Miles, 2004).

1.1.4 Produccion de Pleurotus ostreatus

Al Pleurotus o streatus (Jacquin ex Fries) Kummer, se le conoce comunmente como Hongo Ostra,
Hiratake y Tomogitake. Es uno de los mas comunes de todos los hongos saprofitos, distribuidos por
casi todos los bosques tropicales del mundo. Crecen saprofiticamente en otofio y primavera, sobre
maderas duras de hoja ancha, a veces coniferas especialmente madera de algoddn, roble, aliso, maple,
alamo temblon, fresno, haya, abedul, olmo, sauce y alamo (Stamets, 2002). También crecen en troncos
de arboles secos y restos de vegetales, generalmente pobres en nutrientes (Garcia, 2008; Garcia,
1998). En su estructura se encuentra la siguiente composicion: proteina (Nx4,38) 10,5-30,4 %;
carbohidrato total 57,6-81,8 %; grasa 1,6-2,2 %,; fibra 7,5-8,7 %. Entre los aminoacidos, vitaminas y
minerales se tienen: leucina, isoleucina, valina, triptéfano, lisina, treonina, fenilanina, metionina,
histidina, arginina, tiamina (B1), niacina, riboflavina, acido ascérbico, Ca, P, K, Fe, Na (Chang, 1999).
Se conoce que esta especie tiene los siguientes constituyentes activos: 3-Hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A-reductasa, proteina ubiquitina de Pleurotus y Pleuran (B-glucan) (Stamets, 2002). Entre sus
propiedades medicinales se destaca su efecto terapéutico como anti-bacterial, antiviral, regulador de la
presion sanguinea, cardiovascular, reductor del colesterol, tonico para los nervios, anti-inflamatorio,
fortalecedor del sistema inmunoldgico (Stamets, 2002). Recientes estudios muestran que Pleurotus
ostreatus y otras especies producen naturalmente una forma de Lovastatin® (3-Hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A-reductasa), una droga aprobada por la Administracion de Alimentos y Drogas de los
Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) en 1987 para el tratamiento del exceso de colesterol en

la sangre (Bobek, Ozdin y Mikus, 1995; Gunde y Cimerman, 1995). Estudios con ratas implantadas con
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sarcoma 180, alimentadas con el 20 % de Pleurotus ostreatus en su dieta diaria, mostraron que el tumor
fue inhibido en un 60 % (Querino-de-Sousa, Carneiro-do-Nascimento y Correia, 2004). Wang y
colaboradores (2000) han identificado una novedosa proteina ubiquitina del hongo Pleurotus ostreatus,
que inhibe la actividad del VIH y evita que las células sean infectadas con este virus (Wang y Ng, 2000).
Estudios realizados sobre cultivo del Pleurotus spp. en sustratos enriquecidos con cadmio, mostraron
un incremento significativo en la concentracion tanto de cobre como de cadmio en el cuerpo fructifero,
lo cual puede tener efectos toxicos (Favero, Costa y Paolo, 1990). Los estudios realizados indicaron que
los metabolitos bioldgicamente activos en los extractos de P. ostreatus y P. pulmonarius se encuentran
en concentraciones bajas por lo que presentan una baja toxicidad, lo que los hace mas seguros para su
uso como nutracéuticos (Nieto y col., 2008).

El Pleurotus spp. es una seta comestible muy valorada (Zorn, Berger y Takenberg, 2005) es el segundo
género mas producido a nivel mundial (Chang y Miles, 2004; Suérez y Nieto, 2012), con una produccién
en el afio 2004 de 917,4 toneladas métricas (Chang y Miles, 2004). Su promocién comercial se ha
basado en resaltar las propiedades nutricionales y medicinales con las que cuentan estas especies. Se
acostumbra a destacar el alto contenido en vitaminas y minerales de estas cepas, ademas de su buen
sabor y textura suave. También se les reconoce ampliamente la capacidad de mejorar el
funcionamiento del sistema inmunoldgico, reducir los altos niveles de colesterol y de ser util en el
tratamiento de tumores cancerigenos (Diaz y Ortiz, 2001).

La gran variedad de especies cultivadas, de sustratos empleados, de condiciones climaticas, de escala
de trabajo y nivel de desarrollo técnico disponible en que se producen los hongos, hacen que existan
métodos y medios de produccion muy diferentes (Gonzélez y Gutiérrez, 2001).

De manera general, la produccion de hongos puede incluirse en el campo conocido como fermentacion

en estado sélido, en el cual se incluyen procesos tales como la produccion de compost, el ensilaje y los
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procesos tradicionales asiaticos de fermentacion del fréjol de soja y de arroz (koji, tempeh y otros). Los
fundamentos tedricos que sirven de base para modelar, desde el punto de vista de la ingenieria, este
tipo de fermentaciones, difieren sustancialmente de las fermentaciones en fase liquida. Lo mismo
sucede con las unidades de operacion involucradas en diferentes etapas del proceso (preparacion de
sustrato, recuperacion de producto, transferencia de calor y otros) (Garcia, 1998).

Mientras que el crecimiento micelial y la produccion de determinados metabolitos han sido objeto de
estudios fisioldgicos y cinéticos, y se han desarrollado modelos y ecuaciones para describir su
comportamiento, la fase de fructificacion de los hongos superiores, que es decisiva en la produccion de
hongos comestibles, estd mucho menos estudiada cientificamente, la ingenieria de procesos de
produccion que permita disefiar un proceso productivo rentable y eficiente (Gonzélez y Gutiérrez, 2001).
La utilizacion de los residuos agro-industriales es particularmente interesante debido a su disponibilidad
y bajo costo (Martins y col., 2011). Hacia el futuro se vislumbra un crecimiento acelerado del
aprovechamiento de estas fuentes de energia y materias primas.

1.1.5 Compuestos bioactivos

Los hongos comestibles son conocidos por su alto contenido de proteinas, vitaminas, minerales, fibra
dietética y por su bajo nivel de sodio y grasas insaturadas. En su composicion también se encuentran
sustancias bioactivas con potencial terapéutico, como: los glucanos, las enzimas, los policétidos, los
acidos grasos, los polifenoles, los flavonoides y los terpenoides, entre otros (Suarez y Nieto, 2012). Las
especies de Pleurotus son reconocidas por su produccion de B-glucanos, constituyentes de la pared
celular del cuerpo fructifero y del micelio, con importantes propiedades medicinales (Miranda, 2005). A
partir de los tallos del hogo ostra (Pleurotus ostreatus) se ha obtenido glucano inmuno-estimulante

(Gabrizova, 2006).
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Dentro de los beneficios méas apreciados en la biomasa de estos hongos se encuentran diferentes tipos
de actividad de algunos metabolitos presentes que tienen efecto: antioxidante, hipocolesterolémico,
hipoglucémico, antibacteriano, antiviral, regulador del sistema cardiovascular, anti-cancerigeno e
inmunomodulador. Estos beneficios son una causa muy reconocida sobre el incremento, a nivel
mundial, del consumo de este tipo de hongos y del estudio de sus bioactivos (Suérez y Nieto, 2012).

1.2 Elementos tecnoldgicos de la produccion del hongo Pleurotus spp.

1.21 Especies de Pleurotus mas comunes

Existen unas 2 000 especies de hongos comestibles, 80 de éstas han sido cultivadas
experimentalmente y sélo 5 6 6 se producen a escala industrial; entre ellas se encuentran las del género
Pleurotus (Chang y Miles, 2004). Los hongos del género Pleurotus tienen un lugar importante entre los
basidiomicetos empleados comercialmente debido a sus propiedades gastronomicas, nutritivas vy
medicinales. Por otro lado, éstos se pueden cultivar faciimente en un rango grande de sustratos
(Miranda y col., 2008). En la tabla 1.1 de los anexos, se presentan las especies de Pleurotus
encontradas en la bibliografia en orden de importancia. Con el objetivo de producir biomasa se
destacan las especies de P. ostreatus, P. eryngii, P. sajor-caju, P.p ulmonarius, P. sapidus, P.
cornucopiae, P. djamor, P. citrinopileatus (Chang y Quimio, 1982; Giovannozzi y col., 2002; Gonzalez y
Gutiérrez, 2001; Hisakazu y col., 1989).

1.2.2 Sustratos lignoceluldsicos

En la tabla I.1 columna 2, se presenta la variedad de materias primas lignocelulésicas utilizadas en la
produccion de este género. En la mayoria de los casos son residuos agroindustriales (Bermudez y col.,
2002; Chang, 1999; Pandey y Soccol, 1998; Stamets, 2000). Entre éstos se destacan: la paja de trigo,
de arroz, de cebada, el aserrin de madera, el bagazo de cafia y, ultimamente, pastos de corte como el

pasto elefante. También se han empleado otros tipos de residuos lignoceluldsicos como paja de sorgo y
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la cascarilla de café (Bermudez y col., 2002). En los Estados Unidos, uno de los principales productores
de este hongo, las materias primas mas utilizadas para la produccion de Pleurotus spp. son la paja de
trigo y la cascara de semillas de algodon (Royse, 2003). Una formulacién frecuentemente utilizada en la
preparacion del sustrato para la produccion de Pleurotus ha sido la mezcla de 75 % de cascara de
semilla de algodon, 24 % de paja de trigo y 1 % de caliza molida. Se adiciona también agua para
incrementar el contenido de humedad de 67 a 69 % (Royse, 2003).

1.2.3 Pretratamientos a los materiales lignocelulésicos

El complejo lignoceluldsico esta constituido de una matriz de carbohidratos de celulosa y lignina
entrelazada por cadenas de hemicelulosas (Abril, 2008). Se conoce que esta estructura ofrece gran
resistencia al ataque de los microorganismos, lo cual afecta la productividad del proceso. El objetivo de
los pretratamientos es facilitar a los microorganismos el aprovechamiento de la biomasa, que permita
acelerar su degradacion (Bisio y Kabel, 1985; Dunn y Michaels, 1989).

Los pretratamientos pueden ser fisicos, quimicos y enzimaticos o una combinacién de todos (Wang y
col., 2005). El pretratamiento ideal a estos materiales consiste en lograr: fibras reactivas, separar las
pentosas sin degradarlas, no generar compuestos que inhiban la fermentacién y no requerir una
reduccion drastica del tamafio de particulas (Abril, 2008; Balat, 2011). El proceso debe ser simple,
operarse con bajo contenido de humedad y no generar residuales solidos. Los reactores empleados
deben ser de tamafio razonable y costo moderado.

1.2.3.1 Pretratamientos fisicos

La transformacion de estos materiales normalmente comienza con la reduccién del tamafio de particula
mediante procesos de astillado y molienda, lo que permite lograr la apertura de la fibra del material
fibroso, disminuir el grado de cristalizacion de la celulosa (Vivero y Porras, 2008) y facilitar la posterior

penetracion de los agentes quimicos y enzimaticos (Perfetti, 2001). El molinado con bolas vibratorias es
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mucho més efectivo en la reduccion de los cristales de algunos materiales fibrosos (Vivero y Porras,
2008).

En la tabla 1.2 de los anexos se presentan los principales tamafios de particulas reportados en la
literatura para el cultivo de Pleurotus. Se observa que con mayor frecuencia oscilan entre 0,92 y 100
mm. En el caso de utilizar paja de trigo para la produccion de hongos, ésta se corta a una longitud entre
20y 60 mm (Royse, 2003).

Uno de los pretratamientos fisico-quimico mas utilizado es el de explosién con vapor. Este proceso
logra un ablandamiento de la fibra, pero, segun Balat (2011), aumenta el nivel de cristalinidad de la
celulosa, al tiempo que hidroliza facilmente las hemicelulosas y promueve la remocién de la lignina.
Pretratamientos de esta naturaleza han sido patentados, como por ejemplo el establecido por Ladisch
(1998), que consiste en el calentamiento del material con vapor de agua hasta 220°C, manteniendo el
pH del medio en el rango de auto-hidrélisis, que facilita la hidrolisis de la celulosa (Ladisch y col., 1998).
Este pretratamiento es usado con éxito para cultivar hongos (Villalba y Starik, 2010).

1.2.3.2 Pretratamientos quimicos

Las alternativas de pretratamientos quimicos mas comunes se hacen con acidos y alcalis (Pandey y
Soccol, 1998). En el caso de la aplicacién de acidos, éstos han sido utilizando concentrados a bajas
temperaturas o, diluidos a altas temperaturas (Abril, 2008). Por cuestiones de costo y menor toxicidad la
eleccion es casi siempre acido sulfirico (Brethauer y Wyman, 2010). Se ha reportado con buenos
resultados también el uso del &cido fosférico mezclado con acetona y otros solventes. El tratamiento
con acido concentrado opera a temperaturas bajas y cercanas a los 40 °C y consigue rendimientos en
glucosa cercano al 90 % del tedrico (Brethauer y Wyman, 2010). El tratamiento con acido diluido esta
mas difundido en la practica (Vantomme, 2010); consume menos acido y ocurre a mayor velocidad

debido a que se efectlia a temperaturas mas altas (Brethauer y Wyman, 2010). El tratamiento de la fibra
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lignoceluldsica con alcalis es bastante frecuente y se le atribuyen buenos resultados en el crecimiento
de Pleurotus (Dwivedi y col., 2011; Tocagdn, 2010). El pretratamiento con amoniaco ha mostrado ser
mas efectivo con la ventaja de poder reciclarlo debido a su volatilidad (Dwivedi y col., 2011).
Recientemente un trabajo en el que se comparan los diferentes métodos, mostré que el tratamiento
acido es el méas recomendable (Dominguez y col., 2012).

1.2.3.3 Pretratamientos enzimaticos

Actualmente se realizan grandes esfuerzos por desentrafiar la ruta critica a seguir para liberar y separar
secuencialmente la lignina sin que exista pérdida significativa de azucares debido a la conversion
precoz de las hemicelulosas (Bermudez y col., 2003; Carranza y col., 2005). El mecanismo de accion
enzimatico para degradar el complejo lignoceluldsico aun no esta totalmente comprendido debido a la
gran variedad de estructuras en la biomasa y de enzimas que actian de forma independiente o en
sinergismo. Las tendencias que se observan en este sentido tienen tres direcciones: (i) la busqueda de
un coctel enzimatico balanceado que logre un mejor sinergismo, (i) la mejora de la eficiencia de la
produccion de las enzimas y por tanto menores costos de adquisicion v, (iii) el perfeccionamiento de las
enzimas en cuanto a su actividad y estabilidad (Torres y Hurtado, 2003) que reduzca los tiempos de
tratamiento y aumente la reutilizaciéon de las enzimas. Los pretratamientos hacen mas complejos los
procesos y aumentan los costos por lo que, para pequefias producciones, deben ser lo mas simples
posibles, buscando economia en el proceso.

1.2.4 Suplementos del medio

El empleo de algunas sustancias, con el propdsito de mejorar los rendimientos productivos en el
crecimiento de los hongos, ha sido una practica bastante comun segun se deduce de la tabla I.1; esto
es debido a que generalmente los residuos vegetales lignoceluldsicos son materiales de bajo contenido

de nitrégeno y algunos metales como el magnesio. En la tercera columna de la tabla 1.1 se presenta una
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gran variedad de suplementos reportados, tanto organicos como inorganicos. En ese sentido se
observa que se ha utilizado desde salvados de cereales hasta fitohormonas, en su mayoria ricos en
contenido de nitrogeno, fosforo, potasio y magnesio.

También son comunes los sustratos mixtos, como el patentado por Ju (2007) en Korea, basado en
aserrin, salvado de arroz y extracto ginseng, con 65 % de humedad (Ju, 2007). El suministro de algunos
suplementos permite la induccion de propiedades deseadas en la biomasa final, tal como se observa en
la patente coreana de Choi (2008), que para aumentar el contenido de vitamina C del hongo, introducen
quitosano en el medio de cultivo (Choi, 2008; Kim, 2010).

Dentro de los suplementos inorganicos mas frecuentes se encuentran aquellos que son ricos en
nitrogeno, fosfatos y magnesio. Estos suplementos permiten un mejor crecimiento de las cepas y un
mayor agotamiento de los residuos lignocelulésicos, todo lo cual redunda en procesos de conversion
mas eficientes desde el punto de vista econdmico.

El carbonato de calcio es otro suplemento frecuentemente utilizado en el cultivo de Pleurotus spp. Su
empleo quizas se deba a que sirve de fuente de calcio, para el control del pH, para retener la humedad
y para evitar la compactacion del sustrato humedo, aspectos estos clave para el desarrollo de las hifas y
el cuerpo fructifero.

1.2.5 Parametros de operacion en la produccion de Pleurotus

En la tabla .2 se presentan los principales parametros de operacion estudiados en la produccion de
Pleurotus. Se han registrado datos de pH, humedad del sustrato, humedad relativa del aire, temperatura
e intensidad luminosa.

El pH encontrado en las diferentes referencias, va de ligeramente &acido a neutro. No se registran
valores de pH por encima de 7. Aunque los microorganismos crecen bien en un rango de pH

relativamente grande (Barreto, 2008), su mejor desempefio estd mas restringido a un rango mas
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pequefio de valores, de manera que el control de esta variable resulta importante. Por la naturaleza de
los procesos de fermentacion en estado sdlido, el control de este factor resultaria muy dificil hacerlo de
forma eficaz por los métodos tradicionales. En la practica, para estos fines, se acude al empleo en el
medio de cultivo de sustancias con efecto tampon como la urea (Ramos, 2000) y el carbonato de calcio,
tal como se reporta en la tabla I.1. El control del pH por esta via demanda de la optimizacién de estas
sustancias en el medio de cultivo (Ramos, 2000) y puede ser un elemento que incremente
significativamente el costo de produccion.

La humedad del sustrato esta directamente relacionada con la disponibilidad de agua en el medio,
factor muy importante para la actividad del hongo. Sin embargo, altas humedades pueden conducir a la
compactacion del medio, dificultando la transferencia de oxigeno, de otros gases y del calor metabdlico.
Al mismo tiempo puede ser la base para la contaminacion con bacterias u otros microorganismos. En el
sustrato la humedad oscila entre 60 y 80 %. Estos niveles se consideran normales para los procesos de
fermentacion en estado sdlido (Mitchell y col., 2006) no obstante, bajas humedades del medio hacen
vulnerable el sistema al secado e influyen para que se establezca una menor productividad del hongo.
La humedad del sustrato influye en el mayor o menor uso de agua en el proceso.

Desde el punto de vista ambiental, deberia tenerse en cuenta que el agua es un recurso escaso por lo
que a mayores volimenes que se empleen, aumenta el impacto negativo del proceso. Por otro lado,
una mayor utilizacién de agua implica mayores costos productivos, no sélo por el gasto de este recurso
sino por la liberacion al medio del sustrato agotado por el hongo, que puede exigir un tratamiento de
secado anterior a la salida de este residuo solido.

En general se reconoce que la humedad relativa del aire es un factor muy importante para el desarrollo
del hongo (Espinosa, Hernandez y Ferrer, 2001) y que especialmente influye en la transicion de su

forma vegetativa a la reproductiva (Han y col., 2009). Bajos valores de humedad relativa producen el
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secado gradual del sustrato y de la masa del cuerpo fructifero, algo que de ningun modo puede ser
positivo. Los valores de humedad relativa investigados oscilan entre 31 y 100 %, aunque los mejores
resultados se reportan entre 85y 95 %. Conseguir altas humedades relativas en el aire puede implicar
un costo de inversién y operacion del proceso que no se puede admitir. Por otro lado, un aire saturado
puede conducir a la presencia de gotas de agua en el medio, que den lugar a su contaminacion. Este es
un factor de disefio que resulta de gran interés optimizar para las producciones industriales.

La temperatura del cultivo es un factor muy importante para el desarrollo de los organismos vivos y
como se observa en la tabla 1.2, ha sido estudiado en rangos entre 7 y 37 °C. Depende de la cepa y de
la region geografica de donde procede. Los limites optimos de esta variable son mas reducidos, en
general, que los del pH, por eso se le ha dedicado esfuerzos para su control automatico preciso en
casas de cultivo especialmente disefiadas para conseguirlo (Han y col., 2009).

El control de la intensidad de la luz, como parametro de operacion, esta reconocido como importante
para la eficiencia del cultivo y coloracién final del cuerpo fructifero. Este factor interactia con la
temperatura por lo que su nivel 6ptimo depende de ésta (Kibar y Peksen, 2008). Por otro lado, se
reporta que en el cultivo invitro y en paja de arroz de P. sajur-caju, la luz inhibe el crecimiento
vegetativo pero es necesaria para el crecimiento del cuerpo fructifero, aunque no influye en el tiempo de
aparicion del primordio en los primeros cinco dias. Combinaciones de etapas oscuras cada 12 horas y
de cierta iluminacién (5 lux) podrian ayudar al mejor desarrollo del cuerpo fructifero (Kibar y Peksen,
2008). En la literatura analizada este factor no es usado para optimizar el ambiente del cultivo, sélo se
hall6 el trabajo de Kibar (2008) que apenas refiere tres mas. Segun se observa en la tabla 1.2 los niveles
de intensidad de luz utilizados son muy variables lo que no refleja claramente si ésta podria ser una

variable de peso en el desarrollo de procesos para la produccidn de biomasa del género Pleurotus.
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Otros factores muy importantes son la composicién del aire, en cuanto a oxigeno y a diéxido de
carbono, que afectan el desarrollo de la hifa y el cuerpo fructifero (Han y col., 2009). Se reconoce que
altas concentraciones de CO. estimulan la colonizacién del sustrato por las hifas pero en la etapa de
fructificacion su influencia es negativa y que, el Pleurotus es muy sensible en este sentido (Stamets,
2000). Se ha recomendado que la concentracion de este factor esté por debajo de los 1 000 ppm (Han'y
col., 2009).

1.2.6 Resultados productivos del género Pleurotus

Como se observa en la tabla 1.3 de los anexos, el principal resultado productivo estudiado para el
género Pleurotus, es la eficiencia biolégica expresada en kg de hongos frescos por 100 kg de sustrato
seco. En la literatura consultada, esta respuesta es muy variable y oscila entre 2,97 y 104,3 %. El
resultado es una funcion de la especie de Pleurotus, el tipo de materia prima, el pretratamiento, los
suplementos utilizados y los parametros de operacion del biorreactor.

1.2.7 Biorreactores usados en la fermentacion en estado sélido y en el cultivo de hongos

En la literatura se han reportado diferentes tipos de fermentadores para el proceso de FES. En general
estos equipos son de fermentaciéon estatica o dinamica (Mitchell y col., 2006). Dentro de los
fermentadores estaticos se encuentran: el fermentador de bandeja y el fermentador de cama estatica.
Los fermentadores agitados son, entre otros: el fermentador de tunel, el fermentador de disco rotatorio,
el fermentador de tambor rotatorio, el fermentador de tanque con agitacién y el fermentador continuo
tipo tornillo (Mitchell y col., 2006).

La produccién de biomasa del hongo Pleurotus a partir de su cuerpo fructifero se basa en el proceso de
fermentacion en estado sélido. Considerando que el crecimiento de la biomasa del cuerpo fructifero se

realiza fuera de la biocelda de crecimiento del micelio, o sea, de forma aérea, los fermentadores mas
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recomendables seran los estaticos. La operacion de este fermentador es simple, sin partes moviles, no
requiere de agitacion mecanica y se lleva a cabo por lotes.

En la literatura se reportan cinco tipos de fermentadores para la produccién de Pleurotus por FES:
camas fijas tipo caballdn, camas en estanteria o bandejas, en botellas, en bolsas plasticas y en
columnas perforadas (Chang, 1999; Martinez y col., 2000; Stamets, 2002). El proceso en caballén es el
mas antiguo y menos costoso. Consiste en amontonar el sustrato en el piso como para compost. Este
proceso es el menos eficiente ya que ocupa grandes areas de espacio para la produccion con riesgos
de contaminacion del producto final.

El fermentador tipo cama en estanteria es mucho mas eficiente en cuanto al area disponible pues
aprovecha mejor la posicion vertical. Por su ubicacion hay un mejor control de la asepsia, sin embargo,
incrementa los costos de inversion. La fermentacion en botellas es muy eficiente en cuanto a la
automatizacion y el control de la asepsia pero sus costos de inversion son altos al igual que sus costos
de operacion (Stamets, 2000). En la figura 1.1 de los anexos, se muestran fotos del cultivo de Pleurotus
en bolsas y en columnas rellenas perforadas. El cultivo en estos sistemas ha emergido como tecnologia
economica, con buenos resultados en la produccion, ocupando menos espacio por unidad de volumen
en la camara del biorreactor.

El cultivo de hongos en diferentes recipientes con facilidades especificas se encuentra con frecuencia
protegido por patentes. Asi, por ejemplo, en México se ha patentado el cultivo de Pleurotus ostreatus en
tubos perforados de cloruro de polivinilo (PVC) donde se reporta una productividad entre 66 y 79
kg/(m2.afio) para un periodo de 25 - 30 dias (Galicia, 1995). La fermentacién en botella recientemente
ha conseguido nuevos avances patentados que permite acelerar el proceso empleando un material

plastico capaz de resistir la esterilizacion y cambios bruscos de temperatura (Kim, 2010). También se ha
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patentado una instalacion para el cultivo de champifion con ahorro de espacio acudiendo a una
geometria circular en forma de iglu (Suarez, 2011).

1.2.8 Optimizacion de medios de cultivo

Pueden ocurrir situaciones en las cuales sea imperativa la optimizacion de los medios de cultivo. Entre
ellas podemos mencionar las siguientes: 1) No existencia de informacion respecto a coeficientes de
rendimiento de macro y micro elementos para el cultivo del microorganismo determinado. 2) Existencia
de limitaciones nutricionales ocultas, especialmente de microelementos y factores de crecimiento. 3)
Uso de medios de cultivo conteniendo elementos en exceso respecto de los requerimientos
nutricionales del microorganismo en cuestion, que pueden causar inhibicién del crecimiento. 4) Ensayo
de sustancias estimulantes, activadoras e inhibidoras del crecimiento y formacion del producto. 5)
Empleo de fuentes nutricionales no convencionales (Ertola, Yntorno y Mignore, 1994).

Se han caracterizado los 6ptimos de crecimiento miceliares de dos cepas silvestres de seta de cardo
(Pleurotus eryngi). Los medios sdlidos utilizados son extracto de malta y PDA. Las cepas silvestres
codificadas como plerper y plerse muestran versatilidad en su cultivo en medio sdlido al presentar
Optimos de velocidad de crecimiento miceliar a 21 °C, y mayor produccidn en biomasa a 25 °C (Andrino,
Morte y Honrubia, 2011).

1.2.9 Desarrollo de modelos estequiométricos

El proceso de crecimiento microbiano implica que se lleven a cabo reacciones de generacion de energia
y de biosintesis. La estequiometria del crecimiento microbiano establece las relaciones de
transformacién de los reaccionantes en productos. Se asume que el microorganismo crece usando una
fuente de carbon y una fuente de nitrdgeno, y produce biomasa. Ademas, durante el crecimiento se

intercambian con el medio ambiente, didxido de carbono (CO2), agua (H20) y oxigeno.
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El aspecto estequiométrico requiere conocer los rendimientos, es decir, la relacion entre el producto
producido y el sustrato consumido (Aguilar, 2007). Por el conocimiento de la estequiometria de
crecimiento y de formacion del producto, es posible formular adecuadamente un medio.

Una de las contribuciones primarias al desarrollo de los modelos de los bioprocesos, proviene de la
identificacion de un modelo estequiométrico que sirva para establecer relaciones masicas entre las
principales materias primas involucradas (Ertola y col., 1994). De estos modelos se derivan analisis
simplificados donde se emplea una sola ecuacion estequiométrica global, con enfoque no estructurado
0, mas complejos con varias ecuaciones basadas en el metabolismo celular y la interaccion célula-
medio de cultivo (Ertola y col., 1994; Sinclair, 2001). Tras un analisis exhaustivo de la literatura sobre el
tema, no se encontrd referencia a una ecuacién estequiométrica para describir el crecimiento del
basidiomiceto Pleurotus ostreatus en residuos agroindustriales.

El primer paso en la formulacion de un medio de cultivo es considerar la ecuacion basica de
estequiometria de crecimiento y formacién de producto. Para el cultivo aerdbico se tiene el siguiente
modelo general (Ertola y col., 1994; Stanbury, Whitaker y Hall, 2003):

aCHy; 0y, N,; + BNH; + Y0, 5 CHy;0y;N,; + 8CO;, + €H,0 (1.1)

Se sostiene que la composicion elemental de los microorganismos es el punto de partida para realizar
los célculos estequiométricos y que dicha composicién promedio es (% p/p): C = 46,5; H = 6,49; O =
31,0; N = 10,85, sales 5 % (Ertola y col., 1994). De esta manera es posible escribir la "férmula minima"
de un microorganismo promedio como: C H1,79 Oos No.2 (en la que esta representado el 95 % p/p de la
biomasa) y con fines netamente préacticos definir "un C-mol de biomasa" como la cantidad de biomasa
que contiene un atomo gramo de carbono. Segun Crow (2000), para la determinacién de las férmulas
empiricas, la técnica més utilizada es el andlisis elemental, que permite obtener el contenido de C, H, N

y S; las cenizas se determinan por analisis bromatoldgico y el Oxigeno es calculado por diferencia. Las
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proporciones relativas se calculan por la relacion entre el contenido porcentual de cada elemento y su
masa atdémica, y los resultados se dividen para la proporcion relativa del carbono, de tal forma que la
formula empirica quede expresada en funcion de 1 C-mol de carbono. Segun Ertola (1994), los
coeficientes estequiométricos de la ecuacion se calculan por un balance elemental y un balance de
electrones.

1.2.10 Modelacion de la cinética en procesos de fermentacion en estado sdlido

Tedricamente, en un modelo que describe la cinética de crecimiento microbiano, la velocidad de
crecimiento se describe en funcidn de los factores ambientales mas importantes que pueden incidir en
este proceso. En la FES surge un serio problema al incluir las concentraciones de nutrientes como uno
de los factores determinantes del crecimiento de las células (Mitchell y col., 2006).

La transferencia de masa dentro de la particula del sustrato se limita por la difusién y como resultado
del consumo de nutrientes por el microorganismo, surgen gradientes de concentracion dentro del
sustrato. Es necesario utilizar las ecuaciones que describen la difusién del nutriente dentro de la
particula del sustrato, las ecuaciones de difusion se escriben en términos de los cambios en el tiempo y
el espacio, son ecuaciones en derivadas parciales mas dificiles de resolver que las ecuaciones
diferenciales ordinarias.

Cualquier intento de describir la distribucion espacial de la biomasa en el biorreactor FES aumentara en
gran medida la complejidad del modelo. Muchos hongos se producen por procesos FES, no es un
asunto sencillo describir su crecimiento en tres dimensiones.

Como consecuencia de estas dificultades, la concentracion de biomasa es simplemente tratada en
modelos de biorreactor, como el promedio global sobre la particula, que se expresan en gramos de

biomasa secal/gramos de solidos secos (Mitchel, Von y Kriegerc, 2003).
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Los modelos cinéticos para procesos con FES a menudo son ecuaciones empiricas sencillas y no
describen la distribucion espacial de la biomasa. Ademas, debido a las dificultades de medir biomasa y
los estados metabdlicos dentro de los sistemas de la FES, muchos modelos cinéticos son "no
estructurados" y "no segregados” (Mitchell y col., 2006){Ramos, 2007 #659}.

No es posible la estimacion directa del crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus por FES en material
lignocelulésico insoluble, por la dificultad de separacion del micelio del hongo del sustrato sélido. Para
medir el crecimiento del hongo, se han utilizado métodos indirectos, como el balance de masa con la
composicion de los gases de la fermentacion, el contenido de Chitin y Ergosterol (Sarykaya y Ladisch,
1997).

Sarikaya y col. (1997), proponen un modelo matematico para el crecimiento del micelio de Pleurotus
ostreatus por FES, donde miden el crecimiento micelial del hongo en una capa de material
lignocelulésico de 1,5 cm de espesor y 9 cm de didmetro (Sarykaya y Ladisch, 1997).

El modelo logistico permite describir la dinamica del crecimiento del cuerpo fructifero de la cepa
estudiada a las diferentes temperaturas y sus parametros Umax Y Xmax dependen de la temperatura y han
sido modelados con un modelo empirico de tipo polindmico (Pineda, Ramos y Soto, 2013).

Diaz (2009), realiza estudios de producciéon de Pleurotus o streatus por fermentacion sumergida,
reportando los parametros cinéticos de desarrollo del hongo como p = 0,034 h', Xmax = 8,3 g/L, Yxis =
0,69 g X/g S (Diaz, 2009).

Los estudios cinéticos encontrados sobre Pleurotus spp. estan dedicados casi exclusivamente al cultivo
sumergido (Benkortbi, Hanini y Bentahar, 2007; Pastorini y col., 2009). En el tnico articulo consultado
dedicado expresamente a modelar la cinética del crecimiento en fase sélida se usa como variable el

crecimiento radial del hongo (Ruhul 'y col., 2008), algo que limita su aplicacion al célculo del proceso.
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En sentido general, la velocidad de crecimiento microbiano es una funcién multifactorial, sin embargo, si
el medio de cultivo se disefia de manera que solo haya un sustrato limitante y se controlan bien otros
factores como el pH y la temperatura, entre otros, entonces la velocidad de crecimiento queda definida
en funcion del sustrato limitante y su concentracion. En el caso de la fermentacion de sustratos solidos
insolubles, el microorganismo va disolviendo la cantidad que necesita y la concentracion del sustrato
permanece constante aproximadamente (Ramos, 2007b). Este tipo de cinética microbiana lo representa
el modelo logistico (Mitchell y col., 2006).

1.2.11 Modelacion matematica de los procesos de fermentacion sélida

Existen dos posibilidades extremas de aproximacion a la modelacion de biorreactores FES: un modelo
simple con solucién rapida y un modelo mecanistico completo. Los pasos para el desarrollo del primer
modelo son: concentrarse en un proceso lo mas simplificado posible, desarrollar la ecuacion
estequiométrica que no involucre la concentracién de nutrientes, la determinacion experimental de la
cinética de crecimiento global y el rendimiento, y tratar el biorreactor con un modelo pseudo-homogéneo
de fase simple con propiedades promedio del sélido y la fase gaseosa en equilibrio. Considerar al
biorreactor como un sistema donde el modelo describa la transferencia de masa y energia desde la
cama con los alrededores, asumiendo mezcla perfecta y la fase sélida estatica (Mitchell y col., 2006).

Un modelo de prediccion del medio ambiente circundante a la fase sélida fue desarrollado para una
ventilacion Optima, en una casa de setas utilizando un balance de calor sensible y un modelo en tres
dimensiones (3-D) de la dinamica de fluidos computacional (CFD) (Han y col., 2009). Se consideraron la
respiracion de los hongos y el uso de un radiador de baja capacidad. Una ecuacién de ventilacion
especifica para la casa de setas fue desarrollada para calcular la velocidad de ventilacion para una
condicién ambiental dada. Las tasas de ventilacion calculadas se compararon con los datos medidos

experimentalmente para la temperatura interior ajustada a la 6ptima para el cultivo de setas (16,2 °C)
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con diferentes temperaturas exteriores. Simulaciones en 3-D de CFD se realizaron utilizando la misma
condicion ambiental para establecer la distribucion de calor local en una casa de hongos. El modelo de
CFD también se utilizd para mejorar la distribucién del calor de una casa de setas. El modelo presenta
limitaciones en cuanto a la cinética, sin embargo podria ser usado para predecir las condiciones
ambientales en diferentes ubicaciones en una casa de setas sin la necesidad de determinar
experimentalmente la velocidad de ventilacion (Han y col., 2009).

En la literatura consultada son escasos los estudios que, con un enfoque fenomenoldgico, pretenden
resolver problemas relacionados con el disefio de los procesos de cultivo de P. ostreatus. Se ha
propuesto un modelo simplificado basado en balances de masa y energia macroscopicos, considerando
mezcla perfecta en la casa de cultivo, para mejorar el control de la temperatura durante el crecimiento
del hongo Lentinus edodes (Han y col., 2009). En este trabajo se desprecia el calor liberado debido al
metabolismo celular, algo que simplifica demasiado el modelo y no puede generalizarse. De esa
manera no fue necesario estimar la dindmica del crecimiento y la liberacién de calor metabdlico. Por lo
tanto, se hizo innecesario modelar la cinética del crecimiento. En un trabajo mas elaborado, se aplica un
modelo en tres dimensiones basado en el célculo de la dindmica de fluidos (CDF) (Giovannozzi y col.,
2002; Han y col., 2009; Sarykaya y Ladisch, 1997). Este trabajo tampoco hace uso directo de la cinética
del crecimiento del hongo y considera que el calor liberado por la biomasa esta relacionado
directamente con la temperatura en el recinto de cultivo.

Las simplificaciones descritas pueden ser debidas a la dificultad de modelar un sistema en el que existe
crecimiento del micelio en fase solida y del cuerpo fructifero de forma aérea. Son bien conocidas las
dificultades para la elaboracién de modelos para los procesos de fermentacién en estado solido

(Nasreen y col., 2008; Yu, Yu y Buswell, 1997).
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1.2.12 Modelos econémicos empleados en el desarrollo de tecnologias

La optimizacién en la soluciéon de un problema surge por la necesidad de minimizar recursos vy
esfuerzos. Los objetivos tipicos para el disefio de procesos incluyen el costo de inversion, el costo de
operacién, el rendimiento de los productos y la ganancia total (Julidn, 2008). Para cuantificar la mejor
solucidn se necesita una funcion objetivo que sirva como un indicador cuantitativo para una solucion
particular.

Un disefio 6ptimo se basa en las mejores 0 mas favorables condiciones del proceso. Generalmente las
condiciones Optimas se reducen a consideraciones de costo-beneficio. De esta manera, un disefio
econoémico optimo puede estar basado en las condiciones para obtener un minimo costo por unidad de
tiempo o un maximo beneficio por unidad de produccion (Peters y Timmerhaus, 1991).

Algunos estudios indican que los modelos basicos de ingenieria econémica mas utilizados son el Flujo
de Caja, Valor Actual Neto y Tasa Interna de Retorno (Izquierdo y col., 2003; Oquendo, 2002).

1.2.13 Métodos de optimizacion aplicados al desarrollo de tecnologias

Para realizar el trabajo de investigacion se hace necesario utilizar los métodos de la experimentacion, el
analisis y sintesis, estadisticos, de modelacion matematica, de optimizacién, de simulacion y
economicos. La necesidad y sobre todo la posibilidad de optimizar se hace patente cuando se procede
a disefar tecnologicamente un proceso (Brizuela, 1987).

La estrategia general de optimizacion por programacion lineal establece una derivada parcial de la
variable dependiente de la que se determina las condiciones dptimas absolutas. Este procedimiento
supone que un maximo absoluto o minimo, se encuentra dentro de los limites de funcionamiento
alcanzables y es restringido a las condiciones relativamente simples en el que las restricciones no son

limitantes.
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Los problemas industriales implican el establecimiento del mejor programa posible para satisfacer las
condiciones existentes en circunstancias Optimas que pueden estar en una condicion de limite o en
lugar de un cierto punto maximo o minimo (Peters y Timmerhaus, 1991).

El enfoque computacional se basa en el principio de optimizacion, que sefiala que una politica dptima
tiene la propiedad de que, no importa el estado inicial y la decision inicial, las restantes decisiones
deben constituir una politica dptima con que cuenta el estado resultante de la primera decision (Peters y
Timmerhaus, 1991).

1.2.14 Aspectos clave en el control del proceso de cultivo de hongos comestibles

En la produccion de hongos por FES, la ingenieria ambiental desarrolla una importante funcién: el
control de la temperatura apropiada, la humedad, aireacién y luz. En las fases de su crecimiento estas
variables deben ser controladas bien manualmente o de forma automatica (Stamets, 2007).

De todos los factores fisicos, la temperatura ha sido la mas ampliamente estudiada en cuanto a su
efecto sobre el crecimiento de los hongos. La sobrevivencia de una especie en la etapa micelial puede
ser establecida por valores méaximos y minimos de temperaturas de las especies, lo cual indica que
existe una temperatura dptima para el crecimiento del hongo, para el caso del P. ostreatus esta se ubica
en los 18 °C. El papel de la temperatura estd relacionado con la actividad enzimatica la cual
generalmente aumenta a medida que lo hace la temperatura, altas y bajas temperaturas pueden causar
la incapacidad de una especie para sintetizar una vitamina necesaria, lo cual provocara interrupcion del
crecimiento del hongo (Chang, 1999). El calor generado por las actividades metabolicas de los hongos
en el proceso FES aumenta la temperatura de la camara de produccion, lo que hace necesario la
evacuacion de dicho calor. De alli la importancia del estudio de la transferencia de calor de la fase

solida a la fase gaseosa.

31



La mayoria de los hongos requieren altos niveles de humedad. Se ha demostrado que en el cultivo del
hongo Lentinula spp. por el proceso FES, se forma agua metabdlica. Al considerar los elementos de
humedad para el cultivo de hongos hay dos consideraciones importantes: el contenido de humedad del
sustrato que se ubica en el 70 % y la humedad relativa de la atmdsfera en la cual crecen las setas entre
80 y 90 %. Los valores dptimos de humedad relativa para el Pleurotus spp. es de 95 a 100 %, permite
un crecimiento maximo con poca pérdida del contenido de humedad del sustrato debido a evaporacion
(Chang, 1999; Garcia, 1998).

Los componentes gaseosos de la atmdsfera de mayor importancia en el cultivo de hongos son el
oxigeno y el diéxido de carbono, el P. ostreatus es un hongo aerébico y se debe tener en cuenta la
transferencia de masa de la fase gaseosa a la fase solida y es importante tener un nivel de oxigeno
adecuado para el crecimiento de los micelios. El crecimiento vegetativo puede aumentar cuando el nivel
de CO. aumenta ligeramente, en la respiracion aerdbica el hongo descompone los carbohidratos del
sustrato hasta convertirlos en CO, y H20, mientras un incremento de la concentracion de CO; por
encima del adecuado inhibe completamente el crecimiento (Stamets, 2007).

El control de la asepsia es otro parametro de gran importancia en la produccion de P. ostreatus, para
prevenir contaminacion del cultivo, ya sea por plagas o enfermedades, la difusién debe prevenirse con
medidas enérgicas de desinfeccion de los locales de cultivo, la desinfeccion de equipos, desinfeccion
del calzado, el cambio de ropa del cultivador, la recogida en bolsa cerrada de los cultivos enfermos, la
colocacién de filtros de aire junto a los ventiladores, la destruccion de los residuos y el tratamiento de
los sustratos gastados con calor (Garcia, 1998).

Los recipientes para el cultivo de hongos son diversos, encontramos bolsas de papel, de plastico,

cajones de madera, botellas de plastico, troncos de madera, entre otros (Steineck, 1987).
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Stamets (2007) reporta estudios de produccién de Pleurotus spp. en columnas de polietileno de 15,24
cm de didmetro, con orificios de 0,95 cm de didmetro y una densidad de 200 orificios/m2. En este
trabajo el autor presenta una nueva biocelda para la produccion de P. ostreatus por FES, basada en
una columna de tubo de policloruro de vinilo de 60 ¢cm de altura y 10,16 cm de didmetro, con
perforaciones de 1,27 cm de didmetro y una densidad de perforaciones igual a 400 orificios/m2. La
densidad de perforacion es el doble de la reportada en la literatura, debido a que se necesita garantizar

que la biocelda no experimente gradientes de temperatura en el proceso de FES.
1.3 Aspectos generales sobre el disefio de procesos

La transformacion de procedimientos exploratorios 0 de investigacion a pequefia escala, en procesos
comerciales a gran escala, es una responsabilidad importante y de reto para el ingeniero quimico. En el
disefio de procesos no existe absolutamente una solucién perfecta, lo que existe generalmente es una
solucion dptima (Ulrich, 1984).

La tarea de disefio de procesos constituye un campo actual de investigacion de la ingenieria quimica,
que debe tener en cuenta el analisis complejo de procesos, el contexto, la viabilidad técnica, la
factibilidad econémica y la compatibilidad ambiental (Pérez y col., 2012).

Los procedimientos para el disefio de procesos han comprendido principalmente las etapas de sintesis,
integracion, analisis y evaluacion. Inicialmente los desarrollos se centraban en la sintesis, la realizacion
de balances de masa y energia, el analisis y la evaluacion (Peters y Timmerhaus, 1991; Rudd, 1968).
En los afios 80 se presentan varios autores, entre los que se destacan Cross, Douglas, Urlich, Scenna,
quienes consideran como etapas la sintesis, el analisis y la evaluacion, empleando diferentes enfoques
para la sintesis. A partir de 1990 y con el surgimiento del disefio integrado, se proponen las etapas de

sintesis e integracion (Pérez y col., 2012).
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El analisis de procesos se refiere a la investigacion de las caracteristicas de cada alternativa generada
mediante la evaluacion de las variables de salida, conociendo las caracteristicas del sistema y las
variables de entrada (Scenna, 1999).

La evaluacion de procesos se refiere al examen del grado de adecuacion entre un conjunto de
informaciones y de criterios apropiados al objetivo fijado con el fin de tomar una decision (De Ketele,
1980). Los bioprocesos son una parte esencial de muchas industrias de alimentos, farmacéutica y
quimica.

Los bioprocesos hacen uso de células de plantas, animales, microorganismos y sus componentes
celulares como las enzimas, para fabricar nuevos productos o destruir residuos (Doran, 1995; McNeil y
Harvey, 2008). El uso de microorganismos para la produccién de alimentos fermentados tiene sus
origenes en la antigliedad. Subsecuentemente entonces, se han desarrollado los bioprocesos para un
alto rango de productos comerciales a partir de materiales relativamente baratos como el alcohol
industrial y los solventes organicos y los quimicos especialmente costosos como los antibidticos,
proteinas terapéuticas y vacunas. Las enzimas de células vivas, de utilidad en la industria de
panificacion y cerveza también son productos comerciales de los bioprocesos (Stanbury y col., 2003).

El desarrollo de tecnologias eficientes para el cultivo de basidiomicetos estd necesitando de la
existencia de informacién cientifica pertinente para la aplicacion de los métodos modernos de la
Ingenieria de Procesos. En la actualidad los procesos eficientes necesitan de procedimientos de disefio
basados principalmente en la modelacion matematica de procesos y de la optimizacion por simulacion
computacional (Garnett, 2011; Mitchell y col., 2006).

1.4 Analisis de prefactibilidad de las tecnologias en desarrollo

La viabilidad de los proyectos de inversion se establece en tres tipos de estudios: disefio preliminar,

disefio de detalle estimado y disefio de detalle final. Un estudio preliminar da una indicacion de éxito
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probable del proyecto y también muestra que es necesario hacer una evaluacion completa de
informacion adicional. A continuacion se presenta una lista de elementos que deben ser considerados
en la elaboracion de un estudio de viabilidad: materias primas (disponibilidad, cantidad, calidad, costo),
termodinamica y cinética de las reacciones quimicas (equilibrio, rendimiento, velocidad, condiciones
Optimas) disponibilidad de equipamiento y facilidades, estimacion de los costos de produccion e
inversion (rentabilidad, rentabilidad probable, rentabilidad &ptima, rentabilidad por kilogramo de
producto, retorno de la inversion) materiales de construccion, consideraciones de seguridad, mercados,
ventas y servicios de ventas, métodos de venta y distribucién, localizacién de la planta, restricciones
legales y situacién de patentes (Peters y Timmerhaus, 1991). El estudio de prefactibilidad también
aborda la valoracién del impacto ambiental del proyecto, ya que el tratamiento de los residuos, puede
generar costos tanto de inversion como de produccion e influir sobre el costo de produccion unitario del
producto principal.

1.5 Estudio del impacto ambiental preliminar

La Legislacion Ambiental Ecuatoriana esta regida por la Ley de Gestion Ambiental y su reglamento
recogido en el Texto Unificado de Legislacion Ambiental Secundaria del Ministerio del Ambiente
(TULSMA). El articulo 19 de la Ley de Gestion Ambiental del Ecuador establece que “las obras publicas,
privadas o mixtas, y los proyectos de inversion publicos o privados que puedan causar impactos
ambientales, seran calificados previamente a su ejecucion, por los organismos descentralizados de
control, conforme al Sistema Unico de Manejo Ambiental (SUMA), cuyo principio rector sera el
precautelatorio”. El Articulo 36 del TULSMA, establece cuatro categorias ambientales para los

proyectos de inversion (Tapia, 2014b):
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Categoria ambiental | (certificado de registro ambiental): dentro de esta categoria se encuentran
catalogados los proyectos, obras o actividades cuyos impactos y riesgos ambientales que son
considerados no significativos. Aplica Guia de Buenas Practicas Ambientales.

Categoria Il (licencia ambiental categoria Il): dentro de esta categoria se encuentran catalogados los
proyectos, obras o actividades cuyos impactos ambientales y/o riesgos son considerados de bajo
impacto. Aplica Ficha Ambiental y Plan de Manejo.

Categoria Ill (licencia ambiental categoria Ill): dentro de esta categoria se encuentran catalogados los
proyectos, obras o actividades cuyos impactos ambientales y/o riesgos son considerados de mediano
impacto. Aplica Estudios de Impacto Ambiental.

Categoria IV (licencia ambiental categoria IV): dentro de esta categoria se encuentran catalogados los
proyectos, obras o actividades cuyos impactos ambientales y/o riesgos son considerados de alto
impacto. Aplica Estudios de Impacto Ambiental.

A continuacion se enumeran cuatro metodologias de evaluacidén de impacto ambiental, utilizadas por
varias instancias reguladoras del medio ambiente en América Latina (Izquierdo y col., 2003).

Matriz de Importancia de Impacto Ambiental (MIIA): se colocan en las filas de un cuadro matriz todos
los factores ambientales que pueden verse afectados por el proyecto y en las columnas de dicho cuadro
matriz, las diferentes acciones o actividades que ejercerian impactos sobre los factores. Se juzgan
cuales acciones afectan a cuales factores. No es necesario que todas las acciones influyan sobre todos
los factores, pero si puede haber acciones que afecten a varios factores a la vez o factores que son
impactados por varias actividades diferentes. Se evalla el impacto correspondiente en cada caso para
cinco elementos de evaluacion que son: intensidad del impacto, extensién del impacto, momento de

influencia del impacto, persistencia del impacto a través del tiempo y reversibilidad del impacto.
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Matriz de Criterios R elevantes Int egrados (MCRI): este método para realizar la identificacion de
impactos de un producto determinado, también utiliza una matriz de trabajo y en cierta medida es
similar al método anterior, con la diferencia de que la calificaciéon de los elementos de importancia de
cada impacto solo puede tomar tres valores: 10, 5 0 2 y se trabaja exclusivamente con los impactos de
tipo negativo o perjudicial para el ambiente. Se califica cada impacto en términos de cinco elementos de
calificacion: intensidad, extension, duracion, reversibilidad y riesgo.

Matriz de Leopold: la Matriz de Leopold fue el primer método que se utilizd para medir el impacto
ambiental de los proyectos. Consiste en una matriz en la cual se colocan las acciones o cambios que el
proyecto puede generar y que se considera que pueden afectar el medio ambiente en las columnas y
las caracteristicas del medio (factores ambientales, humanos, biolégicos y culturales) que pueden ser
alterados en las filas, estableciendo asi relaciones entre acciones del proyecto y los factores del medio.
Dentro de la celda que une cada accion con cada factor del medio se colocan dos numeros en un rango
de 1 a 10. El primer nimero, colocado en la parte superior izquierda, indica la magnitud de cada accién,
en la que 10 corresponde a una alteracién maxima de un factor y 1 a una alteracion minima.

Ficha de Evaluacion Ambiental (FEA): la Ficha de Evaluacion Ambiental (FEA) es un proceso directo
y simplificado para la valoracion del impacto ambiental de proyectos de inversién.

En este trabajo el autor ha seleccionado la FEA como la metodologia adecuada para realizar la
valoracion del impacto ambiental del estudio de prefactibilidad. Para proyectos de categoria | y Il la
legislacion ecuatoriana no requiere de estudios de impacto ambiental y solo requiere de la aplicacién de

la ficha ambiental para emitir el respetivo permiso ambiental (MAE, 2003).
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1.6 Conclusiones del capitulo

1. El crecimiento cada vez mas acelerado de la poblacién mundial, en un contexto poco favorable al
crecimiento de la produccion de alimentos tradicionales, demanda de un mayor aprovechamiento
de los recursos de la biomasa acumulada en los residuos agroindustriales.

2. La produccion de proteinas de hongos comestibles resulta una linea de trabajo con grandes
perspectivas presentes y futuras para los pequefios productores; para aumentar la probabilidad de
éxito en este empefio se necesita intensificar las tecnologias de FES existentes y dotarlas de la
capacidad productiva que se demanda para competir con otras fuentes de alimento para consumo
humano.

3. El cultivo del basidiomiceto Pleurotus spp. cuenta con la posibilidad de usar una gran variedad de
residuos lignoceluldsicos, los que apropiadamente complementados con algunas fuentes de
nitrogeno, fosforo y otros minerales, permitan lograr producciones de biomasa de alta calidad para
la alimentacién humana.

4. Parametros de operacion como el pretratamiento a la materia prima, la humedad del sustrato, la
humedad del aire, su temperatura y contenido de CO., son muy importantes para la productividad
del proceso, mientras que otros como la intensidad de la luz, no hay consenso sobre su accion.

5. En sentido general, la produccion de Pleurotus se realiza en procesos de fermentacion en estado
solido con un alto nivel de empirismo, ya que no se han encontrado referencias de modelos
estequiométricos y cinéticos del crecimiento del cuerpo fructifero, mientras que los modelos de

balances de masa y energia poseen simplificaciones que limitan su aplicacion.
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CAPITULO 2

ESTUDIO EXPERIMENTAL



2 ESTUDIO EXPERIMENTAL

2.1 Experimento 1. Seleccion de cepas del género Pleurotus ostreatus

El objetivo de este experimento es seleccionar la mejor cepa de Pleurotus ostre atus, a través de la
comparacion de sus velocidades especificas de crecimiento lineal, de tal manera que permita realizar el
proceso de fermentacidn en el menor tiempo posible.

211 Materiales y métodos del experimento 1

Cepas: se utilizaron las cepas, ceba-gliie-po-010105 y ceba-gliie-po-010106 de P. ostreatus, aisladas
previamente de la sierra ecuatoriana en la provincia de Imbabura. Estas cepas fueron identificadas en la
Universidad Central de Ecuador (UCE) y depositadas en la coleccidn de cultivos del Centro Ecuatoriano
de Biotecnologia del Ambiente (CEBA).

Medio de cultivo: para la seleccién de la mejor cepa de P. ostreatus, se utilizd un medio rico basado en
agar de extracto de malta (FUNGI PERFECTI®). Su preparacion se hizo siguiendo la técnica descrita
por Stamets (2000, 2007).

Unidad experimental: se usé como unidad experimental una placa Petri de 100 mm de diametro y 15
mm de altura, con un volumen Util de 10 ml.

Factores estudiados: se estudio el factor variedad de cepa de P. ostreatus, con dos niveles: ceba-gliie-
po-010105 (Cepa 1) y ceba-gliie-po-010106 (Cepa 2).

Variables respuesta: se seleccioné la velocidad de crecimiento lineal promedio (ry). La medicion del
crecimiento del micelio se realizé con una cinta métrica directamente sobre la placa Petri previamente

marcada en circulos concéntricos.
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Parametros de operacion: se establecio la temperatura de incubacion en 20 °C.

Disefio experimental y tratamiento estadistico: se seleccion6 un disefio completamente al azar, con
5 réplicas por tratamiento para un total de 10 corridas. El experimento fue realizado en un solo bloque.
Se plantearon las siguientes hipétesis: Nula (Ho): Mcepat= Meepa2 Y alternativa (Ha): Mcepat# Meepa2. Se
realizd un andlisis de varianza y la prueba de diferencia minima significativa (LSD) con el paquete
estadistico STATGRAPHIS®, Centurion XV, version 15.2.05.

Procedimiento experimental: se prepar6 el medio de cultivo diluyendo 50 g de agar extracto de malta
en 1 000 ml de agua destilada. Se esterilizé a 121 °C y 103 421,40 Pa por un tiempo de 15 minutos. El
medio esterilizado se sirvi6 en las placas Petri. Luego se inocul6 con la cepa en el centro de la placa, tal
como se muestra en la figura 1.1 de los anexos. Las placas sembradas se colocaron en la incubadora y
se ajustod la temperatura a 20 °C. Pasados siete dias (168 h) se realizo la medicién de crecimiento lineal
del micelio.

2.1.2 Discusion de los resultados del experimento 1

Comparacion de las medias de ry para las dos cepas: en la tabla 2.1 se muestran los resultados de
la medicién de la velocidad de crecimiento de ambas cepas, segun el orden de ejecuciéon de cada
corrida experimental.

Estos resultados son elevados pues, si se comparan con los reportados por varios autores en diferentes
afios y partes del mundo (Bhatti y col., 2007; Chukwurah y col., 2012; Donini, Bernardi y do-Nascimento,
2006; Donini y col., 2005; Frimpong y col., 2011; Gibriel y col., 1996; Gregori y col., 2008; Hasan y col.,
2010; Marino y col., 2008; Soto y col., 1999), en cepas semejantes, resultan estar por encima de todos.
Estas altas velocidades son debidas, seguramente a que el medio empleado en esos reportes no es tan
rico para el crecimiento como el empleado aqui. No obstante, este experimento revela que estas dos

cepas tienen un buen potencial para su explotacion comercial en cuanto a este indicador.
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Tabla 2.1 Resultados del crecimiento de las cepas en medio rico

Orden de ejecucion Cepa Crecimiento radial (mm) rx (mm/h)

1 2 100 0,595
2 2 97 0,577
3 1 86 0,512
4 1 87 0,518
5 2 98 0,583
6 2 97 0,577
7 1 85 0,506
8 1 86 0,512
9 1 87 0,518
10 2 98 0,583

Analisis de varianza: en la tabla 1.1 de los anexos, se presenta el analisis de varianza realizado a la
variable velocidad de crecimiento celular.

Como el valor-p de la prueba-F es menor que 0,01, existe una diferencia estadisticamente significativa
entre la media de rx de una cepa y de la otra, con un nivel superior al 99,0 % de confianza.

En la tabla 11.2 de los anexos, se ofrecen los resultados de la aplicacion del procedimiento de la
Diferencia Minima Significativa (LSD por sus siglas en inglés). Segun esta tabla se puede afirmar con
un 95 % de confianza que la velocidad de crecimiento de la cepa 2 es estadisticamente superior a la
cepal. De esta manera quedd definido que los futuros experimentos fueran realizados utilizando la

Cepa 2 como candidato para la futura produccién de biomasa proteica.
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2.2 Experimento 2. Analisis del tipo de sustrato y tamafio de particulas

El objetivo de este experimento es seleccionar el mejor sustrato lignoceluldsico y el tamafio de
particulas para la produccion de Pleurotus ostreatus, a través del estudio de la eficiencia biolégica y la
productividad de la biomasa, que permita el maximo aprovechamiento de las materias primas.

2.21 Materiales y métodos del experimento 2

Cepa y preparacion del indculo: se emple6 la cepa ceba-gliie-po-010106, que resulté ser la de mayor
velocidad de crecimiento en medio rico, segun resultados del experimento 1. La preparacion del inoculo
se hizo de igual forma a como se hizo en el experimento anterior.

Medio de cultivo: se usaron tres tipos de residuos lignocelulésicos sin otros suplementos nutritivos.
Los residuos de fréjol del género Phaseolus v ulgaris, cosechados en Ecuador procedentes de la
comunidad afro-ecuatoriana “La Concepcion”, provincia del Carchi. Los residuos de banano del género
Musa paradisiaca, cosechados en Ecuador procedentes de la comunidad de “Getsemani”, provincia de
Imbabura. Los residuos de la cafia de azUcar (bagazo) del género Saccharum officinarum, procedentes
de la empresa Ingenio Azucarero del Norte (IANCEM) de la ciudad de Ibarra, provincia de Imbabura.
Los residuos se trocearon utilizando la maquina picadora PENAGOS PE800 de fabricacion colombiana.
Luego de picados se procedié a secarlos al sol. A las muestras de los residuos secos se les practico un
analisis de humedad residual, con el fin posterior de ajustarla en el medio.

Unidad experimental: se usaron bolsas plésticas de polipropileno de 500 g de capacidad.

Factores e studiados: los factores estudiados fueron, el tipo de sustrato con tres niveles cada uno,
correspondientes a los sustratos antes descritos y el tamario de particula con dos niveles 6 y 9 mm.
Variables respuesta: la bioconversion de la materia seca (BC), la productividad de la biomasa (PEB) y
el costo unitario parcial de la biomasa (CUB). Este costo se calcula sélo para las materias primas,

normalmente este costo representa una alta porcion del costo total de un producto en la industria
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biotecnoldgica y, teniendo en cuenta lo facil de su determinacién en la fase inicial del desarrollo de la
tecnologia, se decidié emplearlo como indicador de eficiencia econdémica de los tratamientos. Estas

variables se calculan con las siguientes ecuaciones:

_ MSHf

BC =2, 1)

PEB =5 (2.2)
ty

CUB = M2 (2.3)
MSH§

Los precios de adquisicion de los residuos estudiados fueron: bagazo de cafia; 150 $/t; residuos de
fréjol; 100 $/t y residuos de banano; 50 $/t. En el caso del bagazo, el precio utilizado es el de venta que
usa el central azucarero IANCEN de la ciudad de Ibarra que lo vende para diversos usos. Los residuos
de banano y de fréjol no tienen precio de venta oficial por lo que se decidi6 asignarles como precio los
gastos de transportacion promedios.

Parametros de operacion: se establecié 20 °C como temperatura de incubacion y 90 % de humedad
relativa. Adicionalmente se controlé el tiempo de aparicion del primordio y el tiempo en el que se debia
hacer la primera cosecha, definido éste por el tamafio que debe alcanzar el cuerpo fructifero para su
comercializacion que debe ser 6 cm como promedio.

Caracterizacion b romatoldgica: luego de realizar la seleccidn del mejor tratamiento se hizo una
caracterizacion de la composicién quimica del residuo empleado como sustrato y de la biomasa
producida. Dentro de los componentes medidos se encuentran: materia seca, cenizas, fibra cruda,
grasa (EE), proteina bruta, calor total, carbono organico total, nitrdgeno total, relacién (C/N), potasio,
hierro total, cobre, manganeso, calcio, cinc, magnesio, sodio, cloro total, fosfatos (PO4), sulfatos (SO4).

Los andlisis se realizaron en la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador Sede Ibarra (PUCESI).
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Todas estas técnicas fueron practicadas segun los procedimientos de la Asociacion de Quimicos
Analiticos Oficiales (AOAC, por sus siglas en inglés) (Helrich, 1990).

Disefio experimental y tratamiento estadistico: se eligid un disefio en bloques completos al azar 3x2,
con tres réplicas por tratamiento, para un total de 18 experimentos. Se aplicé analisis de varianza para
dos variables de clasificacion, asi como la prueba de LSD de Fisher, empleando el paquete estadistico
antes mencionado.

Procedimiento e xperimental: los sustratos colocados en las bolsas se pasteurizaron en un
esterilizador de presion (ALL AMERICAN®), a 103,4 kPa, por un tiempo de 30 min. La inoculacién del
sustrato se realizb con 50 g de indculo, cuando éste alcanzé la temperatura ambiente. El indculo del
hongo fue mezclado homogéneamente con la masa del residuo estéril, ajustdndose su materia seca a
30 %. Las bolsas se colocaron en la cdmara de colonizacién y se ajustaron los parametros de operacion
a una temperatura del aire de 20 °C y humedad relativa de 90 %. Se siguié el desarrollo del crecimiento,
anotando en cada caso el dia en que aparecio el primer brote del cuerpo fructifero (primordio) y el
tiempo en el que se realizd la primera cosecha. La biomasa se pes6 inmediatamente de cosechada y
luego se le determind su materia seca.

2.2.2 Discusion de los resultados del experimento 2

En la figura 2.1 se representan los tiempos de aparicion del primordio y de la primera cosecha para
cada uno de los tratamientos. Estas dos variables, mientras mas pequefias sean, mejor es el
tratamiento, debido a que estan en relacién directa con la productividad del proceso.

En estas mediciones el tamafio de particulas no produjo diferencias significativas, por lo que se decidio
representar solo las medias para la variable tipo de sustrato. Se observa que los mejores resultados se

alcanzan para el bagazo de cafa y el fréjol.
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Figura 2.1 Tiempo de formacién del primordio y de cosecha para cada sustrato

En la tabla 2.2 se muestran los resultados calculados para las variables BC, PEB y CUB en cada uno de
los tratamientos aplicados y en la tabla 11.3 de los anexos, se muestra el anélisis de varianza realizado a
las tres variables respuestas: BC, PEB y CUB. Segun ésta, el tamafio de particula no ejerce ningin
efecto significativo en ninguna de las tres variables en el rango investigado para este factor. En cambio,
la influencia del tipo de sustrato es altamente significativa en todos los casos, con un nivel de
significacion inferior al 5 %.

Los resultados de la prueba de la diferencia minima significativa de Fisher se muestran en la tabla 11.4
de los anexos, en la que se muestran los grupos homogéneos que hacen notar la diferenciacion del
fréjol en todos los casos.

Las diferencias estadisticamente significativas se muestran en la tabla 1.5 de los anexos. En cuanto a la
bioconversion, término que se puede interpretar como indicador de eficacia, se observa en todos los

casos que para el fréjol se logran los mejores resultados, mientras que entre el bagazo y la banana no

son significativas las diferencias.
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Tabla 2.2 Resultados experimentales del estudio de sustratos y tamaiios de particula

. Tipo de Tamaiio BC PEB CuB
" residuo de corte (mm) ¢ MSH/kg MSS g MSH/(kg MSS.dia) $/kg MSH
1 Bagazo 6 10 0,48 7,50
2 Bagazo 6 4 0,19 18,75
3 Bagazo 6 6 0,29 12,50
4  Bagazo 9 13 0,62 5,77
5 Bagazo 9 12 0,57 6,25
6 Bagazo 9 9 0,43 8,33
7 Fréjol 6 16 0,64 3,13
8  Fréjol 6 14 0,56 3,57
9  Fréjol 6 11 0,44 4,55
10 Fréjol 9 11 0,44 4,55
11 Fréjol 9 13 0,52 3,85
12 Fréjol 9 12 0,48 4,17
13 Banana 6 11 0,37 2,27
14 Banana 6 10 0,33 2,50
15 Banana 6 1 0,37 2,27
16 Banana 9 7 0,23 3,57
17 Banana 9 8 0,27 3,13
18 Banana 9 6 0,2 417

En cuanto a la productividad de la biomasa, indicador de eficiencia del aprovechamiento del tiempo v el

espacio, la banana es la que peores resultados muestra, aunque la ligera ventaja del bagazo sobre ésta
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no es significativa. Es el fréjol el sustrato que exhibe los mejores resultados de forma significativa
respecto a la banana, aunque no llega a conseguir igual ventaja sobre el bagazo.

En cuanto al costo de materias primas para la biomasa producida, indicador de eficiencia econdmica, el
resultado es algo diferente pues el bagazo resulta en el ultimo lugar, principalmente debido a su precio
de adquisicion que se diferencia notablemente de los demas sustratos. En cuanto a la banana y al fréjol
las diferencias no son significativas, aunque la banana resulto ligeramente inferior en este indicador.
Discriminando entre las medias de estas tres variables por el método de diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher, es evidente que los residuos del fréjol han dado los mejores resultados y se eligieron
como sustrato a emplear en la tecnologia que se desarrolla para la produccion de biomasa proteica de
la cepa local del basidiomiceto Pleurotus ostreatus. En relacion a los otros dos residuos, los resultados
de su empleo en otro contexto dependeran del precio de ambos pues técnicamente no muestran
grandes diferencias.

2.2.3 Calidad del producto final

En la tabla 2.3 se presentan los resultados del analisis quimico realizado a los residuos de fréjol, la
biomasa fungica obtenida y al sustrato agotado.

Como se observa, se parte de un residuo de fréjol que contiene 1,51 % de proteina, se extrae un
producto “biomasa fungica”, con un contenido proteico de 17,64 % y se genera un subproducto rico en
proteina (sustrato agotado) de 1,77 % de proteina.

El producto final se puede comparar con la calidad proteica del huevo, pescado, pollo, entre otros
(OMS/FAOQ, 2003). La presencia de -glucanos en esta especie, como ha sido reportado, lo hacen aun

més atractivo para la alimentacion humana (Stamets, 2002).
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Tabla 2.3 Composicion del residuo de fréjol, la biomasa de Pleurotus y el sustrato agotado

Parametro Uni dades Residuo Biomasa Sustrato

fréjol Pleurotus agotado

Materia seca % BS 84,87 12,26 51,49
Cenizas % 8,37 10,35 3,31
Fibra cruda % 45,35 34,66 47,27
Grasa (EE) % 0,56 24 1,16
Proteina bruta % 1,51 17,64 1,77
Calor total callg  2393,02 429853 4152,39
Carbdn organico total % 29,08 23,21 31,36
Nitrégeno total % 02416  2,8224  0,2832
Carbono/Nitrégeno (C/N) - 120,36 8,22 110,73
Potasio ppm 268,8 88,5 5,6
Hierro total ppm 0,03 0,22 0,04
Cobre ppm 1,77 0,37 0,14
Manganeso ppm 0,25 0,17 0,12
Calcio ppm 147 25 32
Cinc ppm 30 30 15
Magnesio ppm >5 9.1 58
Sodio ppm 0,29 0,032 0,05
Cloro total ppm 0,02 0,05 0,08
Fosfatos (PO4) ppm 51,58 41,45 7,68

Sulfatos (SO4) ppm 43 72 16




El sustrato agotado esta digerido por la actividad enzimética del hongo que necesariamente debe
haberle aumentado su digestibilidad con lo cual lo hace muy atractivo para la alimentacion animal. La
presencia de residuos del hongo como sus hifas y algunas partes menores del cuerpo fructifero, ricas
en proteinas y aminoacidos, hacen que este residuo sirva de probidtico en el rumen de los animales
rumiantes (Suarez, 2010) todo lo cual debe ser un factor catalizador de la productividad de este tipo de

animales.
2.3 Experimento 3. Formulacion experimental del medio de cultivo

El objetivo de este experimento es formular un medio de cultivo adecuado para la produccion del hongo
Pleurotus ostreatus, a través del enriquecimiento del mismo con sales de sulfato de amonio, sulfato de
magnesio y sustrato agotado, que permita lograr la mejor productividad del proceso.

2.3.1 Materiales y métodos del experimento 3

Cepa y preparacion del indculo: como indculo se utilizdé micelio de la cepa P. ostreatus, ceba-gliie-po-
010106, de la coleccion de cultivos del CEBA. En la figura 1.2 de los anexos, se presenta el micelio
utilizado.

Medio de cultivo: la materia prima que se utilizo fueron los residuos de fréjol del género Phaseolus
vulgaris, cosechados en Ecuador procedentes de la comunidad afro-ecuatoriana “La Concepcion”,
provincia del Carchi, el residuo fue enriquecido con nitrdgeno, magnesio y sustrato agotado de la
produccion del hongo.

Unidad experimental: se establecié como unidad experimental una bolsa de polipropileno de 300 g de
capacidad.

Factores estudiados : normalmente los factores que pueden tener una influencia importante en el
proceso de fermentacion en estado sélido son la humedad, las fuentes de nitrégeno, magnesio, fésforo,

entre otras, pues la fisiologia de la cepa responde mejor a unas que a otras condiciones (Pandey,
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2003). Sin embargo, no se ha reportado el empleo de sustrato agotado en el mismo proceso en templas
anteriores, a manera de reciclaje. Este es un factor interesante pues podria mejorar la calidad del medio
en cuanto a su contenido de fibra parcialmente degradada, asi como por su contenido de vitaminas y
aminoéacidos provenientes de los restos de biomasa del hongo presente luego de realizarse la colecta
final del cuerpo fructifero. En estas condiciones el desarrollo de las hifas y el cuerpo fructifero sera mas
productivo. En resumen, en este experimento se parte de la hipdtesis que el enriquecimiento del residuo
de fréjol con una sal de nitrégeno y otra de magnesio, ayudara a un mejor agotamiento del residuo de
fréjol, al tiempo que este proceso se vera catalizado por la presencia de una cierta cantidad de residuo
parcialmente degradado que facilita el desarrollo de las hifas y por la presencia de probioticos
residuales de la cosecha anterior que no pudieron separarse.

Asi pues, se seleccionaron como factores en estudio: la humedad del medio (Hw), la fuente de nitrégeno
(N), la fuente de magnesio (Mg) y el sustrato agotado. En la tabla 2.4 se exponen estos factores y sus
niveles en estudio.

Tabla 2.4 Factores y niveles estudiados en la formulacion del medio

N° Fact ores en estudio Simbolo Unidad Nivel inferior Nivel superior

1 Humedad del medio Hw % 60 75
2 (NH4)2S0q4 N % BS 0 0,5
3 MgS04.7H20 Mg % BS 0 0,1
4 Sustrato agotado SA % BS 0 20

La humedad es factor clave para el desarrollo microbiano debido a su conexion directa con la actividad
acuosa 0 agua libre en el medio sélido (Mitchell y col., 2006). Es conocido que microorganismos como

las bacterias son extremadamente sensibles a este factor debido a su incapacidad para crecer con baja
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disponibilidad de agua (Pandey, 2003). Segun el andlisis realizado en la bibliografia este factor
normalmente se encuentra reportado en los niveles que aparecen en la tabla 2.4.

Variables respuesta: se selecciond la bioconversion, la productividad de la biomasa y el costo unitario
de la biomasa. Estas variables fueron definidas detalladamente en el experimento 2.

Parametros de operacion: como parametros del proceso se considerd el tipo de residuo, tamafio de
particula, la temperatura y la humedad relativa. En la tabla 2.5 se presentan los valores de los
parametros utilizados para la investigacion experimental.

Disefio experimental y tratamiento estadistico: atendiendo al objetivo del experimento, se selecciono
un disefio experimental factorial 24 con 3 réplicas, que consiste en 48 corridas realizadas en orden
completamente aleatorio. Se realizd un analisis de regresion multiple en el cual se comprobd la
significacion de cada término y el ajuste global del modelo. Con el modelo ajustado se realiz un
acercamiento al éptimo por el método de busqueda directa de ascenso y/o descenso acelerado. Para
este trabajo se utilizé el paquete estadistico STATGRAPHIS®, Centurion XV, version 15.2.05.

Tabla 2.5 Parametros de operacion del proceso de fermentacion en estado sélido

N° Parametros del proceso Simbolo Unidad Valor

1 Tipo de residuo TR - Fréjol
2 Tamafio de particula TP mm 9

3 Temperatura T °C 18-20
4 Humedad relativa Hr % 80-90

Instalacion experimental: la instalacion experimental es una planta piloto de produccién de biomasa

proteica de Pleurotus ostreatus, estructurada en tres secciones:
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Seccion de p reparacion: provista de la maquinaria y equipo adecuada para el almacenaje,
clasificacion y trituracion de la materia prima, asi como la hidratacion, esterilizado y enfriado.

Seccion de transformacion: provista de un sistema automatizado que permite controlar las variables
de flujo de aire, temperatura y humedad.

Seccion de separacion: provista de equipos para el pesado, empacado, embalaje y almacenado a 4°C.
Procedimiento e xperimental: los residuos de fréjol con 15,4 % de humedad fueron picados a un
tamafio de particula de 9 mm y secados hasta peso constante. El sustrato agotado con 35 % de
humedad también fue secado hasta peso constante.

El medio de cultivo se suplementé con sales de sulfato de amonio (NH4).SOs, sulfato de magnesio
MgSQ04.7H20 y sustrato agotado, el mismo que se llend en bolsa de polietileno de 300 g de capacidad y
se ajusto su humedad con agua sin cloro. Las muestras se pasteurizaron en un equipo de esterilizacion
de vapor a 103,4 kPa, durante 30 minutos; la inoculacion del sustrato se realizd mediante un mezclado
homogéneo con el 4 % del micelio del hongo con el sustrato, este proceso fue efectuado en un
ambiente limpio provisto de camara de flujo laminar con filtro HEPA 99,99 % de eficiencia. Las bolsas
se colocaron en una camara de fermentacién para su colonizacion. A los residuos de fréjol, biomasa y
sustrato agotado se les realizaron los analisis bromatoldgicos y de macro y micro elementos, con la
finalidad de analizar su calidad.

2.3.2 Discusion de los resultados del experimento 3

En la tabla 2.6 se presenta la matriz de resultados sobre la formulacion del medio.
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Tabla 2.6 Matriz de resultados sobre la formulacion del medio

N HM N Mg SA BC PEB CUB BC PEB CUB BC PEB CUB

1 60 0 0 20 78333 341 352 80833 352 341 75000 327 3,68
2 60 05 01 20 29167 127 953 25833 113 10,76 25,000 1,09 11,11
3 75 05 01 20 81333 354 328 74667 325 3,58 81333 354 3,28
4 75 0 0 0 40000 1,74 740 45333 197 653 40,000 1,74 740
5 60 05 01 0 50000 218 596 48333 211 6,16 58333 254 511
6 60 0 01 0 58333 254 508 50000 218 593 53333 232 555
7 60 0 O O 50000 218 592 58333 254 507 50,000 218 5,92
8 60 0 01 20 85833 3,74 322 77500 338 35 79,167 345 3,49
9 75 0 01 20 120,000 523 220 116,000 5,05 228 122667 534 2,16
0 75 0 0 20 116,000 5,05 228 122,667 534 215 128,000 558 2,06
1 75 05 0 0 42667 18 7,00 40,000 1,74 746 38667 1,68 7,72
12 60 05 0 20 79167 345 351 77500 338 358 81667 356 3,40
13 75 0 01 0 30667 134 967 26667 116 11,11 36,000 1,57 823
14 75 05 0 20 86,667 3,78 3,08 80000 348 333 90,667 3,95 294
15 60 05 0 0 30,000 131 992 20833 091 1429 25000 1,09 11,90

16 75 05 01 O 40,000 1,74 747 33333 145 897 38667 1,68 7,73

Nota. Las unidades de las variables: HM (%), N (% BS), Mg (% BS), SA (% BS), BC (g MSH/kg MSS),
PEB (g MSH/(kg MSS.dia)), CUB ($ /kg MSH).

En la tabla 11.6 de los anexos, se presenta el anélisis de varianza, se observa que el sustrato agotado
(D), la fuente de nitrogeno (B), la relacién humedad/nitrogeno (AB), la relacion humedad/sustrato

agotado (AD) y la relacion magnesio/sustrato agotado (CD), tienen influencia significativa sobre la
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variable respuesta CUB. Respecto a la complementacion con macronutrientes como nitrogeno y
magnesio, se corrobora lo especificado en la literatura en cuanto a un incremento en la eficiencia
bioldgica (Ertola y col., 1994; Ju, 2007; Ramos, 2000). Respecto al uso del sustrato agotado, no existen
reportes en la literatura.
Modelo empirico:
CUB =-1,85+0,14H,, + 31,73N — 41,76Mg + 0,48SA — 0,43HyN + 0,52H,,Mg

- 0,01H,SA — 3,88NMg + 0,09NSA + 1,29MgSA
En el modelo estadistico empirico, el término SA representa al residuo de fréjol, debido a que el costo
del sustrato agotado (SA) es cero y al disminuir el SA en la formulacion del medio, incrementa la
utilizacion del residuo de fréjol, lo cual incrementa el CUB. En la figura 1.3 de los anexos, se presenta
un diagrama de Pareto para el CUB, el cual corrobora los resultados discutidos anteriormente basados
en el analisis de varianza y el modelo empirico, como se observa, el sustrato agotado tiene la mayor
influencia positiva sobre el menor CUB, debido a que representa un 20 % de materia prima reciclada,
que permite disminuir los costos de produccién.
2.3.3 Experimentos de acercamiento al ptimo
Partiendo del modelo ajustado, el software STATGRAPHICS ha identificado la ruta de descenso
acelerado que permitira identificar si en ese intervalo hay un punto que se acerca al 6ptimo. Se ha
utilizado la variable de costo unitario para calcular esta ruta. En la tabla 2.7 se presenta la matriz de
resultados experimentales.
2.3.4 Discusion de resultados del experimento de acercamiento al 6ptimo
Para el analisis del costo unitario parcial de la biomasa, se utilizaron los siguientes precios de venta:
0,420 $/kg para el sulfato de amonio; 0,350 $/kg para el sulfato de magnesio; 0,10 $/kg para el residuo

de fréjol y 5,0 $/kg para el indculo (Sales y col., 2009).
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Tabla 2.7 Matriz de resultados experimentales de acercamiento al dptimo

CHe N Mg SA BC PEB CUB
" (%) (%BS) (% BS) (% BS) gMSH/kg MSS g MSH/(kg MSS.dia) $/kg MSH
1 675 0250 0050 10,0 100,9 5,0 2.7
2 682 0202 0048 150 107,1 5.4 2,5
3 693 0,161 0043 20,0 1173 5,9 2,3
4 707 0130 0036 250 132,3 6,6 2,1
5 723 0109 0026 300 1213 6,1 2,3
6 742 0097 0015 350 1115 5,6 2,6
1 675 0250 0,050 10,0 102,2 5,1 2,7
2 682 0202 0048 150 105,8 5,3 2,6
3 693 0,161 0043 20,0 1194 6,0 2,3
4 707 0130 0036 250 1344 6,7 2,1
5 723 0,09 0026 300 1213 6,1 23
6 742 0097 0015 350 113,1 57 2,6
1 675 0250 0050 10,0 102,8 5,1 2,6
2 682 0202 0048 150 105,8 5,3 26
3 693 0,161 0043 200 1194 6,0 2,3
4 707 04130 0036 250 135,0 6,8 2,0
5 723 0109 0026 30,0 1205 6,0 2,3

6 742 0,097 0,015 350 108,4 54 2,7




En la figura 2.2 se presenta la relacion de las variables respuestas versus la corrida experimental de
acercamiento al 6ptimo. La corrida experimental 4 se acerca al minimo costo unitario de produccion y la
maxima bioconversion y productividad de la biomasa, de esta manera se encuentra un punto en la
region cercana al 6ptimo cuando el medio se formula de la siguiente manera: 70,7 % de humedad; 0,13
% BS de sulfato de amonio; 0,036 % BS de sulfato de magnesio y 25 % BS de sustrato agotado, bajo
estas condiciones se logra BC = 133,9 g MSH/ kg MSS, PEB = 6,69 g MSH/(kg MSS.dia) y CUB= 2,061
$/kg MSH. Este resultado permite deducir que el crecimiento del hongo es favorecido por el magnesio y
el nitrégeno libres, y también por el sustrato agotado, fuente de proteina y aminoacido que el hongo
puede extraer con mayor facilidad debido a su pre degradacion. Aunque no se ha ubicado una
superficie para sefialar el 6ptimo, se ha logrado encontrar un punto en la region del 6ptimo para el CUB,
estos resultados obtenidos se acercan a valores reportados en la literatura (Amin y col., 2008;

Bermudez y col., 2002; Hasan y col., 2010).
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Figura 2.2 Representacion de la BC, CUB, PEB en funcion de la corrida experimental
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En las tablas I1.7 y 11.8 de los anexos, se presenta la ficha técnica de las sales de nitrégeno y magnesio

utilizadas en la investigacion.
2.4 Experimento 4. Propuesta de una ecuacion estequiométrica

El objetivo de este experimento es desarrollar una ecuacién estequiométrica no estructurada que
describa la actividad celular del Pleurotus ostreatus, a través del desarrollo de las férmulas empiricas
del residuo de fréjol y de la biomasa del hongo, que permita el estudio de los parametros
termodinamicos.

241 Materiales y métodos del experimento 4

Cepa: fue usada la cepa de Pleurotus ostreatus ceba-gliie-po-010606, pertenecientes a la coleccion de
cultivos del CEBA, la cual se conservé en agar-extracto de malta a 4 °C.

Materias primas: para el desarrollo de las formulas empiricas se estudiaron dos materias primas:
residuos de la cosecha de fréjol (Phaseolus vulgaris), y la biomasa de Pleurotus o streatus. Las
muestras del residuo de fréjol, materia prima original, se tomaron en las comunidades productoras de
fréjol de las provincias de Imbabura y Carchi: La Concepcion, Salinas y Ambuqui. En la figura 11.4 de los
anexos, se exhiben muestras de dos de las materias primas enviadas para los analisis.

Procedimiento para el muestreo del residuo de fréjol fresco: para el muestreo del residuo de fréjol y
la biomasa del hongo se siguieron los principios de muestreo expuestos por Oakland (Jiménez, 2013).
En el caso del fréjol, en un periodo total de tres meses se tomaron cada mes tres muestras de 14 kg de
residuos secos de fréjol, previamente secados al sol durante el proceso de cosecha, para un total de
nueve muestras. Cada mes se realizé el siguiente tratamiento: cada muestra fue triturada por separado
hasta un tamafio de 9 mm en un molino de martillo. Luego fueron mezcladas intimamente. Esta mezcla
fue luego extendida sobre el piso en un marco cuadrado de 4 m2. El cuadrado fue dividido luego en

cuatro cuadrantes iguales de 1 m2. De cada cuadrante se procedi6 a tomar un kilogramo de muestra
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para un total de cuatro kilogramos. Posteriormente esta porcion de la muestra fue molida en un molino
manual hasta un tamafio de 1 mm. En estas condiciones se extendié en el piso, en un marco de 1 m2y
se dividi6 en cuatro cuadrantes iguales y se tomaron muestras de 25 g de cada cuadrante, las que se
mezclaron y empacaron en una bolsa de polietileno para ser almacenadas a 4 °C durante el periodo de
muestreo. Este procedimiento se repitié en los tres meses lo que generd tres muestras de 100 g para
cada mes.

Procedimiento para el muestreo de biomasa de Pleurotus ostreatus: el residuo de fréjol recogido
cada mes fue utilizado en la planta de producciéon de hongos Pleurotus ostrea tus del CEBA. La
produccion de esta biomasa fue la colectada durante tres brotes del cuerpo fructifero hasta completar
51 dias, tiempo a partir del cual no se observaba crecimiento significativo. Esta produccion no contd con
la adicion de nutriente alguno al medio de crecimiento. Se tomaron tres muestras de biomasa de 1 kg,
una de cada camara de produccion, por cada mes, durante tres meses, para un total de 9 kg. La
biomasa fungica producida cada mes fue secada en una estufa a 70 °C hasta lograr un peso constante.
Luego esta biomasa fue molida en un molino manual y extendida en una mesa en un marco de 1 m2,
Dicho cuadrado fue subdividido en cuatro cuadrantes iguales de donde se tomaron muestras de 25 g.
Estos 100 g fueron mezclados y almacenados a 4 °C durante el periodo de muestreo. De esta manera,
en este periodo fueron generadas tres muestras de 100 g cada una.

Procedimiento de cultivo de la biomasa por fermentacion en estado sélido: los residuos de fréjol
se trituraron hasta un tamafio de 9 mm y se ajusté su humedad hasta un 70 %. Se llenaron bolsas de
polipropileno con 300 g de sustrato y posteriormente se pasteurizaron en un esterilizador a la presion de
103,4 kPa por un tiempo de 30 min. Cuando el sustrato alcanzé la temperatura ambiente, se realiz6 la
inoculacién con 4 % de indculo. Las muestras se incubaron a temperatura constante, a 20 °C durante 51

dias. Durante el crecimiento de las hifas se mantuvo una humedad relativa promedio de 85 % para
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evitar contaminaciones y luego de aparecer el primordio se subi6 hasta 90 %. Después de aparecer el
primordio a los 15 dias, la recoleccion de la seta se realizaba cuando alcazaba una talla promedio de 8
cm. El experimento se realizé con tres bolsas como réplicas.

Técnica analitica para la composicion elemental: las muestras fueron analizadas en el Centro de
Investigacion de Servicios y Analisis Quimicos (CISAQ) de la Universidad Nacional de Loja, Ecuador.
En el andlisis elemental se utilizé un equipo Perkin Elmer, modelo 2400, serie Il (Vassilev y col., 2012).
Esta técnica proporciona el contenido total de carbono, hidrégeno, nitrdgeno y azufre presentes en un
amplio abanico de muestras de naturaleza organica e inorganica, tanto sélidas como liquidas, usando el
método clasico de Pregl-Dumas (Julidn, 2008; Vassilev y col., 2012).

Calculos para la f ormula empirica de las mat erias primas: mediante la técnica antes descrita se
obtienen datos de los elementos: C, H, Ny S, presentes en el residuo fresco de fréjol y en la biomasa
del cuerpo fructifero. El oxigeno se calcula por diferencia, lo que significa despreciar la presencia no
significativa de otros elementos. Las concentraciones de los elementos en la fase solida se calculan
para la parte organica, luego de haber restado las cenizas presentes en la muestra. Con estos datos se
calculan las proporciones atémicas relativas de cada elemento dividiendo su fraccion masa por la masa
atoémica de cada uno. A partir de estas proporciones atdmicas relativas pueden deducirse las relaciones
atomicas dividiendo cada uno de los valores entre el de carbono, expresando todo por atomo-gramo de
carbono. En este trabajo no se ha incluido al azufre en la férmula empirica de las materias primas, por
estar en proporciones muy pequefias y no ser de interés para los balances estequiométricos.

Propuesta de un mod elo es tequiométrico simplificado: se parte de considerar el crecimiento
aerobio de las células en un mecanismo simplificado que se resume en una ecuacién estequiométrica.

En esta ecuacion, el residuo fresco del fréjol mas nitrogeno en forma de amoniaco y el oxigeno como
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reactantes se transforman en productos debido a la presencia del hongo como biocatalizador. Dentro de
los productos considerados se encuentran: la biomasa de P. ostreatus, el CO. y el agua.

QCHy, 051N,1 + BNH; + Y05 5 CH,50,,N,; + 5C0, + eHy0 (2.4)

La determinacién de los coeficientes estequiométricos parte de un balance por elementos en la

ecuacion 2.4 (Ertola y col., 1994):

C:a=1+§ (2.5)
H: xa + 30 = x5 + 2¢ (2.6)
O:yia+2y=y,+26 +¢ (2.7)
N: zya+ B =z, (2.8)

Como es notable, sélo se dispone de cuatro ecuaciones para cinco incognitas, por lo que se necesita
buscar una ecuacion adicional. Una alternativa a la que se recomienda acudir es al balance de
electrones (Ertola y col., 1994). Para ello se hace necesario calcular el grado de reduccion de las
especies involucradas (A). Este factor se define como el nimero de moles de electrones disponibles por
atomo gramo de carbono a transferir al Oz en la combustion completa de un compuesto hasta CO», H20
y No. Para el carbono el numero de electrones disponibles es 4, para el hidrogeno es 1, -2 para el
oxigeno y -3 para el nitrégeno (Ertola y col., 1994). El signo se asocia a si se entrega o aceptan los
electrones. Segun esto, el grado de reduccion para el CO2, el H20 y el NH3 es cero. Un balance de
electrones en la ecuacion 2.4 conduce a:

A Appa — 4y = Ayy 2.9)

De esta manera, las ecuaciones 2.5 a la 2.9 conforman un sistema de ecuaciones algebraicas lineales
con solucion unica para sus incognitas.

Parametros derivados de la ecuacion este quiométrica: teniendo en cuenta la estequiometria de la

ecuacion 2.4, se pueden definir importantes factores asociados a la produccion de la biomasa del hongo
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tales como: la eficiencia biologica (EB), el coeficiente de respiracion (CR), el consumo especifico

volumétrico de aire (qaire) Y €l calor metabdlico (-AHm):

EB = MMxv A-Arr) 4,43 (2.10)
aMMpp (1-Axy)
MM
Qaire = MM;Z/ YOZ];)Air 2.11)
1)
CR = " (2.12)

El calor liberado en el proceso metabdlico es proporcional a la cantidad de electrones a transferir al
oxigeno en la reaccion. El valor medio deducido de una gran cantidad de reacciones analizadas es Qo=
115,137 kJ/electrones. El calor metabdlico expresado en kJ/kg MSH, se calculd con la ecuacidén que
sigue:

(=AHy) = Qopr 77— (1 — Ax,)1x10° (2.13)

Los resultados que se computen en las ecuaciones 2.10 a la 2.13 dependen de parametros que seran
determinados cuando se hayan calculado los elementos que permanecen incognitos en la ecuacion 2.4
como son las férmulas empiricas del sustrato y la biomasa, asi como los coeficientes estequiométricos.
242 Resultados y discusion del experimento 4

En la tabla 2.8 se muestra el resultado de la composicion elemental y el célculo de las relaciones
atomicas relativas de la biomasa del hongo, partiendo de las mediciones realizadas a las muestras
colectadas.

Los niveles de nitrdgeno de P. ostreatus se situan entre los mas altos reportados para una biomasa
(Parikh y col., 2007), tal como habria de esperarse de una biomasa flngica. Los niveles de carbono, sin
embargo, se revelan bajos si se comparan con una lista de composiciones elementales de cuarenta
materias agricolas reportadas (Cuipinga y col., 2004). Este hecho pudiera explicar la relativamente

elevada relacion atémica calculada para el oxigeno, que es casi el doble de la reportada para muchos
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microorganismos. El contenido de cenizas se sitia dentro de los niveles mas bajos de los reportados
para once especies de hongos comestibles, situandose muy cercano al del P. sajour-caju (5,84 %)
(Sanchez y Royse, 2002).

Tabla 2.8 Composicion elemental base seca de la biomasa de Pleurotus ostreatus

masa PAR" Relaciones atémicas
Elemento Masas atémicas (g/mol)
(% BS) (mollg) (mol/mol-C)
C 36,132 12,011 3,080 1,000
H 5,552 1,008 5,508 1,831
N 11,066 14,007 0,790 0,263
S 0,355 32,065 0,011 0,004
0 40,356 15,999 2,522 0,838

Cenizas 6,540

Total 100,000

"proporciones atémicas relativas

En la tabla 2.9 se muestra el resultado de la composicién elemental y el célculo de las relaciones
atomicas relativas del residuo fresco del fréjol, partiendo de las mediciones realizadas en la muestra
colectada.

La composicion quimica del residuo fresco del fréjol en cuanto a carbono, se situa en niveles bajos si se
compara con una lista de Parikh (2007). Segun estos autores, el contenido de carbono es Unicamente
superior a los valores reportados para la cascara de arroz (40,6 %) y del tallo de algodén (41,3 %). El
contenido de hidrégeno, en cambio, se sitla en la media de los valores reportados por los autores

citados anteriormente, al igual que el contenido de oxigeno.
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Tabla 2.9 Composicion elemental molar del residuo de fréjol fresco

masa PAR Relaciones atomicas
Elemento Masas atémicas (g/mol)
(% BS) (mollg) (mol/mol-C)
C 39,875 12,011 3,464 1,000
H 6,047 1,008 6,261 1,807
N 6,727 14,007 0,501 0,145
S 0,201 32,065 0,007 0,002
0 42,980 15,999 2,543 0,809

Cenizas 4170

Total 100,000

En la tabla 2.10 se recogen los datos de las formulas empiricas de los dos componentes evaluados y
que seran utilizados para la deduccién de la estequiometria del proceso.

La composicion elemental de P. ostreatus, si se compara con la reportada para el Aspergillus niger,
difiere de la reportada en la literatura (CH1720055No.17) (Asaff y col., 2006; Shen y col., 2010;
Stephanopoulos, Aristidou y Nielsen, 1998). La levadura Kluyveromyces marxianus, en cambio, tiene
una composicion reportada mucho mas parecida a esta cepa (CH1,94 Oo,76 No,17). Se conoce en general
que la composicidén elemental no varia mucho para las biomasas mas disimiles (Ertola y col., 1994;
Sinclair, 2001) pero las condiciones de crecimiento, tanto nutricionales como ambientales influyen
también en la existencia de pequefias variaciones (Parikh y col., 2007). Esta composicién situa a la
cepa de Pleurotus ostreatus ceba-gliie-po-010606 con una masa molecular algo por encima de la media

de los microorganismos que se encuentran alrededor de 25 g/mol (Ertola y col., 1994) .
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Tabla 2.10 Férmulas empiricas y masa molecular estimadas

Composicion (% BS) Masa
Producto Formula Molecular
CH N 0 S
(g/mol)
R. fréjol 39,875 6,047 6,727 42980 0,210 CH1810081No15 28,804

P. ostreatus 36,132 5552 11,066 40,356 0,355 CHi,83008sNo2s 30,949

2.4.3 Calculo de los coeficientes estequiométricos

Con la informacién expuesta en la tabla 2.10 la ecuacion estequiométrica y los balances quedan:

X
aCH1‘8100‘81N0'15 + ﬁNH3 + )/02 _l; CH1,8300,84N0,26 + SCOZ + £H20 (2 14)

Ca=1+6 (2.15)
H:1,81a + 38 = 1,83 + 2¢ (2.16)
0:08la+2y=084+25+¢ (2.17)
N:0,15a + B = 0,26 (2.18)

En la tabla 2.11 se presentan los valores del grado de reduccién calculados para el residuo de fréjol y
para la biomasa del cuerpo fructifero del P. ostreatus utilizando los datos de la tabla 2.10. Con esta
informacion se plantea el balance de electrones en la ecuacion (2.19).

A:3,74a — 4y = 3,39 (2.19)

Tabla 2.11 Grado de reduccion calculado para el residuo de fréjol y el P. ostreatus

Componente Formula Empirica A(Electrones/mol de C)
Residuo de fl'éj0| CH1,3100,31N0115 3,7540
P. ostreatus CH1,8300,84No,26 3,3660
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La solucion del sistema de ecuaciones (2.5-2.9) proporciona los coeficientes estequiométricos los que
aparecen en la tabla 2.12.

Tabla 2.12 Coeficientes estequiométricos de la ecuacion empirica

Coeficiente a B Y 5 g

Valor 1,2689 0,0790 0,3494 0,2689 0,3495

Con esta informacién estimada, por primera vez se llega a formular una ecuacién estequiométrica para
la fermentacion en estado sdlido del P. ostreatus en residuos de fréjol. Por simplicidad solo se reportan

dos cifras para los coeficientes estequiométricos:

1,27CHy g1 Ny 1400 73 + 0,08NH; + 0,350, z CHyg3Ng 260071 + 0,27C0, + 0,35H,0
(2. 20)

244 Parametros estimados con la ecuacion estequiométrica

Eficiencia bioldgica tedrica: teniendo en cuenta el contenido de cenizas y de agua del residuo del
fréjol, asi como para la biomasa de P. o streatus, se estima que la eficiencia biologica que ha de
esperarse de este sistema es de 867,49 g MSH/kg MSS. Este resultado es interesante pues sirve como
paradigma de eficiencia a lograr para unas condiciones de sustrato y cepa especificos. Varios autores
han optimizado el medio de crecimiento de distintas especies de P. ostreatus (McNeil y Harvey, 2008;
Panjabrao y col., 2007; Pavlov, Romankov y Noskov, 1981; Peters y Timmerhaus, 1991; Pineda, 2013;
Sinclair, 2001). La eficiencia maxima reportada es de 357,9 g MSH/kg MSS. Siendo asi, se nota que
estos niveles aun podrian mejorarse pues apenas representan un 42 % del tedrico estimado en este
trabajo. La eficiencia biolégica depende del balance nutricional conseguido y algunos aspectos
ambientales como la capacidad de retencion de agua del sustrato, la aireacion y la humedad relativa en

diferentes etapas del cultivo (Panjabrao y col., 2007).
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Coeficiente de respiracion: segun la definicion de este parametro, el coeficiente alcanza un nivel de
0,77 moles CO2/mol O, que es relativamente bajo respecto al reportado para hongos en crecimiento
aerdbico. Coeficientes de respiracion bajos han sido asociados a una mayor necesidad de energia para
sintetizar el complejo enzimatico necesario para generar azucares mas simples en el crecimiento del
Aspergillus niger sobre residuos de citricos (Dimian y Sorin, 2008a). Otra explicacion puede estar dada
en la retencién de CO2 que ocurre dentro de las bolsas de crecimiento y que pueden hacer modificar
ligeramente el metabolismo del crecimiento del hongo.

Consumo e specifico de aire: el consumo de aire estequiométrico calculado para condiciones de
temperatura y presion normales se estimé en 1,36 mékg MSH. Este indicador demuestra que el
crecimiento del hongo demanda de una cantidad no muy significativa de aire estequiométrico para
producir una tonelada del producto.

Calor metabélico: segun la ecuacion 2.13 y la 2.20 se estima una liberacidn de calor correspondiente a
16 576,47 kJ/kg MSH. En los procesos de fermentacion en estado sélido se libera una cantidad
considerable de energia proveniente de la actividad metabolica (Mitchell y col., 2006). Se reporta que
este parametro rara vez es calculado experimentalmente y que mas se conocen los datos deducidos de
relaciones estequiométricas (Alvarez, Limonta y Diaz, 2003; Dustet y Izquierdo, 2004). En ese trabajo
se reporta para el crecimiento de Aspergillus niger un calor metabélico muy semejante a éste e igual a
16 000 kJ/kg MSH de donde se deduce que la ecuacién estequiométrica ajustada genera valores que

estan en correspondencia con lo reportado para hongos.
2.5 Experimento 5. Estudio cinético del crecimiento microbiano

El objetivo de este experimento es proponer un modelo cinético para el crecimiento del hongo Pleurotus
ostreatus, a través de la determinacién de su velocidad de crecimiento celular en funcién de la

temperatura, que permita establecer con que velocidad se lleva a cabo el proceso de fermentacion.
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2,51 Materiales y métodos del experimento 5

Cepa e in 6culo: como indculo se utilizd micelio de la cepa ceba-glie-po-010106 de hongo Pleurotus
ostreatus de origen ecuatoriano, anteriormente seleccionada.

Medio de cultivo: se emple6 el medio de cultivo formulado en el experimento tres.

Unidad experimental: se establecié como unidad experimental una bolsa de 300 g.

Los factores estudiados: se seleccionaron el tiempo y la temperatura como factores independientes.
Los factores y niveles de estudio seleccionados se presentan en la tabla 2.13.

Tabla 2.13 Factores de estudio del experimento de cinética

N°  Factores Simb olo Unidad Nive les
1 Temperatura T °C 10 15 20 25 30
2 Tiempo G dias 0 19 27 35 43 51

Variables respuesta: se selecciond la bioconversidn, como la variable respuesta para representar la
dinamica de la produccién de biomasa del hongo.

Parametros de operacion: se considerd el medio de cultivo anteriormente disefiado.

Disefo e xperimental y tratamient o estadistico: se utilizd el programa STATGRAPHICS Cent urium
ver. 15.2.06 (2007). Se aplicé un analisis de varianza multifactorial para comprobar la significacion de
los factores analizados. El ajuste de los parametros del modelo cinético a las diferentes temperaturas se
realizd con el programa SB Model Maker version 2.0 c.

Procedimiento experimental: los residuos de fréjol se trituraron hasta un tamafio de 9 mm. Las sales
nutrientes se diluyeron en agua destilada y se mezclaron con los sélidos hasta un 70 % de humedad.

Se llenaron bolsas de polipropileno con 300 g de sustrato y posteriormente se pasteurizaron en un
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esterilizador a la presién de 103,4 kPa por un tiempo de 30 min. Cuando el sustrato alcanzo la
temperatura ambiente, se realiz6 la inoculacion con 4 % BS de indculo.

Las muestras se incubaron a temperatura constante en una incubadora y se realizé la extraccion de
bolsas con la biomasa a intervalos de tiempo 0, 19, 27, 35, 43, 51 dias. En estas muestras extraidas se
controlaba la masa del cuerpo fructifero formada. Se investigaron cinco niveles de temperaturas entre
10y 30 °C, a intervalos de cinco grados. El experimento se realiz6 con tres réplicas, por tratamiento.
Crecimiento de la biomasa del cuerpo fructifero: el aumento de la concentracion de biomasa del
cuerpo fructifero fue considerado por unidad de masa seca inicial de sustrato (g MSH/kg MSS). Cada
vez que se colectaba biomasa, ésta se sumaba a la colectada antes, o sea, de forma acumulativa. Para
conseguir esto se situaron bolsas triples para ser colectadas en cada uno de los tiempos antes
indicados, por lo que el resultado es la media de la pesada de las réplicas.

Modelo cinético: se ajustd el modelo logistico, tipico de la fermentacion con sustrato insoluble (Yu 'y

col., 1997), para describir la dinamica de la poblacion:

Xy = tmax (1= 1) (2.21)

Xmax

La dependencia de las constantes cinéticas con la temperatura se hizo con un polinomio de orden dos.
2.5.2 Discusion de los resultados del experimento 5

En la tabla 2.14 se muestran los resultados de la dinamica del crecimiento del cuerpo fructifero de
Pleurotus ostreatus a las diferentes temperaturas investigadas experimentalmente.

Como es de notar, en el intervalo de temperaturas analizado, este factor ofrece poca influencia sobre el
crecimiento celular. Sélo a 10 y 30 °C se notan algunas diferencias. Para comparar si existen
diferencias significativas entre los efectos provocados por los dos factores tiempo y temperatura, se

realiz6 un analisis de varianza cuyos resultados se muestran en la tabla 11.9 de los anexos.
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Tabla 2.14 Crecimiento de P. ostreatus Xv (g MSH/kg MSS) a diferentes temperaturas

Tiempo Temperatura (°C)

dia 101 5 20 25 30
0 1,73 1,73 1,73 1,73 1,73
19 46,99 47,96 52,77 43,62 37,36
27 78,53 76,84 83,10 71,07 63,84
35 94,42 91,77 99,96 84,55 75,40
43 105,97 102,36 110,07 94,18 84,07
51 112,23 110,07 116,81 100,44 88,88

Este resultado indica que ambos factores producen un efecto significativo sobre la variable respuesta.
De acuerdo al valor calculado del estadigrafo F, todo indica que el tiempo influye mas que la
temperatura. El andlisis de diferencias minimas significativas realizado para el tiempo, mostré que todos
los niveles tienen diferencias entre si, 0 sea, no hay grupos homogéneos compuestos.

En el caso de la temperatura los resultados indicaron dos grupos homogéneos, tal como se muestra en
la tabla 11.10 de los anexos. Para el nivel 30 °C se observa que los resultados son significativamente
inferiores.

Este comportamiento de poca sensibilidad a la temperatura no es tipico entre entidades vivas como los
microorganismos que presentan una sensibilidad significativa (Suarez y Nieto, 2012). Este
comportamiento en el cuerpo fructifero de esta cepa local puede estar dado por una adaptacién al
medio natural ecuatoriano de la Sierra del norte en el que es normal que las temperaturas oscilen en

ese rango con una media anual de 18,15 °C.
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Los parametros ajustados al modelo cinético logistico aparecen tabulados en la tabla 2.15 con su
tratamiento estadistico correspondiente. Esta tabla muestra los resultados para cada una de las
temperaturas investigadas. Segun se aprecia el ajuste conseguido es bueno y la diferencia observada
para la temperatura de 30 °C se nota en sus parametros que son inferiores a los del resto de las
temperaturas.

Tabla 2.15 Crecimiento a diferentes temperaturas usando Model Maker

Error en Xmax

T Mmax  Error en pmax Xmax
RZF p
(°C) (dia) (diat) g MSH/kg MSS
g MSH/kg MSS

10  0,1933 3,386E-03 107,1268 1,4880 0,9800 387,88 <0.001
15 0,1953 3,720E-03 103,9730 1,5340 0,9861 284,355 <0.001
20 10,2018 2,760E-03 110,9700 1,1554 0,9877 320,95 <0.001
25 0,1915 3,720E-03 95,6475 1,4283 0,9894 373,198 <0.001
30 10,1846 3,870E-03 85,6200 1,3850 0,9934 601,23 <0.001

Los valores reportados para el modelo logistico usando el diametro de la colonia como variable que
mide el crecimiento de las hifas son superiores a los obtenidos en este trabajo (Ruhul y col., 2008;
Sarykaya y Ladisch, 1997). Estos valores oscilan entre 0,27 dia' y 0,86 dia!, en dependencia del
tamafio de particula, datos estos que aunque, indirectamente relacionados, ofrecen un marco inicial de
referencia.

La dependencia de los parametros cinéticos con la temperatura se recoge en la figura 2.3. El ajuste
polinomial consigue una buena correspondencia entre datos estimados y determinados

experimentalmente.
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Figura 2.3 Dependencia de los parametros cinéticos con la temperatura
2.6 Experimento 6. Densidad de empaque y distribucion de bioceldas

El objetivo de este experimento es determinar la mejor distribucion geométrica de las bioceldas y la
densidad de empaque dentro del biorreactor, a través del estudio de la productividad de la biomasa, que
permita el maximo aprovechamiento del espacio fisico del biorreactor.

2.6.1 Materiales y métodos del experimento 6

Para realizar este experimento se procedid con el disefio y construccion del biorreactor experimental, el
cual se detalla en el anexo I1.1.

Cepa e in 6culo: como indculo se utilizdé micelio de la cepa ceba-gliie-po-010106 del hongo Pleurotus
ostreatus de origen ecuatoriano, anteriormente descrita, y preparado de igual forma que en el
experimento anterior.

Medio de cultivo: se empleo el medio de cultivo formulado en el experimento tres.

Unidad experimental: se establecié como unidad experimental una biocelda cilindrica de 10,16 cm de

didmetro, construida en PVC, con una capacidad de 4 kg de sustrato himedo.
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Factores es tudiados: se seleccionaron la densidad de empaque (De) y la distribucién de bioceldas
dentro del biorreactor (Dbc). Se decidi6é ubicar las bioceldas de tal forma que cada una ocupara entre
0,06 y 0,09 m2, garantizando un espacio vital para el desarrollo del cuerpo fructifero del hongo. Los
factores y niveles de estudio seleccionados se presentan en la tabla 2.16 y en la figura 11.5 de los
anexos, se muestra la distribucion de las bioceldas dentro del biorreactor.

Tabla 2.16 Factores y niveles de estudio experimento densidad y distribucién

N°F actores Simb olo Unidad Niv eles

1 Densidad de empaque De kg MSS/m3 21,7 32,6

2 Distribucion Dbc - cuadrado triangular tresbolillo

Variables respuesta: se establecié como variables respuesta la bioconversion (BC) y la productividad
de la biomasa (PEB).

Parametros de operacion: se definio como parametros de operacion la humedad del medio que fue
seleccionada en el experimento tres en 70,68 %, la humedad relativa en 85 %, la temperatura ambiente
fue seleccionada a partir del estudio cinético en 20 °C y el tiempo de fermentacién de 20 dias.

Disefo experimental y tratamiento estadistico: el disefio y analisis del experimento se realiz6 con el
software estadistico STATGRAPHICS C enturion XV, version 15.2.05. Aunque existe un factor
cuantitativo, se seleccioné un disefio multi-factor categérico. El experimento se realizd con tres réplicas,
con un total de 18 corridas experimentales. El disefio experimental estimara los efectos del factor
numeérico densidad de empaque y el factor categérico distribucion de la biocelda dentro del biorreactor.
Procedimiento experimental: los residuos de fréjol se trituraron hasta un tamafio de 9 mm. Las sales
nutrientes se diluyeron en agua destilada y se mezclaron con los sélidos hasta un 70,68 % de humedad.

El sustrato se pasteurizé en un tanque de hierro de 200 litros de capacidad, que opera a 100 °C y 101,3
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kPa, por un tiempo de dos horas. El sustrato frio se mezclo manualmente con el in6culo en una
proporcion de 10 %.

Se llenaron las bioceldas con cuatro kilos de sustrato inoculado y se carg6 el biorreactor con las
bioceldas, el biorreactor se oper6 durante 20 dias y se procedié a la separacion de la biomasa fungica,
utilizando una cuchilla de acero inoxidable para su corte.

2.6.2 Discusion de los resultados del experimento 6

En la tabla 2.17, se presenta la matriz de resultados obtenidos para las variables BC y PEB para cada
tratamiento realizado.

Analisis de la varianza para la bioconversion

En la tabla I1.11 de los anexos, se presenta el analisis de varianza realizado a la variable bioconversion,
se observa que tanto la densidad de empaque como la distribucién de las bioceldas dentro de la cdmara
de produccion, ejercen un efecto significativo en el rango estudiado para estos factores con un 95,0 %
de nivel de confianza.

En la tabla 112 de los anexos, se presenta la prueba de rangos multiples para la bioconversion
respecto a la densidad de empaque, se observa que existe diferencia significativa, siendo la mejor con
mayor media la densidad de 21,7 kg MSS/m3. Este resultado tiene l6gica desde el punto de vista de que
el Pleurotus podria tener un espacio vital, como en el caso de las plantas (Stamets, 2007).

En la tabla .13 de los anexos, se presenta la prueba de rangos multiples para la bioconversion
respecto a la distribucion de las bioceldas, se observa diferencia significativa entre los tres tipos de
distribucion, siendo la mejor, con mayor media, la distribucién del tipo cuadrado, seguida de la
distribucién tipo triangular. Con la informacién disponible no se puede explicar este resultado y se debe

investigar en el futuro.
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Tabla 2.17 Matriz de resultados: densidad de empaque y distribucion de bioceldas

De BC PEB

N° Dbc
kg MSS/m3 g MSH/kg MSS g MSH/(kgMSS.dia)

1 32,6  Triangular 55,71 2,79
2 21,7 Triangular 89,53 4,48
3 21,7 Triangular 90,72 4,54
4 326  Tresbolilo 50,93 2,55
5 21,7  Cuadrado 99,32 4,97
6 21,7  Cuadrado 100,27 5,01
7 21,7  Tresbolillo 83,56 4,18
8 32,6  Triangular 54,12 2,71
9 32,6 Triangular 53,32 2,67
10 21,7  Cuadrado 101,47 5,07
11 21,7  Triangular 95,5 4,77
12 32,6  Cuadrado 60,48 3,02
13 32,6  Tresbolillo 51,73 2,59
14 32,6  Tresbolillo 47,75 2,39
15 21,7 Tresbolillo 71,62 3,58
16 21,7 Tresbolillo 79,98 4,0
17 32,6  Cuadrado 55,71 2,79

18 32,6  Cuadrado 57,3 2,86




Anélisis de varianza para la productividad de la biomasa (PEB)
En las tablas 11.14, 11.15 y 11.16 de los anexos, se presenta el andlisis estadistico para la variable PEB.

Los resultados son coincidentes con el analisis de la variable bioconversion.
2.7 Experimento 7. Ajuste del modelo matematico del biorreactor

El objetivo de este acapite es realizar el ajuste del modelo fisico del biorreactor de produccion de P.
ostreatus, a través de la practica experimental, que permita comprobar la calidad del ajuste del modelo
y garantizar su aplicacién en el rango estudiado.

2.71 Materiales y métodos del experimento 7

Modelo matematico del biorreactor: El modelo del biorreactor es del tipo macroscdpico, heterogéneo
en estado no estacionario. La formulacion del modelo fisico del biorreactor se presenta en el anexo I1.2.
A continuacion se exponen las ecuaciones del modelo. La enumeracién que aparece a la derecha se
corresponde con el que posee en el anexo.ll.2, para facilitar su analisis.

Balance de masa en la fase gaseosa:

Balance para el diéxido de carbono

) *
% = (faCéo2) — (faCcoz) *+ kco2(Céoz — Cco2)VpPp (I. 1)

Balance de oxigeno

dCo2 — fA(CSZ_COZ) _ yrams(1-Ys) (” 2)
at 0EVE PEVEMx '

Balance de agua

a(y OV * —
A0apa0575) _ (v — Y,)pa + ka(V; — YaVs@pps — 1x10-kep (1 — Yo)mgry (11.3)
Balance de masa en la fase sélida:

Balance de masa del consumo del residuo de fréjol

(—15) = ary (1.4)
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Balance para la biomasa del hongo producida
T = piyX (1. 5)

Balance de agua

dW;;”ﬂ = frxms(;‘YS)MA 1x1073 — k(Y5 — Y))Vs@pps + 1x10 3k (1 — Yo)mgr,
X

(I1.6)
Balance de energia:

Balance de energia en la fase gaseosa

d(mygCpaTa) %
% = pafaCpaTi — pafaCpaTa + hesas(Ts — To)ms + Ayk (Vs — Y)Vp@ppa —

Balance de energia en la fase sdlida

d(msCpsTs) — (—4H;)
dt My

mg(1 — Y1, — hgsasmg(Ts — Ty) — kyhy (V) — Yy)Vp@ppa +

1x103kep(1 = Yo)mgCpy Tary (II. 8)

Indculo: se empled el indeulo utilizado en los experimentos anteriores.

Medio de cultivo: se utilizé el medio de cultivo formulado en el experimento tres.

Unidad experimental: la unidad experimental corresponde a un biorreactor de fermentacion en estado
solido de flujo semicontinuo, en el cual la fase gaseosa es continua y la fase solida discontinua (Julian,
2008; Mitchell y col., 2006; Pandey, 2003). Los detalles de la instalacion se muestran en la figura 11.6 de
los anexos.

Factores estudiados: se establecieron como factores de estudio, el flujo especifico de aire (FEA) en

sus niveles de 2y 8 L /(min.kg MSS) y la temperatura de alimentacion en niveles de 15y 20 °C.

76



Variables respuesta: las variables respuesta fueron la bioconversion, la productividad de la biomasa
(PEB), la dindmica de las temperaturas del aire y del solido en el reactor y de la humedad relativa del
aire.

Parametros de operacion: se establecieron como parametros de operacion la densidad de empaque
(DE) en 21,7 Kg MSS/m3, la distribucion de las bioceldas (DBC) en forma de cuadrado, la humedad del
medio (HM) en 70,68 %, tal como se recomienda de los experimentos anteriores. El tiempo de
fermentacion fue fijado en 20 dias, fecha de la primera cosecha con vistas a disminuir los costos
experimentales.

Disefo experimental y tratamiento estadistico: se selecciond un disefio factorial completo tipo 22 con
tres réplicas por tratamiento, para un total de 12 corridas experimentales, con el fin de realizar estudios
exploratorios. El orden de los experimentos ha sido completamente aleatorio. El disefio y andlisis se
realizd con el software estadistico STATGRAPHICS Centurion XV, version 15.2.05.

Con este disefio se desea comprobar si en el rango investigado, el desempefio del reactor se ve
modificado significativamente. De esta manera se comprobara que el estudio del modelo a ajustar ha
sido realizado en condiciones que afectan significativamente los resultados.

Modelo estequiométricoy ¢ inético: la solucion completa del modelo anteriormente elaborado
requiere del uso del modelo estequiométrico del sistema reaccionante y de la cinética que lo
caracteriza. Para relacionar las variaciones de la concentraciones molares de los diferentes
componentes que intervienen en el crecimiento del hongo, se utiliza el modelo estequiométrico
desarrollado en el experimento 4. En la cinética del crecimiento de la biomasa se usa el modelo
logistico, cuyas constantes y su relacidn con la temperatura fueron determinadas experimentalmente en

el experimento 5.
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Procedimiento experimental: los residuos de fréjol se trituraron hasta un tamafio de 9 mm, luego se
mezclaron con las sales minerales y se ajusté la mezcla, con agua destilada hasta 70,7 % de humedad.
El sustrato se pasteurizd a 100 °C por un tiempo de una hora y luego se enfrié de forma natural por un
tiempo de 24 horas. Luego, el sustrato frio se mezcld con el indculo en una proporcién masica de
indculo/sustrato igual a 0,1. Las bioceldas se llenaron con sustrato inoculado y se procedié a cargar el
biorreactor de acuerdo a la distribucién establecida. Se ajustaron los parametros de operacién del
biorreactor y diariamente se media la temperatura del aire, su humedad relativa y la temperatura en el
interior de las bioceldas. Luego de 20 dias de fermentacion se procedid a la separacion de la biomasa
de P. ostreatus de las bioceldas. El producto final se secd, se empacd en bolsas de polietileno, fue
sellado y almacenado a una temperatura de 4 °C.

Procedimiento para el ajuste del modelo a los datos expe rimentales: esencialmente se realiza el
ajuste del modelo del proceso formado por un sistema de ecuaciones diferenciales y algebraicas. Para
ello se utilizan los datos experimentales dinamicos que se generan en el experimento.

Debido a que el modelo del proceso es un sistema de ecuaciones en el que intervienen multiples
parametros, convertidos ahora en factores independientes para este problema de ajuste y, ademas a
que tiene varias variables dependientes, el ajuste debe ser considerado sobre la base de minimizar la
suma de cuadrados de los residuos de cada una de estas variables dependientes. Asi pues, éste es un
problema de optimizacién multi-objetivo. Si se considera que los errores de ajuste de cada variable
dependiente tienen igual importancia, entonces, el ajuste se realiza minimizando la suma de la suma de
cuadrados de los residuos (SCR) de las tres variables experimentales dinamicas: la temperatura del
aire, la temperatura del sélido y la humedad relativa del aire. Siguiendo la explicacion del manual de

referencia del programa Model Maker (Saucedo, 1990), la funcién objetivo sera en este caso:
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SCR= > G =y’
3 n

2.7.2 Discusion de los resultados del experimento 7

En la Tabla 2.18 se muestran los resultados del célculo de la bioconversion y la productividad del P.

ostreatus en el biorreactor experimental. Estos resultados respecto a la productividad son elevados al

compararse con los reportados en la literatura para cepas semejantes (Stamets, 2000).

Este experimento revela que el control del flujo especifico de aire y la temperatura influyen

positivamente en la productividad del biorreactor experimental.

Tabla 2.18 Resultados de la produccion de P. ostreatus en el biorreactor experimental

NO

Fea

L /(min.kg MSS) (°C) g MSH/ kg MSS g MSH/(kg MSS.dia)

Tae

BC

PEB

10

11

12

8

2

20

20

15

15

15

20

20

15

20

15

20

15

175,48
131,31
114,60
152,80
113,40
167,12
128,92
149,22
173,09
112,21
130,12

146,83

8,77
6,57
5,73
7,64
5,67
8,36
6,45
7,46
8,65
5,61
6,51

7,34
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Comparacion de medias

En la tabla 11.17 de los anexos, se muestra la dinamica de temperatura de la fase sdlida tanto la
experimental como la calculada por el modelo. Un andlisis estadistico de comparacion de medias,
asumiendo varianza constante, calcula un valor-p igual a 0,468197, lo que permite asegurar con 95 %
de confianza que no existe diferencia significativa entre los valores experimentales y los valores
estimados por el modelo.

En la tabla 11.18 de los anexos, se presenta la dinamica de la temperatura de la fase gaseosa dentro del
reactor. Un andlisis de comparacion de medias con o = 0,05, genera un valor-p igual a 0,329698, lo que
permite asegurar con un 95 % de confianza, que no existe diferencia entre las muestras.

En la tabla 11.19 de los anexos, se presenta la dinamica de la humedad dentro del biorreactor. Un
analisis de comparacion de medias con a. = 0,05, genera un valor-p igual a 0,636815, lo que se puede
afirmar con un 95 % de confianza, que no existe diferencia significativa entre las muestras.

El modelo fisico desarrollado para el biorreactor se ajusta perfectamente a los datos experimentales
obtenidos y se corresponde con sus parametros de operacién. En la figura 2.4, se presenta una gréfica

sobre el ajuste del modelo de temperatura de la fase sélida y la fase gaseosa contra el tiempo.
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Figura 2. 4 Ajust e d el mo delo del b iorreactor ala dinamica de

la te mperatura. C ondiciones

experimentales: a) T=15 °C, Fea=2 L/(kg MSS.min); b) T=15 °C, Fea=8 L/(kg MSS.min); c) T=20 °C,

Fea=2 L/(kg MSS.min); d) T=20 °C, Fea=8 L/(kg MSS.min)

En la figura 2.5 se presenta el ajuste del modelo a la dinamica de la humedad relativa en las diferentes

condiciones experimentales. Como se puede observar el modelo se ajusta a los datos experimentales

obtenidos.
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Figura 2. 5 Ajuste del modelo a la dinamica de la humedad relativa en las cuatro condiciones
experimentales: a) T=15 °C, Fea=2 L/(kg MSS.min); b) T=15 °C, Fea=8 L/(kg MSS.min); c) T=20 °C,
Fea=2 L/(kg MSS.min); d) T=20 °C, Fea=8 L/(kg MSS.min)

Constantes del modelo fisico

En la tabla 2.19 se presentan las constantes del modelo fisico del biorreactor. Su coeficiente de

variabilidad es pequefio lo que significa que los valores expuestos se pueden aceptar con confianza

como constantes en el intervalo de estudio.
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Tabla 2.19 Constantes del modelo fisico del biorreactor

kcf hgsas ka Cps
No. kg agua’kg MSH kJ/(h.m2°C) h-1 kJ/(kg.°C)

1 4 0,25 0,0019 2,9608

2 4 0,25 0,0019 2,9608

3 4 0,25 0,0019 2,9608

4 4 0,25 0,0024 2,9608

MEDIA 4,00 0,25 0,00 2,9608
DESV EST 0,00 0,00 0,00 0,00
Cv 0,00 0,00 0,12 0,00

La poca variabilidad de estos parametros puede asociarse a varios factores. Aquellos de naturaleza

termodinamica como kcf y Cps no dependen de las condiciones hidrodinamicas imperantes como

resultado de la geometria del biorreactor y del flujo de aire imperante. Otros factores asociados a los

procesos de transferencia de calor y masa que si son dependientes de la hidrodindmica como hgsas y

ka muestran poca variabilidad también, pero esto puede estar asociado a que no fueron sensibles los

cambios en las variables independientes en el rango estudiado. De esta manera, como no se puede

explicar la dependencia observada, entonces el empleo del modelo del proceso estara limitado a las

condiciones experimentales ensayadas.
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2.8 Conclusiones del capitulo

1.

Se identificd que la cepa ceba-glie-po-010106 tiene mayor velocidad de crecimiento con respecto a
la cepa ceba-glie-po-010105, lo cual permite considerarla como una especie potencial pare el

desarrollo de esta tecnologia.

. De los residuos agroindustriales estudiados, el de fréjol mostré los mejores resultados para la

fermentacion de la cepa de Pleurotus ceba-glie-po-010106, y se determiné que el tamafio de
particula no tiene diferencia significativa en el rango de 6 a 9 mm.

Se establece una formulacion adecuada del medio de cultivo para la cepa de P. ostreatus estudiada,
basada en el residuo de fréjol, enriquecido con sustrato agotado de la produccion, sales de nitrégeno
y magnesio, que permite incrementar la bioconversion.

El modelo estequiométrico desarrollado para la reaccién de fermentacion en estado solido de la cepa
de P. ostr eatus sobre residuos lignocelul6sicos, permitié calcular importantes parametros de
operacion como la eficiencia bioldgica tedrica, el consumo especifico de oxigeno, el coeficiente de

respiracion y el calor metabdlico.

. El modelo cinético desarrollado para la reaccion de fermentacién del P. ostreatus, permite establecer

con precision razonable la dependencia de la velocidad especifica de crecimiento en funcion de la

temperatura.

. Se disefid, construyd y se puso en operacion un biorreactor heterogéneo para la fermentacion en

estado solido P. ostreatus y se propone un modelo fisico del biorreactor, con nivel de descripcion

macroscopico que supera los reportados en la literatura para el cultivo de hongos comestibles.

. Se determind que la mejor bioconversion y productividad de la biomasa se logra con la menor

densidad de empaque igual a 21,7 kg MSS/m?3 y la distribucion de las bioceldas en forma cuadrada.
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CAPITULO 3

EVALUACION DE LA PREFACTIBILIDAD



3 EVALUACION DE LA PREFACTIBILIDAD

El objetivo de este capitulo es evaluar la prefactibilidad de la tecnologia para la produccién de Pleurotus
ostreatus, a través de la optimizacién del proceso de produccion y el analisis de los indicadores
financieros, que permitan el establecimiento de las condiciones 6ptimas del proceso inversionista.

3.1 Materiales y métodos

3.1.1  Metodologia para evaluar la prefactibilidad técnico-econémica
Para evaluar la prefactibilidad se utilizé la metodologia para el disefio de plantas quimicas, basada en el
concepto de minimo costo de produccion unitario y méaxima productividad (Peters y Timmerhaus, 1991),
a continuacion se presentan los pasos a seguir:
1. Definicién preliminar del tamafio de la planta
1.1. Definicién preliminar de la produccién anual de hongo fresco
1.2. Materias primas: cantidad, calidad y costo
2. Propuesta de flujograma de proceso
3. Elaboracién del modelo para la estimacion de los costos
3.1. Modelo para la estimacién del costo del equipamiento tecnolégico
3.2. Modelo para la estimacion de la inversion
3.3. Modelo para la estimacion del costo de produccién anual y del costo unitario
4. Dimensionamiento dptimo de la planta para la capacidad elegida
4.1. Procedimiento para la estimacion inicial de operacion dptima del biorreactor

4.2. Determinacion de las condiciones de disefio para costo minimo
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5. Aplicacion de las técnicas de andlisis de procesos

5.1. Analisis de sensibilidad en el entorno del 6ptimo

5.2. Interpretacion fisica de los resultados de la optimizacion

5.3. Andlisis de la rentabilidad de la tecnologia

9.4. Andlisis de la estructura del costo de produccion

9.5. Analisis del costo de inversidn sobre la base del costo del equipamiento

5.6. Analisis de los indicadores de eficiencia de la inversion

5.7. Anélisis ambiental preliminar
A continuacion se explican en detalle las caracteristicas de cada paso.
3.1.2  Definicion preliminar del tamafio de la planta
La definicion preliminar de la produccién anual de hongo fresco, se realiza teniendo en cuenta las
politicas y estrategias concebidas dentro del Plan Nacional de Desarrollo del Ecuador. Entre las
estrategias se establece el fomento a la produccion para consumo interno mediante el apoyo financiero
y técnico a pequefios y medianos productores, y a las comunidades campesinas (Senplades, 2009). De
esta manera el anélisis se realizara para una capacidad productiva relativamente pequefia.
Respecto a la disponibilidad de la materia prima principal, la metodologia se fundamenta en realizar un
andlisis sobre las estadisticas de produccion de fréjol seco a nivel nacional reportadas en el Censo
Nacional Agropecuario (INEC, 2002). Se consideraron datos experimentales del porciento que
representa el residuo sobre la cosecha y la cantidad que se requiere en la formulacion del medio.
3.1.3 Propuesta de flujograma de proceso
La propuesta de flujograma del proceso se realiza sobre la base de la tecnologia de produccién de P.
ostreatus desarrollada en el CEBA. Para el disefio de la planta se consideran las etapas de preparacion,

transformacién y separacion del producto final (Pineda, Reyes y Ponce, 2006; Stamets, 2000). También
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se tuvieron en cuenta las recomendaciones para la produccién de hongos dados por autores como
Chang y Stamets (1999, 2000).

3.1.4 Elaboracion del modelo para la estimacion de los costos

En el anexo 11.3 se presenta la deduccion del modelo para la estimacion de los costos del equipamiento
tecnoldgico, los costos de produccion y los costos de inversion.

3.1.5 Dimensionamiento 6ptimo de la planta para la capacidad elegida

3.1.5.1 Procedimiento para la estimacion inicial de operacion 6ptima del biorreactor

La metodologia de optimizacién en base al minimo costo de produccidn, exige tener claridad sobre los
niveles optimos cercanos. Debido a que no se tiene una idea clara sobre este 6ptimo, se decidié realizar
un acercamiento al éptimo con la variable productividad utilizando el modelo fisico del proceso. La
productividad se define como la produccion de materia humeda de hongos obtenida en un afio por

unidad de volumen de biorreactor, la cual se calcula por la ecuacion (3.1).

__ MHH
e tVpr

(3.1)

Se utilizé el procedimiento PATTERN SEARCH de MATLAB para resolver la tarea de optimizacion. Este
procedimiento contiene un algoritmo de busqueda directa con la posibilidad de introducir restricciones a
las variables procesadas (Beveridge y Schechter, 1970). Este procedimiento identifica extremos locales
por lo que el proceso de optimizacion se realizé desde diferentes condiciones iniciales de las variables

optimizadas en el intervalo de validez del modelo.

3.1.5.2 Determinacion de las condiciones de disefio para costo minimo
Se estima el numero de biorreactores necesarios por afio, el cual se calcula por la ecuacion (3.2)

dividiendo la produccion anual entre el producto de la productividad y el volumen del biorreactor.

Ny, = —= (3.2)

PrVpr
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El tiempo de produccion disponible anual considerando la necesidad de paradas por mantenimiento y
posibles roturas, se ha tomado como 330 dias/afio.

Las caracteristicas de la produccion de esta tecnologia estan definidas por su naturaleza discontinua.
La produccion anual estara en funcién del nimero de ciclos productivos por afio. Esta cantidad de ciclos

depende del tiempo disponible por afio y del tiempo que demore un ciclo de produccion.

N, = ttL (3.3)

El tiempo de un ciclo incluye las operaciones previstas en su etapa de preparacion, transformacion y
acondicionamiento del producto final. Como el tiempo que demora la operacidn de fermentacion es tan
prolongado, pudiendo llegar hasta 30 dias, entonces los tiempos de las otras operaciones pueden
considerarse despreciables debido a que luego del primer ciclo las operaciones anteriores y posteriores
se pueden realizar en paralelo con ésta. Asi pues se toma como tiempo de un ciclo al tiempo que
demore la fermentacion.

Segun lo planteado hasta aqui el costo anual quedaria:

CP = CP. x N, (3.4)

En la figura Ill.1 de los anexos, se presenta el diagrama heuristico utilizado para la optimizacion del
proceso en base del costo de produccién minimo.

3.1.6  Aplicacion de las técnicas de analisis de procesos

Andlisis de se nsibilidad enelen torno de | 6ptimo: se realizd la simulacion del proceso para
visualizar la influencia de desviaciones de las variables en estudio de su nivel 6ptimo.

Interpretacion fisica d e los resultados de la optimizacion: se explica la légica fisica de los
resultados exponiendo argumentos que la sustenten. Con este paso se busca hallar posibles vias para

perfeccionar la tecnologia en el futuro.
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Analisis de la rentabilidad de la tecnologia: la metodologia para el estudio de la rentabilidad de la
tecnologia se realiza sobre la base del andlisis de las variables econdémicas como son la ganancia, el
costo unitario y el punto de equilibrio (Oquendo, 2002; Pérez, 2012).

Analisis de la estructura del costo de produccion: para este analisis se utiliza la metodologia de
Pareto, que permite identificar los componentes del costo de produccion que tienen influencia
significativa sobre el costo total de produccion (Julian, 2008; Oquendo, 2002).

Andlisis del costo de inversion sobre la base del costo del e quipamiento: al igual que los costos
de produccién se utiliza la metodologia de Pareto, que permite identificar los equipos que tienen
influencia significativa sobre el costo total de inversion (Julian, 2008).

Analisis de los indicadores de eficiencia de la inversion: la metodologia se basa en el anélisis de la
influencia del precio del producto y la tasa de interés sobre la tasa interna de retorno (TIR) y el valor
actual neto (VAN) (Izquierdo y col., 2003; Oquendo, 2002).

Analisis ambiental preliminar: el analisis preliminar del impacto ambiental del proyecto se realiza con
la metodologia desarrollada para proyectos potencialmente financiables por la Corporacion Financiera
Nacional del Ecuador (CFN) (Izquierdo y col., 2003). Esta metodologia se basa en la aplicacién de la
ficha de evaluacion ambiental (FEA) que permite categorizar el proyecto de acuerdo a su valor del
impacto ambiental (VIA) en las siguientes categorias: positivo, neutro, negativo reversible y negativo
irreversible.

3.2 Discusion de los resultados

3.2.1 Definicion preliminar del tamafio de la planta
Se establece una capacidad de produccion de P.o streatus de 12 t/afio. Esta produccion es
relativamente baja, ya que significa ingresar a un mercado con 36,36 kg/dia, cantidad extremamente

pequefia para una ciudad como lIbarra, con mas de 150 000 habitantes. Con un precio de venta de 5
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$/kg, se generan ingresos por 60 000 $/afio, que permitiria generar empleo para un promedio de 12
familias con un ingreso promedio de 5 195,5 $/afio, basado en el salario minimo de 368 $/mes
establecido por la legislacion ecuatoriana.

Respecto a la disponibilidad de la materia prima, la FAO sustenta, segun lo citado por Cifuentes (2010),
que el fréjol (Phaseolus Vulgaris L.) es la leguminosa de grano de consumo humano mas importante del
planeta (Cifuentes, 2010). La produccion mundial del afio 2005 fue de 18 991 954 t, ocupando el octavo
lugar entre las leguminosas sembradas en el mundo. El Ecuador ocupa el lugar 46, con una produccion
de 39 725 t de fréjol. Considerando que aproximadamente el 80 % de la cosecha del fréjol representa
los residuos, significa que se generaron 198 617 t de residuos. Estudios realizados por Cifuentes
(2010), reportan que la produccion de fréjol en la Sierra Norte del Ecuador, es liderada por las
provincias de Imbabura y Carchi, lugar donde se podria construir esta planta. La produccion de fréjol de
estas dos provincias para el afio 2008 fue de 5 710 t, lo que significa que se generaron 22 840 t de
residuos, los cuales estarian disponibles para el proyecto (Cifuentes, 2010).

Considerando que el medio optimizado para la produccién de P. ostreatus, tan solo requiere del 21,92
% (BH) de residuos de fréjol, con los residuos disponibles se podria preparar 104 166 t de medio,
suficiente para producir mucho mas de lo planeado.

3.2.2 Propuesta de flujograma de proceso

En la figura 3.1 se presenta el diagrama de bloques de la planta de produccion, el proceso se realiza de
forma discontinua y de modo general en tres etapas.

Etapa de preparacion: las sales minerales, sulfato de amonio y sulfato de magnesio en forma sélida, y
de grado técnico, son almacenadas en bodega (1). Las sales son transportadas manualmente hasta el

tanque de rehidratacién (5) donde se disuelven con agua potable.
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La materia prima, residuos de fréjol en forma sélida, con una humedad entre 10 y 12 %, es almacenada
en una bodega (2) para garantizar su disponibilidad temporal. El residuo s6lido es transportado hasta el
area de reduccién de tamario (4), con el objetivo de triturar el residuo hasta un tamafio de particula
entre 6 y 9 mm. La materia prima triturada es llevada al tanque de rehidratacion (5), donde se pone en
contacto con la solucion de sales minerales hasta lograr un 70 % de humedad.

La materia prima rehidratada se lleva al tanque de pasteurizacién (6) el cual opera con vapor directo a
presion atmosférica, con el objetivo de desinfectar el sustrato, se pasteuriza a 100 °C por un tiempo de
60 min. Luego de la pasteurizacion el sustrato es enfriado hasta temperatura ambiente en el mismo
tanque de pasteurizacion.

Etapa de transformacion: en esta seccion el equipo principal es el biorreactor aerdbico semicontinuo,
la fase solida es discontinua y su fase gaseosa es continua y de mezcla perfecta (9), donde tiene lugar
la biorreaccion metabdlica del hongo filamentoso P. ostre afus a una temperatura de 20 °C. El
biorreactor esta aislado y provisto de elementos constructivos para el suministro de aire himedo a

través de un sistema de nebulizacién (8) y control de la temperatura.

Sales > 1 Sustrato agotado
_Reciclo__|
i —— Gases
Materi -
i - > 4 > 5 > 6 > 7 > 9 s{ 10— 1
P A \ A A iy F
3 8 &= Aire
M f
Agua Micelio Agua
Energia
1) Almacen sales, 2} Almacen materia prima, 3) Almacén indculo, 4) Reduccion de tamafio, 5) Rehidratacion, 6)
Pasteurizacion, 7) Mezclado, 8) Humidificacion, 9) Fermentacion (FES), 10) empaqus, 11) Almaceén Pleurotus

Figura 3.1 Diagrama de bloques de la planta de produccion de Pleurotus ostreatus
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Etapa de separacion y empaque: el producto generado en el biorreactor (9) se separa manualmente
utilizando una cuchilla de acero inoxidable y es transportado hasta la mesa de empaque (10) el
producto es pesado y empacado en bandejas de poliestireno con un contenido neto de 100 g, de esta
forma el producto empacado es transportado hasta el almacén de producto final (11) que opera a 4 °C.
Cuando el sustrato se ha agotado se procede a la descarga del biorreactor y a las labores de limpieza y
desinfeccion del equipo.

El sustrato agotado es un subproducto del bioproceso propuesto, el 25 % es reincorporado al proceso
de produccion y el resto es utilizado en la alimentacion animal, principalmente de ganado bovino. La
corriente de aire que sale del biorreactor antes de enviarla a la atmésfera es filtrada a través de un filtro
de aire tipo HEPA.

Con vistas a exponer mas claramente los equipos involucrados y su disposicion, en la figura I1l.2 de los
anexos, se muestra el diagrama de flujo de produccién elaborado con el simulador profesional de
procesos SuperPro Design (Intelligen-Inc, 1991).

3.2.3 Dimensionamiento 6ptimo de la planta

3.2.3.1 Estimacion inicial del 6ptimo maximizando la productividad del biorreactor

La optimizacion del sistema se realiza para un mddulo del biorreactor, en la figura 3.2 se presenta la
variacion de la productividad con las variables del proceso (Tae y tf), para dos niveles de flujo especifico
de aire (10 y 20 L/(min.kg MSS). El flujo especifico de aire tiene poca influencia sobre la productividad.
Notese en la figura 3.2 como las dos superficies (A-B) estan bastante proximas, a pesar de que un flujo
es el doble del otro. Si se compara el efecto de esta variable con el de las otras dos se nota que su
efecto es menos notable.

La operacion optima de un modulo de biorreactor logra una Pr = 520 kg MHH/(m3.afio), cuando se
opera en las siguientes condiciones: Fea = 24,844 L/(min.kg MSS); T = 12,75 °C y tf = 27,12 dias. Estos
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datos servirdn de base para iniciar el proceso de optimizacién con el criterio de costo minimo, tarea
mucho mas compleja pues involucra el disefio de la planta, la estimacién de la inversion y del costo de

produccion.

550

500

=
o
o]

=
=1
[=]

e
i

1

Productividad (kg HF/a‘/m3)

a0

40

o]

Tae (°C)
] f (dias)

Figura 3.2 Variacion de la productividad en funcién de Tae y tf: (A) Fea =10 L/(min.kg MSS), (B)

Fea =20 L/(min.kg MSS).

3.2.3.2 Calculo del numero de biorreactores en el punto de maxima productividad
Un biorreactor de 6,88 m3 de capacidad, esta constituido de 16 modulos de biorreactores de 0,430 m3.
La maxima productividad por biorreactor es 3 577,6 kg MHH/(m3-afio), entonces para producir 12 000 kg

MHH/afio, se requieren 3,35 biorreactores.

3.2.3.3 Optimizacion del proceso sobre la base del costo minimo

En la optimizaciéon se plantea como funcién objetivo el costo de produccién unitario, es decir, por
kilogramo de P. ostreatus producido. Este criterio esta en relacion directa con la eficiencia técnico-
economica del proceso y revela los aspectos contradictorios de las variables a optimizar que dan lugar a

la existencia de una solucién de compromiso (Beveridge y Schechter, 1970).
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La ecuacion que define a este costo es la ecuacion (3.5).

cpU =2 (3.5)
PA

Las variables de mayor interés en la operacion del biorreactor son: la temperatura del aire a la entrada,
el tiempo de fermentacion y el flujo especifico de aire. Temperaturas de aire altas incrementan la
temperatura del biorreactor y, por lo tanto, disminuye la velocidad de reaccion. Esto provoca una caida
en la productividad, logrando incrementar el costo de produccion al disminuir la produccién de hongo
fresco.

Por otro lado, temperaturas de alimentaciéon del aire muy bajas disminuyen la temperatura del
biorreactor, lo cual logra disminuir la velocidad de la reaccion. Al igual que en el caso anterior
incrementa el costo de produccion unitario debido al consumo de energia por concepto de enfriamiento
y la caida en la productividad del hongo. El biorreactor no puede trabajar en condiciones isotérmicas, es
imposible aun en un modulo pequefio como el investigado. No obstante la temperatura de alimentacion
del aire si influira en la dinamica de las temperaturas dentro del biorreactor.

En el caso del tiempo de fermentacién, a medida que este tiempo se incrementa, al principio aumenta la
productividad, pero luego la disminuye e incrementa el costo unitario debido al mayor gasto de
facilidades auxiliares y poca produccion de biomasa del hongo.

Respecto al flujo especifico de aire, este parametro no tiene mucha influencia sobre la productividad, sin
embargo, a mayor cantidad de flujo de aire, mayor sera el gasto de energia por concepto de uso del
soplador y mejor control de la dinamica de la temperatura en el biorreactor.

Entonces, existe un cierto valor intermedio de estas variables que minimiza el costo unitario.

Las restricciones que se identifican en estas variables son de orden fisico y estan relacionadas con la
validez del modelo del biorreactor:

Para el flujo de aire: 10 <fea <25
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Para la temperatura (°C): 10 < Tae < 30, y

Para el tiempo de fermentacion (dia): 15 < tf < 55.

En la figura 3.3 se presenta la relacion del costo unitario de produccion en funcion de la temperatura de
entrada del aire y su tiempo de fermentacion. Notese que, en efecto, existe una regién de costo minimo

en el rango de las variables de interés.
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Figura 3.3 Variacion del costo unitario con Tae y tf para dos valores de fae: (A) fae =20 L/(min.kg
MSS). (B) fae=10 L/(min.kg MSS)

Es notable también que, a pesar de presentarse dos superficies para dos flujos especificos de aire, la
diferencia en los costos es pequefia, indicando que esta variable no ofrece gran influencia relativamente
cuando se compara con las otras dos.

En la figura 1ll.3 de los anexos, se puede observar con mayor precision la zona donde se situa el
optimo. El mismo se logra bajo las siguientes condiciones: Fea = 10 L/(kg MSS.min); T = 11,325 °C; tf =

28,34 dias. Bajo estos parametros de operacién se logra una maxima productividad igual a 516,92
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kg/(m3-afio) y un costo de produccion minimo igual a 3,30 $/kg. Si se instala una planta con cinco

biorreactores se logra una produccion de 17 782 kg/afio, y un costo de produccién unitario igual a 2,68

$/kg.

3.2.4 Aplicacion de las herramientas de analisis de proceso

3.2.4.1 Analisis de sensibilidad en el entorno del 6ptimo

En la figura 3.4 se observa claramente que la variable que tiene mayor influencia sobre la funcion

objetivo es el tiempo de fermentacion.

Aunque en la figura 3.4 se observa que el costo disminuye a la izquierda del 6ptimo para el flujo de aire,

este dato no sera considerado debido a que se encuentra fuera del rango de validez del modelo.
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Figura 3.4 Analisis de sensibilidad en la cercania del 6ptimo
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3.2.4.2 Analisis fenomenoldgico de la solucién éptima
En la figura 3.5 se representa una simulacion de las dindmicas de las temperaturas dentro del

biorreactor con la cual se puede explicar por qué la temperatura de alimentacién del aire es tan baja

para conseguir las condiciones dptimas.
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Figura 3.5 Dinamicas de las temperaturas en el biorreactor en funcion de la Tae

La linea horizontal azul discontinua representa las condiciones éptimas para el crecimiento de P.
ostreatus segun su cinética, es decir, segin demanda la fisiologia del hongo. Notese que a medida que
la temperatura del aire en la alimentacion se aleja del valor dptimo, la temperatura promedio en el
biorreactor se aleja considerablemente del dptimo cinético. De esta manera, la velocidad especifica de

crecimiento del hongo es cada vez menor y como consecuencia el costo unitario se incrementa.
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3.2.4.3 Anilisis de la rentabilidad de la tecnologia

En la figura 3.6 se presenta la influencia del tamafio de la planta sobre los indicadores técnico-
econdmicos en las condiciones de operacion optimizadas del biorreactor. Se observa que la produccion
incrementa a medida que incrementa el niumero de biorreactores, con cinco biorreactores se obtiene
una produccion de 17 782 kg/afo. De igual forma se puede apreciar que la ganancia varia en funcion
del numero de biorreactores, por debajo de dos biorreactores se obtienen pérdidas y a partir de los tres

biorreactores se observa ganancias.
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Figura 3.6 Influencia del tamafio de la planta sobre los indicadores té cnico-econémicos en las
condiciones de operacion optimizadas del biorreactor

Respecto al costo unitario, este indicador es méas sensible, se observa que con cinco biorreactores se
logra un costo de produccion unitario igual a 2,68 $/kg. Los costos de inversion incrementan con el
numero de biorreactores. En base a este analisis se decide disefiar la planta con una capacidad de

cinco biorreactores, alejada del punto de equilibrio y con una inversion fija razonable de 35 524,5
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ddlares. Esta inversion es tipica de pequefios productores, es decir que la propuesta tecnoldgica que se
ha elaborado no solo ofrece ganancias sino que, ademas, no requiere de una inversion inicial tan

elevada y, por lo tanto, estara disponible para su introduccién en la practica productiva del Ecuador.

3.2.4.4 Anilisis de la estructura del costo de produccion

En la tabla Ill.1 de los anexos, se presenta el costo de produccion anual y sus componentes. Como se
observa, el costo total de produccion asciende a 47 602,1 $/afio.

Del anélisis de Pareto presentado en la figura l1l.4 de los anexos, se observa que los componentes del
costo de produccion de mayor influencia sobre el costo total son la fuerza de trabajo directa, la materia
prima, las facilidades auxiliares y los costos generales. Sobre la fuerza de trabajo no se puede incidir ya
que su salario esta sujeto a la legislacion ecuatoriana. Existe la posibilidad de buscar materias primas
de més bajo costo. Respecto a las facilidades auxiliares se debe tratar de minimizar el consumo de

energia y aplicar la integracién masica y energética.

3.2.4.5 Analisis del costo de inversion sobre la base del costo del equipamiento

Del andlisis de la figura lIl.5 y la tabla Ill.2 de los anexos, se observa que los equipos de mayor
influencia en el costo de inversion son el biorreactor, la camara de refrigeracion y la mesa de empaque.
Respecto al biorreactor se puede construir este equipo con materiales de menor calidad como el
plastico 0 acero galvanizado. La cdmara de refrigeracion puede disminuir su tamafio si la politica
comercial fuera vender el producto a granel. Las mesas de empaque se podrian construir de un tipo de

acero de menor costo.

3.2.4.6 Resumen del costo de inversion
En la tabla 1.3 de los anexos, se presenta un resumen del costo de inversion por componente, el cual

asciende a 43 458,19 ddlares considerando un capital de trabajo para dos ciclos.
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3.2.4.7 Andlisis de los indicadores de eficiencia de la inversion

En la figura 3.7 se presenta el andlisis de sensibilidad del VAN y el TIR en funcién del precio del
producto y el costo de capital. En ambos casos, los indicadores financieros se ven favorecidos a la
menor tasa de interés y al mayor precio de venta. A un precio de venta menor a 2 $/kg se observa alta
sensibilidad del proyecto al obtener un VAN negativo. A un precio de venta menor a 3,5 $/kg se observa

una TIR inferior al 25 %, lo que permite identificar que existe alta sensibilidad para esas condiciones.
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Figura 3.7 Sensibilidad del VAN y la TIR al precio de venta y a la tasa de interés

Una planta de produccion con cinco biorreactores, produce 17 782 kg/afio, a un precio de venta de 5
$/kg (Burden, 2012), se generan ingresos por 88 910,24 $/afio y sus costos de produccion anual son de
47 602 $/afio, generando ganancias por un valor de 41 308,13 $/afio, lo cual significa que la inversion

total se recuperaria en 1,05 afios.

3.2.4.8 Analisis ambiental preliminar
El analisis ambiental preliminar se realizd considerando la normativa ambiental ecuatoriana vigente,

establecida en la Ley de Gestion ambiental y el Texto Unificado de Legislaciéon Secundaria del
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Ministerio del Ambiente; en la tabla 1.4 de los anexos, se presenta la ficha de evaluacion ambiental del
proyecto. El proyecto obtiene un puntaje de 35 y el valor del impacto ambiental (VIA) se calcula en 38,9
%, esto ubica al proyecto en la categoria ambiental I, dentro de esta categoria se encuentran
catalogados los proyectos o actividades cuyos impactos ambientales negativos, los riesgos, y niveles de

contaminacion generados al medio ambiente, son considerados de bajo impacto (Tapia, 2014a).
3.3 Conclusiones del capitulo

1. EI modelo técnico-econémico desarrollado sugiere la instalacion de una planta con cinco
biorreactores y una capacidad de produccién de 17 782 kg/afio. La misma que logra un CPUpmin
=2,68 $/kg y Prmax= 516,9 kg/(m3.afio), cuando ésta se opera a Tae= 11,32 °C, Fea = 10 L/(kg
MSS.min) y tf = 28,34 dias.

2. Los elementos del costo de produccién que mayor influencia tienen sobre el costo de produccion
total, son la fuerza de trabajo directa, la materia prima, las facilidades auxiliares y gastos generales.

3. El equipamiento tecnolégico que mayor influencia tiene sobre los costos de inversién es el
biorreactor, el equipo de refrigeracion del producto terminado y la mesa de mezclado.

4. El proyecto se clasifica en la categoria ambiental I, lo que significa que es de bajo impacto.

5. El andlisis de los indicadores financieros como la tasa interna de retorno y el valor actual neto,

muestran al proyecto como una oportunidad de inversion.
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CONCLUSIONES

La evaluacion de la prefactibilidad indica que una planta de produccion de Pleurotus ostreatus, con
cinco biorreactores y una capacidad de 17 781,4 kg/afio, genera una ganancia de 41 308 $/afio, el
plazo de recuperacion de la inversion es de 1,05 afios. La propuesta muestra factibilidad técnica,
econémica y ambiental, lo que representa una oportunidad de inversién en el contexto de
desarrollo socio econdmico del Ecuador, con fines de fortalecer la soberania alimentaria del pais.
Las tendencias mas relevantes en el desarrollo de tecnologias para la produccién de biomasa del
hongo Pleurotus spp., se centran en la busqueda de procesos eficientes de fermentacion en estado
solido de los residuos lignoceluldsicos, que implican el uso de cepas genéticamente estables,
pretratamientos y enriquecimiento de las materias prima y la identificacién de pardmetros de
operacion dptimos del proceso.

Se establece que la cepa del hongo Pleurotus os treatusceba-gliie-po-010106 aislada de la
biodiversidad de la Sierra Norte ecuatoriana, constituye un importante recurso para la produccion
industrial de este género, utilizando residuos lignoceluldsicos de la cosecha del fréjol, previamente
enriquecidos con sales de amonio, de magnesio y sustrato agotado del proceso de produccion.

El modelo general del proceso de fermentacién en estado solido de Pleurotus o streatus sobre
residuos lignoceluldsicos, fundamentado en sus modelos estequiométrico, cinético y macroscépico,
representan adecuadamente en el intervalo estudiado, los fendmenos que ocurren en el biorreactor
heterogéneo semicontinuo.

El modelo técnico-econdémico desarrollado permite identificar que a medida que se incrementa el
numero de biorreactores, el costo de produccion unitario del Pleurotus disminuye. Cuando la planta
se opera con cinco biorreactores, Tae = 11,32 °C, tf = 28,3 dias y Fea = 10 L/(kg MSS.min), se
logra un costo de produccién es de 2,68 $/kg.
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RECOMENDACIONES

Identificar los pretratamientos fisicos, quimicos y enzimaticos que se deben realizar a los residuos
lignocelulosicos, de tal manera que se logre mejorar la bioconversion del residuo en biomasa de
Pleurotus.

Realizar el escalado de la tecnologia por modelacion matematica basado en los resultados
experimentales expuestos en este trabajo, que permita el disefio a escala industrial.

Aplicar los resultados de esta investigacion para mejorar la eficiencia de plantas de produccién de
macromicetos de otros géneros.

Dotar a los pequefios productores ecuatorianos de las condiciones necesarias para la transferencia
de la tecnologia, que permita diversificar la produccién y fortalecer la soberania alimentaria del

pais.
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ANEXOS CAPITULO 1

h)

Figura 1.1 Cultivo de Pleurotus ostreatus: (a) en bolsas y, (b) en columnas rellenas'

' Foto: cortesia de Alejandro Pineda Soto, 2012
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Tabla 1.3 Resultados productivos de algunas especies de Pleurotus.

Especie

Tiempo
de
cosecha

(dias)

Eficiencia bioldgica (%)

Referencias

P. ostreatus

P. sajor-caju

P. pulmonarius
P. cornucopiae

P. citrinopileatus

30; 25

25; 32

32

(2,97-32,94); 62,61; (8-
94,39); 104,3; (18-55);
(22,9-139); (14,09-52,97);

(28,09-96,67), 128

61, (32,2-70,2) (25,8-
79,6)
(96,4-99,8)
(14,30-33,50)

65,40

(Amin y col., 2008; Das y Mukherjee, 2007; Garzon
y Cuervo, 2008; Graciano y col., 2009; Martinez y
col., 2000; Pastorini y col., 2009; Ramos, 2007b;
Shrivastava, Thakur, Pal, y col., 2011; Toledo, 2008;
Varnero, 2010)

(Graciano y col., 2009; Kalmis y Sargn, 2004;
Ramos, 2007b)

(Cayetano y Bernabé, 2008)

(Kalmis y Sargn, 2004)

(Zeng y col., 2009)
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ANEXOS CAPITULO 2

Figura 1.2 Micelio de la cepa de Pleurotus ostreatus ceba-gliie-po-0101063

2 Foto: cortesia de Alejandro Pineda Soto, 2009

3 Foto: cortesia de Alejandro Pineda Soto, 2009
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Figura I1.3 Diagrama de Pareto: influencia de los factores sobre CUB en la formulacion

Figura 1.4 a) Residuo de fréjol, (b) P. ostreatus (c) Muestras para analisis elemental‘.

4 Fotos: cortesia de Alejandro Pineda Soto, 2010
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3) b) 0)

Figura IL.5 Distribucion de las bioceldas: a) cuadrado, b) triangular, c) tresbolillo

Figura I1.6 a) Biorreactor experimental, b) Biorreactor con sus ocho bioceldass.

5 Foto: cortesia de Alejandro Pineda Soto



Tabla 1.1 Analisis de varianza realizado a la velocidad de crecimiento celular

Fuente Suma de Cuadrados GL Cuadrado Medio Razén-F Valor-p
Entre grupos 0,0121801 1 0,0121801 307,58  0,0000
Intra grupos 0,0003168 8 0,0000396

Total (Corr.) 0,0124969 9

Tabla I1.2 Pruebas diferencia minima significativa para rx por cepa

CepaRép licas Media  Grupos Homogéneos

1 5 0,514 X

2 5 0,584 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
1-2 * -0,07 0,0108161

* indica una diferencia significativa.
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Tabla 1.3 Analisis de varianza para sustrato y tamaiio de particula sobre la BC, PEB y CUB

Cuadrado
Variable Fuente de variabilidad Suma de Cuadrados  GL Razon-F Valo r-P
Medio
A:Tipo de sustrato 61,4444 2 30,7222 4,24 0,0363
B:Tamafio de particula 0,222222 1 0,222222 0,03 0,8635
BC
Residuos 101,444 14 7,24603
Total (Corregido) 163,111 17
A:Tipo de residuo 0,145678 2 0,0728389 5,33 0,0190
B:Tamafio de particula 0,00045 1 0,00045 0,03 0,8586
PEB
Residuos 0,191433 14 0,0136738
Total (Corregido) 0,337561 17
A:Tipo de residuos 165,346 2 82,6728 9,76 0,0022
B:Tamafrio de particula 9,75347 1 9,75347 1,15 0,3013
CuB
Residuos 118,536 14 8,46688
Total (Corregido) 293,635 17

Nota: todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Tabla 11.4 Aplicacion de la prueba de diferencias minimas significativas a tipo de sustrato

Variable Tipo de sustrato  Casos MediaLS  SigmalS Grupos Homogéneos

Banana 6 8,833 1,0989 X

BC Bagazo 6 9,000 1,0989 X
Fréjol 6 12,833 1,0989 XX

Banana 6 0,295 0,0477 X
PEB Bagazo 6 0,430 0,0477 XX
Fréjol 6 0,513 0,0477 XX

Banana 6 2,985 1,1879 X

CcuB Fréjol 6 3,970 1,1879 X
Bagazo 6 9,850 1,1879 XX

Tabla I1.5 Significacion de las diferencias para un 95 % de confianza.

Variables C ontraste Sig. Diferencia  +/- Limites
Bagazo - Banana 0,1667 3,3333
BC Bagazo - Fréjol * -3,8333 3,3333
Banana - Fréjol * -4,0000 3,3333
Bagazo - Banana 0,1350 0,1448
PEB Bagazo - Fréjol -0,0833 0,1448
Banana - Fréjol * -0,2183 0,1448
Bagazo - Banana ¥ 6,8650 3,6032
CcuB Bagazo - Fréjol * 5,8800 3,6032
Banana - Fréjol -0,9850 3,6032

Nota: * indica una diferencia significativa.
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Tabla 1.6 Analisis de varianza para el CUB formulacion del medio

Fuente Suma de Cuadrados GL  Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:Humedad 0,556852 1 0,556852 1,38 0,2472
B:Nitrégeno 4,05422 1 4,05422 10,08 0,0031
C:Magnesio 0,204102 1 0,204102 0,51 0,4809
D:Sustrato 24,0975 1 24,0975 59,93 0,0000

agotado

AB 3,2085 1 3,2085 7,98 0,0078
AD 2,847 1 2,847 7,08 0,0117
CD 1,924 1 1,924 4,79 0,0355
bloques 0,309217 2 0,154608 0,38 0,6836
Error total 14,073 35 0,402086
Total (corr.) 51,8197 47
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Tabla I1.7 Ficha técnica del sulfato de amonio utilizado en el experimento

Presentacion Soélido cristalino
Formula (NHs)2 SO4
Color Blanco
Densidad aparente (g/L) 825-1080
Nitratos (% en peso como NO3) 1,5 maximo
Nitrégeno (% en peso) 21,0 minimo

Acidez libre como H2SQ4 (% en peso) 0,03 maximo
Agua (% en peso) 0,5 méximo
Contenido de azufre (% en peso) 23,4 minimo
Retenido en malla N° 10 (% en peso) 3,0 méaximo

Pasa la malla N° 50 (% en peso) 25,0 maximo

Fuente: http://www.elcamporadio.com/source/src/prods/sulfatodeamonio.htm

Tabla I1.8 Ficha técnica del sulfato de magnesio agricola utilizado

Presentacion Polvo
Férmula (MgS04).7H.0
Granulometria Malla 80 - 60 %
Solubilidad en agua 100 %
Color Habano gris

Composicion quimica MgO (21,0 %), Azufre (24,0 %), Calcio (0,009)
Familia quimica Fertilizante

Presentaciones Bolsa De Polietileno X 50 kg

Fuente: http://www.elcamporadio.com/source/src/prods/sulfatodeamonio.htm




Tabla 1.9 Analisis de varianza cinética para la biomasa del hongo.

Suma de Cuadrado
Fuente GL Razon-FVal or-P
Cuadrados Medio
A:Tiempo 272291,00 5 54458 1 1530,49 0,0000
B:Temperatura 1035,46 4 258,866 7,28 0,0009
Residuos 71164 20 35,5823
Total (Corregido) 274038,00 29

Tabla .10 Grupos homogéneos para la variable temperatura en la cinética

Grupos
TemperaturaCa sos MedialS Sigmal$S
Homogéneos

30 6 125,35 2,43 X

10 6 135,87 2,43 X
15 6 138,28 2,43 X
25 6 140,93 2,43 X
20 6 141,52 2,43 X
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Tabla I1.11 Analisis de varianza para la bioconversion (BC) respecto a la De y Dbc

Fuente S uma de Cuadrados GL Cuadrado Medio Razén-F Valor-P

Efectos principales

ADe 5902,41 1 5902,41 584,86 0,0000
B:Dbc 668,924 2 334,462 33,14 0,0000
Interacciones

AB 157,94 2 7897 7,83  0,0067
Residuos 121,104 12 10,092

Total (corregido)  6850,38 17

Tabla I1.12 Pruebas de rangos multiples para BC por densidad de empaque (95,0 %)

Densidad de empaque Casos Media LS Sigma LS Grupos homogéneos

32,6 9 54,0789 1,05893 X
21,7 9 90,2956 1,05893 X
Contraste Sig.  Diferencia +/- Limites
21,7-32,6 * 36,2167  3,2629

*indica una diferencia significativa
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Tabla 11.13 Pruebas de rangos multiple para BC por distribuciéon (95,0 %)

Distribucion C

asos Media LS Sigma LS Grupos homogéneos

Tresbolillo 6
Triangular 6
Cuadrado 6
Contraste Sig.

*

Cuadrado - Tresbolillo
Cuadrado - Triangular *

*

Tresbolillo - Triangular

64,2783 1,29692 X
73,17 1,29692 X
79,1133 1,29692 X
Diferencia +/- Limites
14,835  3,99622
594333  3,99622

-8,89167 3,99622

* indica una diferencia significativa

Tabla 1114 Analisis de varianza para PEB (95 %) De y Dbc

Fuente S

uma de Cuadrados GL Cuadrado Medio Razén-F Valor-P

Efectos principales

ADE 14,7968
B:Distribucion 1,67914
AB 0,4009
Residuos 0,303467
Total (corregido) 17,1803

1 14,7968 585,11 0,0000
2 0,839572 33,20  0,0000
2 0,20045 7,93 0,0064

12 0,0252889

17
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Tabla 1115 Pruebas de rangos multiples para PEB por densidad de empaque (95 %)

DE Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
32,6 9 2,70111 0,0530083 X

21,7 9 451444 0,0530083 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
21,7-326 * 1,81333 0,163335

*indica una diferencia significativa

Tabla I1.16 Pruebas de rangos muiltiples para PEB por distribucion (95 %)

Distribucion Ca sos MediaLS SigmalLS Grupos Homogéneos
Tresbolillo 6 3,21167  0,0649216 X

Triangular 6 3,65667  0,0649216 X

Cuadrado 6 3,955 0,0649216 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

Cuadrado - Tresbolillo * 0,743333 0,200044
Cuadrado - Triangular * 0,298333 0,200044

Tresbolillo - Triangular * -0,445 0,200044

* indica una diferencia significativa.
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Tabla 1117 Dinamica de la temperatura (°C) de la fase sdlida

Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 Corrida 4
Experimental Calculada Experimental Calculada Experimental Calculada Experimental Calculada
14,00 15,00 14,00 15,00 19,00 20,00 19,00 20,00
14,00 15,12 14,00 15,12 19,00 20,13 19,00 20,13
14,00 15,27 14,00 15,27 19,00 20,28 19,00 20,28
14,00 15,43 14,00 15,43 19,00 20,45 19,00 20,48
15,00 15,63 15,00 15,63 20,00 20,66 20,00 20,70
16,00 15,86 16,00 15,86 21,00 20,90 21,00 20,97
17,00 16,13 17,00 16,13 22,00 21,17 22,00 21,28
18,00 16,44 18,00 16,44 23,00 21,49 23,00 21,64
18,00 16,79 18,00 16,79 23,00 21,85 23,00 22,04
18,00 17,19 18,00 17,19 23,00 22,26 23,00 22,49
18,00 17,63 18,00 17,63 23,00 22,70 23,00 22,98
18,00 18,10 18,00 18,10 23,00 23,16 23,00 23,50
19,00 18,60 19,00 18,60 24,00 23,65 24,00 24,05
19,00 19,11 19,00 19,11 24,00 24,14 24,00 24,59
19,00 19,62 19,00 19,62 24,00 24,61 24,00 25,11
19,00 20,08 19,00 20,08 24,00 25,04 24,00 25,58
19,00 20,49 19,00 20,49 24,00 25,40 24,00 25,98
20,00 20,82 20,00 20,82 25,00 25,67 25,00 26,29
20,00 21,03 20,00 21,03 25,00 25,84 25,00 26,49
20,00 21,13 20,00 21,13 25,33 25,91 25,33 26,56
17,45 17,77 17,45 17,77 22,47 22,77 22,47 23,06
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Tabla 1118 Dinamica de la temperatura (°C) de la fase gaseosa

Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 Corrida 4
Experimental Calculada Experimental Calculada Experimental Calculada Experimental Calculada
15,00 15,00 15,00 15,00 20,00 20,00 20,00 20,00
15,00 15,06 15,00 15,06 20,00 20,07 20,00 20,07
15,00 15,13 15,00 15,13 20,00 20,14 20,00 20,17
15,00 15,21 15,00 15,21 20,00 20,24 20,00 20,28
16,00 15,31 16,00 15,31 21,00 20,34 21,00 20,41
16,00 15,42 16,00 15,42 21,00 20,47 21,00 20,57
16,00 15,56 16,00 15,56 21,00 20,62 21,00 20,75
17,00 15,71 17,00 15,71 22,00 20,79 22,00 20,95
17,00 15,88 17,00 15,88 22,00 20,98 22,00 21,19
17,00 16,08 17,00 16,08 22,00 21,19 22,00 21,45
17,00 16,30 17,00 16,30 22,00 21,42 22,00 21,74
17,00 16,53 17,00 16,53 22,00 21,67 22,00 22,05
18,00 16,78 18,00 16,78 23,00 21,92 23,67 22,36
18,00 17,04 18,00 17,04 23,00 22,18 24,00 22,68
18,00 17,29 18,00 17,29 23,00 22,43 24,00 22,99
18,00 17,52 18,00 17,52 23,00 22,66 24,00 23,27
18,00 17,72 18,00 17,72 23,00 22,85 24,00 23,50
18,00 17,88 18,00 17,88 23,00 23,00 24,00 23,68
18,00 17,99 18,00 17,99 23,00 23,09 24,00 23,80
18,00 18,04 18,00 18,04 23,00 23,12 24,00 23,85
16,85 16,37 16,85 16,37 21,85 21,46 22,23 21,79
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Tabla 11.19 Dinamica de la humedad de la fase gaseosa dentro del biorreactor

Corrida 1

Corrida 2

Corrida 3

Corrida 4

Experimental Calculada Experimental Calculada Experimental Calculada Experimental Calculada

80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
79,00
79,00
78,00
78,00
77,00

76,00

80,00
80,16
80,30
80,39
80,45
80,47
80,46
80,41
80,31
80,17
79,99
79,76
79,48
79,16
78,81
78,45
78,09
77,76
77,49

77,30

80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
79,00
79,00
77,00
77,00
75,33

75,00

80,00
80,24
80,43
80,57
80,65
80,68
80,66
80,58
80,44
80,24
79,97
79,64
79,24
78,79
78,29
77,77
77,27
76,81
76,42

76,15

80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
78,00
78,00
77,00
77,00
77,00

76,00

80,00
80,20
80,36
80,47
80,52
80,53
80,49
80,39
80,24
80,03
79,77
79,45
79,09
78,69
78,27
77,86
77,49
77,18
76,94

76,80

80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
80,00
77,67
77,00
75,33
73,00
72,33

70,33

80,00
80,49
80,85
81,09
81,21
81,21
81,10
80,88
80,54
80,10
79,54
78,88
78,13
77,33
76,49
75,69
74,95
74,33
73,87

73,58
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Anexo II.1 Disefio y construccion del biorreactor experimental

El objetivo de este acapite es disefiar conceptualmente el biorreactor experimental de fermentacion en

estado sdlido para Pleurotus ostr eatus, con fines de ser utilizado en la investigacion cientifica y

produccion a pequefia escala, que permita la répida introduccion de la tecnologia en la préactica

productiva.

Disefno conceptual del biorreactor

Una de las formas mas tradicionales de producir proteina de macromicetos es la de colocar el sustrato

inoculado dentro de un recipiente que posee perforaciones adecuadas para intercambiar oxigeno y

diéxido de carbono con el aire circundante, asi como, espacio para dar salida al cuerpo fructifero que

crece desde el sustrato solido retenido. Si dicho recipiente es colocado en un ambiente en el que se

puedan mantener bajo control los parametros clave para el crecimiento, como son la temperatura del

aire, la temperatura del sdlido, la humedad relativa, entonces el crecimiento del hongo sera Gptimo.

Siguiendo esta idea, es que se ha concebido el biorreactor para el crecimiento del hongo como una

camara de fermentacién donde se colocan diversos tubos perforados conteniendo la materia prima

necesaria para la produccion de la proteina.

En la figura 1.7 se presenta el diagrama simplificado del biorreactor, su disefio estd concebido de

manera tal que permita realizar la operacion de fermentacion con las siguientes caracteristicas:

operacion adiabatica, aerdbico, de flujo semicontinuo.

Se concibe que el sistema de fermentacion esté constituido por los siguientes componentes:

e Una cadmara de fermentacion del tipo hexaedro irregular, provisto de una tapa frontal hermética para
carga y descarga. En dicha camara se distribuyen las bioceldas cilindricas perforadas que contienen

el sustrato inoculado con el micelio del hongo.
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e Un sistema de humidificacion del aire de entrada al biorreactor, provisto de una torre de
humidificacién, soplador, nebulizador de agua y equipo de calentamiento.

Se define como parametros de operacién: la humedad relativa y las temperaturas de la fase sdlida y la

fase gaseosa. El control de los parametros de operacion se realiza con controles automaticos del tipo

PID, tanto para las temperaturas como para la humedad relativa.

Agua fria (12°C)

Nebulizador Agua caliente (35 °C)

Salida de gases

Flujometro

«———— Espesor

Biocelda

Entrada de aire

Figura 1.7 Diagrama simplificado del biorreactor experimental para P. ostreatus

Construccion del biorreactor experimental

La forma del biorreactor experimental responde a un hexaedro irregular de 1,2x0,6x0,6 metros de largo,
ancho vy alto respectivamente. El biorreactor ocupa una superficie de 0,72 m2y un volumen interno de
0,430 m3. Construido en lamina melaminica impermeable de 1,5 cm de espesor, esta provisto de una
compuerta lateral tipo corrediza, para carga y descarga del mismo. En la figura 1.8, se muestra el
biorreactor experimental construido.

La biocelda de fermentacion se construyé de tubo cilindrico de carbonato de polivinilo de 0,1016 m de
didmetro interno y 0,6 m de altura, a la biocelda se le realizaron 74 perforaciones de 0,0127 m de

diametro, distribuidas de forma cuadrada a una distancia de 0,0508 m.
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El sistema de humidificacion de aire que alimenta al biorreactor esta constituido de un soplador
centrifugo y una columna de humidificacién provista de un micro nebulizador-homogeneizador.
En la figura I1.8 se presenta el biorreactor experimental construido en el CEBA, el mismo, esta provisto
de un sistema de control automatico de temperatura, humedad y flujo de aire, de tal manera que
permita:

e El control de la temperatura, flujo de aire y humedad a la entrada del biorreactor

o El control de los parametros de operacion dentro del biorreactor

e Lamedicion de parametros y la toma de muestras dentro del biorreactor

e Laevaluacion cuantitativa y cualitativa del producto final

e El estudio del rendimiento de los diferentes insumos utilizados en el proceso

e El control continuo de la calidad de la operacion de produccion

Figura I1.8 Biorreactor experimental construido en el CEBA para FES de Pleurotus®

6 Foto: cortesia de Alejandro Pineda Soto, 2010
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Estrategia experimental de desarrollo

Como se ha planteado anteriormente, el objetivo de este trabajo estd encaminado a desarrollar
procesos para pequefias producciones locales dirigidas al productor individual y cooperativo, en un
esfuerzo por impulsar la economia popular y solidaria proveniente del sector micro empresarial, que
estd dentro de las prioridades de la politica del gobierno ecuatoriano actual, plasmadas en su Plan
Nacional de Desarrollo del Buen Vivir (Senplades, 2009).

La estrategia para lograr dicho objetivo es disefiar una tecnologia de produccion de Pleurotus, donde el
biorreactor sea de bajo costo de inversion y su productividad sea la méxima. De tal forma que se
puedan implementar mayores producciones por escalado aditivo modular. En la figura 1.9 se presenta
un biorreactor constituido por 16 mddulos de biorreactores, con un volumen total de 6,88 m3, ocupa un

area superficial de 2,88 m?, estratégicamente alineados, de tal manera que su operacion sea efectiva.

Z Z
4 8
3 7
2 6
1 5

Figura 1.9 Biorreactor de produccion de Pleurotus constituido por 16 médulos
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Anexo Il.2 Formulacién del modelo matematico del biorreactor

El objetivo de este acépite es formular un modelo fisico del biorreactor de produccion de P. ostreatus, a
través de las técnicas de modelacion matematica, que permita predecir su comportamiento dinamico y
la productividad.

Concepcion del experimento

En esta parte se discute la concepcion de un modelo macroscopico heterogéneo para describir la
dindmica del proceso en las fases gaseosa y sdlida. Este modelo fisico se supone, en primera instancia,
que representa adecuadamente al sistema. En este modelo existen constantes caracteristicas que no
son conocidas a priori. En estas condiciones se realiza un experimento en el que se modifican algunas
de las variables de operacién mas importantes del proceso. Si el modelo representa adecuadamente el
comportamiento experimental del proceso en las combinaciones de esas variables, se considera que
contiene los elementos fisicos que realmente estan presentes en el sistema. Para la representacion de
la dinamica se identificaron los parametros desconocidos del modelo. El procedimiento de identificacién
es esencialmente un ajuste de curvas por minimos cuadrados no tradicional, como se explica mas
adelante. Entonces, durante este procedimiento de validacion quedan disponibles las constantes
caracteristicas del modelo para las condiciones experimentales.

Propuesta de un modelo macroscopico heterogéneo

Consideraciones del model o fi sicoy variables de inter és: las variables de interés son la
temperatura, el flujo especifico de aire y el tiempo de fermentacion, las que han demostrado ser de
mayor importancia para este tipo de procesos una vez que se ha fijado el medio de cultivo y el tipo de
biorreactor a emplear (Julian, 2008).

Se parte de las siguientes consideraciones y simplificaciones que son hipétesis de partida, que el

modelo a desarrollar sera capaz de comprobar:
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. Se establece el estudio de un biorreactor semicontinuo, representado por un modelo fisico con nivel
de detalle macroscépico

. La fase gaseosa tiene flujo continuo y el modelo de flujo es de mezcla perfecta

. La fase sdlida no tiene flujo, es estatica y la distribuciéon de temperatura y las concentraciones son
homogéneas en todas las bioceldas, lo que fundamenta en la fuerte aireacion forzada de la fase
gaseosa y que la biocelda esta suficientemente perforada como para permitir la libre circulacion
convectiva del aire que homogeniza estos factores

. Las bioceldas presentes en el biorreactor liberan energia calorifica que es arrastrada a la fase
gaseosa por el flujo convectivo, que es directamente proporcional a la cantidad de masa presente en
la camara de cultivo

. El proceso de bioconversion en el biorreactor es descrito por el modelo estequiométrico y el modelo
cinético desarrollados en el trabajo

. Existiran diferencias de temperaturas entre la fase solida y gaseosa en virtud de las malas
propiedades de transporte de calor de la fase sélida, de esta manera se realizan los balances
macroscopicos en las dos fases, resultando un modelo de proceso tipo heterogéneo

. El mecanismo predominante en la transferencia de calor es el convectivo debido a la existencia de
aireacion forzada y alta porosidad de las bioceldas y a la mala conductividad de la fase solida

. El aire es un gas ideal y que en ambas fases las propiedades termofisicas y termoquimicas como:
Cp y (-AHr) permanecen constantes debido a la poca variacién que experimenta la temperatura en
estos sistemas y su débil dependencia con ésta

. Son despreciables las variaciones que pueda sufrir la masa total de sdlido presente inicialmente

debido a la pérdida de materia seca y agua durante la fermentacién
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10.Las propiedades termofisicas del sdlido correspondiente al medio de cultivo o sustrato y el cuerpo
fructifero son homogéneas y forman una misma fase

Balance de masa en el biorreactor

Balance de masa en la fase gaseosa

El planteamiento de los balances de masa se hara, en todos los casos, considerando los términos

genéricos siguientes:

Velocidad

de Acumulacién
del componente

Generacion
0 consumo
por reacciéon

+ |entrada por

Salida o ]
la interfase

_ [Entrada] _ [ Salida ] T
~ |por flujo por flujo

Balance para el diéxido de carbono: se considera la transferencia del CO2 producido en la fase

solida: y los términos de entrada y salida por flujo, al ser esta fase continua:

d(@pVEC .
= dBt c02) — (faCéoz) — (faCcoz) + kco2(Ceoz — Ceo2)VpPp (I1.9)

Todo el CO; que se genera en la fase sdlida se transfiere a la fase gaseosa debido a la poca presencia
de agua libre en el sistema, la cual se satura rapidamente de este componente durante el inicio del
proceso. Adicionalmente se considera que no existe resistencia difusional significativa a la transferencia
del CO2 en la interface debido a la alta superficie especifica existente en los procesos de fermentacion
en estado sdlido y a la existencia de una fuerte aireacion forzada (Isachenko y Osipova, 1977; Mejia y
Alberto, 2013; Mitchell y col., 2006; Panjabrao y col., 2007). De esta manera se establece que la etapa
quimica en la fase sdlida controla el proceso global y se pueden igualar las velocidades de produccion

del componente con la de transferencia en la interface:

_ Oryms(1-Ys)

kco2(Céoz — Cco2)VePp = Mg (1.10)
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Si se considera que la masa de solido (ms) presente en el biorreactor es constante, entonces ésta se
calcula en funcién del numero de bioceldas presentes y la masa inicial de sdlido que carga cada
biocelda:

Mg = NpcMpe (1.11)

El nimero de celdas por su parte se calcula con la variable de disefio densidad de empaque del
biorreactor, investigada en el experimento anterior, y el volumen total de éste, dividido por la masa que

guarda una celda simple, o sea:

_ _ PEBVB
nge = LI (II. 12)

Sustituyendo la ecuacion (I1.4) en la ecuacion (11.3) se obtiene:

= _PEE_y (1. 13)

ST (a-vs) B
Para no complicar la presentacion de la ecuacién (1I1.1), ésta se dejara en funcion de ms, término que
sera calculado previamente con la ecuacion (11.5). Sustituyendo ecuacion (11.2) en ecuacién (11.1):

Ce —-C —
dCcoz _ fa(Co2=Cco2) | Sms(1 Ys).. (1. 14)
dt ?sVE OgVBMyx

El término de porosidad (¢s) que aparece en la ecuacion (Il.1) estd referido al biorreactor en su
conjunto, o sea, que tiene en cuenta que dentro de éste hay varias columnas ahuecadas, rellenas de un
material poroso en el cual crece el basidiomiceto. Toda esa parte sélida se tiene en cuenta al calcular la
fraccion hueca del biorreactor. A continuaciéon se deducen las ecuaciones que permiten estimar este

término de porosidad:

(1 - @) = Yo (Il 15)
Ve

Sustituyendo los volumenes sdlidos de las celdas y del solido en fermentacion y arreglando resulta:

(1 - 05) = npe Loc1e=09) (Il 16)
B

XXX



Si definimos como volumen total de una celda (Vrc) el referido a la suma de su volumen interno (Vkc),
mas el volumen de la pared solida de la columna (Vsc), entonces:

Vie = Ve + Ve (1.17)

De aqui resulta:

Vse = Vr¢ = Vic (1.18)

Sustituyendo la ecuacion (11.10) en la ecuacion (11.8) y arreglando resulta:

(1= B5) = npe IEHES (1.19)

Si se define como fraccién sélida de cada celda a la fraccién:

1= By = LS (1. 20)

Entonces, sustituyendo la ecuacion (11.12) en la ecuacion (11.11) y arreglando se llega finalmente a:

Pp =1 —ngc(1— Byp) (1. 21)

La ecuacion (11.13) seré usada también en la solucion de la ecuacion (11.6) una vez que se realicen las
operaciones de simulacién con ésta.

Balance de oxigeno: este componente es consumido en la fase sdlida, a donde llega desde la fase
gaseosa, por lo que se considerara que la disminucion de la concentracidn de este componente en esta
fase se puede estimar por el consumo en aquella otra. Al igual que en el caso del CO2 no se considera
que exista una resistencia difusional significativa a la transferencia del O, debido a la alta superficie
especifica de transferencia existente en la fermentacion en estado sélido (Isachenko y Osipova, 1977

Mejia y Albertd, 2013; Mitchell y col., 2006; Panjabrao y col., 2007).

dCoz _ fa(C52=Coz) _ yrams(1-Ys) (Il. 22)
dt PVp OgVeMx .

Balance de agua: en este componente se considera que la fase gaseosa gana agua debido a la

transferencia desde la fase sdlida por la evaporacién producida y al arrastre convectivo del aire no
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saturado en contacto con la fase sélida. Se considera ademas la existencia de pérdida de agua en la
fase debido al crecimiento del cuerpo fructifero. Se parte de la hipdtesis de que no toda el agua
contenida en esta parte del basidiomiceto es adquirida de la fase sélida de donde surge sino que,
principalmente, la adquiere del propio aire por un mecanismo de absorcion que se ve favorecido por su
alta superficie especifica, notable por la tipica naturaleza esponjosa del cuerpo fructifero. Siendo asi,
éste sera un término asociado al crecimiento (rx) y sera proporcional a la cantidad de agua que captura
cada unidad de masa del cuerpo fructifero. En la literatura se reporta balance de agua para el proceso
de fermentacion en estado sélido (Mitchel y col., 2003), sin embargo la inclusién del término de
absorcion de agua por el cuerpo fructifero del hongo en el balance macroscépico no se conoce que

haya sido reportado con anterioridad. Mateméticamente el balance queda:

LEAPATEYE) = £,(VE = Yp)pa + ka(¥y — Ya)Ve@ppa — 1210 3kep (1 — Y)mgr (1. 23)

El término de transferencia de masa de agua desde la fase solida a la gaseosa puede ser estimado por
la ecuacion propuesta para procesos de fermentacion en estado sélido (Panjabrao y col., 2007) o
determinando un procedimiento de ajuste del modelo resultante a los datos dindmicos experimentales

que se generan en este experimento. Igualmente, el término kcr se estima por este procedimiento.

__fA (YA YA)+kA(K4 —Y,) — 1x10~ 3%%@ (Il. 24)

La relacién entre humedad absoluta, humedad relativa y temperatura se establece con las ecuaciones:

Y, =0 622( Y&P5 ) (Il. 25)

P-YRpy
En esta expresion si se sustituye la humedad relativa (Yr) igual a la unidad, se obtiene la humedad
absoluta de saturacion (Ya). Para calcular la presion de saturacion se empleara una ecuacion del tipo
Antoine, valida en el intervalo de 0 a 60 °C usada frecuentemente para procesos de fermentacion en

estado solido (Isachenko y Osipova, 1977):
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4045
py = 1x10—3e(23’59_(TA+273,15—37,7)) (Il. 26)
La densidad del aire humedo fue calculada considerando la media ponderada de la densidad del aire

seco (gas ideal) y la del vapor de agua a las mismas condiciones:

Pa = Yapw + (1 —YVa)Pas (II. 27)

La fraccion masica de agua en el aire se calcula con la humedad absoluta de éste en la forma siguiente:

Ya

YA = v s (1. 28)
Si se considera al aire gas ideal, entonces:

. MyP
Pas = R(T4+273,15) (1l 29)

Balance de masa en la fase sélida

Al ser esta fase discontinua, no estaran presentes los términos correspondientes a la entrada y salida
por flujo. Los componentes considerados en esta fase seran: el contenido de fréjol, el contenido de
biomasa de P. ostre atus y el contenido de agua. No obstante, el consumo de nitrdgeno podra ser
estimado también como se hace con los demas.

Balance de masa del consumo del residuo de fréjol: el balance para el sustrato en estas condiciones
se describe por una ecuacion en la que el fréjol solo se consume producto de la actividad del

basidiomiceto:

d(Smg) _

) = —(r)mg (I1. 30)
By (Il. 31)

El término de velocidad de consumo del fréjol se calcula con la velocidad de crecimiento de la biomasa,
teniendo en cuenta la relacion estequiométrica establecida en el experimento 3:
(1) = ary (. 32)

De aqui resulta que:
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~ B = ar, (I1. 33)

dt
Balance para la biomasa del hongo producida: el balance de masa para la biomasa se describe

mediante la siguiente ecuacion:

d(Xmg) _

= TxMs (1. 34)
Y asi:
L=y (Il. 35)
Siendo:
e = ‘Ll(t)X (“ 36)

El término pg sera calculado con la ecuacion cinética desarrollada en el experimento 5.
Balance de agua: en esta fase se considera la generacion de agua producto de la actividad
microbiana, la pérdida de agua producto de la evaporizacion convectiva, asi como la absorcion de agua

por parte del cuerpo fructifero anteriormente explicada:

Lrms) - MO MA 1102 — by (17 V)V + 1X10 hp(1 = YoIm,
X

(. 37)
Arreglando:
dYs _ -3 My % VB -3
— = 1x10""e =2 (1 = Yo)ry — ka(Y) — Ya) —=@ppa + 1x107 kep (1 — Y13
dt My mg
(1. 38))
Balance de energia en el biorreactor
Veloadad. , Entrada Salida 1 Generacion B Salida o
de Acumulacion| = or flujo| ~ |por flujo ¥ | oconsumo |7F |entrada por
de energia p ] p J por reaccion la interfase

Balance de energia en la fase gaseosa
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En este caso se consideran los términos asociados a la entrada y salida por flujo, el calor transferido por
conveccion desde la fase sélida debido al calentamiento de ésta por al calor metabdlico liberado por el
microorganismo y, adicionalmente, la energia que llega y sale de la fase con el agua transferida por

vaporizacion en la fase solida o transferida a ésta por la absorcién en el cuerpo fructifero:

d(maCpaTa) .
mAde 22 = pafaCpaTs — pafaCpaTy + hgsas(Ts — Tmg + Ak, (Y — Y,)Vp@Bppy —

1x1073CpaTakcrms(1 = Yo)ry (II. 39)

a « 0 _

% = P;L];A (TAe - TA) + h(;sas(Ts - TA) m:[;p,q + AVkA(YA — YA)trZ—ng —1x10 3;_ikCFmS(1 —

Y1y (I1. 40)
La masa de aire presente dentro del reactor se calcula con el volumen de éste, su densidad y la
porosidad del biorreactor:

my = Vppadp (Il 41)

Teniendo en cuenta la ecuacion (11.32) y la ecuacion (11.33)

dTa _

at

JA_(7e _T,) + hgsag(Ts — Ty) —=5— + 24 (ys _y ) — 1x1073 —4— ke pmg(1 —
Vepp - 4 4 GSTSLES A VppappCra = Cpa ~ 4 4 Vppadp CF
Yo)r, (II. 42)

La capacidad calorifica del aire humedo fue calculada considerando la media ponderada de la densidad
del aire seco (gas ideal) y la del vapor de agua a las mismas condiciones:

Cpa = YaCow + (1 = ¥a)Cpys (II. 43)

Balance de energia en la fase sélida

En esta fase actuan diferentes procesos que agregan o extraen energia: el calor metabolico, la pérdida

convectiva de calor sensible y producto de la vaporizacién de la humedad del sélido, asi como la
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energia que es absorbida con el agua durante el crecimiento del cuerpo fructifero. De esta manera, el

modelo queda asi:

d(msCpsTs) — (-4Hy)
dt My

mg(1 — Y1, — hgsasmg(Ts — Ty) — kyhy (Y4 — Yy)Vp@ppa +

1x102kgp(1 — Ye)msCow Tas (Il. 44)

Arreglando resulta:

aTs _ (Z4Hy) (1-Ys) (Ts—Ta) _ . VBPppa -3 _ CowTa
T Te— Ty — hgsQg o ka\y (Y, YA)—mSCpS + 1x10 2 kop(1 — Ys) o Ty

(1. 45)
La capacidad calorifica del sdlido humedo fue estimada considerando la media ponderada de la
capacidad calorifica del medio seco (Isachenko y Osipova, 1977; Ramos, 2000; Saucedo, 1990) y la del

agua a las mismas condiciones:

Cra = YaCrw + (1 — y4)Cpas (1l. 46)
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ANEXOS CAPITULO 3
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Célculo de la produccién de hongos con el modelo fisico

v

Dimensionamiento de los equipos

Calculo del costo de los equipos

Calculo del costo de la inversion

Calculo del costo de produccién anual

Calculo del costo unitario (CPU)
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Imprimir
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Figura Ill.1 Diagrama heuristico para la optimizacién en base CPUmin
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XXXVii



Sal (Mg) 1 ﬁ

Depbsito (Mg) /2

Agua 7 E
E .

L3
R. Fréjol 3 =

.

z 4

12
Sales (M) 5
5 s
1

Dapdsito (N1 /3

Bombeo /5 8

i
Cepdsite agua /4

g Intercambiadors 0 47
g EE
s

(I

Refrigeracion-i /7 14

Esterilizacian f &

13

EENE: '
"BEE
Mezclado F 9

Inéeula 10 g
Trituracidn /1

SAZ3

]
21

Rehidratacidn /&
4
H
20

umidificacian / 12

Farmentacian f 13

18 [ pizazany
26 Empacada s 14
Ajre 12 Fleurotus 27

Soplador £ 11 Refrigeracion-p £ 15

Figura Ill.2 Diagrama de flujo para la produccion de Pleurotus ostreatus por FES
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Figura lll.3 Diagrama de contorno que ilustra la zona del 6ptimo de la productividad
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Figura lll.4 Diagrama de Pareto para los elementos del costo de produccion
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Tabla lll.1 Componentes del costo de produccion

Elementos del costo de produccion

Valor ($/aiio) %

Costo de la materia prima (Cmp)

Costo de facilidades auxiliares (Cfa)
Costo de Fuerza de trabajo directa (Cftd)
Costo de laboratorios (Clab)

Costo de embalaje (Cemb)

Costo de depreciacion (Cdep)

Costo de mantenimiento (Cmant)

Costo de suministros de operacion (Cso)
Costos generales (Cgen)

Costos de administracion (Cadm)

Costo de producciéon anual (Cpa)

5845,9
4656,0
15587,00
2338,0
1267,0
27717
692,9
69,3
8139,7
6234,6

47602,1

12,3
9,8
32,7
4,9
2,7
58
1,5
0,1
17,1
13,1

100,0
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Tabla ll.2 Costo de adquisicion del equipamiento tecnolégico actualizado al afio 2012

Cddigo Eq uipos

Cantidad Costo ($)

%

7

1

10

11

13

14

15

Céamara de refrigeracion indculo (CEQrefin) 1
Méaquina picadora (CEQmpic) 1
Tanque de agua (CEQta) 1
Tanque de rehidratacion (CEQtrh) 1
Tanque de esterilizacién) CEQtest 1
Mesa de mezclado micelio (CEQmesam) 1
Intercambiador de calor (CEQcalentador) 1
Soplador centrifugo (CEQsop) 1
Bomba centrifuga (CEQbomb) 1
Biorreactor (CCEQbr) 5
Mesa de seleccion y empaque (CEQmesase) 1

Cémara de refrigeracion producto terminado (CEQrefpt) 1

Total

721,76
1082,64
532,08
479,41
163,32
2 390,84
170715
892,51
78,22
2 309,63
2 390,84

2 887,05

24 874,00 100,00

2,90
4,35
2,14
1,93
0,66
9,61

6,86

3,59

0,31
46,43
9,61

11,61
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Tabla lll.3 Resumen del costo de inversion

No. Co mponentes

% Equipamiento tecnolégico Inversion ($)

Al

1

10

Bl

"

12

13

14

nversion directa

Equipamiento tecnolégico (actualizado)

Instalacion y montaje
Instrumentacién y controles
Sistema de tuberias
Sistema eléctrico
Edificaciones

Obras inducidas
Facilidades de servicios
Terrenos

nversion indirecta
Ingenieria y supervision
Gastos de construccion
Contratista

Imprevistos

Inversion fija (A+B)
Capital de trabajo (2 meses)

Capital total de inversion (C+D)

100,00
39,00
13,00
31,00
10,00
29,00
10,00
55,00

0,00

32,00
34,00
18,00
6,00

7 933,69

31 980,93
24 874,00
2842,80
1 066,00
710,69
1421,40
710,69
0,00
355,35
0,00
35 43,57
167,67
2 842,88
355,35
177,67
35 524,50
7 933,69

43 458,19
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Tabla lll.4 Ficha de evaluacion ambiental aplicada al proyecto de produccion de Pleurotus

Detalles Pun taje Normativa

Tipo de actividad (agroindustrial) 4
Contaminacion al aire

Fuente principal de energia (electricidad) 2
Ruido dentro de area del proyecto (bajo) 2
Contaminacion al agua

Aguas de desecho (detergentes + materia organica) 9
Destino de las aguas de desecho (alcantarillado) 4
Desechos sélidos

Desechos sdlidos generados (organicos) 5
Destino de los desechos sdlidos (reciclados) 1

Salud y seguridad laboral

Agroquimico (etiqueta azul) 6
Medidas de proteccion laboral 2
Puntaje total 35
Porcentaje (%) 38,9
Categoria Il
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Anexo lll.1 Modelo para la estimacion de los costos

Modelo para la estimacion del co sto del equipamiento tecnolégico: las ecuaciones del costo de
adquisicién de los equipos se determinaron aplicando la metodologia de la relacién logaritmica conocida
como el factor 0,6 (Peters y Timmerhaus, 1991). La estimacion del costo del equipamiento se
fundamenta en la ecuacion (l11.1) y (111.2).

Capr = 2n=4 Cagi (1. 1)

Cagr = CEQrefin + CEQmpic + CEQrq + CEQurn + CEQtest + CEQmesam + CEQenysr +
CEQsop + CEQpomp t+ CEQmesae + CEQrefpe (1. 2)

A continuacion se desarrollan las ecuaciones de los equipos por area de trabajo:

Area de preparacion

Camara de refrigeracion para el inéculo (7): la planta de produccion requiere tener un suministro
constante de indculo para cada ciclo de produccion. En la practica se debe refrigerar el indculo a 4 °C y
para ello se dispone de una nevera con capacidad de 226, 53 L, la cual tiene un precio en el mercado
de 400 ddlares. La densidad aparente del indculo medida directamente por el método volumétrico es de

800 kg/m3, el costo se estimd segun la ecuacion (111.3), (111.4) y (111.5).

CEQrefin = NpeyPnev (111.3)
Vain
Npey = (@) (lll. 4)
Min
Vain = 22 (Il. 5)

Maquina picadora (1): la planta requiere de una maquina picadora de residuos de fréjol, una maquina
de 800 kg/h, en el mercado tiene un costo de 600 délares. El costo de adquisicion de la méquina

picadora esta en funcion de su capacidad y se calcula por las ecuaciones (I11.6) y (l1.7).

CEQmpic = NpicPpic (lll. 6)
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N, = — (1. 7)

P tmotlcpic
Tanque de deposito de agua (4): el costo del tanque de deposito de agua se calculd con el volumen
de agua y el tiempo de retencion de la misma para un dia de produccion, con un sobre disefio del 25 %.
El precio de un tanque de plastico de 1000 L es de 120 dolares. Se calcula por las ecuaciones (II1.8) y

(I1.9).

1,25 Viga

CEQ, = 120(*21tad)0s (I 8)

MP
Viaa = I¢a(y) (1. 9)
Tanque de reh idratacion (6): para la rehidratacion de la materia prima se seleccion6 un tanque de
plastico. El volumen de este tanque se calcul6 para un ciclo de produccion. El precio de venta de este

tanque de 1000 L de capacidad es de 120 dolares. Su costo se calcul6 por las ecuaciones (I11.10) y

(I.11).

1,25 Ver
CEQern = 120(= " =2 _Lrhy0,6 (IlI. 10)

Vern = (o - (. 11)

Tanque esteril izador (8): para la pasteurizacion del sustrato se seleccion6 un tanque de acero al
carbono. El volumen de este tanque se calculd para un ciclo de produccion. El precio de venta en el
mercado de un tanque de hierro de 200 L de capacidad es de 15 ddlares. Su costo se calculd por la

ecuacion (l11.12).

1 zsvtrh

CEQupsr = 15(2221trmy0,6 (111, 12)

Mesa de mezclado sustrato e indculo (9): se seleccion6é una mesa de acero inoxidable AlSI-304, para

mezclado manual de sustrato e indculo, su costo esta en funcion del area, su costo de adquisicion se
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calculd por las ecuaciones I1.13 y l1l.14. En la ecuacidn se introduce el valor conocido de 450 délares,

para una mesa de 2,64 m2(Tacuri, 2013).

CEQmosam = 450(’2%)0'6 (I1I. 13)
MP
Amesa = (=000 (. 14)

Area de transformacion

Calentador de agua (10): se utilizé un calentador tipo calefén para calentar la corriente de agua que es
nebulizada antes de humidificar el aire que entra al biorreactor. Su costo se calcula por las ecuaciones
(II1.15) y (lll.16), conociendo que un calefon con capacidad de 18 litros/min tiene un precio de 170

dolares (Tacuri, 2013).

Va ar
CEQenfriador = 170(%)0'6 (1. 15)
MP
Vanar = G—0on0) (I1l. 16)

Soplador de aire (11): se hizo necesario un soplador centrifugo para impulsar el ingreso de aire al
biorreactor. El costo de un soplador centrifugo de 6,35 cm de diametro es de 180 délares. Su costo se

calcul6 por las ecuaciones (111.17) y (I11.18).

CEQyop = 180(22tfzy06 (IIl. 17)
fo = Goor) (1. 18)

Bomba centrifuga (5): el costo de adquisicion de la bomba se determind a partir de las ecuaciones

3.19'y 3.20. El costo de una bomba de 3600 I/h tiene un precio de 40 dolares.

fS F agua
CEQpomp = 40(%)0'6 (Ill. 19)

Fagua = (£222) (Il 20)

ty
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Biorreactor (13): el biorreactor con una capacidad total de 6,88 m3 construido en acero inoxidable
AlSI-304, se compone de 16 mddulos de biorreactores, cada uno de una capacidad de 0,430 m3 y un
costo de 800 délares. Su costo se calcul6 por la ecuacion 111.21.

CEQp, = Np,-Np, CEQ (1. 21)

Area de separacion

Mesa de empaque (14): el costo de adquisicion de la mesa de seleccion y empaque se calculd
aplicando la misma metodologia de la mesa de mezclado del indculo con el sustrato.

Camara de refrigeracion de Pleurotus (15): el P. ostreatus es un producto perecedero con un tiempo
de vida dtil de 8 dias, la tecnologia requiere de una camara de refrigeracion de producto final que opere
a 4 °C, con la finalidad de mantener fresco el producto hasta su comercializacién. El precio de camara
de refrigeracion es de 1,76 $/L. El costo de la camara de refrigeracion se calcula en funcion de la

capacidad de produccion del Pleurotus, por la ecuacion 111.22 y [11.23.

CEQrefpt = Nnevptpnev (lll. 22)
v
Nevpt = (2 (I, 23)

Modelo parala estimaciond e la invers ion: la estimacion del costo de la inversion se realizd
aplicando el Método C “Porcentaje del costo del equipamiento requerido”, propuesto por Peters y
Timmerhaus (1999). Se utilizaron los porcentajes propuestos para el célculo de la inversién de una
planta de Bagames (Julian, 2008). Este costo se estimd por la ecuacion (111.24).

Cr = Capr + X028 Cre (Ill. 24)

Modelo para la es timacion del ¢ osto de producciéon anualy de | cost o unitario: el costo de
produccion se estimé por la metodologia desarrollada por Peters (1991), la cual establece indicadores
que relacionan los distintos componentes del costo. El costo de produccion se calcula con la ecuacion

(I11.25) y (111.26).
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CP=Y,Ci (1. 25)

Donde:

Y Ci= Conp + Cra + Crra + Ciap + Cemp + Cq + Crgne + Cso + Cgen + Caam (11l 26)

El costo unitario se calcula por la relacion entre el costo produccion y la produccion anual de producto

final, ecuacion (111.27).

cpU =% (IIl. 27)
PA

A continuacion se establecen las ecuaciones para el costo de produccién:

Costo de las materias prima s: las materias primas utilizadas en la produccién de P. ost reatus,
incluyen el residuo del fréjol, la sal de sulfato de amonio, la sal de sulfato de magnesio, el agua de
rehidratacion, el indculo y el sustrato agotado. El sustrato agotado es un subproducto del proceso de
produccion, por lo que no se toma en cuenta en el célculo del costo ya que su precio es cero. El costo
de las materias primas se calcula por las ecuaciones de la (I11.28) a la (111.33). Se tomaron en cuenta los
siguientes precios de las materias primas: residuos del fréjol, 100 $/t; sulfato de amonio, 420 $/t; sulfato

de magnesio, 320 $/t; inéculo, 5 000 $/t y agua, 0,2 $/m3.

Cmp = (Crp + Cp + Cing + Co + Csq + Ci) X N, ((I11. 28)
Crr = (Mpelcrppry) (Ill. 29)
Cn = (mpilcnpn) (Ill. 30)
Cmg = (MPelCmgPimg) (1. 31)
Co = (mpelcapq) (Ill. 32)
Cin = (Mplcinpdin) (Ill. 33)

Costo de facilidades auxiliares: se incluye el consumo del agua y de la energia eléctrica. El costo se

estimé a través de la ecuaciones de la (111.34) a la (I11.51).
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Crq = Cq + Ce (Ill. 34)

Cqa = Caest + Canar + Catimp (1ll. 35)
Caest = VaestNcPa (Ill. 36)
Viest = 0,024p4,, mp; (1. 37)
Canar = VanarNcPa (111. 38)
Vanar = 24faPa(Xwae = Xwaa)ty (Ill. 39)
Catimp = VatimpNcPa (Ill. 40)
Vatimp = Pam™Py¢) (Ill. 41)
Ce = Coprir + Cesop + Cerefpt + Cerefin + Ceest (Ill. 42)

La potencia consumida por la trituradora es igual a 3,72 kW (kJ/s) y su capacidad de trituracion es igual
a 0,4166 kg/s. EI consumo de potencia y la capacidad de trituracidén de la maquina Penagos-p800 para
materiales sélidos como el fréjol, estan disponibles por el fabricante y permite calcular su indice de
consumo que es igual a 8,9472 kJ/kg. Con este dato y el flujo de consumo de fréjol se estima el
consumo de potencia, suponiendo que éste es proporcional al flujo, tal como se sugiere para célculos
rapidos (Rosabal y Valle, 2006).

Cetrit = 8,9472M, ¢ facenergPeNe (1. 43)

La presién de salida del soplador es la tipica para vencer las pérdidas de contrapresion debido a la
friccion, igual a 0,121 MPa (Rosabal y Valle, 2006). Se considera una eficiencia del soplador igual a 74

% que es tipica para sopladores centrifugos (Shames, 1995).

Cesop = 24P6motorsoptfpeNc (111. 44)
fa a S
Ppcmotorsop = % (|||. 45)

R(Tge+273,15)log (i—i)

m =
ws EfsopMa

(11l 46)
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El indice de consumo de refrigeracion es igual a 1412,8 kW-h/m?3

Cerefpt = Pconsrefptpe (IlI. 47)
Peonsrefpr = -2 (1. 48)
Cerefin = PeonrefinPeNc (llI. 49)
Peonrefin = ~2L (Il. 50)
Copst = 2500%’8 (IIl. 51)

Costo de lafuerzade trabajo directa: se estimo a partir del salario basico de 5 195,52 $/afio,
establecido por el Gobierno ecuatoriano, a través de la ecuacion (I11.52), que incluye salario mas el
seguro, décimo cuarto, décimo tercero y fondo de reserva.

Creq = 5195,52N, (Ill. 52)

Costo de laboratorios: incluye los gastos de los analisis de laboratorio requeridos para el control de la
calidad de la produccion y en general, para el control del proceso. Se determind como el 15 % de la
fuerza de trabajo directa, a través de la ecuacion (111.53).

Clab = 0'15Cftd (”I 53)

Costos de embalaje: incluyen los costos de bandejas, pelicula plastica y etiqueta, se estimo por las

ecuaciones de la (I11.54) a la (l11.57).

Cemb = Cbandeja + Cvitafilm + Cetiqueta (”I 54)
__ PbandPhrfa
Cbandeja ~ (|||. 55)
band
PvfPhralCyr
Cyr =——"— [1l. 56
vf Ichand ( )
DPetigP ICeti
Cetiq — etiqgt hafalCetiq (”l 57)
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Costos de depreciacion: se estima a partir del valor econdémico inicial de la planta y del tiempo de vida

util de 10 afios, ecuaciones (111.58) y (111.59)

C, = tV—u (IIl. 58)
Vei = €gq + Cinstar (1. 59)

Costo de mantenimiento y reparacion: se estima, como planta de bajo nivel de severidad promedio,
ecuacion (I11.60).

Crmant = 0,025V,; (1. 60)

Costo de suministr os de operacioén: se incluyen los lubricantes, grasas, etc. empleados en la
operacion de la planta. Se calculé como el 10 % del costo total de mantenimiento y reparacion,
ecuacion (I11.61).

Cso = 0,10C10nt (1. 61)

Costos generales: estan constituidos por el salario del personal técnico que no trabaja directamente en
la produccion, los servicios médicos, los gastos de seguridad y proteccion, comedores, facilidades
recreativas, mantenimiento de edificios, el costo de electricidad en edificios y otros gastos no asociados
con la produccion. Se calcularon como el 50 % de la suma de los gastos en la fuerza de trabajo directa
y el mantenimiento, ecuacion [11.62.

Cgen = 0,5(Creq + Cant) (1. 62)

Costos de administracion: se incluy6 el salario de los directivos y personal administrativo, gastos de
control interno, costo de materiales de oficina, cuestiones juridico-legales y las comunicaciones. Se
calculé como el 40 % del costo de la fuerza de trabajo directa, ecuacién I11.63.

Cadm = 0'4Cftd (”l 63)



NOMENCLATURA



rQ

YQx
mQX

ro

Yxo

rc

Yex
mcX
Nomen

ceba-gliie-po-

010105

ceba-gliie-po-
010106
Ho

Ha
Mcepat
Mcepa2
LSD

x
Nomen
BC

PEB
CcuB

MSHe

Nomenclatura capitulo 1
Calor metabdlico
Rendimiento del calor desde la reaccidn de crecimiento
Coeficiente asociado a la produccion de calor
Captacion del oxigeno
Rendimiento de biomasa desde elO;
Velocidad de evolucion del didxido de carbono
Rendimiento de CO2 desde la biomasa
Coeficiente de mantenimiento para el CO2

clatura experimento 1

Cepa de Pleurotus ostreatus

Cepa de Pleurotus ostreatus

Hipdtesis nula
Hipotesis alternativa
Media cepa 1
Media cepa 2
Diferencia minima significativa (siglas en inglés)
Velocidad de crecimiento
clatura experimento 2
Bioconversién
Productividad de la biomasa
Costo unitario de la biomasa

Materia seca del hongo final

Jh

J/'kg MSH

J (kg MSH.h)
mol-Oa/ h

kg MSH/ mol-O2
mol-CO2 /h
mol-CO./ kg MSH

mol-CO2/(kg MSH.h)

mm /h

g MSHr/kg MSSo
g MSHr/ kg MSSo.dia
$ IgMSHr

g



MSSo
Nomen
MSH

Hw

Mg
SA
TR

TP

Hr
RF
MHH

MSS

Nomen

Xi
Yi

Zi

Materia seca del sustrato inicial

clatura experimento 3
Materia seca del hongo
Humedad del medio
Nitrégeno
Magnesio
Sustrato agotado
Tipo de residuo
Tamafio de particula
Temperatura
Humedad Relativa
Residuos de fréjol
Materia himeda del hongo
Materia seca del sustrato
Inéculo

clatura experimento 4
Coeficiente estequiométrico del residuo
Coeficiente estequiométrico del amoniaco
Coeficiente estequiométrico del oxigeno
Coeficiente estequiométrico del didxido de carbono
Coeficiente estequiométrico del agua
Contenido de hidrégeno en la molécula
Contenido de oxigeno en la molécula

Contenido de nitrdgeno en la molécula

kg

%
% BS
% BS

% BS

mm
°C

%

kg

kg

mol MSS/mol MSH
mol NHa/mol MSH
mol Oo/mol MSH

mol CO/mol MSH
Mol H.O/mol MSH

mol H/atomo g-C
mol O/atomo g-C

mol N/atomo g-C
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AFF,
Axv
BC
MMxy
Asr
MMee:
Axv
Qaire
MMoz
Yo2
Pair
CR
-AHm
Nomen
tr
Mxv

Mmax

Xy

Carbono
Hidrégeno
Oxigeno
Nitrégeno
Azufre
Grado de reduccion de las especies involucradas
Grado de reduccion del residuo de fréjol fresco
Grado de reduccion de la biomasa del hongo
Bioconversidn
Masa molecular de la biomasa libre de cenizas
Ceniza del residuo del frejol fresco
Masa molecular del residuo de fréjol libre de cenizas
Ceniza de la biomasa
Consumo especifico volumétrico de aire
Masa molecular del oxigeno
Fraccién de oxigeno en el aire
Densidad del aire
Coeficiente de respiracion
Calor metabdlico
clatura experimento 5
Tiempo de fermentacion
Velocidad de sintesis de biomasa del cuerpo fructifero
Velocidad especifica de crecimiento

Concentracion de biomasa del cuerpo fructifero

# electrones/mol
# electrones/mol
# electrones/mol
g MSH/ kg MSS
g /mol

g /mol

g /mol

g /mol

md/kg MSH

g /mol

mol Oz/mol total
Kg/ m3

mol CO2/molO

kJ /kg MSH

dias
g MSH/kg MSS
dia

g MSH kg MSS



Xmax
Nomen
Vb

hb

ab
ab/hb
Ib/hb
Ab

alb

aub
aub/ab
aobc
Nbc
cb-MH
cb-MS
dbc
abc
abc/ hb
Abc
Vbe
cbe-MH
cbc-MS
Ds

Hw

Concentracién maxima de biomasa del cuerpo fructifero
clatura experimento 6

Volumen del biorreactor

Altura del biorreactor

Largo del biorreactor

Ancho del biorreactor

Relacion ancho del biorreactor/altura del biorreactor

Relacién largo del biorreactor/altura del biorreactor

Area del biorreactor

Area libre del biorreactor

Area (til del biorreactor

Relacién area Util del biorreactor/area del biorreactor

Area ocupada por la biocelda

Numero de bioceldas

Capacidad del biorreactor materia himeda

Capacidad del biorreactor materia seca

Diametro de la biocelda

Altura de la biocelda

Relacién altura de la biocelda/altura del biorreactor

Area de la biocelda

Volumen de la biocelda

Capacidad de la biocelda materia himeda

Capacidad de la biocelda materia seca

Densidad del sustrato

Humedad del medio

g MSH/ kg MSS

m?2

m?2

kg

kg

m2

kg
kg
kg/m3

%
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MSS

De

Dbc

Nomen

Materia seca del sustrato
Densidad de empaque
Distribucién de bioceldas
Nivel de significancia
clatura experimento 7
Porosidad del biorreactor
Volumen del biorreactor
Concentracion de diéxido de carbono
Flujo de aire
Concentracion de diéxido de carbono a la entrada
Constante de difusividad del didxido de carbono
Concentracion de dioxido de carbono en la saturacién
Coeficiente estequiométrico de la generacion de CO;
Velocidad especifica de crecimiento de la biomasa
Masa de sustrato humedo
Humedad del sustrato
Masa molecular
Numero de bioceldas
Masa materia seca de sustrato de la biocelda
Densidad de empaque del biorreactor
Volumen hueco de la biocelda
Densidad del sélido humedo
Volumen sélido de la biocelda

Volumen sélido del biorreactor

%
kg MSS/ m?

%

m?3aire /m3 biorreactor
m3

mol CO%m3 aire
m3aire/ h

mol CO,/m3 aire
1/h

mol CO2/m?3 aire
mol CO/mol MSH
g MSB /h. kg MSS
kg MHS

kg de agua/kg MSS

mol MSH/ g MSH

kg MSS

kg MSS/m3 biorreactor
m3

kg MHS /m? biocelda
m3

m3
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Pa

Porosidad del sélido

Volumen hueco de la biocelda

Volumen total de una biocelda

Volumen interno de la biocelda
Volumen de las paredes de la biocelda
Fraccion hueca del biorreactor
Concentracion de oxigeno
Concentracion de oxigeno a la entrada
Coeficiente estequiométrico del oxigeno

Humedad del aire

Humedad del aire a la entrada

Masa molecular del aire

Humedad saturacion del aire

Densidad del aire seco

Coeficiente de TM de agua de la fase sdlida a la fase gaseosa

Masa del sustrato sélido

Velocidad de consumo de sustrato

Velocidad de acumulacion de sustrato

m?3aire /m3biocelda

m3

mol Ozm?3 aire

mol Oz m3 aire

mol Oz/mol MSH

kg de agua /kg de aire
seco

kg de agua/ kg de aire
seco

kg de aire /kmol de aire
kg de agua /kg de aire
seco

kg aire seco/ m?® aire
seco

1/h

g MSS
g MSS /(h.kg MSH)

g MSS/h
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Concentracién de biomasa de hongos

Velocidad de acumulacién de la biomasa del hongo

Velocidad especifica de crecimiento celular

Humedad del sélido
Constante de transferencia de masa para el agua

Velocidad de acumulacién del agua

Masa del aire

Capacidad calorifica del aire
Temperatura del aire

Temperatura del aire a la entrada
Temperatura a la salida

Coeficiente de transferencia de calor
Area especifica del sélido

Calor latente de vaporizacién

Masa del aire dentro del biorreactor
Capacidad calorifica del solido
Temperatura del sélido

Calor metabdlico

Coeficiente de transferencia de calor del gas a través de la

pared por area del sélido
Fraccion mésica del agua en el aire

Humedad absoluta del aire

g MSH /kg MSS

g MSH/h

1/h
kg de agua/ kg MSS
g H20/g MSH

g H20/h

kg de aire
Jikg/K
°C

°C

°C
Wimz.K
m2

kJ/kg

kg

kJ /kg °C
°C

kd /mol

kJ/(m2.h.°C)

g agua/g aire

kg vapor de agua/ kg

aire seco
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CAET
CE Qre fin
Nnev

pnev

Vain

CEQta

Vtaa
Ic,

MP

NC
CEQern
Virn

Pmp

CEQtest

Nomenclatura capitulo 3

Costo de adquisicion del equipamiento tecnolégico
Costo de la camara de refrigeracion para el indculo
NUmero de neveras

Precio de la nevera

Volumen de indculo a almacenar por ciclo productivo
indice de capacidad por neveras

Masa de in6culo a emplear en un ciclo

Densidad aparente del in6culo usado

Costo maquina picadora

NUmero de picadoras

Precio de la picadora

Masa de residuos de fréjol

Tiempo de molido

Capacidad de una picadora

Costo tanque de agua

Volumen de agua a consumir por dia
indice de consumo de agua

Materia prima

Numero de ciclos

Costo tanque de rehidratacion
Volumen tanque de rehidratacion
Densidad de la materia prima

Costo tanque de esterilizacion

$/nevera
m3
Nevera/m?

kg

$/picadora

kg

h
kg/h/picadora
$

m3/dia

kg agua’kg MP
Kg MHS/afio

Ciclos/afio



CEQmesam

Amesa

Pm

CEQenfriador

Vahar

CE Qsop

fa
f sdt

CEQrefpt

Nnevpt
Pnev

Cinp

Costo de la mesa de mezclado

Area de la mesa

Densidad del medio

Costo del enfriador de agua

Volumen de agua para humidificar el aire
Costo del soplador de aire

Flujo de aire

Factor de sobre disefio del tanque de agua
Densidad del aire

Costo de la bomba

Flujo de la bomba de agua

Volumen del tanque de agua

Tiempo de llenado del tanque de agua

Costo del biorreactor

Costo de un mddulo de biorreactor

NUmero de mddulos por biorreactor

Numero de biorreactores

Costo del refrigerador producto terminado
NUmero de neveras para producto terminado
Precio de la nevera

Costo anual de la materia prima

Costo de los residuos de fréjol por ciclo productivo
Costo del sulfato de amonio por ciclo productivo

Costo del sulfato de magnesio por ciclo productivo

m3/h

kg/md

L/h

$

$/afio
$/ciclo
$/ciclo

$/ciclo
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mpy
Icys
Drr
Icy
Icing
Ic,
Icin
Pn
Pmg
Pa

Pin

pam

Costo del agua por ciclo productivo

Costo del sustrato agotado por ciclo productivo

Costo del indculo por ciclo productivo

NUmero de ciclos productivos

Masa de materia prima total consumida por ciclo

indice de consumo de residuos de fréjol

Precio de venta del residuo de fréjol

indice de consumo de sulfato de amonio

indice de consumo de sulfato de magnesio

indice de consumo de agua

indice de consumo de inéculo
Precio del sulfato de amonio
Precio del sulfato de magnesio
Precio del agua

Precio del inéculo

Costo de facilidades auxiliares
Costo del agua

Costo de la energia

Costo de agua de esterilizacion
Costo de agua para humidificar el aire
Costo de agua de limpieza
Volumen de agua de esterilizacion
Precio del agua

Densidad aparente del medio

$/ciclo
$/ciclo

$/ciclo

kg/ciclo

kg rflkg MHS
$/kg

kg N/kg MHS
kg Mg/kg MHS
kg aglkg MHS
kg in’kkg MHS
$/ kg

$/ kg

$/ kg

$/ kg

$/afio

$/afio

$/afo

$/afio

$/afo

$/afio

L

L

kg/m?3
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Vahar
Xwae
Xwaa
Valimp
mpy

Ce
Cetrit
Cesop
Cere fot
Cere fin
Ceest
M, ¢

fe acenerg
Pe

N,

P cmotorsop
tr

fa

P consrefpt

[cref

Volumen de agua para humidificar el aire
Fraccion de agua a la entrada

Fraccién de agua en el aire

Volumen de agua para limpieza

Materia prima total

Costo de energia

Costo de energia para trituracion

Costo de energia para el soplador

Costo de energia para refrigeracion de producto final
Costo de energia para refrigeracion de indculo
Costo de energia para esterilizacion

Masa de residuos de fréjol

Precio de la energia

NUmero de ciclos

Potencia consumida por el motor

Tiempo de fermentacion

Flujo de aire

Constante universal de los gases

Temperatura del aire a la entrada

Presion de salida del soplador

Presion de entrada al soplador

Potencia consumida por el refrigerador de producto terminado

indice de consumo de refrigeracion

%

%

L
Kglafo
$/afo
$/afio
$/afo
$/afio
$/afio
$/afio

kg/ciclo

$/kW-h

kW

dias
L/min
Ji(kmo.K)
°C

MPa
MPa

kW

kW/kg MHH
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Pufa
Peonrefin
Min

Pin

Crta

N

Ciap
Cemb
Cbande ja
Cvita film
Cetiqueta
I Chand
Pufa
Ppbana
Pvr

Icys

Icetiq

CEQ
Cinstal

Cmant

Produccién de hongo fresco por afio

Potencia consumida por el refrigerador de indculo

Masa del inoculo

Densidad del indculo

Costo de fuerza de trabajo directa
NUmero de trabajadores

Costo de laboratorios

Costo de embalaje

Costo de la bandeja

Costo del vitafiim

Costo de la etiqueta

indice de consumo de bandejas
Produccién de hongo fresco por afio
Precio de la bandeja

Precio del vitafilm

indice de consumo de vitafilm
indice de consumo de la etiqueta
Precio de la etiqueta

Costo de depreciacion

Valor del equipamiento al inicio
Tiempo de vida util

Costo del equipamiento

Costo de instalacion

Costo de mantenimiento

kg MHH/afio
kW

kg

kg/m3

$/afio

$/afio

$/afio

$/afio

$/afio

$/afio
Bandejas’kg MHH
kg/afio
$/bandeja

$/m

m/bandeja
Etiqueta/kg MHH
$letiqueta

$/afo

S

afos

$/afio
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CUpP

PA

Cp

Costo de suministros de operacion
Costos generales

Costos de administracién
Productividad

Masa humeda de hongo
Volumen del biorreactor
Tiempo

Numero de biorreactores
Costo unitario de produccién
Produccién anual

Costo de produccion

NUmero de ciclos

Costo de produccion por ciclo
Tiempo disponible por afio

Tiempo por ciclo igual al tiempo de fermentacion

$/afio
$/afio
$/afio
kg/(m?3.afio)
kg

m3

$/kg
kg/afio

$/afio

$/ciclo
dia

dia
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