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RESUMEN

Este proyecto de investigacion tuvo como objetivo inicial realizar un comparativo entre dos
levaduras Candida Tropicalis y Candida Guillermondii para la produccién de xilitol a partir
de la semilla de tamarindo. EIl cual, por razones de disponibilidad, se termina realizando un
comparativo entre las levaduras Candida Tropicalis y Saccharomyces Cerevisiae, en donde
este corresponde a un estudio a escala laboratorio, en el que por medio de una hidrélisis acida
se busca romper los enlaces de la glucosa con la D-xilosa provenientes de la semilla a razén de
obtener la D-xilosa como el producto de interés y posteriormente fermentarla con las levaduras
anteriormente nombradas para asi conocer cual de ellas obtiene mayor produccion de este

azUcar organico.

La variable de estudio estuvo enfocada en dos partes, la primera correspondiente a la cantidad
de D-xilosa obtenida en el proceso de hidrélisis y la segunda a la cantidad de xilitol producido
en el comparativo entre levaduras durante el proceso de la fermentacion. En razén a la segunda
parte del proceso, se cuantificaron los resultados por medio del método de la cromatografia
liquida (HPLC), arrojando como resultado que la levadura Saccharomyces cerevisiae obtuvo
una mayor produccion de xilitol a las 72 horas de 1,629 g/L para un tamafio de particula de
0,381 mm, mientras que la levadura Candida Tropicalis obtuvo una produccion de xilitol de

0,627 g/L para el mismo tamario de particula.

El disefio experimental se basé en tomar como variable independiente las levaduras a usar y la
dependiente el tiempo que va a durar en realizarse la fermentacion de la D-xilosa, que
corresponde a un tiempo de 24 y 72 horas, buscando asi evidenciar y comprobar segun el
tiempo cudl va a ser la concentracién producida del xilitol. Los datos obtenidos durante esta

practica fueron procesados a traves de una ANOVA.
Finalmente, para este proyecto se realiza un escalamiento de tipo semiindustrial, en el cual se
plante6 un flujo de materia prima de 70 kg/h de entrada y se evidencié que su masa final

convertida en xilitol fue de 11,827 kg/h por hora

Palabras clave: xilitol, D-xilosa, hidrdlisis &cida, fermentacion, semilla de tamarindo,

Candida Tropicalis, Candida Guillermondii, Saccharomyces Cerevisiae, semiindustrial
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INTRODUCCION

El xilitol (CsH120s), también conocido como azlcar de abedul, es un polialcohol de cinco
atomos de carbono, se prepara por la reduccién del azlcar xilosa mediante hidrogenacion
catalitica y es principalmente obtenido de la madera de abedul. Este tiene el mismo potencial
edulcorante que la sacarosa, pero, posee un contenido calérico de 2,4 kcal /g en comparacién
con 4 kcal /g de la sacarosa. Ademas, posee distintos beneficios para la salud, se reduce el dafio
ambiental causado por la produccién de azlGcar a través de la cafia, en aspectos
socioecondmicos del pais y por ultimo para la industria farmacéutica. [1]

A partir de una investigacion se verifico que la fuente principal para la obtencion de xilitol
partia del arbol de abedul, del cual actualmente no se encuentra registro de especimenes de este
tipo en Colombia, sin embargo, se encontro que el xilitol puede ser extraido a partir del uso de
levaduras, en donde a partir de la biotransformacion se realiza un proceso utilizando bacterias

y algunos hongos capaces de asimilar y fermentar la xilosa a xilitol, etanol y otros compuestos.

[11[2]

Gracias a los estudios de la produccion de xilitol, se ha logrado determinar que su campo de
produccién es muy amplio y que ain requiere de continuas investigaciones las cuales permitan
determinar que otras materias primas y familias de microorganismos se pueden usar para hacer

un proceso mucho mas eficiente.

En este caso, se propone realizar una investigacion centrada en la produccion de xilitol, usando
como sustrato las semillas de tamarindo provenientes de Santa Fe de Antioquia, las cuales,
segun consulta de literatura, no cumplen con una economia circular y son consideradas biomasa
de desecho, como se logra evidenciar en la parte inferior de la Figura 1. Es importante tener
en cuenta que al afio se genera un desperdicio del 100% correspondiente a los cultivos que se

tiene de esta fruta, es decir, hay un desperdicio de 30 toneladas por hectarea cultivada. [3]
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Figura 1.

Fruta de Tamarindo con su semilla

Nota. Esta figura representa la fruta de tamarindo con su semilla.
Tomado de Traxco, “Cultivo del tamarindo,” El Blog De Traxco, Jun.
2023, [Online]. Awvailable: https://www.traxco.es/blog/produccion-
agricola/cultivo-del-tamarindo

La relevancia de este trabajo, estd centrada en tres focos principales, la primera es generar
economia circular en torno a los residuos de las pepas de tamarindo, que permita aprovechar
estos desechos organicos que se dan en esta parte de la region colombiana. Segundo, que por
medio de esta investigacion se pueda incentivar el cultivo de esta fruta la cual podria aportar
con lo propuesto en el informe 23 de United Nations Office on Drugs and Crime para Colombia
con la erradicacion de los cultivos ilicitos en el pais, en especial en el departamento de
Antioquia, dandole asi la oportunidad a los campesinos de cambiar estos cultivos, por unos que
les permitan dar un sustento a sus familias de forma legal.[4] Por Gltimo, se tiene la produccion
de xilitol, el cual como se ha dicho es un polialcohol de cinco atomos de carbono, que es
obtenido por la reduccion del azucar xilosa mediante hidrogenacion catalitica, este tiene el
mismo potencial edulcorante que la sacarosa, el cual aportaria de forma significativa su uso en

la industria alimentaria y de la salud con grandes beneficios para la salud.[5]
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la obtencidn de xilitol partiendo de la D-xilosa extraida de la semilla de tamarindo por
medio de un proceso de hidrdlisis &cida, junto con una posterior fermentacion de la D-xilosa

con levaduras provenientes de la familia Candida sp. a escala laboratorio.

Objetivos Especificos

° Extraer la D-xilosa proveniente de la semilla de tamarindo mediante una hidrdlisis acida
luego de una fermentacion con dos especies diferentes de levaduras correspondientes a
la Candida sp. y asi transformarla a xilitol.

° Comparar el medio fermentativo entre las dos levaduras Candida Tropicalis y Candida
Guillermondii con respecto al rendimiento del xilitol.

° Realizar el disefio conceptual de una planta a escala semi-industrial del proceso

productivo de xilitol proveniente de la transformacion de la D-xilosa.

17



1. GENERALIDADES

1.1 Xilitol

El Xilitol, es un alcohol pentahidroxilado denominado como un poliol que contiene cinco
atomos de carbono, el cual es obtenido gracias a la reduccion de la D-Xilosa. Este azUcar puede
ser producido de dos formas: quimica y bioquimicamente (a partir de biotransformacién) [68]
[69]. El xilitol fue descubierto a finales del afio 1960 por el quimico aleméan Emil Fisher con la
ayuda de su alumno en ese entonces, Rudolf Stahel, quienes adelantaron una investigacion
sobre los derivados de la xilosa, en donde por medio del arbol de abedul, presente en Alemania,
se dieron cuenta que se podia producir un azlcar natural y que podria llegar a ser el sustituto
del azucar industrial de esa época. [15] [70]

Gracias a los estudios de la produccion de xilitol, se ha logrado determinar que su campo de
produccién es muy amplio ya que la produccion de xilitol ha tenido un impacto positivo, puesto
que se encontro que la xilosa, la cual es usada como materia prima para dicha produccion, no
solo se encuentra en el arbol de abedul como se creia inicialmente, sino que adicionalmente se
encuentra en variedad de frutas, verduras y semillas provenientes de las mismas; un claro
ejemplo de ello corresponde a las fresas, coliflor, maiz, cascaras de naranja, semillas de

tamarindo, cascara de arroz, cascaras de Camu Camd, yucas, entre otros. [9-20] [71]

El xilitol ha tenido un gran impacto en el mercado y una participacion del 12% en el mercado
total de polioles, puesto que, gracias a todos los componentes nombrados anteriormente, le
permite que se expanda rapidamente. EI mercado global de xilitol en 2016 fue de 190,900
toneladas y se espera alcanzar 266,500 toneladas en 2022 con un precio aproximado de mas de
mil millones de dolares. Debido a sus multiples beneficios, el mercado esta creciendo con un
aumento del 6% anual haciendo que este método quimico sea de un alto costo a nivel
econdémico y que tenga un mayor consumo de energia por el mismo. La produccion
biotecnoldgica de xilitol es ambientalmente segura y no utiliza catalizadores toxicos. Segun
informes la produccion anual de xilitol en Europa es de 20.000 a 40.000 toneladas al afio, las

cuales tienen un precio estimado de 40 a 80 millones de euros. [66] [67]

1.1.1 Propiedades Fisicoquimicas
El xilitol es un polvo cristalino que se encuentra en estado solido, el cual es bastante soluble

en agua y en etanol al 96% que posee una densidad de 1,52 kg/m3, con una masa de 152,15
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g/mol, adicionalmente tiene un punto de fusién de 92-94,5°C y un punto de ebullicion de
216°C. Posee un punto de inflamabilidad de -135°C y una temperatura de auto ignicién de
515°C con un limite de explosividad del 3-12,5%. [74] [75]

1.1.2 Usosy Propiedades

El xilitol se utiliza en la industria farmacéutica como edulcorante, actuando como agente de
recubrimiento, diluyente, emoliente, y humectante; adicionalmente tiene usos en la industria
de alimentos como un edulcorante potenciador del volumen en alimentos preparados sin
azucar, ya que al tener propiedades anticariogénicas, tiene una menor probabilidad de causar
caries dental que la sacarosa presente en la mayoria de productos alimenticios procesados,
puesto que el xilitol logra tener el mismo nivel edulcorante con una menor cantidad de kilo
calorias por gramo en comparacion con la sacarosa permitiendo que se metabolice mucho mas
rapido junto con una generacion baja de tejido adiposo y finalmente permite que sea consumido

con personas con diabetes, puesto que no altera su nivel de glucosa en la sangre. [17] [75]

1.2 Métodos de Obtencion del Xilitol

Para la obtencidn del xilitol existen dos métodos para su produccion, en donde en el primer
método se encuentra la conversion quimica, en el cual, para obtener xilitol se usa en la primera
parte del proceso, una hidrolisis acida con acido sulfarico al 1%, para de esta forma lograr
romper los enlaces presentes en la hemicelulosa y lignocelulosa que se encuentra en la biomasa
a usar y asi, realizar un proceso hidrogenacion sobre un catalizador Niquel Raney, permitiendo

lograr la conversion de la xilosa a xilitol.

Durante este método, dicho catalizador debe contar con unas condiciones de altas temperaturas,
las cuales se encuentren alrededor de los 80 y 140°C junto con una presion mayor a 50 atm.
Posterior a la hidrogenacidn, se debe remover por medio de una filtracion para asi proceder a
cuantificar sus datos y cristalizar el producto final. Es importante tener en cuenta que este
proceso es costoso Y tiene una tendencia a producir compuestos secundarios indeseados. [72]
[73]

En el segundo método, se encuentra la conversidn biogquimica, que se da partir de la sintesis de
la xilosa con microorganismos, en donde también se parte inicialmente de una hidrélisis acida
con &cido sulfarico, pero en este caso el acido se encuentra al 3%, esto con el fin de lograr

romper mas rapido los enlaces de la hemicelulosa presente en la biomasa a usar.
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Posteriormente, se procede a realizar un proceso fermentativo usando levaduras, las cuales por

lo general pertenecen al género Candida sp. [72] [73]

Durante este método, es importante mantener las condiciones adecuadas para la fermentacion
como lo son mantener una temperatura de 30°C y una agitacion horizontal constante de 150
rpm durante 72 horas para de esta forma obtener el producto deseado. Es de considerar que este
proceso no es tan costoso como el de la hidrogenacion, pero su tendencia a producir compuestos

secundarios es mucho mas baja y se pueden separar por el método de HPLC. [72] [73]

1.2.1 Geéneros y especies de levaduras usadas

Actualmente, para la produccion de xilitol se han encontrado multiples estudios con respecto a
su produccion y obtencion de materia prima. Entre estos estudios, se ha caracterizado el uso de
materias primas como lo son las cascaras de frutas citricas y semillas de algunas frutas dulces;
almidones y el bagazo de la cafia de azlcar. Estas materias primas tienen en comun el contenido
de D-glucosa y D-xilosa que al momento de su hidrélisis acida y fermentacion con los
microorganismos del género Candida sp. y el genero Kluyveromyces sp., han permitido la

obtencidn de este producto azucarado organico biologico.

Entre esas se encuentra la cascara de frutas citricas como se ha nombrado anteriormente, en
este caso se encuentra aplicado con el uso de la cascara de naranja como sustrato. El estudio
fue por parte de la Universidad de la Salle propuesto por Mayra Alejandra Avila Rodriguez y
Laura Carolina Olaya, el cual habla de que actualmente en el departamento de Cundinamarca
existen 11.331 ton/afio de desperdicios, los cuales fueron aprovechados para la transformacion
de xilosa que contenian dichas cascaras en xilitol. Durante esta transformacion de la materia,
ellos comentan que para la degradacion de esta materia prima usan inicialmente una hidrolisis
acida que les permite romper los enlaces D- glucosa y D- xilosa presentes en el sustrato los
cuales posteriormente son degradados por medio del microorganismo Candida Rugosa,
proveniente del género Candida sp. Este estudio resalta, que gracias a la cantidad de fibra que
contiene la cascara de naranja logran una obtencion de xilitol entre 1,09 g/L y 1,3 g/L. Su aporte
a esta investigacion, estuvo basada, no solo la implementacién de la cascara de naranja como
principal biomasa para producir xilitol, sino que adicionalmente evidenciaron como seria su
aplicacion en un biorreactor a nivel escala de una planta y alli hacen su comparativo entre las

dos formas de fermentacion para obtener finalmente el xilitol. [62]
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Posteriormente, se tiene un estudio con las semillas de tamarindo por parte de la revista
mexicana de Ingenieria Quimica de los autores R. Martinez-Corona, J.C. Gonzalez-Hernandez,
V. Radames-Trejo , C. Cortes-Penagos, M.C. Chavez-Parga y M.A. Zamudio-Jaramillo, en
donde alli hablan sobre la composicion de la semilla de tamarindo presente en México, alli
nombran que dicha semilla tiene un contenido del 20% de xiloglucano, el cual es util para la
obtencion del xilitol por medio de una hidrélisis acida que permite realizar un rompimiento de
enlaces presentes en el xiloglucano junto con un tratamiento térmico que les permitié obtener
un sustrato rico en D-xilosa, que es degradada por medio de la fermentacion con el
microorganismo Kluyveromyces marxianus; segin su disefio de experimentos, lograron
obtener un rendimiento final de 0,57 g/L. Su aporte con este articulo fue que no solo el género
Candida sp. es util para la obtencion de xilitol, sino que incentiva a investigar otros géneros de

levaduras que puedan aplicar a este proceso productivo. [63]

Luego, se tiene el estudio del departamento Tecnoldgico de Biotecnologia e Ingenieria Quimica
de la Universidad de Sao Paulo, Brasil de los autores Maria G. A. Felipe, Michele Vitolot,
Ismael M. Mancilha y Silva S. Silva, en el cual utilizan un método de fermentacion del bagazo
de cafa de azucar, en donde dicho sustrato es hidrolizado por un medio &cido, que en este caso
dicho medio corresponde al H.SOs. Posteriormente de que se hidroliza el sustrato elegido, se
procede a la obtencién del xilitol utilizando en el método fermentativo con diferentes
microorganismos, pero todos provenientes del género de la Candida sp. (Candida
Guilliermondii, Candida Pachysolen tannophilus, Candida shehatae, Candida boidinii y
Candida Pichia stipitis). En este caso, obtuvieron un comparativo entre diferentes medios
fermentativos a las mismas condiciones, los cuales como resultado les permitio evidenciar que
el mejor microorganismo para la produccién de xilitol con el bagazo de cafia de azucar es la
Candida Guilliermondii, el cual les arroj6 un rendimiento final de 2,0 g/L de xilitol. Su aporte
a esta investigacion esta relacionado con el amplio uso de levaduras en la fermentacion de la
xilosa y produccion del xilitol, adicionalmente utilizan como biomasa principal el bagazo de
cafia, el cual hoy en dia es uno de las grandes problematicas que tiene los productores de azucar

con cafia. [64]

Finalmente, se tiene un estudio de la revista cientifica Biotechnology for Biofuels por parte de
los autores Ke-Ke Cheng, Jing Wu, Zhang-Nan Lin y Jian-An Zhang, donde mencionan el uso
de la mazorca de maiz como sustrato principal para la obtencidén del xilitol. Realizan un

pretratamiento con un medio &cido es decir una hidrélisis, que posteriormente es fermentada
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con el género de microorganismo Candida sp, especialmente con el microorganismo Candida
Tropicalis, la cual demostré que fue capaz de degradar dicha biomasa por medio de una
sacarificacion anaerdbica simultanea obteniendo como rendimiento final 0,32 g/L de xilitol. Su
aporte estuvo relacionado con la biomasa elegida, puesto que demuestran que de manera alterna
pueden producir metanol y xilitol utilizando la mazorca de maiz, dandole unas condiciones de
adaptacion similares y que el proceso a realizar no es complicado y que es viable realizarlo.
[65]

1.2.2 Usos convencionales

Sus usos convencionales se encuentran en estudios cientificos los cuales hablan de que se han
implementado en gomas de mascar para la prevencion de caries dental, adicionalmente se ha
encontrado que se ha usado en jarabes para la otitis media aguda, cremas dentales y para
endulzar alimentos que lo requieran, entre ellos se encontrd que se ha usado para endulzar

leches en polvo y dulces como osos de gomas. [76] [77]

1.3 Tamarindo

El tamarindo (Tamarindus indica L.) es una fruta procedente de Africa que pertenece a la
familia Fabaceae, proviene de un arbol que alcanza un tamafio alrededor de los 20 metros,
aungue generalmente es de crecimiento; su fruto mide de 5 cm a 12 cm de longitud, con dos a
seis semillas en su interior; este fruto es de facil cultivo y adaptacion con una alta resistencia a
las altas temperaturas y sequias, ya que suele darse en temperaturas entre los 20 y 38°C, pero
tiene una baja resistencia a las heladas puesto que esto afecta su crecimiento. Adicionalmente
su pulpa comestible, es de color café claro, que recubre la semilla y es de sabor agridulce [7];
tiene un contenido de sustancias organicas de las cuales entre el 8 y 12% corresponden a acidos
organicos tales como citrico, acético, ascdrbico, es especial presenta acido tartarico, pectina,
vitaminas y minerales y un 30 y 40% corresponde al contenido de azucares presentes entre
ellos se encuentra el xiloglucano o galactoxiloglucano, sacarosa, lactosa, maltosa, trehalosa,

entre otros. una pulpa comestible de color [78] [79]

La planta de tamarindo se propaga por la semilla y esta comienza a dar sus frutos a los cinco
afios de haber sido plantada. Su cultivo se dio inicialmente en el continente africano, el cual
para mediados del siglo XVI este fue expandiéndose llegando al continente asiatico y
finalmente al continente americano gracias a las condiciones ambientales. En base a lo anterior,

hoy en dia, esta fruta se encuentra sembrada en mas de 54 paises y es principalmente
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reconocido por sus propiedades antioxidantes, los cuales se encuentran relacionados con la
presencia de compuestos polifendlicos junto con aplicaciones en la industria alimentaria en

presentaciones como jugos, dulces, jaleas, entre otros. [80] [85]

1.3.1 Produccién Mundial

La produccion de tamarindo a nivel mundial se encuentra alrededor de los 400-500 millones
de toneladas, esto con respecto a la alta presencia de este fruto en el mundo. De los cuales la
India es el pais que ocupa el primer puesto frente a la produccion mundial de Tamarindo, con
una produccién anual de 300 mil toneladas. En segundo lugar, se encuentra Costa Rica, con
una produccion que se encuentra alrededor de méas de 220 mil toneladas de produccién anual.
Adicionalmente, en tercer lugar, se encuentra el pais de Tailandia con una produccion de 150

mil toneladas y Meéxico con una produccion de 39 millones de toneladas anuales [86]

1.3.2 Produccion Nacional

En Colombia, para el 2019, se estimé que la produccion de tamarindo se encontraba en 219
toneladas anuales segun lo reportado en un informe en conjunto entre el Jardin Botanico de
Cartagena, Agroindustria Dorada S.A.S. y Pacifico Consulting S.A.S, de las cuales informan
que para ese afio fueron sembradas 37 hectareas anuales siendo el 8% de las 4.680 toneladas
(total promedio anual) de los frutos nativos del bosque seco tropicales sembrados en el pais. Es
de resaltar que una de la mayor parte de produccién de tamarindo en el pais proviene del
municipio de Santa Fe de Antioquia, puesto que se cultivan 30 toneladas por hectarea, viéndose
beneficiado su crecimiento por sus condiciones climaticas que corresponde a una temperatura
de 31-33°C, junto con una humedad relativa del 77,85 % en la temporada seca; que corresponde
desde diciembre hasta marzo y un 90% en temporada humeda; que va desde marzo a
noviembre. Tiene una latitud de 6,5° al Ecuador, junto con suelos profundos, que le permite

tener un buen drenaje y finalmente estos suelos presentan un pH neutro. [87] [88] [89]

1.3.3 Usosy Propiedades

El tamarindo tiene propiedades antioxidantes, las cuales ayudan en la reduccién de
enfermedades cardiovasculares, tumores y enfermedades neurodegenerativas, asimismo
funciona como un laxante natural, ya que al ser rico en fibra, ayuda al buen funcionamiento del
organismo; sirve como un diurético natural por medio del jugo de tamarindo puesto que
estimula una mayor produccién de orina en el cuerpo; actua como un antiinflamatorio,

ayudando a reducir la inflamacién en las articulaciones, en los musculos y vasos sanguineos y
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también sirve para el cuidado capilar y dermatolégico, puesto que favorece el crecimiento y
regeneracion de células de la piel.

Por otro lado, esta fruta es utilizada cominmente en la industria de alimentos, en especial en
platos culinarios, en donde se le ha dado un uso como condimento para sazonar algunos
alimentos, asimismo se ha usado para realizar salsas, jugos, jaleas y dulces artesanales, los
cuales son mucho mas comunes en México y la India [90] [91]

1.4 Semillas de Tamarindo

Las semillas de tamarindo se han empleado desde épocas antiguas debido a sus propiedades
nutricionales y aportes a la salud; es proveniente de la planta Tamarindo indica y es de las
pocas especies de leguminosas en las que se usan todo lo que compone al fruto en si. La
particularidad que se logra observar, es que, al momento de obtenerse las semillas de este fruto,
que son albergadas en su interior, su morfologia corresponde a una especie de bolsas de color
marron y de forma semi almendrada como se muestra en la Figura 2. [7]; adicionalmente, estas
semillas tienen una forma ovalada comprimida lateralmente de color café, con un tamafo
aproximado de 1 cm de largo, el cual es una legumbre que es indehiscentes, es decir que su
pericarpio no se abre de forma espontanea para dispersar las semillas en el lugar donde se
busque cultivar; adicionalmente presenta cotiledones gruesos y una radicula pequefa y recta;
esto le permite tener la morfologia que cominmente se observa y posee una forma de
reproduccion de tipo hermafrodita; adicionalmente estas semillas tienen un tiempo de

germinacion bastante corto, puesto que la cabo de 10 dias ésta ya empieza su proceso. [92] [93]

Figura 2.

Semillas de Tamarindo

Nota. Esta figura representa las semillas de tamarindo. Tomado de J.
A. Mula. “Cultivo del tamarindo - Agromatica”. Agromatica. [En

linea]. Disponible: https://www.agromatica.es/cultivo-del-tamarindo/
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Las semillas de tamarindo contienen polisacéridos, proteinas y aceites. La composicion
quimica esté integrada por: agua 11,3 %, proteina 13,3 %, grasa 5,4 %, carbohidratos 57,1 %,
ceniza 4,1 % vy fibra cruda 8,8 % como se muestra en la Tabla 1., de los cuales entre eso

encontramos la presencia de glucosa y D-xilosa util para la produccion del xilitol. [8]

Tabla 1.
Composicion quimica de las semillas de tamarindo
Componente Promedio (%)
Agua 11,3
Grasa 54
Carbohidratos 57,1
Ceniza 6,0
Fibra Cruda 8,8
Proteina 13,3
Aminoacidos Acido glutamico 18,0
contenidos en el Acido aspartico 11,6
13,3% de proteina Glicina 9,1
Leucina 8,2
Metionina, treonina, valina, 53,1
cisteina, entre otros

Nota. Esta tabla muestra las propiedades fisicoquimicas de las semillas de

Tamarindo

Adicionalmente, se ha encontrado que la semilla de tamarindo dentro de sus carbohidratos,
contiene un 50% de un heteropolisacarido ramificado llamado xiloglucano, que consiste
principalmente en D-glucosa, D-xilosa, D-galactosa y L-arabinosa., adicionalmente que
contiene compuestos secundarios como alcaloides, saponinas, compuestos fendlicos totales y

taninos, que pueden alcanzar concentraciones de hasta 7.1 + 0.31 % de materia seca. [94] [95]

1.4.1 Propiedades Fisicoguimicas
Las semillas de tamarindo tienen de un color café con una longitud de semilla de 1,43cmy un

ancho de semilla de 1,12 cm, adicionalmente cuenta con un espesor de 0,76cm, un peso

25



promedio de 0,78g por semilla junto con un volumen de 0,74mL y una densidad promedio de

0,11g/mL. No se encuentran datos referentes al punto de fusion y ebullicién. [96]

1.4.2 Usosy Propiedades

Segun estudios, han determinado que las semillas de tamarindo tienen un gran aporte de
vitaminas y minerales al cuerpo las cuales contribuyen al mejoramiento de problemas de
estrefiimiento junto con la regulacion de los niveles de colesterol y azucar en la sangre al
consumirse de forma tostada como un snack o en harina para un mayor aprovechamiento de

estos compuestos. [6] [97]

Asimismo, en los ultimos afios no solo se les ha dado un uso culinario a las semillas, sino que,
a nivel de investigacion, se ha observado y estudiado que las semillas de tamarindo tienen la
capacidad de ser un coagulante natural en el tratamiento de aguas turbias en donde ha aportado
en la disminucion de la carga contaminante presente, ya que las semillas se encuentran
compuestas de carbohidratos, proteinas, y agua, junto con la parte proteica que corresponde al
acido glutdmico y el acido aspartico los cuales serian los causantes de que el proceso de

coagulacion. [98]

1.5 Generalidades — Microorganismos

En el presente estudio, se buscaron 5 referencias bibliograficas con respecto a las levaduras
Candida Tropicalis y Candida Guillermondii propuestas al inicio del documento en cuanto a
su relacion que tienen en la produccion de xilitol como se observa en la Tabla 2. No obstante,
también se presenta sustentacion bibliografica para la levadura Saccharomyces Cerevisiae,
puesto que se decide cambiar la Candida Guillermondii por esta levadura por temas de

disponibilidad y costos.

Tabla 2.

Generalidades de los microorganismos a usar

Tipo de Sustrato usado Produccion de Xilitol | Referencia
Levadura
Maiz 0,32 g/L [65]
Céscara de Camu Camu 0,67 g/L [19]
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Candida Céscara de nuez de areca 2,47 g/L [99]
Tropicalis Bagazo de cafia de azUcar 52,10 g/L [100]
Corazon de Pifa 4,29 g/L [101]
Bagazo de cafia de azUcar 2,00 g/L [64]
Cascarilla de arroz 0,57 g/L [44]
Candida Paja de Trigo 23,9 g/L [102]
Guillermondii Maiz 0,87 g/L [103]
Residuos de palma de aceite 6,70 g/L [104]
Residuos de maiz 11,8 g/L [105]
Saccharomyces Cascarilla de arroz 3,00 g/L [106]
Cerevisiae Paja de Trigo 45,41 g/L [107]
Frutos vacios de palma de 2,76 g/L [108]

aceite
Céscara de avena y soja 8,17 g/L [109]

Nota. Esta tabla demuestra las interacciones entre las levaduras a usar en el proyecto con los

diferentes tipos de biomasa usada para la produccion de xilitol.

Teniendo en cuenta la busqueda bibliografica anterior, se logra observar que las producciones
de xilitol se encuentran relacionados con las condiciones de proceso, ya que la mayoria de
articulos tienen condiciones de proceso para reactores de tipo batch, los cuales no solo
confirman que es posible realizar esta produccion a una escala semiindustrial, sino que
adicionalmente hay variedad de sustratos que se repiten con las distintas levaduras, dando la

oportunidad a mejorar las condiciones del proceso para asi lograr un rendimiento y

concentracién mayor de produccion.
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2. METODOLOGIA
2.1 Materiales y Métodos
Materiales
Los materiales usados para la produccion de xilitol parte de 5009 de semilla de tamarindo,
correspondientes a la materia prima para el desarrollo de este proyecto de investigacion.
Método
Durante la realizacion de este proyecto se plantearon seis (6) etapas para poder llegar a la
produccion de xilitol que se presentan a continuacion:
2.1.1 Molienda
Para la molienda de la semilla de tamarindo, esta se realizé por medio de un molino de martillos
para lograr la reduccion en el tamafio de particula. Se tuvo en cuenta las referencias
bibliograficas con respecto al tamafio las cuales indicaban que esta debe encontrarse en un
tamafo aproximado de 0,125 mm. Esta primera parte del proceso es de suma importancia

porque define cuanto podria llegarse a obtener de xilosa. [21]

Figura 3.

Diagrama de procesos para la molienda

Molienda de la
semilla de tamarindo

Secado semilla de
tamarindo

500g de materia

prima : :
Maoler la semilla 0,125 mm
Colocar las semillas

en la bandeja NO l
Llevar las semillas al 40 C legé al tamaiio de
horno 45 min particula deseado?,

h 4
Peszar las semillas Slll

Almacenar las
seimllas

Nota. En el diagrama de flujo se observa a detalle el proceso de molienda

de la materia prima
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2.1.2 Porcentaje de Cenizas

Para la determinacion del porcentaje de cenizas de las semillas de tamarindo ya molidas y
tamizadas se tiene en cuenta que por bibliografia este porcentaje se encuentra alrededor del 6%
en donde estas se determinaron a partir del protocolo de cenizas seglin la norma NTC-1SO
2171:2021 [22],

Figura 4.
Diagrama de procesos para determinar el porcentaje de cenizas

Determinacion de %

Acondicionamiento de Ceniza

de capsula

i Pesar capsula
Pesar capsula || s& usaron :
' . vacia
vacia 4 capsulas
L
6g de materia
h 4 r : i e
prima molida
Llevar I:ap_sula ! 103°C-1n v
a la mufla
Pesar capsula
- llena
v
Llevar capsula al v
desecador
Llevar capsula al 650 °C
horno 5h
h i
Pesar nuevamente || Llegar a peso
la cépsula conztanie k4

Llevar capsula al
desecador

h 4

Peszar nuevamente Llegar a peso
la capsula constante

Nota. En el diagrama de flujo se observa a detalle el proceso para la

determinacion del porcentaje de cenizas de la materia prima
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2.1.3 Porcentaje de Humedad Relativa

Para la determinacion del porcentaje de humedad relativa para las semillas de tamarindo, se
tuvo en cuenta la norma NTC 6375:2019 [23], en donde por medio de este método se logra
establecer la cantidad de humedad presente en las semillas en relacion con su capacidad
maxima de retencion de humedad la cual segun bibliografia corresponde a un 11,3%.

Figura 5.

Diagrama de procesos para determinar el porcentaje de humedad relativa

Determinacion de %

Acondicionamiento de Humedad

de capsula

<& usaron Pesar capsula
Pesar capsula M 4 l:é;hv:ula: vacia
h 4 r 2g de materia
prima
Llevarcapsula al || 4022044 v
horno
Pesar capsula
- llena
¥
Llevar capsula al v
desecador
Llegvar cépsula al 103 °C
i horno 1hy 30 min

Pesar nuevamente Llegar a masa
la capsula constante X

Llegvar cépsula al
desecador

¥

Pesar nuevamente Llegar a masa
la cépsula constanis

Nota. En el diagrama de flujo se observa a detalle el proceso para la

determinacion del porcentaje de humedad relativa de la materia prima
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2.1.4 Granulometria

En el analisis granulométrico que se le va a realizar a las semillas de tamarindo, es necesario
usar todas las mallas de los tamices junto con su agitador mecanico, esto con el fin de verificar
si el tamafo de particula deseado es el adecuado o en efecto es necesario realizar nuevamente

el proceso. A razon de lo anterior, este procedimiento se basa en la NTC 77, [24]

Figura 6.
Diagrama de procesos para determinar la

granulometria

Granulometria
semilla de tamarindo

CO—

A

Colocar en el tamiz
superior

w

Separar las particulas
Tamizar de un tamafio mayor
a 0,125 mm

Y

i5Se logrd separar
as particulas

adecusdamenis?

=1

l

Almacenar

Nota. En el diagrama de flujo se observa a detalle el
proceso para el analisis de granulometria de la

materia prima
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2.1.5 Hidrdlisis Acida
2.1.5.a Preparacion de disolucién de acido sulfarico al 3%: En la preparacion de la disolucion
de &cido sulfurico, se tiene en cuenta la NTC 1084:1998 [25], la cual explica el procedimiento

adecuado para realizar la hidrolisis &cida.

Figura 7.

Diagrama de procesos para la disolucién de &cido

sulfirico al 3%

500 mL de agua
desionizada

Preparacion
de disolucion con
H-SO, al 3%

e

Agregar a Frobeta
la probeta de 500 mL
h J r
Trasladar a un vaso vaso
precipitado de 1000 mL
60mLde HoSOy — » -
h J r
Agregar a Frobeta
la probeta de 100 mL
h
Trasladar al vaso
precipitado
2000 mL de agua
desionizada
h 4
Agregar al vaso
precipitado
h
: Agitador
Agitar la mezcla de vidrio

Nota. En el diagrama de flujo se observa a detalle

el proceso de la preparacion de la disolucién de

acido sulfurico al 3% para la hidrolisis acida.
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Figura 8.

2.1.5.b Preparacion de disolucion con NaOH 17, 5%: El protocolo de la preparacion de la
disolucidén de hidrdxido de sodio, se siguio la NTC 1019 [26]

Diagrama de procesos para la disolucién de &cido

sulfirico al 3%

Preparacion
de disolucion con
MNaCH al 17,5%

FPesar capsula
vacia

40,08 g de NaOH ——»
v

Pesar capsula
llena

!

Trasladar & un caso
precipitado

100 mL de agua

I EE—
desionizada T

w

Agregar al vaso
precipitado

!

Agitar la mezcla

w

Trasladar a un balén
aforado

agua

= e
desionizada i

v

Agregar al balon

¥

Agitar el balén
aforado

|
{
{
{

vaso
de 250 mL

Agitador
de vidrio

Hasta visualizar
el menisco en el baldn

Girando el baldn
de forma vertical

Nota. En el diagrama de flujo se observa a detalle

el proceso de la preparacion de la disolucién de

hidroxido de sodio para la neutralizacion del acido

sulfarico en la hidrolisis acida.
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2.1.5.c Hidrolisis &cida: para la hidrolisis acida, se baso en la metodologia planteada por la
AOAC para la hidrdlisis acida [84], la cual detalla los lineamientos de este procedimiento, ya
que con esto se busca romper los enlaces de glucosa y xilosa presentes en la semilla de

tamarindo. Este procedimiento va a hidrolizar a un tamafio de particula mayor a 0,125 mm

Figura 9.
Diagrama de procesos para el proceso de

hidrélisis acida

Hidralisis Acida
con HzSO,

100 g de semilla de
E—

tamarindo molidas

h 4
Agregar al vaso 4 vasos de
precipitado 1000 mL

Disolucidon preparada

—|
de HaSO,

w

Agregar al vaso
precipitado

il

Agitar la mezcla

i

Pasar al autoclave

l

Enfriar los vasos
precipitados

1 i

Agitador

{ de vidrio

1 h y 30 min
1

P=120 psi

NaOH MNeutralizar la [l Titular hasia llegar
al 17.5% hidralisis a un pH de 5-6
- | 5000 rpm
Centrifugar 30 min

| En el autoclave
por 1 h

Esterilizar

J -

Con filtro al vacio,

Filtrar usando papel filtro
Trasladar a un vaso (] Vaso de
shot 1000 mL
En nevera
Almacenar para conservar

o

Nota. En el diagrama de flujo se observa a
detalle el proceso para la realizacion de la

hidroélisis acida
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2.1.6 Fermentacion

2.1.6.a Cultivo del Inéculo: Para el procedimiento del cultivo del indculo, se plante6 el
procedimiento para el cultivo de la Candida Tropicalis y Saccharomyces cerevisiae, en donde
se basé en la NTC 1807 [27], NTC 4093 [28] y en la metodologia modificada planteada en
bibliografia, en la cual da un paso detallado de como realizar correctamente el cultivo para

ambas levaduras y que estas crezcan adecuadamente

Figura 10.
Diagrama de procesos para el cultivo del in6culo

Tomar 50pL de cada
evadurs para sembrar

Nota. En el diagrama de flujo se observa a detalle el

proceso para el cultivo del indculo
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2.1.6.b Medio de fermentacidn del Indculo: Para el procedimiento de la fermentacion del
indculo es aplicado para Candida Tropicalis y Saccharomyces cerevisiae y se basé en la NTC
1807 [27] y NTC 4093 [28] en la cual da un paso detallado de como realizar correctamente
para ambas levaduras y que estas crezcan en el medio descrito adecuadamente y se dé la

fermentacion deseada.

Figura 11.

Diagrama de procesos para el medio de fermentacion

del in6culo

Cultivo de
levaduras

4 vasos
hidrolizados

Medio de
fermentacion para el
indculo

Realizar un
raspado

M
h 4

Agregar a un
erlenmeyer

el

| Con una asa metdlica

para cada caja de petri

50mL de hidrolizado en
& erlenmeyers de 100 mL

Aagitar la mezcla

v

Sellar los erlenmeyer

L

Incubar

L.

-~

Con un tapon de
papel aluminio

En una incubadora shaker
24 ha 30°C - 200rpm

Nota. En el diagrama de flujo se observa a detalle el

proceso para el medio de fermentacion del in6culo

2.1.6.c Fermentacién con las levaduras Candida Tropicalis y Saccharomyces cerevisiae: Para
el procedimiento de la fermentacion final, se basé en la NTC 4093 [28], la ley 34 de 1948
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[29], la resolucion 0939 [30] y la NTC 440 [31] en la cual no solo brinda el paso detallado de
cémo realizar correctamente la fermentacion para ambas levaduras, sino adicionalmente que
lo regula 'y como debe manejarse el producto a obtener y asi finalmente poder obtener el
producto final que corresponde al xilitol. Es importante resaltar que el porcentaje del indculo
afiadido a la fermentacion final corresponde al 33% de la mezcla, ya que anteriormente se
fermenta en 50mL y estos se afiaden a los 100mL del caldo sabouraud.

Figura 12.
Diagrama de procesos para la fermentacion con
levaduras Candida Tropicalis y Saccharomyces

cerevisiae

Nota. En el diagrama se observa el proceso para

la fermentacion de la materia prima
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3. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

3.1 Metodologia Planteada
Se expone la forma en la que se va a realizar la obtencion del xilitol por medio de la xilosa
obtenida a partir de la semilla de tamarindo en base a lo planteado en el capitulo 2 con los

diagramas de flujo para el desarrollo de la metodologia.

Inicialmente, se realizé la obtencién de la semilla de tamarindo proveniente de Santa Fe de
Antioquia, Colombia, la cual se tomaron 500g de materia prima, en donde se le realizé su
respectiva limpieza, extrayendo asi los residuos de pulpa de tamarindo que quedaron en las
semillas, con el fin de que no afecte el proceso de obtencién de xilitol.

Luego, se realizo un secado de la semilla de tamarindo que va a permitir extraerle el exceso de
humedad que se encuentra presente en la semilla. Esto es necesario puesto que se desea conocer
si se va a trabajar con una base seca 0 y una base hiumeda de la semilla y que afectaciones
podria traer para el proceso. Durante el proceso de secado las temperaturas que se manejaron
se encontraban alrededor de los 20-40°C como se nombra en el diagrama de porcentaje de

cenizas y humedad relativa.

Posteriormente, se realizé la molienda y tamizaje de las semillas de tamarindo, siguiendo el
procedimiento de los diagramas de granulometria y molienda, con el fin de tener una materia
prima mas homogénea en cuanto al tamafio de particula; segun literatura, el tamafio de particula
méaximo debera estar alrededor del 0,125-1,400 mm, el cual se caracterizo fisicoquimicamente,
esto con el fin de determinar la composicion de las semillas de tamarindo lo que va a permitir
en medio de la investigacion conocer si afectard o no la concentracion y cantidad de xilitol al

final de la investigacion.

Ya con la molienda de la semilla de tamarindo, se procedio a realizar una hidrolisis acida con
acido sulfurico al 3%, la cual va a permitir romper los enlaces de cadenas de polisacaridos
presentes en la semilla de tamarindo, en donde el principal objetivo es obtener la D-xilosa, la
cual tiene un enlace fuerte con la D-glucosa. Este proceso se lleva a cabo mediante una
autoclave a una temperatura de 121 °C durante 20 min. Al momento de obtener la hidrolisis de

la semilla, se realiza un proceso de centrifugado a 5000 rpm en un tiempo determinado de 30
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min, esto con el fin de lograr separar la parte sélida de la liquida proveniente del caldo;
finalmente se filtra al vacio con papel filtro.

Para la preparacion del indculo, se procede a dejar sembradas las dos levaduras (Candida
Tropicalis y Saccharomyces cerevisiae) directamente cada una en las cajas de Petri en el medio
del Agar a una temperatura de 30°C durante 48 h, junto con una parte del medio hidrolizado
de la semilla que debe contener 10 g/L de glucosa, 10 g/L de azucares en el medio de semilla
de tamarindo hidrolizada, 10 g/L de bacto peptona, 10 g/L extracto de levadura y 10 g/L de
agar, con el fin de realizar una pre adaptacion de la levadura al medio de cultivo que
posteriormente se deja aislado y refrigerado. Transcurrido el tiempo de aislamiento, la levadura
almacenada se raspa utilizando un asa bacterioldgica que va a permitir después pasarla al medio
de fermentacion del inéculo, el cual corresponde a 25 mL de la concentracion inicial del
sustrato en un Erlenmeyer de 50 mL, luego se incuba a 30 °C durante 24 h y finalmente se agita
a 200 rpm.

Para la obtencion del xilitol, es necesario realizar una etapa fermentativa, que se realiza
mediante la preparacion del medio fermentativo, el cual contiene el hidrolizado concentrado
que posteriormente es diluido con agua destilada. Adicionalmente se le aflade NH4H2PO4
(fosfato de amonio) el cual permite la nutricion y la proteccion de la levadura para asegurar la
fermentacion completa y que ademas le aporta el nitrdgeno necesario al proceso. Finalmente,

para mantener un pH entre 5,8 y 6,0.

Posteriormente, en un Erlenmeyer pre esterilizado de 250 mL, se afiadieron 100 mL del medio
fermentativo anteriormente elaborado como se nombra en el diagrama, el cual se dejé
incubando con una agitacién de 200 rpm durante 72 h con una temperatura de 30 °C. Este

procedimiento no se realizd con duplicados y se plante6 tomar muestras a las 24 y 72 h.

Para corroborar que el proceso anterior se llevo a cabo con éxito, se hizo un seguimiento de las
corridas experimentales para determinar el consumo de sustrato y la produccion de xilitol, por
medio de un analisis de cromatografia liquida (HPLC), en donde se reflejo la cantidad de xilitol
obtenida durante la fermentacion con las dos levaduras y asi se logré comparar cual de ellas

obtuvo mejores resultados de produccion. [81]
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Finalmente, se realiz6 un disefio tipo escalamiento planta piloto de forma teorica, esto con el
fin de ver cudles serian las condiciones que podria tomar aplicadas a una planta.

3.2 Disefio de Experimentos
Para la realizacion de este proyecto, se planted que el disefio de experimentos estuviera
enfocado en la obtencidn final del xilitol, el cual se da por medio del paso final, correspondiente

al fermentativo y se establecieron los siguientes parametros:

Tabla 3.
Disefio experimental produccion de xilitol
NUmero de Tamarno de Levadura Tiempo
ensayos particula (mm) (h)
1 0,710 Candida Tropicalis 24 h
2 0,710 Candida Tropicalis 72 h
3 0,710 Saccharomyces cerevisiae 24 h
4 0,710 Saccharomyces cerevisiae 72 h
5 0,381 Candida Tropicalis 24 h
6 0,381 Candida Tropicalis 72 h
7 0,381 Saccharomyces cerevisiae 24 h
8 0,381 Saccharomyces cerevisiae 72 h

Nota. Esta tabla muestra el planteamiento del disefio experimental para la obtencién de

xilitol con los tiempos establecidos, tipo de levadura y tamafio de particula

En la Tabla 3., se evidencia que se realizaron 8 corridas en total, de las cuales 4 fueron
enfocadas en la levadura Saccharomyces cerevisiae y las 4 restantes, fueron para la levadura
Candida Tropicalis; estableciendo como relacion entre estos ensayos la variable de tiempo de
toma de muestra a las 24 horas, para un total de tiempo de procedimiento experimental de 72
horas, en donde se analiz6 cuanto se produjo de xilitol dependiendo su tamafio de particula y
en qué grado de concentracion se obtuvo de forma cuantitativa por medio de las pruebas de
cromatografia liquida (HPLC). Posteriormente, los datos obtenidos fueron analizados por un
ANOVA teniendo en cuenta el disefio factorial de 2x2x2, en donde se cont6 con 3 factores y 2

niveles, con total de 8 combinaciones posibles de comparacion de grupos.
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4. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Caracterizacion de la materia prima

4.1.1 Porcentaje de Cenizas

Para hallar el porcentaje de cenizas correspondiente a las semillas de tamarindo, se siguid el
protocolo descrito en la NTC-1SO 2171:2021; en donde se usaron 4 céapsulas de porcelana
llevadas a una mufla durante 5 horas a una temperatura de 650 °C. Se obtuvieron los datos de
la Tabla 4.; en donde se encuentran datos presentes del peso de cada capsula vacia junto con
el peso final de la misma con la materia prima, en donde se logra identificar que la masa inicial

promedio de la materia prima se encuentra alrededor de los 6 g.

Tabla 4.

Peso capsula vacia y con materia prima para porcentaje de cenizas.

Céapsula Vacia (g) Con materia prima (g)
1 74,3128 80,3403
2 74,4786 80,4606
3 74,4594 80,4509
4 74,2802 80,2802
PROMEDIO 74,3828 80,3830

Nota. En esta tabla se observa la cantidad de masa de materia prima usada para

hallar el porcentaje final de cenizas de las semillas de tamarindo

En la Tabla 5., se observan los resultados finales respecto al porcentaje de cenizas obtenido.

Estos resultados fueron calculados a partir de la siguiente formula:

Peso de cenizas

% de Cenizas = ( ) *100 (1)

Peso inicial

% de Cenizas = (%) 100 (2)

4

En donde:

P, = Cépsula con las cenizas

P2 = Capsula con materia prima
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Pi = Capsula vacia

Tabla 5.
Resultados de porcentaje de Cenizas.
Céapsula Cenizas (g) % de Cenizas
1 74,3351 8,0810%
2 74,5505 7,9353%
3 74,4037 8,1215%
4 74,6242 7,6144%
PROMEDIO 74,4784 7,9380%

Nota. En esta tabla se observa los resultados finales para el porcentaje

de cenizas de las semillas de tamarindo

Con base en los datos anteriores, se plantea un analisis estadistico en donde se realiza el céalculo

de la varianza, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion, obteniendo asi los siguientes

resultados junto con su respectiva grafica como se muestra a continuacion:

Tabla 6.

Resultados estadisticos para el porcentaje de

Cenizas.
Varianza 5,2941E-06
Desviacion estandar 0,0023
Coeficiente de variacion 0,0290

Nota. En esta tabla se observa los resultados

estadisticos para el porcentaje de cenizas

obtenido en la tabla anterior
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Figura 13.
Resultados estadisticos para €l porcentaje de Cenizas.

% Cenizas para la semilla de tamarindo

82 8.20%
8.109

80 &
8.00%

78 7.90%
7.809

76 o
7.70%

74 7.60%
7.509

72 o
7.40%

70 7.30%

1 2 3 4
Vacia (g) Con materia prima (g)
= Cenizas (g) % de Cenizas

Nota. En esta figura se observa los resultados estadisticos graficados
para el porcentaje de cenizas de las semillas de tamarindo en donde se

comparan los resultados de las 4 capsulas usadas.

En la Tabla 6., se observa que los datos obtenidos durante la practica de laboratorio para la
determinacion del porcentaje de cenizas son datos representativos y coherentes
estadisticamente ya que la desviacion estandar se encuentra a un valor menor al 30% [32-34]
[39], permitiendo analizar que no hay una variacion significativa en la determinacion del

porcentaje de cenizas de las semillas de tamarindo.

Es importante resaltar que el resultado obtenido no se encuentra dentro del rango establecido
reportado en bibliografia el cual corresponde al 4,1% [35-36]. Esto se podria deber a que hay
una alta probabilidad de que los cultivos de tamarino seleccionados absorbieron una mayor
cantidad de nutrientes o no durante la etapa de crecimiento del arbol de donde se extrajo la
materia prima, los cuales corresponden a un abono organico rico en fésforo y el estiércol de

aves de corral los cuales son los que favorecen el desarrollo de los frutos del arbol. [37].
Para la Figura 13., se evidencia la relacion que se tiene entre las 4 capsulas evaluadas con la

materia prima, en donde se logrdé determinar las cenizas y su respectivo porcentaje, dando al

final como constancia que su valor promedio se encuentra alrededor del 7,9380%.
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4.1.2 Porcentaje de Humedad Relativa

Para hallar el porcentaje de humedad relativa correspondiente a las semillas de tamarindo, se
tomaron 4 cépsulas de las cuales se realizd en un tiempo de 1 hora y 30 minutos a una
temperatura de 105 °C y se obtuvieron los siguientes datos iniciales que se observan en la
Tabla 7; en donde se encuentran datos presentes del peso de cada cdpsula vacia junto con el

peso final de la misma con la materia prima

Tabla 7.
Peso capsula vacia y con materia prima para porcentaje de humedad relativa.
Capsula Vacia (g) Con materia prima humeda
(9)

1 78,3412 81,0326

2 78,4522 80,6191

3 86,8815 89,0491

4 79,1230 81,8215

PROMEDIO 80,6995 83,1306

Nota. En esta tabla se observan los pesos por capsula vacia y con materia prima

para hallar el porcentaje de humedad relativa.

En la Tabla 8, se observan los resultados finales respecto al porcentaje de humedad relativa

obtenida. Estos resultados se sacaron a partir de la siguiente formula:

(B-4)-(C-4)

% de Humedad Relativa = ( Y

)* 100 (3)

En donde:
A = Peso capsula seca vacia

B = Peso capsula con materia prima hiimeda

C = Peso capsula con materia prima seca
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Tabla 8.

Resultados de porcentaje de humedad relativa.

Capsula Humedad (g) % de Humedad Relativa
1 80,6623 13,7586%
2 80,3312 13,2863%
3 88,7489 13,8494%
4 81,4484 13,8262%
PROMEDIO 82,7977 13,6801%

Nota. En esta tabla se observan los resultados finales obtenidos para el

porcentaje de humedad relativa de las semillas de tamarindo

Con base en los datos anteriores, se plantea un analisis estadistico en donde se realiza el calculo
de la varianza, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion para el porcentaje de

humedad relativa, obteniendo asi los siguientes resultados junto con su respectiva grafica como

Se muestra a continuacion:

Tabla 9.
Resultados estadisticos de porcentaje de Humedad Relativa.
Varianza 7,0430E-06
Desviacion estandar 0,0027
Coeficiente de variacion 0,0194

Nota. En esta tabla se observan los resultados estadisticos del

porcentaje de humedad relativa en donde se encuentra la

varianza, desviacion estandar y coeficiente de variacion para

las semillas de tamarindo.
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Figura 14.
Resultados estadisticos para €l porcentaje de humedad relativa.
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Nota. En esta figura se observan los resultados estadisticos graficados para
el porcentaje de humedad relativa de las semillas de tamarindo en donde se

comparan los resultados de las 4 capsulas usadas.

En la Tabla 9., se observa que los datos obtenidos durante la practica de laboratorio para la
determinacion del porcentaje de humedad relativa, los cuales dichos datos demuestran ser
representativos y coherentes estadisticamente, ya que la desviacion estandar se encuentra en
un valor menor al 30% [32-34] [39], permitiendo analizar que no hay una variacion

significativa en la determinacion del porcentaje de humedad de las semillas de tamarindo.

Es importante resaltar que el resultado para este criterio obtenido no se encuentra dentro del
rango establecido reportado en bibliografia el cual corresponde al 11,3% [35-36]. Esto se
podria deber a una alta probabilidad de que los cultivos de tamarino seleccionados fueron
afectados por las precipitaciones absorbiendo una mayor cantidad de agua durante la etapa de

crecimiento del arbol de donde se extrajo la materia prima. [38].

Para la Figura 14., se evidencia la relacion que se tiene entre las 4 capsulas evaluadas con la
materia prima, en donde se logré determinar el porcentaje de humedad relativa promedio fue
del 13,6801%, en donde en relacion con los resultados obtenidos, dicho valor se mantiene

constante validando el analisis estadistico ya planteado.
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4.1.3 Granulometria

En el proceso de granulometria correspondiente a las semillas de tamarindo, se uso el protocolo
descrito en la NTC 77 [24], en el cual la materia prima usada, paso anteriormente por un molino
de martillos que permiti6 reducir su tamafio de particula dando los siguientes resultados como

se obhserva en la Tabla 10.

Tabla 10.
Tamafio de particula y malla final

Tamafio de particula de semilla Tipo de malla
1,400 mm 14
0,710 mm 25
0,594 mm 30
0,381 mm 40

Nota. En esta tabla se observan el tamafio de particulas que quedaron

retenidas en cada una de las mallas usadas.

Las semillas de tamarindo se encontraban inicialmente con un tamafio de particula alrededor

de 1 cm de largo que es corroborado con bibliografia [40].

Teniendo en cuenta los resultados presentados en la Tabla 10., es importante destacar que,
segun bibliografia referenciada en la metodologia propuesta, el tamafio de particula deseado
debia encontrarse en 0,125 mm, pero al no obtenerla por dificultades durante la molienda se
decide trabajar con 4 tipos de particula diferentes, esto con el fin de no tener grandes pérdidas

de materia prima y aprovecharla para realizar el proceso productivo del xilitol.

A partir de lo anterior, se plante6 una tabla granulométrica del tamizado realizado durante la
practica de laboratorio, esto con el fin de lograr visualizar la tendencia homogénea o
heterogénea que tienen los tamafos de particula, en este caso las de las semillas de tamarindo
al momento de separarse completamente el material fino del grueso como se observa en la
Tabla 11.
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Tabla 11.
Resultados de Granulometria.

Malla | Abertura Dp Masa % %Retenido %
malla (mm) | (mm) | Retenida(g) | Retenido acumulado | Particula
que Pasa
9 1,982 0 0,000 0,000 100,000
14 1,400 1,691 88,500 26,152 26,152 73,848
25 0,710 1,055 120,600 35,638 61,791 38,209
30 0,594 0,652 31,000 9,161 70,952 29,048
40 0,381 0,488 93,700 27,689 98,641 1,359
Fondos 4,600 1,359 100,000 0,000
Masa Total 338,400 100,000

Nota. En esta tabla se observan los resultados finales para el proceso de granulometria que

tiene en cuenta la masa retenida y especificaciones de las mallas usadas en el tamiz.

En razdn de lo anterior, se observa que las mallas que mas acumulan masa corresponden a las
mallas 14, 25 y 40, cada una con un porcentaje del 26%, 35% y 27%, demostrando asi que la

mayor parte de la masa atraveso la malla con un 73%. [42] [43]

Para la columna 3 del célculo del diametro de particula (Dp), se realiz6 sucesivamente sacando

un promedio entre la abertura de malla anterior y la actual como se observa en la ecuacion 4, 5

y 6

Dp = (Am1+Am2+Am3+~~Amn) (4)

n

En donde:

Dp = Diadmetro de particula
Amn= Abertura de malla

n = Numero total de datos

Promedio = (A";:&) (5)

Luego, para la columna 5, correspondiente a €l porcentaje de masa retenida, se uso la ecuacion

5 que se muestra a continuacion:

% Retenido = ( masa retenida (9) ) * 100 (6)

Y. masa retenida (g)

48



Posteriormente, para la columna 6, correspondiente a él porcentaje de masa retenida

acumulada, se us6 la ecuacion 7:

% Retenido Acumulado = (% retenido + % Retenido acumulado anterior) (7)

Finalmente, para la columna 7, correspondiente a él porcentaje de particula que atraveso la

malla, se usé la ecuacion 8

% Paricula que pasa = (100 — % Retenido acumulado) (8)
Teniendo en cuenta lo planteado anteriormente, se realizdé una curva granulométrica que se
observa en la Figura 15., la cual representa la relacion entre la cantidad de masa que logro

atravesar la apertura de las mallas con su porcentaje respectivo

Figura 15.

Resultados estadisticos de la curva granulométrica
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Nota. En esta figura se observan los resultados estadisticos graficados para
el proceso de granulometria con un comparativo entre la cantidad de materia

prima que gqueda retenida en cada una de las mallas usadas.

Para el analisis granulométrico de las semillas de tamarindo, se logra evidenciar que tiende a

tener un tamarfio de particula pequefio el cual el 36% de la materia prima se encuentra alojada
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en el tamafio de malla 25, con una apertura del 0,710 mm justificando el hecho de que su

proceso de molienda lo m&ximo que logro llegar fue hasta ese tamafio de particula [41-43]

4.2 Hidrdélisis Acida

Para realizar la hidrolisis cida, se tuvo en cuenta los tamafios de particula anteriormente
planteados, los cuales, al no tener una homogeneidad entre ellos, se decidid hacer un
comparativo para al final poder determinar cuanta xilosa se puede llegar a producir, y asi
corroborar con bibliografia [44] si habria otro tamafio de particula adecuado o si en efecto era
necesario seguir la metodologia ya establecida que correspondia a 0,125 mm. A razon de lo
anterior, se plantea la Tabla 12. que se muestra a continuacién:

Tabla 12.
Distribucion de particulas para hidrolisis acida.

Vaso | Tamafo de particula | Tipo de | Masa agregada Peso total
de semilla (mm) malla (9) relativo (g)
1 1,400 14 88,500 253,800
2 0,710 25 120,600 285,900
3 0,594 30 31,000 146,300
4 0,381 40 93,700 259,000
TOTAL 333,800 945,000

Nota. En esta tabla se observan los tipos de particula a usar para el proceso de

hidrolisis acida teniendo en cuenta su peso total relativo.

En dbonde se observa que se tienen 4 tipos de tamafios de particulas diferentes y estos se
distribuyeron en 4 vasos precipitados de 2000mL, los cuales dependieron de la malla en la que
se encontrara. Posterior al tamizado, se peso cada uno y se procedio a ser agregados a cada uno
de los vasos, obteniendo asi al final el peso de la masa agregada a cada vaso mas el peso de

cada vaso que se observa en la tabla el cual da inicio al proceso de la hidrélisis.

Teniendo en cuenta lo anteriormente planteado, [44-45], confirman que es necesario usar el

acido sulfarico al 3% para que la hidrolisis se pueda dar de forma correcta, se procedio a
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preparar la disolucion de &cido sulfurico, el cual se realizé por estequiometria un balance de

moles como se muestra a continuacién en la Tabla 13.:

Tabla 13.
Preparacion H2SO4 hidrolisis acida.
Sustancia Cantidad
Agua des ionizada 500 mL
Acido sulfirico 60 mL
Agua des ionizada 2000 mL

Nota. En esta tabla se observan las cantidades exactas

usadas para la preparacion de la disolucién de acido

sulfarico.
% v =22, 10094 (9)
3% v = $ + 100% (10)
x = w2000 _ o], de H,S0, (11)

100%

Corroborando por la ecuacion de porcentaje de volumen, se determind que se necesitan 60mL

de &cido sulfurico para la disolucion.

60mL H.SO, (1moldeHZSO4)* 98 % " 1,83 g de H;S0,4 1
2 4

x = =0,55M (12)
98,07 g

100 % 100 mL de HSO; 2L

Posterior a la preparacion de la disolucion, se agrego a cada vaso y se obtuvieron los siguientes

resultados en la Tabla 14.:
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Tabla 14.
Cantidades totales para el proceso de hidrolisis acida.

Vasos | Masa agregada Cantidad éacido Cantidad agua (mL) | Total g/mL
(9) (mL)
1 88,500 500 2000 2588,5
2 120,600 500 2000 2620,6
3 31,000 500 2000 2531,0
4 93,700 500 2000 2593,7

Nota. En esta tabla se observan as cantidades usadas para el proceso de hidrdlisis &cida que

incluye la cantidad agua a usar, acido y la masa agregada por cada uno de los vasos.

En esta tabla, se evidencia las cantidades totales que quedaron al final en cada vaso, el cual,
con base en lo anterior, entra a concluir su proceso en el autoclave para lograr exitosamente la
separacion de enlaces entre la glucosa y la xilosa presentes en la semilla de tamarindo y asi
obtener la materia prima para el proceso de la fermentacion. Es por esto, que las condiciones

adecuadas deben encontrarse entre 120°C de temperatura y 15 psi de presion. [46-49]

Después del proceso de hidrdlisis acida, se procede a bajar la temperatura de los vasos para
poder realizar la neutralizacion con hidroxido de sodio (NaOH) al 17,5% para logar obtener un
pH neutro como lo sugiere la metodologia planteada y sugerida por bibliografia como se
evidencia en la ecuacion 13, 14, 15y 16. [46-49]

2NaOH + H,S0, - Na,SO0, + 2H,0 (13)
224n 1,12n

Cl * Vl = Cz * V2 (14)

2,24n
2L

= 1,12 M NaOH (15)

Posteriormente, se procede neutralizar titulando los 4 vasos trasladando la sustancia hidrolizada
a 4 vasos precipitados de 2000 mL, donde su pH inicial se encontraba en 1,16 en los 4 vasos y

arrojando los siguientes resultados evidenciados en la Tabla 15. [46-49]:
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Tabla 15.
Cantidades totales para la neutralizacion de la hidrdlisis acida por vaso.

Vaso NaOH (mL) pH
1 83,3 7,00
2 104,7 7,01
3 64,7 7,04
4 48,3 7,00

Nota. En esta tabla se observan las cantidades usadas de hidroxido de sodio

para la neutralizacién del proceso de hidrolisis &cida en cada vaso.

En la tabla anterior se observan diferentes cantidades de hidréxido de sodio para neutralizar
cada vaso, esto se debe a que al tener diferentes cantidades de masa inicial se ve alterada la
neutralizacion junto con el aumento de temperatura en el autoclave, permitiendo que al final se
termine usando mas hidroxido del calculado a causa de la evaporacion de parte del agua.
Adicionalmente, en los vasos 3 y 4, se tuvo que neutralizar con hidréxido al 28% ya que el del
17% ya se habia usado en su totalidad en los anteriores vasos y se prefirié dar uso a los que ya

estaban preparados sin sedimentos en el laboratorio de la universidad.
Finalmente, se centrifugaron las muestras a 5000 rpm por 30 min con el fin de separar la parte

solida del hidrolizado de la liquida y asi filtrarla y que quede sin residuos que puedan afectar

el proceso de fermentacién como se logra observar en la Figura 16.
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4.3 Fermentacion

Para el proceso de la fermentacién, se inicié realizando el cultivo de los microorganismos o del
indculo en las cajas de Petri que se van a usar en esta parte final del proceso. Es importante
resaltar que no se usé el microorganismo Candida Guillermondii por cuestiones de
accesibilidad y economia. A razon de lo anterior, se usa el microorganismo Saccharomyces

cerevisiae presente en la universidad y se cultivan ambos bajo las mismas condiciones como

Figura 16.

Centrifugado muestras

posteriores al hidrolizado

Nota. En figura se observa

una de las

hidrolizadas

muestras

posterior al

proceso de centrifugado

se muestran a continuacion en la Tabla 16.

Tabla 16.
Condiciones de las cajas de Petri para el cultivo de los inculos.
Caja de Petri In6culo Cultivo (pL) | Temperatura pH
1 Candida Tropicalis 50
2 Saccharomyces cerevisiae 50 30°C 7,02
3 Candida Tropicalis 50
4 Saccharomyces cerevisiae 50

Nota. En la siguiente tabla se observa las condiciones establecidas para las 4 cajas de Petri en

donde se realizaron el cultivo de los in6culos de cada una de las levaduras.
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En la tabla anterior se evidencia lo cultivado en cada una de las cajas de Petri, las cuales tienen
un contenido de 5,24 g de Agar Sabouraud Cloranfenicol diluidos en 50 mL de agua des
ionizada, adicionalmente tiene 520 pL de extracto de levadura, 80 mL adicionales de agua des
ionizada y por ultimo se le agregaron 8 gotas de NaOH al 1M para neutralizar el medio de
cultivo del in6culo preparado y quedara en 7,02. Este cultivo duro en incubar 48 horas en la

incubadora para tener un crecimiento exitoso como se observa en la Figura 17 y 18.

Figura 17.

Crecimiento inicial de las levaduras.

Nota. En figura se observa el crecimiento de las levaduras al dia 0 en las cajas de Petri.

Figura 18.
Crecimiento final de las levaduras.

O s

Nota. En figura se observa el crecimiento final de las levaduras al dia 2 en las cajas de Petri.

Posterior al cultivo, se procedi6 a realizar la fermentacion del in6culo, raspando con un asa

metélica el microorganismo de la caja de Petri y agregandola a 4 Erlenmeyer de 100 mL del
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hidrolizado de semilla de tamarindo como se evidencia en la Figura 19. junto con las siguientes
condiciones en la Tabla 17.:

Tabla 17.

Condiciones de fermentacién de los indculos.

Erlenmeyer Vaso Hidrolizado | Temperatura | Agitacién
(mL) (mL) (°C) (rpm)

1 1 100
2 2 100 32 200

3 3 100

4 4 100

Nota. En esta tabla se observan las condiciones establecidas para la
fermentacién de los inoculos de cada una de las levaduras, teniendo en

cuenta que eran 4 muestras.

Figura 19.
Distribucién en los Erlenmeyers para la fermentacién del indculo.

> - o~ ez LIS
s - “‘. % 2ol

P . uy . Ria

Nota. En figura se observa las 4 muestras de los indculos antes de

ingresarlas a la incubadora para su proceso de fermentacion.

Partiendo de la tabla anterior, se establecié que este proceso de fermentacion del indculo iba a
tener una duracion de 24 horas, en las cuales la levadura interactta con el medio fermentativo,
alimentandose y permitiendo que este empiece a crecer en este medio liquido, invadiendo los
100mL del hidrolizado, ya que las levaduras propuestas interactian acertadamente con la xilosa

y glucosa, dando, asi como resultado la fermentacion.
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Para corroborar que hubo un crecimiento de las levaduras durante la fermentacion del in6culo
pasadas las 24 horas, se realiz6 un conteo celular manual por los 100mL que se adicionaron al
inicio del proceso, esto con el fin de corroborar el crecimiento microbiano, como se evidencia
en la Tabla 18. y visualmente de forma microscopica como se observa en las Figuras 20 y 21.

tomada de forma visual externa desde la incubadora.

Figura 20.

Conteo celular — fermentacion inéculo.

Nota. En esta figura se observa el
crecimiento celular en la hora O
presente en la fermentacion del

inoculo.

Figura 21.

Fermentacion indculo.

——

Nota. En esta figura se observa las 6 muestras de los

indculos el momento de ingresarlas en la incubadora

para su fermentacion.
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Tabla 18.
Conteo celular por cada levadura y diferente tamafio de particula

Erlenmeyer | Tamafio de particula (mm) Levadura Conteo Celular
1 0,710 Candida Tropicalis 1950
2 0,710 Saccharomyces cerevisiae 1800
3 0,381 Candida Tropicalis 1200
4 0,381 Saccharomyces cerevisiae 2000

Nota. En esta tabla se observa el conteo celular para los dos tipos de tamafio de particula

elegidos y las levaduras usadas

Para este conteo celular inicial, se tomaron 200 pL de muestra de cada uno de los erlenmeyers
para ser analizado y observado en el microscopio por medio de la camara de Neubauer. Dicho
conteo no se pudo realizar de forma computacional, ya que no se encontraba disponible el
programa Motic Modulo cuando se tomd las muestras. Con base en lo anterior, se realiza el
conteo de forma manual teniendo en cuenta la Figura 22. [59-61] y se usaron las siguientes
ecuaciones:

Figura 22.

Formato para calcular el conteo celar de la

camara de Neubauer

.......

.

L
-

Nota. En esta figura se observa la forma de uso
de la camara de Neubauer junto con su forma de
calculo para el conteo celular. Tomado de O.
Bastidas, “Conteo Celular Con
Hematocitometro,” Technical Note-Neubauer
Chamber Cell Counting, 2011.
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Total células contadas
(16)

Concentraciéon Celular = — x 10.000
Numero de cuadrados

La ecuacién 16, es aplicada cuando las células se encuentran dentro de un area de 1 mm x 1

mm, con un volumen de 1 mm? x 0,1 mm = 0,1 mm® = 1x10* mL

Total células contadas

Concentracién Celular = *160.000 (17)

Numero de cuadrados

La ecuacion 17, es aplicada se tiene cuando las células se encuentran dentro de un area de 0,25
mm x 0,25 mm = 0,0625 mm?, con un volumen de 0,0625 mm? x 0,1 mm = 6,25x10° mm? =
6,25x10° mL

Total células contadas

Concentracion Celular = *250.000 (18)

Numero de cuadrados

La ecuacion 18, es aplicada se tiene cuando las células se encuentran dentro de un area de 0,2
mm x 0,2 mm = 0,04 mm?, con un volumen de 0,04 mm?x 0,1 mm = 4,0 x10 mm® = 4,0 x10

mL

En razon a lo anterior, se logré analizar que el conteo celular presente en las muestras de
Candida Tropicalis y Saccharomyces cerevisiae fue suficiente y se dio de una forma exitosa
en pro de que ocurriera el proceso de fermentacion [50][51] y que las levaduras llevaban un
buen proceso de adaptabilidad al sustrato propuesto (semillas de tamarindo), puesto que ambas
levaduras propuestas, al encontrarse en presencia de azUcares, junto con otros nutrientes
esenciales como lo son los aminoacidos, los minerales y las vitaminas, tuvieron un proceso
fermentativo a etanol y didéxido de carbono (como metabolitos primarios de la fermentacion)
de forma efectiva, esto con el fin de que durante la fermentacién se produzca la enzimaa NAD™
en condiciones anaerdbicas [52-54]. Adicionalmente al corroborar con literatura y observar las
muestras bajo el microscopio, se observo que las levaduras van a llegar a producir varios
metabolitos secundarios que actan como importantes que son los que generan el olor y sabor

de las muestras expuestas a las levaduras. [55-58]

Por ultimo, en la fermentacion final del proceso, se inici6 trasladando la fermentacion del

indculo como materia prima para la produccidn de xilitol. Teniendo en cuenta lo anteriormente
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nombrado, se prepard caldo fermentativo en 1600 mL, en donde se le dieron los nutrientes
necesarios a las levaduras para que estas terminaran de multiplicarse y lograran producir el

producto deseado como se plantea en la Tabla 19.

Tabla 19.
Contenido de componentes afiadidos a la fermentacion.

Fermentacion final

VASO Extracto de Caldo fermentativo | Fosfato de Amonio
Levadura (9) (9) (9)
1
2 16 48 1,6
3
4

Nota. En esta tabla se observa los componentes bioquimicos afadidos en el proceso de la

fermentacion para las 4 muestras

Se observa en la tabla 18 que se le agregan los mismos compuestos que al momento de la
preparacion de la fermentacion del indculo. Con la diferencia que al final se le adiciona fosfato
de amonio, esto se afiade con el fin de que le aporte el nitrdgeno necesario para que la
fermentacion sea el adecuado, segun lo planteado en la metodologia. Es importante tener en
cuenta que dicha metodologia fue modificada, puesto que, segun bibliografia, sugerian que la
agitacion horizontal se diera con 200rpm y una temperatura de 30°C; pero entonces al ponerlo
en préactica, las condiciones finales manejadas para la fermentacion fueron de 100 rpm y una
temperatura de 30°C. Ya que las maquinas presentes en el laboratorio no lograron alcanzar esta
velocidad a razon de que los Erlenmeyer usados fueron de 250mL y al encontrarse en la
incubadora tan pequefia, provocaba que al interior de esta maquina chocaran entre si a ese nivel
de revoluciones por minuto, arriesgando que se dafiaran las muestras y diera lugar a que

existieran posibles pérdidas de materia prima lista para la fermentacion.
Las muestras fueron al final tomadas a las 24 horas y a las 72 horas de iniciado para garantizar

la completitud del proceso. Asimismo, como a las muestras iniciales de la fermentacion del

indculo, se le realiza un conteo celular a través del software Motic Mddulo, quien genera
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autométicamente el conteo celular como se muestra en la Figura 23. y 24. para todos los

Erlenmeyer con las muestras.

Figura 23.

Conteo celular — Vaso 1 — Candida Tropicalis 24 horas.

Nota. En esta figura se observa el conteo celular a las 24
horas para la primera muestra con Candida Tropicalis.

Figura 24.
Conteo celular — Vaso 1 — Saccharomyces cerevisiae 24
horas.

Nota. En esta figura se observa el conteo celular a las
24 horas para la primera muestra con Saccharomyces
cerevisiae.

61



Adicionalmente, con los datos obtenidos, se logré realizar un comparativo entre las dos
levaduras cultivadas y el distinto tamafio de particula, arrojando que la Saccharomyces
cerevisiae tiende a presentar una mayor afinidad con el sustrato de semilla de tamarindo, ya
que su crecimiento microbiano fue de casi el doble en comparacién con la Candida Tropicalis
como se muestra en la Tabla 20. en donde se observan 5 columnas, en las cuales la primera
hace referencia a la cantidad de ensayos realizados; la segunda, al vaso del cual se tomé la
muestra de hidrolizado y se traslado el fermento del indculo; la tercera columna, hace referencia
al tipo de levadura usado; la cuarta columna, al tiempo de fermentacion final, en donde su rango
estuvo entre las 24 y 72 horas y finalmente en la columna cinco, se tiene el crecimiento

microbiano obtenido por el conteo celular.

Tabla 20.
Conteo celular de la fermentacion final.
Numero de Vaso Levadura Tiempo (h) Crecimiento
ensayo microbiano
1 1 Candida Tropicalis 24 4281
2 1 Candida Tropicalis 72 8445
3 1 Saccharomyces cerevisiae 24 5182
4 1 Saccharomyces cerevisiae 72 2427
5 2 Candida Tropicalis 24 25887
6 2 Candida Tropicalis 72 25393
7 2 Saccharomyces cerevisiae 24 12920
8 2 Saccharomyces cerevisiae 72 28561
9 3 Candida Tropicalis 24 9335
10 3 Candida Tropicalis 72 2508
11 3 Saccharomyces cerevisiae 24 7474
12 3 Saccharomyces cerevisiae 72 18401
13 4 Candida Tropicalis 24 10355
14 4 Candida Tropicalis 72 3723
15 4 Saccharomyces cerevisiae 24 15371
16 4 Saccharomyces cerevisiae 72 29011

Nota. En esta tabla se observa el conteo celular final de las 16 muestras para un tiempo de 24
y72h
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En la Figura 25., se analiz6 la variacion que se obtuvo entre el crecimiento celular entre las
levaduras propuestas, y finalmente en la Figura 26. y 27, se observé la multiplicacion celular
final, permitiendo asi desarrollar la hipotesis de que la levadura Saccharomyces cerevisiae es

mas productiva de la Candida Tropicalis.

Figura 25.
Resultados Crecimiento microbiano

Crecimiento microbiano
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Nota. En esta figura se observa un comparativo grafico entre las 16 muestras obtenidas con

un tiempo de 24 y 72 h con el fin de verificar la produccién de xilitol.

Figura 26.
Conteo celular — Vaso 1 — Candida Tropicalis

72 horas.

Nota. En esta figura se observa el conteo
celular a las 72 horas de la primera muestra de

Candida Tropicalis
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Figura 27.
Conteo celular — Vaso 1 — Saccharomyces
cerevisiae 72 horas

Nota. En esta figura se observa el conteo celular

a las 72 horas de la primera muestra de

Saccharomyces cerevisiae

Para finalizar, en la primera parte del Gltimo proceso, se pasaron las muestras fermentadas a
través de una centrifuga de laboratorio, que posteriormente se filtrd para terminar de separar
los so6lidos producidos durante la fermentacion. La centrifuga se llevo a 3500 rpm durante un
tiempo de 30 min. El producto se pasé a tubos de eppendorf como se muestra en la Figura 28.

Para posteriormente realizarle pruebas de HPLC.

Figura 28.

Muestras finales en tubos eppendorf para prueba de HPLC.

2 ’ a4
Nota. En esta figura se observa las muestras finales que
seran enviadas para el analisis de cromatografia liquida

(HPLC)
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En la segunda parte del Gltimo proceso, a través del método de cromatografia liquida, se separo,
purifico y cuantifico el xilitol obtenido de las muestras anteriores, en donde en la Tabla 21. Se

evidencia los resultados de este método realizado

Tabla 21.
Fermentacién Final — Obtencion de xilitol.
NUmero Tamario de Levadura Tiempo Xilitol (g/L)
de particula (mm) (h)
ensayo
1 0,710 Candida Tropicalis 24 1,654
2 0,710 Candida Tropicalis 72 1,623
3 0,381 Saccharomyces 24 1,270
cerevisiae
4 0,381 Saccharomyces 72 0,627
cerevisiae
5 0,710 Candida Tropicalis 24 0,633
6 0,710 Candida Tropicalis 72 0,641
7 0,381 Saccharomyces 24 1,314
cerevisiae
8 0,381 Saccharomyces 72 1,629
cerevisiae
Blanco 6,137

Nota. En esta tabla se observa los resultados finales obtenidos del analisis de cromatografia
liquida (HPLC)

Para el andlisis de produccidon de xilitol. se observo que ambas levaduras se comportaron de
una forma distinta frente al tamafio de particula planteado junto con el tiempo estimado para la
fermentacion. En razon de lo anterior, se establecié que, aunque la produccion de xilitol frente
al blanco no fue tan alta como se esperaba, ya que hay una diferencia de 4,483 g/L, si se
determina que la Candida Tropicalis tiende a favorecer la produccién de xilitol cuando el
tamafio de particula es mayor, que este caso seria a 0,710 mm, mientras que la Saccharomyces

cerevisiae, tiende a favorecer la produccién de xilitol cuando su tamafio de particula es cada
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vez menor, es decir se encuentra alrededor de 0.381 mm. Esto se debe a la forma de sintetizar
de cada microorganismo Y la cantidad de biomasa usada desde el inicio del proceso.

Adicionalmente, la levadura que realizo una mayor conversion de xilosa a xilitol al terminadas
las 72 horas de fermentacion final, corresponde a la Saccharomyces cerevisiae, la cual logro
obtener un valor de produccion de xilitol de 1,629 g/L. Por medio del valor anterior, se
establece que, al momento de realizar una comparacion con el articulo cientifico “Analysis of
the Effect of Agitation and Aeration on Xylitol Production by Fermentation in Bioreactor with
Kluyveromyces marxianus Using Hydrolized Tamarind Seed as Substrate”[63], el cual también
usa como sustrato las semillas de tamarindo, pero en este caso, usan la levadura Kluyveromyces
Marxianus para su correspondiente biotransformacion, se establecié que la diferencia de
produccién es de 0,919 g/L, ya que en este articulo resaltan que su maxima produccion
alcanzada fue de 0,71 g/L de xilitol.

Es importante considerar que la levadura Kluyveromyces Marxianus y la levadura
Saccharomyces cerevisiae, se encuentran dentro del mismo geénero Saccharomycetaceae,
ambas con la capacidad de ser levaduras homotélica, hemiascomiceta y filogenéticamente
relacionadas. La diferencia principal que se encuentra entre estas dos levaduras, corresponde a
la reproduccion que tienen, puesto que la Saccharomyces cerevisiae, tiene una reproduccion
asexual que le permite tener la capacidad de formar colonia mucho mas facil, mientras que la
levadura Kluyveromyces Marxianus, tiene una reproduccion sexual de manera teleomorfa
permitiéndole desarrollar la levadura Candida Kefyr. [82]. A razon de lo anterior, se analizo
que esta podria ser una de las principales razones por la cual la produccion de xilitol presentada

en el articulo no fue tan alta como la propuesta en este proyecto.

De acuerdo con lo presentado en la obtencidn de xilitol por cada uno de los ensayos en la Tabla
20., se obtuvieron 9 gréficas correspondientes a cuantificacién de xilitol para las levaduras
Saccharomyces cerevisiae y Candida Tropicalis a las 24 y 72 horas con los diferentes tamafios
de particulas. Alli se logra observar la relacion que tiene cada tipo de levadura con el blanco,
en donde en el eje X se tiene el tiempo estimado para que se dé la separacion y purificacion del
xilitol, el cual corresponde a 15 min por ser un azUcar, junto con la relacion con el eje Y que
corresponde a la respuesta analitica, la cual en este caso fue usado el indice de refraccion,
puesto que al ser el xilitol un compuesto no cromoforo, es mas facil que sea detectado y

cuantificado a comparacion de la luz UV; esta respuesta se encuentra relacionada con los “picos
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o sefales” que son arrojados durante la prueba corroborando asi que se estd haciendo una
separacion junto con la presencia del compuesto a analizar en la maquina. Estas sefiales o picos
tienen una relacion son respecto a si altura, el ancho de la base, los cuales permiten indicar la
eficiencia del sistema y la resolucién del mismo [83]. Por lo tanto, teniendo en cuenta lo

anteriormente nombrado, se obtuvieron los siguientes resultados:

Figura 29.
Resultados HPLC - Blanco Xilitol.

Detector A Channel 1
254

9,097

T
12,590

13,579

0,0 25 5,0 7.5 10,0 125 15,0
min

Nota. En esta figura se observa una respuesta al proceso de HPLC al
xilitol tomado como muestra blanco para el comparativo con las demas

muestras.

Para la Figura 29. Se estima que, para un tiempo de total de 15 minutos, la lectura para el
blanco del xilitol presente en la muestra se realiz6 a los 9,097 minutos, evidenciado en la
primera curva de la muestra, arrojando un area bajo la curva de 546653 con una altura de 25847

y una concentracion final de xilitol de 6,137 g/L.
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Figura 30.

Resultados HPLC - Saccharomyces cerevisiae 24h — 0,710 mm.

Detector A Channel 1
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Nota. En esta figura se observa una respuesta al proceso de HPLC al xilitol
de la muestra 1 Saccharomyces cerevisiae 24h — 0,710 mm.

Para la Figura 30. Se estima que, para un tiempo de total de 15 minutos, la lectura para la
Saccharomyces cerevisiae a las 24 horas con un tamafio de particula de 0,710 mm, la cantidad
de xilitol presente en la muestra se realizo a los 9,268 minutos, evidenciado en la quinta curva
de la muestra, arrojando un area bajo la curva de 55175 con una altura de 1745 y una
concentracion final de xilitol de 0,633 g/L.

Figura 31.
Resultados HPLC - Saccharomyces cerevisiae 72h — 0,710 mm
Detector A Channel 1
40
a
20
10 e
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Nota. En esta figura se observa una respuesta al proceso de HPLC al xilitol

de la muestra 2 Saccharomyces cerevisiae 72h — 0,710 mm
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Para la Figura 31. Se estima que, para un tiempo de total de 15 minutos, la lectura para la
Saccharomyces cerevisiae a las 72 horas con un tamafio de particula de 0,710 mm, la cantidad
de xilitol presente en la muestra se realizo a los 9,090 minutos, evidenciado en la quinta curva
de la muestra, arrojando un area bajo la curva de 55907 con una altura de 1931 y una
concentracion final de xilitol de 0,641 g/L.

Figura 32.

Resultados HPLC - Saccharomyces cerevisiae 24h — 0,381 mm
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Nota. En esta figura se observa una respuesta al proceso de HPLC al xilitol de

la muestra 3 Saccharomyces cerevisiae 24h — 0,381 mm

Para la Figura 32. Se estima que, para un tiempo de total de 15 minutos, la lectura para la
Saccharomyces cerevisiae a las 24 horas con un tamafio de particula de 0,381 mm, la cantidad
de xilitol presente en la muestra se realizé a los 8,983 minutos, evidenciado en la séptima curva
de la muestra, arrojando un area bajo la curva de 116038 con una altura de 2984 y una

concentracion final de xilitol de 1,314 g/L.
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Figura 33.

Resultados HPLC - Saccharomyces cerevisiae 72h — 0,381 mm.
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Nota. En esta figura se observa una respuesta al proceso de HPLC al xilitol de
la muestra 4 Saccharomyces cerevisiae 72h — 0,381 mm.

Para la Figura 33. Se estima que, para un tiempo de total de 15 minutos, la lectura para la
Saccharomyces cerevisiae a las 72 horas con un tamafio de particula de 0,381 mm, la cantidad
de xilitol presente en la muestra se realizé a los 9,098 minutos, evidenciado en la sexta curva
de la muestra, arrojando un area bajo la curva de 144139 con una altura de 4103 y una
concentracion final de xilitol de 1,629 g/L.

Figura 34.
Resultados HPLC - Candida Tropicalis 24h — 0,710 mm.
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Nota. En esta figura se observa una respuesta al proceso de HPLC al xilitol de
la muestra 5 Candida Tropicalis 24h — 0,710 mm.

70



Para la Figura 34. Se estima que, para un tiempo de total de 15 minutos, la lectura para la
Candida Tropicalis a las 24 horas con un tamafio de particula de 0,710 mm, la cantidad de
xilitol presente en la muestra se realizd a los 8,932 minutos, evidenciado en la quinta curva de
la muestra, arrojando un area bajo la curva de 146338 con una altura de 4368 y una
concentracion final de xilitol de 1,654 g/L.

Figura 35.
Resultados HPLC - Candida Tropicalis 72h — 0,710 mm.
g: Detector A Channel 1
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Nota. En esta figura se observa una respuesta al proceso de HPLC al xilitol de

la muestra 6 Candida Tropicalis 72h — 0,710 mm.

Para la Figura 35. Se estima que, para un tiempo de total de 15 minutos, la lectura para la
Candida Tropicalis a las 72 horas con un tamafio de particula de 0,710 mm, la cantidad de
xilitol presente en la muestra se realiz6 a los 8,967 minutos, evidenciado en la quinta curva de
la muestra, arrojando un area bajo la curva de 143624 con una altura de 4013 y una

concentracion final de xilitol de 1,623 g/L.
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Figura 36.
Resultados HPLC - Candida Tropicalis 24h — 0,381 mm.
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Nota. En esta figura se observa una respuesta al proceso de HPLC al xilitol
de la muestra 7 Candida Tropicalis 24h — 0,381 mm.

Para la Figura 36. Se estima que, para un tiempo de total de 15 minutos, la lectura para la
Candida Tropicalis a las 24 horas con un tamafio de particula de 0,381 mm, la cantidad de
xilitol presente en la muestra se realizo a los 9,285 minutos, evidenciado en la quinta curva de
la muestra, arrojando un area bajo la curva de 112048 con una altura de 2458 y una

concentracion final de xilitol de 1,270 g/L.

Figura 37.
Resultados HPLC - Candida Tropicalis 72h — 0,381 mm.
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Nota. En esta figura se observa una respuesta al proceso de HPLC al xilitol de

la muestra 8 Candida Tropicalis 72h — 0,381 mm
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Para la Figura 37. Se estima que, para un tiempo de total de 15 minutos, la lectura para la
Candida Tropicalis a las 72 horas con un tamafio de particula de 0,381 mm, la cantidad de
xilitol presente en la muestra se realiz6 a los 9,068 minutos, evidenciado en la sexta curva de
la muestra, arrojando un area bajo la curva de 54628 con una altura de 1484 y una concentracion
final de xilitol de 0,627 g/L.

Al momento de realizar un andlisis general entre las graficas anteriores y la grafica del blanco,
se logr6 evidenciar que el dato arrojado del xilitol en general para ambos microorganismos se
encuentra entre los 8-9 minutos independientemente de la diferencia del tamafio de particula.
Se observa como diferencia entre las graficas de ambas levaduras la cantidad de sefiales que
presentd, puesto que para la Saccharomyces cerevisiae se presentaron entre 11-13 picos en sus
gréficas correspondientes, mientras que para la Candida Tropicalis, se presentaron 10 picos
dentro de las gréaficas expuestas. Lo cual hace referencia a que hay una alta probabilidad de que
se haya dado una mejor separacion con los demas polisacaridos presentes en la muestra y que

se haya optimizado mejor el proceso. [83]

Finalmente, con cada uno de los resultados obtenidos en los ensayos realizados, se realizo el

disefio de experimentos de 2x2x2 como se observa en la Tabla 22.:

Tabla 22.

Disefo de Experimentos - Disefio Factorial 2x2x2

B: Levadura
Candida Tropicalis Saccharomyces cerevisiae
C: Tiempo (h)
24 72 24 72
A: Tamafio de 0,710 1,654 1,623 0,633 0,641
particula (mm) 0,381 1,270 0,627 1,314 1,629

Nota. En esta tabla se observa el planteamiento del disefio de experimentos de forma mas

explicita

Planteando las siguientes hipdtesis:
Ho: A=0 Ho: B=0 Ho: C£0 Ho: AB#0 Ha: AC£0
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Ha: A#0 Ha: B£0 Ha: C£0 Ha: AB#0 Ha: AC£0

Ha: ABC#0
Ha: ABC#0

En donde se partid de la codificacion de los niveles de la siguiente forma:

A = Tamafio de particula: 0,710 mm: -1 0,381 mm: 1
B = Levadura: Candida Tropicalis: -1 Saccharomyces cerevisiae:1
C = Tiempo: 24h: -1 72h: 1

Posterior a ello, se realiz6 un andlisis de varianza, iniciando con la suma de cuadrados y la
media de cuadrados, estos enfocados a realizar un ANOVA obteniendo asi los resultados de la
Tabla 23.

Tabla 23.
Resumen de calculos del disefio de experimentos - ANOVA
Variacion SS df MS F
A 0,00522 1 0,00522 0,0731
B 0,05725 1 0,05725 0,8017
C 0,00770 1 0,00770 0,1079
AB 0,05725 1 0,05725 0,8017
AC 0,00770 1 0,00770 0,1079
BC 0,00566 1 0,00566 0,0792
ABC 0,07141 1 0,07141 -

Nota. En esta tabla se observa los resultados finales obtenidos del ANOVA planteado para el

disefio de experimentos.

En la anterior tabla, se evidencian 5 columnas con informacion de fuente de variacion, suma
de cuadrados (SS), grados de libertad (df), media de cuadrados (MS), y el valor F. En este caso
se evidencia que al disefio no contar con duplicados no se puede realizar el respectivo calculo
de error, es por esto que se toma la variacion ABC como el erro al ser mas compleja que las

demas variaciones.
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5. DISENO TEORICO A ESCALA PILOTO
5.1 Diagramas planteados para el proceso

Para el planteamiento del disefio tedrico de una escala piloto, se decide realizar un balance de
masa Yy energia el cual va a permitir observar como optimizar y mejorar cada uno de los
procesos propuestos a escala laboratorio y que se requeriria para pasar a la escala anteriormente
nombrada y si lo realizado puede llegar a cumplir con los flujos de materia y energia necesarios
para lograr los objetivos deseados.

Se inicia planteando el diagrama de bloques, donde se evidencian las operaciones unitarias
manejadas para este escalamiento semi industrial de este proceso de produccion como se

muestra a continuacion en la Figura 38.:

Figura 38.
Diagrama de bloques para la produccion de xilitol.
3% de HoS0, Vapor de agua
Semilas de Secado » Molienda Hidrolisis dcida »| Destilacion Flash
Tamarindo
Exceso de agua Candids Tropicais
Saccharomyces Cersvisiag
Fermentacion indculo [« Cultive del indculo
NaOH
l Grado 4: 20-25 pm
k. e —— k.
Neutralizacion »  Centrifugacion > Filracion > Fermentacion ——» CO;
y - Sedimentos sdlidos con un
Ee;jér:ﬂﬁg?;gm:ﬁnf; tamafio de particula menor
de la semilla de tamarindo
Grado 602 h: <2 pm
Centrifugacion » Fittracion ¥ Cristalizacion > Secado 3 Xilitol
Residuos de Residuos de microparticulas l l
\evadura fermentada de levadura fermentada Exceso de agua Exceso de agua

Nota. En esta figura se observa el planteamiento del diagrama de bloques para la

produccién semiindustrial de xilitol.
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Posterior al diagrama de blogues anterior, se procede a plantear el diagrama de procesos PFD,
teniendo en cuenta la implementacion de las maquinas industriales que van a ser Utiles en este

proceso de produccién como se muestra observa en la Figura 39.:
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Semillac de
Tamarindo

Figura 39.
Diagrama PFD para la produccion de xilitol.

o .

Nota. En esta figura se observa el planteamiento del diagrama de bloques para la produccion semiindustrial de xilitol




En donde las maquinas planteadas para el proceso corresponden a:

Tabla 24.
Maquinas a usar para el proceso de produccion semi industrial de xilitol
Maquina Cantidad Nomenclatura
Tanque de almacenamiento 1 TK-101
Secador 2 D-101/102
Molino de martillos 1 HM-101
Reactor CSTR 1 R-101
Columna de destilacidn tipo flash 1 T-101
Bomba centrifuga 3 P-101/102/103
Intercambiador de calor 2 E-101/102
Tanque mezclador 1 M-101
Centrifuga de discos 2 DC-101/102
Filtro de membrana 2 MF-101/102
Biorreactor 1 R-102
Cristalizador 1 CR-101
TOTAL 18

Nota. En esta tabla se observa la lista de maquinas usadas para el disefio del proceso de

produccion de xilitol a escala semiindustrial.

5.2 Descripcidn del proceso

El proceso inicia con un flujo de entrada de biomasa de 70 kg/h de semillas de tamarindo, el
cual pasa a ser secada con una temperatura de 70°C durante 1 hora, en el cual se busca reducirle
la cantidad de agua presente en las semillas; estas condiciones del proceso se establecieron
teniendo en cuenta que las semillas de tamarindo a escala laboratorio se secaron a 60°C y su
tiempo de secado fue de 40min, pero al manejarse una mayor masa se busca que haya una
relacion con el tiempo y temperatura para asi lograr mantener la condiciones adecuadas para el

proceso.

Posteriormente pasa a un molino de martillos con un tiempo aproximado de 1 hora y 30
minutos; este tiempo se estima teniendo en cuenta que, durante el disefio experimental, se tardd

en moler las semillas en un tiempo estimado de 30 minutos, ya que a pesar de que no era una



gran cantidad de materia prima, la dureza de la misma dificultaba el proceso de molienda. Este
proceso se realiza con el fin de reducir su tamafio de particula y que esta quede en un rango de
0,125 mm para asi poder iniciar el método de hidrolisis acida, en donde este ocurre en un
reactor CSTR, dando paso a la primera reaccion entre el acido sulfdrico al 3% vy los
polisacaridos presentes en la semilla, entre ellos el xilano o xiloglucano, puesto que es
necesario romper los enlaces presentes con el acido para asi obtener el componente deseado

que vendria siendo la xilosa.

Segun bibliografia, dice que el xiloglucano presente en las semillas de tamarindo corresponde
al 20% del peso seco de la semilla, es decir que la cantidad maxima tedrica esperada para
obtener la xilosa de forma tedrica corresponde a que de los 70 kg que ingresan, 14 kg

corresponderian al xiloglucano y lo que se esperaria convertir en xilosa [110]

Durante este proceso las condiciones de operacion se encuentran en 120°C y 15 psi de presion
y su tiempo de duracion es de 1 hora y 30 minutos para que reaccione por completo y no se
queden reactivos sin reaccionar. Las condiciones del proceso se tomaron tanto del disefio

experimental como de bibliografia [106-109]

Al pasar el tiempo establecido para la hidrolisis, la xilosa pasa a una torre de destilacion de tipo
flash, en donde se separa el vapor de agua presente en el producto con el fin de que no se vea
alterada la sustancia. Al momento de lograr la separacion anteriormente nombrada, se procede
a bajar la temperatura de la corriente usando R-134a como refrigerante y que la corriente logre
estar a una temperatura de 25°C para poder neutralizar la sustancia con hidroxido de sodio, que
tiene una pureza del 98%. Es importante resaltar que la sustancia debe encontrarse con pH de
6-7.

El refrigerante R-134a se elige en base de que tiene muy buenas caracteristicas para trabajar
con temperaturas que se encuentran entre los 10°C y mas de 18°C con un PCA = 1300
(Potencial de calentamiento atmosférico), el cual indica la medida de refrigeracion que afecta
al calentamiento global en funcién de su influencia en el efecto invernadero, adicionalmente
que no se contempla una fecha de caducidad para la utilizacion de este refrigerante. [111] [112]
Posteriormente, al tener la sustancia neutralizada, se centrifuga y se filtra, esto con el fin de
separar los residuos s6lidos que se pudieron quedar homogenizados con la xilosa obtenida y

asi poder tener un producto mas limpio. Luego, la xilosa filtrada ingresa a un biorreactor junto
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con la levadura a usar, en este caso corresponde a la Saccharomyces cerevisiae, para realizar
el proceso de la fermentacion. Durante este proceso, es importante mantener el biorreactor a
una temperatura de 30°C durante un periodo de 72 horas, el cual corresponde al tiempo

estimado de fermentacion y obtencion del xilitol.

Posteriormente, al obtener el xilitol en la fermentacion, se procede a centrifugar y filtrar con
un filtro de membrana de un tamario de 0.45 pm con el fin de retirar las levaduras presentes en
la sustancia liquida obtenida y que esta quede mas purificada para poder cristalizarla durante
un tiempo estimado de 12 horas con una temperatura de 60°C y finalmente secarla a una
temperatura de 40°C durante 6 horas asi retirarle el exceso de humedad sin que se vea alterados
los cristales.

5.3 Balance de masa del proceso
Para iniciar el balance de masa, se inicia con los datos bases correspondiente a las propiedades
de la materia prima que va a ingresar al proceso en donde se encuentra la formula quimica, el

estado de la materia y el peso molecular de cada compuesto:

Tabla 25.
Propiedades de la materia prima
Compuesto Xilano Xilosa Acido sulfarico | Hidroxido de sodio
Formula CsHgO4 CsH100s H2SO4 NaOH
Estado Solido Liquido Liquido Liquido
Peso molecular | 132,00 g/mol | 150,13 g/mol 98,08 g/mol 39,99 g/mol

Nota. En esta tabla se observa las propiedades de la materia prima entre su estado y peso

molecular.

Adicionalmente se plantea las propiedades del producto deseado que en este caso corresponde

al xilitol en donde se encuentra formula quimica, estado de la materia y peso molecular:
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Tabla 26.
Propiedades de los productos

Compuesto Xilitol
Formula CsH120s
Estado Liquido
Peso molecular 152,15 g/mol

Nota. En esta tabla se observa las propiedades del producto

deseado a obtener entre ellos su estado y peso molecular.
Posteriormente, se plantea la ecuacion de balance de masa:

Entrada — Salida + Generaciéon = Acumulacion (19)
Entrada — Salida = Acumulacion (20)
Partiendo de la ecuacion 19 y ecuacion 20 anteriormente planteadas para el balance, se inicia

realizando el balance para todo el proceso como se evidencia:

1. Tanque de Almacenamiento
Figura 40.

Tanque de almacenamiento - Diagrama PFD para la produccion de xilitol.

Semillas d=

Nota. En esta figura se observa el diagrama de un tanque de

almacenamiento junto con sus corrientes de entrada y salida en el proceso
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M, = M, (21)

kg kg
707 =70 ™
En dénde:
M = 70 kg/h
M = 70 kg/h

En este caso, como el tanque solamente se encuentra almacenando la biomasa a usar, que en
este caso corresponde a las semillas de tamarindo, su balance de masa va a ser el mismo a la

entrada y a la salida.

2. Secador
Figura 41.

Secador - Diagrama PFD para la produccion de xilitol.

H,0(g)

D

m; = kg/h
Xa=1

&> | — :

=70 kag/h
M2 g mg = kg/h
Xs =0,8632 Xs=0,95
Xa=0,1368 Xa=0,05

D-101

Nota. En esta figura se observa el diagrama del secador 1

junto con sus corrientes de entrada y salida en el proceso.

m2 = m3 + m4 (22)

mz'XZ :m3'X3 +m4'X4 (23)
70 kg/h = m3 + m, (24)
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Para realizar el balance en el secador, se parte de la ecuacion 23 y la ecuacion 25, en donde se
planted para el agua retirada y asi lograr obtener el valor de la masa que se tiene para cada una

de las corrientes como se observa a continuacion:

70 kg/h-0,1368 = ms - 1 + m, - 0,05

k
70 kg/h-0,1368 = (707‘9 - m4) -1+ m, - 0,05

9,576 kg/h = 70"7" — m, + 0,05m,

kg kg
9,576 — — 70— = —m, + 0,05m,
h h
kg
—60,4247 = — 0,95m4
kg
m, = 63,6042 -

En dénde finalmente:

M2 = 70 kg/h
Ms = 6,3957 kg/h
M. = 63,6042 kg/h

Gracias a los célculos anteriormente realizados, se busca saber el porcentaje de agua retirada
de las semillas, la cual a partir de la ecuacion 26 se obtiene dicho dato, dando como resultado
el 66,7897% de agua retirada. Esto se debe a que las semillas no solo se componen de agua

sino adicionalmente de otros polisacaridos, de proteinas, aceites, fibras entre otros.

% de Agua retirada = e * 100% (26)
2

% de agua presente en las semillas - m

6,3957 kg/h
0,1368 - 70 kg/h

% de Agua retirada = * 100% = 66,7897%
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3. Molino de Martillos

Figura 42.
Molino de martillos - Diagrama PFD para la produccién de

xilitol

—ao—( X o

m, = 63,6042 kg/h mg = 63,6042 kg/h
Xs =095 Xs = 0,95
Xa = 0,05 Xa = 0,05
HM-101

Nota. En esta figura se observa el diagrama del molino de
martillos junto con sus corrientes de entrada y salida en el

proceso

Para el balance en el molino, ocurre de forma similar como en el tanque de almacenamiento,
puesto que la masa entrada debe ser la misma masa a la salida como se observa en la ecuacion
27. Para el balance de masa de esta maquina no se ha contado con el uso de un tamiz, porque

la idea es que el molino quede adaptado a trabajar a un tamafio de particula de 0,125 mm.

m, = ms (27)

kg kg
63,6042 = 63,6042 T

En dénde:

Ma = 63,6042 kg/h
Ms = 63,6042 kg/h
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4. Reactor CSTR
Figura 43.
Reactor CSTR - Diagrama PFD para la produccion
de xilitol.

3% da H.30,
éD m.= 63,6042 kgh
l Hpolisacandas = (,101273

Hyinse = 0527468
T s

m, = 63,6042 ke'h

Mz=023
Xu.o= 0,03

Nota. En esta figura se observa el diagrama de un
reactor CSTR junto con sus corrientes de entrada

y salida en el proceso.

Para el balance en el reactor, se tuvo en cuenta la sumatoria entre el agua usada y el acido
sulfurico al 3%, puesto que ambos son una sola corriente. Adicionalmente se partié de la

reaccion que se dio al interior de reactor la cual se encuentra en la siguiente ecuacion 29.:

Balance general:
ms + mg = m, (28)

Reaccion:

HyS0,
C5H804 + H20 — 65H1005 (29)
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Los datos de la Tabla 27. corresponden a los reportados por literatura, en el cual sus procesos
de biotransformacion hablan de la selectividad para cada uno de los componentes presentes
que en este caso corresponderian a los polisacaridos, la xilosa y en general los sélidos secos
[100] [102] [107]

Tabla 27.
Conversion y selectividad porcentual en la reaccion
Factor Valor
Conversion 90%
Polisacaridos 10%
Xilosa 40%
Solidos secos (proteinas, aceites, 50%
fibras, etc.)

Nota. En esta tabla se observa la conversion y selectividad

de la reaccion al interior del reactor CSTR.

Moles de entrada:

Xilano:

(63,6042-%) (50%) = 31,8021-F de C5Hg0, (30)
kg 1000 g de CsHgO4 __
(31,8021 F) . 100 1e sl e i — 31802,1 g de CsHy 0, (31)
. 1 molde C5H804 _
(31802,1 g de CHgO,) o srceiiot = 240,925 mol de CsHy 0y (32)
nC5H304_0 = 240,925 mOl de C5H804
Agua:

(3446327E) (47%) = 16,1977 "2 de H,0 (33)

1000g de H,0

ey = 16197,704 g de H,0  (34)

(16,1977%)
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1 molde H,0
18 g de H,0

Nu,o = 899,8724 mol de H,0

(16197,704 g de H,0) - = 899,8724 mol de H,0 (35)

Acido Sulfurico:

Para hacer el calculo de la cantidad de &cido a usar en el disefio tedrico respecto al peso del
tamarindo, se tuvo en cuenta la masa que entraba, la cual se multiplicé por la concentracién del

acido, en este caso que es del 3% como se muestra en la ecuacion 36.
kg kg
(1,988126;) (3%) = 0,0596~*de H,S0, (36)

kg £ 1000g de H,S04 _
(0,0596?de H2504) e i = 50,6438 g de HyS0, (37)

1 molde HySO,

(59,6438 g de H,S0,) - 98,07 g de Hy S0,

= 0,6081 mol de H,S0, (38)

Nu,s0, = 0,6081 mol de H,S0,

Conversion:

moles que reaccionan
C=09= (39)

moles que se alimentan
mol que reacciona = 0,9 - mol que se alimenta (40)
mol que reacciona = 0,9 - 240,925 mol de CsHgO0,

mol que reacciona = 216,8325 mol de C5HgO0,

Moles de salida CsHgO4:

mol de CsHgO, = mol de CsHgO, — moles que reaccionan (41)

mol de CsHg0, = 240,925 mol de CsHgO, — 216,8325 mol de CsHgO,
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Negrgo, = 24,0925 mol de CsHgO,
Planteamiento de moles de salida:

Xilosa:

Negyo05 = Nestigos T 71 (42)
Célculo de r:

Xilosa:

NcsHyp0s = chHwoso +71
NegHp0s = T1 (43)
ry =96,37

Moles de salida:

Xilano:
NegHgo, = nC5H804° — 71y (44)
Negngo, = 240,925 mol de CsHg O, — 96,37
NeHgo, = 144,555 mol
Agua:

N0 = nHZOO — 11 (45)
Nu,0 = 899,8724 mol de H,0 — 96,37

77H20 = 803,502 mol
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Xilosa:

nCSHIOOS = 96,37 mol

Gramos de salida:

Xilano:

0,1320 kg de C5HgO,
1 mol de C;HgO,

144,555 mol de CsHgO, - ( ) — 19,0812 kg de CsHy0,

Agua:

0,0180 kg de H,0
1 mol de H,O0

803,502 mol de H,0 - ( ) = 14,4630 kg de H,0

Acido Sulfarico:

0,09807 kg de H,S0,
1 molde H,SO,

96,9781 mol de H,S0, - ( ) =9,1506 kg de H,SO0,

Xilosa:

0,15013 kg de C5H,( 05
1 mol de CsH,(05

96,37 mol de CsH, 405 - ( ) = 14,4680 kg de CsH,(Os

Sumatoria total

m,; = 19,0812 kg de CsHgO, + 14,4630 kg de H,0 + 9,1506 kg de H,S0,
+ 14,4680 kg de C5H1,05 + 6,4414 kg de polosacaridos
m; = 63,6042 kg

19,0812 kg

CsHgO =(
37874 7 \63,6042 kg

) +100 = 29,9999 %
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B (14,4630 kg
,0 = (——2

. = 0
63,6042kg> 100 = 22,7390%

H,S0, = (9’1506 kg )- 100 = 14,3867%
2274 = 63,6042 kg - °
CsHyoOs = (14’4680 k‘g) 100 = 22,7469Y%
571075 7\ 63,6042 kg B 0
Polisacaridos = ( oAl k‘g) 100 = 10,1273 %
oillsacariaos = 63,6042 kg = ) 0

5. Torre de destilacion tipo flash

Figura 44.
Torre de destilacion tipo flash - Diagrama

PFD para la produccion de xilitol.

Vapar de agua

Nota. En esta figura se observa el diagrama
de una torre de destilacion tipo flash junto
con sus corrientes de entrada y salida en el

proceso.
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Balance General:

m,; = mg + mq (46)
63,6042%‘9 = mg + my
kg
mg = 63,6042-2 —m, (47)

Balance de Xilosa

63,6042%9- 0,527468 = mg - 0,001 + m, - 0,526468 (48)

k k
63,60427‘9 -0,527468 = (63,60427‘9 — mg) -0,001 4+ mg - 0,526468
kg kg
33'54917 = 0,063604 e 0,001mg + 0,05m,
kg kg
33'54917 —0,063604 -~ = —0,001mg + 0,05m,

kg
33,4854T = 0,049 m,

kg
Mo = 33,4364 —
h
k k
mg = 63,604279 — 33,436479
k
mg = 30,167779
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6. Bomba Centrifuga 1

Figura 45.
Bomba centrifuga 1 - Diagrama PFD
para la produccién de xilitol.

myp=33.4364kgh
Xyilosa = 0.526468
Xpolisacaridos = 0,099273
Hinso: = 0,116867
XH:0=0,03

P-101

<9> mg = 33,4364 kg/h
Hyilosa = 0,526468
Xpolisacanidos = 0,099273
Xrso. = 0,116867
XH:0=0.03

Nota. En esta figura se observa el
diagrama de la bomba centrifuga 1
junto con sus corrientes de entrada y

salida en el proceso.

Balance General:

mge = my, (49)

k k
33,436479 = 33,436479

92



7. Intercambiador de Calor 1

Figura 46.

Intercambiador de calor 1 - Diagrama

PFD para la produccién de xilitol.

myq = 33,4364 kg/h mpy=R-134a
Xilosa = 0.526468
Xpolisacaridos = 0,099273
Xppso. = 0.116867
XH:0=10.,03

CWw

E-101
my;=R-134a My =33.4364 keg/h
Xyilosa = 0.326468
Xpolisacaridos = 0,099273

Xipsos = 0116867
XH:0 = 0,03

Nota. En esta figura se observa el
diagrama del intercambiador de calor 1

junto con sus corrientes de entrada y
salida en el proceso.

Balance General:

My + My = myy + my3 (50)

mye = My, (51)

k k
33,436479 = 33,43647‘9

my; = my3 = Refrigerante R — 134a (52)
Q =1+ Cp - AT (53)

—(334364kg Lh ) 1420 / 95°C
=133 h 3600s kg -°C

93



Q = 1253,803 W = 1253,803%

Qrotar = Q -t (54)

Qtotar = 1253,803%- (24 h-

3600 S)
1h

Qtotar = 108319819,2 )

Partiendo de los célculos anteriores, se plantea el célculo para la masa del refrigerante R-1342

siguiendo la ecuacion 55.

" _ Qtota
Mp_134q = CtTZTl (55)
108319819,2 J
Mp_134q = Ji

1420 1+ 95°C

Mgp_134q = 802,66 kg

8. Mezclador

Figura 47.
Mezclador - Diagrama PFD para

la produccion de xilitol.

myy = 38513 kgh
Xaon = 1.0

NaOH

O

o Y

M-101
myy=334364kgh mys= kgh
Kxilosa = 0.526468 Kyilosa =

Xpolizacaridos = 0,099273 Hpolisacarides =
Xm.50.=0.116867 Xuso. =
XH:0=003 XH-O=

Nota. En esta figura se observa el
diagrama del mezclador junto con
sus corrientes de entrada y salida en

el proceso.
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Ecuacién de Neutralizacion:

2NaOH + H,S0, - Na,S50, + 2H,0
2,24n  0,074n
my; - 17,5% = NaOH kg (56)
33,4364%9 -17,5% = 5,8513 kg de NaOH (57)

5,8513 kg de NaOH - (12‘;{‘;9

) = 5851.37 g de NaOH (58)

5851.37 g de NaOH
2,13 g/mL

Volumen NaOH = ( ) = 2747,1220 mL (59)

my, = 5,8513 kg de NaOH

Balance General:
my1 +my, = mys (60)

kg kg kg
33,43647+ 5,8513 - = 39,2877 -

Balance de acido sulfdrico

1molde HySO,
0,05844 kg de H;S0,

1,9986 moles de H,SO,
153,52 moles totales corriente

XH2504 = 1,3018 %

0,1168 kg HyS0, - ( ) = 1,9986 moles de H,S0, (56)

XH2504 =

Balance de xilosa

1 mol de xilosa
0,15013 kg de xilosa

0,52647 kg xilosa - ( ) = 3,4796 moles de xilosa (61)

3,4796 moles de xilosa

X.: =
xilosa ™ 153 52 moles totales corriente

Xyiosa = 2,2665 %

Balance de agua

1mol de H,0
0,018 kg de H,0

1,6666 moles de H,0

153,52 moles totales corriente

Xy,0 = 1,0855 %

0,03 kg H,0 - ( ) = 1,6666 moles de H,0 (62)

XHZO =

Balance de hidréxido de sodio
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5,8513 kg de NaOH - (M—Zf}) = 146,2825 moles de NaOH (63)
’ 2 4

146,2825 moles de NaOH
153,52 moles totales corriente

XN(ZOH = 95,2856 %

XNaon =

Balance de Polisacarido

X 0,099 moles de polisacarido
polisacarido —

153,52 moles totales corriente ( )

Xpolisacérido = 0,0644%

9. Centrifuga de Disco 1

Figura 48.

Centrifuga de Disco 1 - Diagrama PFD para la
produccion de xilitol.

RN

DC-101 _
mys= 39,2877 kz'h my;= kgh

Hloea = 0.6224
}Q.;ilasa =0.6024 :

- ¥p.g0. = 0.013018
Nap.ap. = 0,013018 K posacaries = 0.000644

Kpatisscarigos = 0.000644 X0 = 0.01083
Xpnaom = 0.3731 O Myrape = 0.3453
o= 0.0108 Feziduos solidos
de la hidrolisis
mlf\- = kg h
Hilos = 0.2

M50, =02

X =02

polisacaridos

Xpp=0.2

MNpo=10.2

Nota. En esta figura se observa el diagrama de la

centrifuga de discos 1 junto con sus corrientes de entrada
y salida en el proceso.
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Balance General:
mys = My +my; (65)
kg
39,28777 = Mg + mqy

kg
Mig = Myy — 39,28777

Balance para la xilosa:

k
39,287779 +0,6024 = myg+ 0,2 + my, - 0,6224
kg kg
23,6669~ = (m17 - 39,28777) -0,2 + my, - 0,6224
kg kg
23,6669 —= = 0,2 m;; — 7,8575—= + 0,6224my,
kg kg
23,6669 —=+7,8575-= = 0,2 my; + 0,6224my,
kg
31,52447 = 0,8224m,,
kg
my, = 38,3321 -2
h
10. Bomba Centrifuga 2
Figura 49.

Bomba centrifuga 2 - Diagrama PFD para la

produccion de xilitol.

S—o] —b—

P-102
my;= 383321 kgh myg=38,3321 kg'h
X ijoeq = 0,6224 X 1oeg = 0,6224
Xrps0, = 0.013018 X0, = 0.013018
Xpotisacarians = 0.000644 X o i, = 0.00064
Xp.p = 0.01085 Xp.o=0,01085
Kpragm = 03433 Hapoy = 0,3453

Nota. En esta figura se observa el diagrama de la
bomba centrifuga 2 junto con sus corrientes de

entrada y salida en el proceso.
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Balance General:
my; = myg (66)

kg kg
21—= = 21—=
38,33 - 38,33 -

11. Filtro de Membrana 1

Figura 50.
Filtro de membrana 1 - Diagrama PFD

para la produccién de xilitol.

MF-101

B
Ll =
lJ-lf_{'ﬁ
Lo
=1
[T
- ‘I_I\i___l " I:.\.I
- = =8
= 2282
= oe R
e e
et
P
I_‘,./n-l-c
LI-: (£
D_D
1

Feziduos zolides
da lz lndralizis

mjg=kzh

P,

VAR L

Nota. En esta figura se observa el
diagrama del filtro de membrana 1 junto
con sus corrientes de entrada y salida en

el proceso.

Balance General:
Mg = Myg + My, (67)

kg
38,33217 = mlg + mzo
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myy = 38,3321°% — my, (68)

Balance de Xilosa

38,332172- 0,6224 = myq - 0,01133 + my, - 0,7022 (69)

kg kg
23,85787 = ( 38,33217 — mzo) +0,01133 + m,, - 0,7022
kg kg
23,85787 = 0,434307 —0,01133my, + 0,7022m,,
kg kg
23,85787 — 0,434307 = —0,01133my, + 0,7022m,,
kg
23,42357 = 0,69087 my,

kg

Mye = 33,9043 —

h

12. Bomba Centrifuga 3
Figura 51.

Bomba centrifuga 3- Diagrama PFD para la

produccion de xilitol.

P-103
9
myp =33.904 kg’ m,; = 33,904 kg'h
Kiilosa = 0,7022 X ilosa = 0.7022
Xoptisacarios =~ 0004 X ottsacarians = 0:0042
1"'-150_':'01_5__ Xg1.50.= 0.016
¥on =0,02573 Koggog = 0,02373
Xpp=0.02 Xp.0="0.02

Nota. En esta figura se observa el diagrama
una bomba centrifuga 3 junto con sus

corrientes de entrada y salida en el proceso.

Balance General:

Myo = My (70)
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k k
33,9043 Tg = 33,9043 Tg

13. Biorreactor

Figura 52.
Biorreactor- Diagrama PFD para la produccién de xilitol.

-

Tropicali

2 2 Sy
i

Inocule farmentado de Cavdid
5 L -.

A HF ORI

Cerevisia

o
m

f— iy

Nota. En esta figura se observa el diagrama del
biorreactor junto con sus corrientes de entrada y salida

en el proceso.

Se parte de la reaccion. de fermentacion para la levadura con Saccharomyces cerevisiae que se

muestra en la ecuaciéon 71:

Levadura

11C5H1005 + 5H20 E—— 1OCSH1205 + SCOZ (71)

Balance General:

My = My, (72)
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Balance para la obtencién de xilitol:

Conversion del 80%

1000 g

33,9043 %9. (
h 1kg

) = 33904,3 gramos de CsHyq 05 (73)

1mol de C5H1(0s5
150,13 g

33904,3 g de CsHy0s - ( ) = 225,8329 moles de CsHy05 (74)

10 mol de C5H1, 05
11 mol de C5H1¢0s5

225,8329 mol de CsHo0s - ( ) = 205,3026 mol de CsHi ;05 (75)

Se produce un 0,80 de xilitol por estequiometria

205,302 mol de CsHy,05 - 0,80 mol de CsH,, 05 = 164,2421 mol de CsH,,05 (76)

152,15 g de C5H1( 05
1 molde C5H190s5

164,242 mol de CsHy;05 - ( ) = 2498944 g de C5Hi 05 (77)

1kg

24989,44 g de CsH1(0s - (1000 g

) = 24,9894 kg de CsHy, 05 (78)

Xilosa reaccionada

10 mol xilosa
05 e —
11 mol xilitol

164,2421 mol de CsHj, = 149,311 mol de C5H,,05 (79)

Xilosa no reaccionada

(225,8329 — 149,311) mol de CsH,,0s = 76,5219 mol de CsH,,0s (80)

152,15 g de C5H1005
1 molde C5H1005

76,5219 mol de C5Hyo0s - ( ) = 11642,807 g de CsHi, 05 (81)

11642,807 g de C5Hyq05 - (o

1000 g

) = 11,6428 kg de CsHy, 05 (82)
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14. Intercambiador de Calor 2

Figura 53.
Intercambiador 2- Diagrama PFD para

la produccién de xilitol.

i
myy= 33,904 kg/h
Kilito) = 0931854 _
“ilona sin reacsionz 0,052
E-102

.@_

my; = 33804 kg'h
Xilitol = 0.931854
saccioma 0:0652

“*ziloza sin raxy
Nota. En esta figura se observa el
diagrama un intercambiador de calor 2
junto con sus corrientes de entrada y

salida en el proceso.
Balance General:
My = My, (83)

k k
33,90437“9 = 33,9043 Tg
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15. Centrifuga de Discos 2

Figura 54.

Centrifuga de discos 2- Diagrama PFD para la produccién de
xilitol.

—>———»

&

ZB

my; = 33904 keg/h mys= kgh
X ilito = 0.931854 i?:::".it-:l = “5'.-9é
Kﬁih-:-a: sinreaccionz 0.0527 107 - F.e':;:.‘l;:r:.:: o )2
DC-102 17;".-:-‘:-1 sin racciona 0.1

D

Reztduos de la
fermentacion

mu = kg h
X rsiguos do m o= 0.8

o Mg = 0.1
Kitosa sin reacrions= U1

Nota. En esta figura se observa el diagrama una centrifuga de

discos 2 junto con sus corrientes de entrada y salida en el
proceso.

Balance General:
My3 = My + Mys (84)

kg
33,90437 = m24 + m25

kg
m24_ = 33,90437 - m25

Balance para la xilitol:

k
33,904379- 0,9318 = my, - 0,1 + mye - 0,97

kg kg
31'59027 = (33'90437 — m25> +0,1 + mys - 0,97
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kg kg
31'59027 = 3,39043 -2 — 0,1 mys + 0,97m,

h
kg kg
31'59027 - 3’390437 = —0,1my; + 0,97mys
kg
28,1997T = 0,87m,s

kg
Mys = 32’41347

16. Filtro de Membrana 2

Figura 55.
Filtro de membrana 2- Diagrama PFD para la
produccidn de xilitol.

MF-102
» EBIO @ >
mg_— = l.g h
Xsititol = 0.93095
3 = {0,003

reziduos moo

X‘I:Eiﬂ 11} [EECC'.[:35= CI'CI'S_l'Gj

Eesiduos: de la
fermentacion

Heilito) = 00009
X:e':;:'l_'asmn= 0,993
:\;;jt":l sm .'E:Z:iL‘Z‘.E= DDG_Il
Nota. En esta figura se observa el diagrama del filtro
de membrana 2 junto con sus corrientes de entrada y
salida en el proceso.
Balance General:
Mas = Mye + My (85)
kg
32,41347 = m26 + m27
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My = 32,4134°% — m,, (86)

Balance de xilitol
32413472+ 0,97 = my4 - 0,0009 + my; - 0,93095 (87)

31,4409 = ( 32413472 —my, ) -0,0009 + m,, - 0,93095

kg kg
31,44097 =0,02917 e 0,0009m,, + 0,93095m,,

kg kg
31,4409 = 0,02917 —= = —~0,0009m,; + 0,93095m,,

h
kg
31'41177 = 0,93005m,,
kg

my, = 30,774‘2 T

17. Cristalizador
Figura 56.
Cristalizador- Diagrama PFD para la

produccion de xilitol.

Agua
mp = kg h
x.:_||:= :I:QS
g = 002
myy = 30,7741 kzh
Kﬂ‘.‘i[\‘f_ =0,93093
Hcaitoen mo= 1,003
:{ aa sin FECCHORE C:'s-—;'f
CR-101
L
my= kzh
Homer = 03712
H st ={, 0287

Nota. En esta figura se observa el
diagrama para el cristalizador junto con
sus corrientes de entrada y salida en el

proceso.
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Balance General:

My7 = Myg + Mye (88)

kg
30,7742 T = Myg + Myg

kg
Mmyg = 30,774‘2 T — Myg

Balance de xilitol

30774272+ 0,9395 = myq - 0,02 + myq - 0,9712 (89)

2891232 = (30,7742°2 — g ) - 0,02 + Mg - 0,9712

kg
28,29687 = 0,95095m,4
kg
Myg = 29,75637

18. Secador 2

Figura 57.

Secador 2- Diagrama PFD para la produccion de xilitol.

O Agua
my; = kegh

/ \ Xmo=1
myg = 29,7563 kg'h Xilitol
Xsititot = 0.9712 my = keh
loca sin rezceionz— 0-028 73
X.‘:Jlaaa 5in reacciona E D.102 )%ﬂiml 09832
=0.0168

xilo=a sin reacciona

Nota. En esta figura se observa el diagrama del secador 2 junto con sus

corrientes de entrada y salida en el proceso.

Mye = M3o + M3y (90)
Myg * Xp9 = Mgq - X309 + M3y - X31 (91)

29,7563 = myy + ma; (92)

Mg = 29,7563 % — my, (93)
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k
29,7563% 10,9712 = myy - 1 + Mgy - 0,9832

Kk
28,8993 = (29,75637‘9 - mgl) -1+ my, - 0,9832

kg
ms, = 27,6271 T

Finalmente, se obtiene un resumen de las corrientes del proceso para el balance de masa, en
donde se observa la entrada y salida de cada una de las corrientes del proceso dl escalamiento
semiindustrial como se observa en la Tabla 28.

Tabla 28.
Resumen de balance de masa por corrientes del proceso

Compuesto
\ corriente
(molar) mz mz (M3 | Mg | Ms | Mg | M7 | Mg | Mg | Mo | Mna
Semillas de | 0,86 | 0,86
tamarindo 32 32 | -- |09 |09 | --
0,13 | 0,13 0,60 | 0,22
Agua 68 68 1 |0,05|005| 46 74 | --- 10,03 0,03 | 0,03
Acido 0,39 | 0,14 | 0,0 | 0,21 | 0,11 | 0,11
Sulfurico 54 39 | 02 | 68 68 68
Polisacarido 0,10 | 0,0 | 0,09 | 0,09 | 0,09
s 13 | 08 | 93 93 93
Vapor de 0,9
agua 5
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052 |00 |075|075|075
Xilosa e | = || = | = | - | 75| 4| 39 | 39 | 39

Hidréxido

deSodio | - | o | e | e | e | e | e | | | |

Biomasa

Xilosa sin

reaccionar | --- | === | === | = | e | eem | eem | e | e | e |

Residuos de
Microorgani

smos

Xilitol

Refrigerante
R-134a
TOTAL
MASA 6,3 | 63,6 | 63,6 | 36,3 | 63,6 | 30, | 33,4 | 334 | 33,4
(kg/h) 70 70 | 9 | 04 04 71 04 | 17 | 36 36 36

Nota. En esta tabla se observa el resumen final de cada una de las corrientes del proceso con

su entrada y salida de materia prima junto el producto final

Continuacion Tabla 28.

Compuesto

\ corriente

(molar) Mi2 | M3 | Mg | Mis | Mg | M17 | Mig | Mig | M20 | M21 | M22
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Semillas de
tamarindo
0,01 0,01 | 0,01 | 0,00
Agua --- | 08 | 02| 08 | 08 | 54 |0,02|0,02| ---
Acido 0,01 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,01
Sulfurico 3 0,2 3 3 04 6 6
Polisacérid 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
0S -- | 06 | 02| 06 | 06 | 03 | 42 | 42
Vapor de
agua
0,60 0,62 | 0,62 | 0,01 | 0,70 | 0,70
Xilosa - | 24 | 02 | 24 24 13 22 | 22
Hidréxido 0,37 0,34 | 0,34 | 0,10 | 0,25 | 0,25
de Sodio 1 31 | 0,2 | 53 53 | 05 7% | 76
0,87
Biomasa 20
Xilosa sin 0,06
reaccionar | --- 82
Residuos de
Microorgan
iISMos
0,93
Xilitol 19
Refrigerante
R-134a 1 1
TOTAL
MASA 802, | 802, | 5,85 | 39,2 | 0,95 | 38,3 | 38,3 | 442 | 339 | 339 | 33,9
(kg/h) 66 66 13 | 88 | 56 | 32 32 78 | 04 | 04 | 04

Nota. En esta tabla se observa el resumen final de cada una de las corrientes del proceso con

su entrada y salida de materia prima junto el producto final

Continuacion Tabla 28.

109



Compuesto \
corriente

(molar) M23 | M24 | Mazs M26 | M27 | Mas M2g M3o M3z

Semillas de

tamarindo

Agua = | = [ = Tom | — 1

Acido Sulfarico | - | - | - | - | = | - | - | — | -

Polisacaridos

Vapor de agua | ---

Xilosa
Hidroxido de
Sodio
Biomasa
Xilosa sin 0,068 0,004 | 0,06
reaccionar 2 0,1 0,1 1 4 --- 10,0288 | --- |0,0168
Residuos de
Microorganism 0,00
0S 0,8 0,2 [ 099 | 5
0,931 0,000 | 0,93
Xilitol 9 0,1 | 0,97 9 1 0,02 | 09712 | --- | 0,9832
Refrigerante R-
134a
TOTAL MASA | 33,90 | 1,49 | 32,41 | 1,639 | 30,7 | 1,017 | 29,756 | 2,129 | 27,627
(kg/h) 4 1 3 2 7 9 3 2 1

Nota. En esta tabla se observa el resumen final de cada una de las corrientes del proceso con

su entrada y salida de materia prima junto el producto final
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6. CONCLUSIONES

Como hemos visto a lo largo de este documento investigativo, se logrd extraer exitosamente la
D-xilosa proveniente de la semilla de tamarindo en el proceso de hidrélisis &cida con acido
sulfarico, el cual es confirmado por medio de la interaccion microbiolégica que se tiene con
las levaduras presentes en el proceso de fermentacién para la transformacién de xilitol, como

un azlcar organico.

Es importante tener en cuenta que, durante este proceso de fermentacion, no se logra hacer el
comparativo con las dos levaduras de la familia Candida sp. propuestas en el anteproyecto, ya
que por cuestiones de disponibilidad y econémicas no fue posible adquirir ambas cepas. A
razon de lo anterior, se hace un comparativo con otra especie de levadura presente en los
laboratorios de la Universidad de América que toma por nombre Saccharomyces cerevisiae y
con la levadura Candida Tropicalis. Durante este proceso se evidencia que ambas levaduras se
adaptan de forma correcta en el sustrato propuesto, en donde su crecimiento se da de forma
exitosa y se encuentra sustentado en los resultados obtenidos en el conteo celular al inicio del
proceso fermentativo, a las 24 horas y a las 72 horas de culminado. Como se muestra en el
capitulo 4 de los analisis de resultados, dando, asi como resultado que, entre las dos levaduras
propuestas, la Saccharomyces cerevisiae obtuvo un mayor crecimiento celular y adaptabilidad
al sustrato con el paso del tiempo planteado mas que el crecimiento celular de la levadura
Candida Tropicalis. permitiendo asi demostrar que, aunque la familia de levadura Candida sp.
es la que lidera la produccion de xilitol y en la que por lo general se llega a producir mas, se
puede considerar el uso de la levadura Saccharomyces cerevisiae para la produccion de xilitol,
la cual es mas accesible en el mercado y su costo no es tan elevado en comparacion con el de
la Candida.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por el método de HPLC, se establecio que la
levadura Saccharomyces cerevisiae obtuvo una mayor produccion de xilitol a las 72 horas de
1,629 g/L para un tamafio de particula de 0,381 mm, mientras que la levadura Candida

Tropicalis obtuvo una produccion de xilitol de 0,627 g/L para el mismo tamafio de particula

Para finalizar, se realiz6 un disefio conceptual de un escalamiento semi-industrial del proceso,
en donde se evidencié un balance de para todas las maquinas propuestas, en el cual se plante

usar un flujo de materia prima de 70 kg/h, el cual al momento de realizar el balance se evidencio
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que su masa fue disminuyendo hasta obtener al final de xilitol el 27,6271 kg/h al dia, el cual al
momento de realizar el célculo de forma anual y mensual, estaria dando una produccion de
663,0504 kg/dia y un estimado de produccién anual de 238698,144 kg/afio.
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