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PROLOGO

En Venezuela y el mundo a pesar de los avances en el conocimiento de la
patogénesis de los procesos diarreicos, la diarrea aguda de tipo infeccioso constituye un
problema de salud publica (Diaz y otros, 2014), representado una importante causa de
morbilidad y mortalidad en nifios menores de 5 afios, segin la Organizacién Panamericana
de la Salud (Organizacién Panamericana de la Salud, 2002). En América Latina, las
enfermedades diarreicas son la principal causa de defuncion de nifias y nifios menores de un
afio (Velasquez, 1982; Marcano, 1994; Dupont y Capsuto, 1996; Bass, 2000; Gonzalez y
Cunil, 2002; Camaripano, 2007). Cabe precisar que durante los primeros seis afios de vida
los nifios son muy vulnerables a diferentes tipos de enfermedades, siendo la diarrea es una
de las mas frecuentes de ellas (Velasquez, 1982), es por ello que los cultivos probidticos,
como la Saccharomyces boulardii cobran gran importancia, debido a que actdan inhibiendo
el crecimiento de bacterias patdgenas y mejoran los mecanismos de defensa del tracto
gastrointestinal (Rodriguez y otros, 2008).

Por su parte, el impacto positivo causado por la ldgica difusa, ha generado el
desarrollo de una gran cantidad y variedad de trabajos de investigacidn a nivel mundial, con
grandes alcances y diversas aplicaciones en el &mbito tecnoldgico y de ingenieria que van
desde el control de complejos procesos industriales, hasta el disefio de dispositivos
artificiales de deduccion automatica, pasando por la construccion de artefactos electronicos
de uso doméstico y de entretenimiento, asi como también de sistemas de diagndstico
(Morales, 2002). De alli, que determinar la contribucion de la logica difusa para la
produccion semicontinua eficiente, eficaz y efectiva de levaduras del género
Saccharomyces boulardii, resulte una investigacion atractiva, sobre todo por la dificultad
para caracterizar este proceso biotecnolédgico no lineal y por la posibilidad de revalorizar un
subproducto propio de la manufactura del queso (lactosuero), reduciendo de esta forma su
impacto al ambiente; debido a que en la transformacion de 100.000 litros de leche / dia en
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quesos, se genera una contaminacion equivalente a una poblacién de 55.000 a 65.000
habitantes (Berruga, 1999; Riquelme, 2010).

Sobre la base de las consideraciones anteriores y motivado a que en la actualidad la
poblacién venezolana se encuentra atravesando por una grave crisis en materia de salud,
donde la escasez y el desabastecimiento de medicamentos e insumos médicos se acrecienta
con el pasar de los dias, porque no se ha avanzado en fortalecer la produccion interna
llegando a importar el 84 % de los mismos (D’elia, 2014); y aunado a esto, las politicas han
acentuado la dependencia de importaciones por la falta de divisas, esta investigacion
representa una alternativa que permitird no solo el aprovechamiento eficiente de los
recursos sino que también contribuird al conocimiento universal fomentando el desarrollo
de las areas prioritarias para el bienestar de un pais como lo son salud, ambiente y

agroalimentaria.

Por lo anteriormente expuesto, a través de la presente investigacion se pretende
determinar la contribucién de la logica difusa produccion semicontinua eficiente, eficaz y

efectiva de levaduras del género Saccharomyces boulardii.

El estudio tedrico y experimental utilizado para la investigacion esta constituido

por:

Capitulo I, EI Problema. Este engloba todo lo concerniente al planteamiento del
problema, formulacién, objetivos generales y especificos, justificacion, y los alcances y

limitaciones de la investigacion.

Capitulo 11, Marco Teorico. Este capitulo proporciona las bases tedricas que daran
conocimiento al problema. EI mismo esta dividido en: antecedentes, aspectos teoricos

basicos y aspectos relacionados con el problema.
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Capitulo 111, Metodologia. En este capitulo se aborda el tipo, el disefio, las técnicas
y los procedimientos utilizados para llevar a cabo la investigacion, de manera clara y

sencilla, con la finalidad de que pueda ser referencia para futuras investigaciones.

Capitulo 1V, Presentacion y Discusion de Resultados. Este hace énfasis en los
resultados y la interpretacién de los datos obtenidos en la experimentacion, asimismo

muestra la mejora que se encuentra con el enfoque propuesto.

Capitulo V, Conclusiones y Recomendaciones. Este capitulo ofrece una respuesta,
en forma clara y breve a las interrogantes planteadas en la investigacion y que permitira

realizar sugerencias para futuras investigaciones.

Finalmente se presentan las referencias bibliograficas utilizadas, que representan un

indicador directo del grado de profundidad de la investigacion.
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CAPITULO |

“El planteamiento de un problema es mds importante que su solucion”
Albert Einstein

EL PROBLEMA

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Actualmente el uso de las levaduras es importante para los estudios en el area de
biotecnologia y su aplicacion en la industria, debido a que facilita el empleo de organismos
vivos para la obtencion de algun producto (bien o servicio) Util para el hombre (Diaz,
2003). Esta se nutre de las fuentes de otras ciencias (Bet, 2010), antiguamente conocidas, y
es posible describirla como una disciplina transversal (Lopez y otros, 2010) que opera con
base en los conocimientos de los seres vivos 0 sus partes, para obtener bienes y servicios en

areas como salud, industria, agricultura y medio ambiente.

Tradicionalmente el hombre ha empleado de forma empirica microorganismos
(fundamentalmente, bacterias lacticas, levaduras y mohos) para la elaboracion de una
variedad de alimentos fermentados, entre los que se incluyen los derivados de la leche, los
cereales, vegetales y pescados, pan y otros, desde la demostracién a mediados del siglo
XIX por Louis Pasteur de que los microorganismos son los responsables de la fermentacion
de los alimentos (Moran y otros, 2005; Alvarado, 2013). En este instante, las
fermentaciones industriales se han convertido en procesos estrictamente controlados donde
se emplean cultivos iniciadores especializados que hacen posible garantizar y estandarizar
las caracteristicas organolépticas del producto final. Pero el papel de los microorganismos,
y/o de sus metabolitos, no se limita a la produccion de alimentos fermentados en la
industria, sino que también pueden emplearse con otros fines, como los cultivos probidticos
(Visavet, 2007).

Los cultivos probidticos son microorganismos vivos que ingeridos en cantidades
adecuadas, resultan beneficiosos para la salud o la fisiologia humana, pues a medida que
recorren el tracto gastrointestinal, generan efectos farmacodinamicos semejantes a los

fisioldgicos de la flora intestinal normalmente equilibrada (Buts, 2005).
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Con el fin de producir Saccharomyces boulardii se requiere de ambientes
apropiados, para esto es necesario que ciertas variables (como concentracion de nutrientes,
pH y temperatura) sean cuidadosamente mantenidas en valores especificos o rangos pre-
establecidos. Para el cultivo de microorganismos son utilizados usualmente biorreactores,
los cuales son recipientes o sistemas que mantienen un ambiente biolégicamente activo
(Hemson, 2006). Hay tres (3) modos basicos de realizar un proceso en un cultivo de
microorganismos: por lote (batch), continuo (continuous) y semicontinuo (por lote
alimentado o fed-batch) (Hidalgo y Lara, 2011).

Bésicamente, el proceso semicontinuo se utiliza debido a sus posibilidades
mejoradas de control (Crespo, 2010; Crespo, 2012; Cravo y Crespo, 2012), tomando como
base un material que sirve de soporte al cultivo y que usualmente aporta nutrientes para el
crecimiento de los microorganismos, como es el caso del lactosuero (Tabla 1), subproducto
abundante de la industria lactea, obtenido de la manufactura del queso (Salazar, 1999), que
anualmente refleja volumenes de aproximadamente 110-115 millones de TM al afio a nivel
mundial. De este valor, el 45 % se desechan en rios, alcantarillados y otros centros de
recoleccion de aguas residuales. A manera de ejemplo, Colombia para el afio 2006 produjo
6.024 millones de litros de leche destinando para su produccion de queso 1.084 millones
obteniendo una produccién de lactosuero de 921.672 millones de litros (Parra, 2009;
Gonzélez, 2012). En México la produccion de lactosuero es de unos 1.000 millones de
litros estimandose que sb6lo se aprovecha un 53 %, eliminandose el resto como efluente
altamente contaminante. Argentina, en el afio 2008, destind 4.200 millones de litros de
leche para la industria quesera, cifra equivalente al 42 % de su produccion generando 3.800
millones de litros de lactosuero utilizado para consumo animal, como materia prima para la
industria y solamente se trata como efluente el 1 % de esta produccion (Carrillo, 2006;
Valencia y Ramirez, 2009; SUBAME, 2009).
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Tabla 1. Contenidos en vitaminas del lactosuero

itami P Necesidades
Vitaminas Concentracion diarias (mg)
(mg/ml) g
Tiamina 0,38 15
Riboflavina 1,2 15
Acido nicotinico 0,85 10-20
Piridoxina 0,42 1,5
Acido pantoténico 3,4 10
i 2
Cobalamina 0,03
Acido ascorbico 2.2 10-75

Fuente: Linden y Lorient (1996).

En el caso de Venezuela la produccion de leche para el afio 2008 fue de 1.266,03
millones de litros, destinandose para la produccién de queso el 63,1 %, obteniéndose unos
698,83 millones de litros de lactosuero al afio. De éstos, un 25 % se utiliza en la produccion
de ricota, requeson y consumo animal, el resto se desecha (Faria y otros, 2003; CAVILAC,
2008), por lo que se estima que por cada kg de queso se producen 9 kg de lactosuero
(Berruga, 1999; Muiii y otros, 2005).

Por su parte, las levaduras presentan, en general, mayor resistencia a cambios
ambientales bruscos, como son gradientes de pH, osmoticos, entre otros, que las bacterias
lacticas, asi como menores requerimientos nutricionales que redundan en la reduccion de
costos en los procesos de produccion. Ademas, la mayor acido-tolerancia de los hongos
respecto de las bacterias resulta una ventaja importante, tanto en las fermentaciones, porque

disminuye el riesgo de contaminacion bacteriana, como en la calidad probiodtica del
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producto obtenido. Estos factores resultaran beneficiosos durante la etapa de produccion,
asi como durante el almacenamiento y consumo (Leroy, 2001).

A nivel mundial la produccion de biomasa a partir de levaduras se ha incrementado
con diversos fines, entre ellos la fabricacion de preparados probioticos, confeccionados a
base de cultivos microbianos cuya funcion es estimular la flora gastrointestinal tanto en
animales como en humanos. Para la produccion de proteina unicelular (SCP, por su
acronimo en inglés) a partir de levaduras, se han estudiado cepas de Saccharomyces
cerevisiae subespecie boulardii, demostrando que estas producen beneficios en el tracto
gastrointestinal de los animales monogéstricos, impidiendo la adherencia de bacterias
patdégenas en el tracto digestivo, inhibiendo las toxinas bacterianas y promoviendo
condiciones favorables para el crecimiento y produccion de bacterias acido lacticas (Lee,
2000).

Con referencia a lo anterior, los cultivos de microorganismo han demostrado su
amplia aplicabilidad tanto en el area farmacéutica como en la de alimentos, bebidas
alcohdlicas, productos quimicos, combustible, entre otros., lo que le ha permitido a la
industria de bioprocesos o procesos biotecnoldgicos crecer rapidamente. Sin embargo éstos
no son sencillos de controlar debido a la dindmica de su modelo, que por lo general es
altamente no lineal. Las estrategias de control convencional no proporcionan resultados
satisfactorios al ser aplicadas en este tipo de procesos, y es por ello que se deben aplicar
estrategias de control avanzado (Galicia y Lameda, 2013). La incorporacion de
conocimientos sobre ldgica difusa puede proveer alternativas de control valiosas para
procesos que no pueden describirse con un modelo matematico o que su desarrollo sea muy
complejo, o para aquellos sistemas con caracteristicas no lineales como es el caso de esta

investigacion.

En relacion con este Gltimo, la logica difusa es considerada una herramienta

postmoderna y una de sus aplicaciones mas importantes es el control de procesos
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industriales (Herndndez, 2008). En estos, los métodos convencionales de control
automatico resultan muy complejos y no siempre proporcionan resultados satisfactorios
(Alarcon, 1995; Alcala, 2007; Arteaga y Vasquez, 2012), debido a que requieren de
modelos matematicos de los procesos a los que se pretende aplicar; y en aquellos que son
complejos o cuyo comportamiento es dificil de caracterizar debido a sus relaciones no
lineales o a la incertidumbre inherente a éstos, resulta muy complicado obtener un modelo
matematico representativo que permita la implementacion del sistema de control (Claros,
2012).

Ante las dificultades de los procesos de control de produccién de los macrobidticos,
los controladores difusos representan una alternativa; pues proveen de algoritmos que
posibilitan convertir una estrategia de control linglistico, basada en el conocimiento de la
experiencia, en una estrategia de control automatico. Es decir, un control del proceso mas
cercano a la forma en que lo haria un operador experto utilizando su experiencia (Cotero,
2003). Su fundamento es la aplicacién de la I6gica difusa, la cual se define como una logica
multivaluada (Hellmann, 2001), que muestra valores intermedios en agregacién a los
convencionales como verdadero/falso, si/no, alto/bajo, etc.; facilitando el manejo y proceso
de cierto tipo de informacion inexacta, imprecisa o subjetiva, similar a como lo hace el

cerebro humano (Puig, 2008).

En los ultimos diez (10) afios el control difuso ha emergido como una alternativa
frente al control clasico, especialmente cuando se requiere para sistemas no lineales, que
presentan dificultad al ser identificados. El disefio de un control difuso se realiza
usualmente por un experto, quien plasma su conocimiento de la planta en la eleccion de
parametros como la distribucion de funciones de pertenencia; los operadores usados para
realizar la borrosificacion, desborrosificacion, reglas, agregacion e implicacion entre otros
(Passino y Yurkovich, 1998).
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El aspecto central de las técnicas de ldgica difusa es que, a diferencia de la clésica,
ésta tiene la capacidad de reproducir de manera aceptable y eficiente los modos usuales del
razonamiento humano, al considerar que la certeza de una proposicion es una cuestion de
grado. Parte de la base del razonamiento aproximado y no del preciso como lo hace la
I6gica clésica. Las caracteristicas mas importantes de la légica difusa son: la flexibilidad, la
tolerancia con la imprecision, la capacidad para modelar problemas no-lineales y su
fundamento en el lenguaje del sentido comun (Sosa, 2007; Reyes y otros, 2012), y en este
sentido Crespo (2010) desarrolla un sistema de control basado en la logica difusa para la
obtencidon de un nivel de sustrato apropiado para el proceso semicontinuo de produccion de
levadura, lo que representa una forma estructurada de formulacién del conocimiento, capaz
de simular sistemas no lineales y al mismo tiempo incorporar informacion que no sea

obtenida de datos del proceso.

Existen algunas metodologias para produccion de Saccharomyces boulardii (Pardo
y otros, 2009), donde se utiliza como medio de cultivo agar Sabouraud (4 % de glucosa)
para el mantenimiento de las cepas y agar Sabouraud con 0,2 % de extracto de levadura
(SABE) para el recuento de microorganismos viables, logrando demostrar que la
metodologia de las fermentaciones en lote resulta sencilla y adecuada para la obtencién de
biomasa de Saccharomyces boulardii, tanto en un medio semisintético, incluyendo glucosa
como principal fuente de carbono y de energia, como en un medio conteniendo un sustrato

de mucho menor costo (melaza de cafia de azucar).

En el contexto de la produccion de microorganismos, la eficiencia se refiere a una
relacion entre los insumos disponibles y los productos generados en un periodo de tiempo
determinado; la eficacia establece una relacion entre las actividades planificadas para la
produccién de los microorganismos y los resultados logrados con su aplicacion; la
efectividad es la trascendencia de los objetivos planteados que deben ser alcanzados. Los
objetivos son trascendentes en cuanto su aporte al conocimiento universal, al ambiente, a la

soberania agroalimentaria y a la salud. La medida de eficiencia se expresara por un cociente
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entre los términos cuantitativos inherentes a los insumos utilizados y a los productos
obtenidos en un periodo de tiempo determinado; la medida de eficacia se construird en
funcién de los grados de satisfaccion de los grupos de interés sobre las levaduras del género
Saccharomyces boulardii; y la medida de efectividad se definird con la composicion

maximo-minimo de la Idgica estandar.

No obstante, la eficiencia del proceso de produccion de microorganismos esta sujeta
al conocimiento de la cinética de crecimiento (Agudelo y otros, 2010), que se encarga de
estudiar las velocidades de reaccion que pueden presentar cambios en la carga microbiana
que contiene, cuando son afectados por temperatura, humedad, pH, presion, la presencia y
cantidad de reactantes y otras condiciones (Vasquez, 2007). Por las consideraciones
anteriores, el conocimiento de la cinética de los microorganismos es muy importante,
debido a que permite predecir la evolucion de un cultivo, el consumo de sustrato y

proporciona una idea clara de la acumulacion del producto de una fermentacion.

Tomando como base las reflexiones anteriores surgen las siguientes preguntas de

investigacion:

¢Como pudiera contribuir la I6gica difusa en la produccion de levadura del género

Saccharomyces boulardii?

¢Cudles son los parametros cinéticos que caracterizan a la levadura Saccharomyces

boulardii?

¢Por qué obtener un modelo no lineal de proceso de cultivo semicontinuo de

levaduras del género Saccharomyces boulardii?
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Planteadas las preguntas de investigacion se propone como proyecto determinar la

contribucion de la légica difusa en la produccion de levaduras del género Saccharomyces

boulardii y la Figura 1 muestra un esquema de cémo se abordara el problema.

Elementos que
serviran de
insumo para el
desamollo del
estudio

La cinética de crecimiento se
determinara atraves delmetodo de
siembra y  recuento  de

microorganismos y se empleara
como insumo para €l modelo de
produccion de la Saccharomyces
boulardi

Elbioreactor provee el ambiente
controlado para el desamollo del
micreorganismo.

Eficiencia Eficaday
Efectividad

\  Saccharomyces
\ boulardii

K Elemento que servira de insumo
para determinarla contibucion
de lalogicadifusa

ol

Fuzzy Logic
Controller

Figura 1. Representacion Esquemaética: Abordaje del Problema

Fuente: Autor (2020)
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De la anterior representacion inherente al empleo de la logica difusa como una
alternativa de control valiosa para describir la variabilidad del comportamiento de las
levaduras del género Saccharomyces boulardii, surge la necesidad de captar el fenémeno
que presenta el proceso a través de un modelo que permita conectar los aspectos tedricos

para entender la realidad y, en consecuencia, para modificarla (Hurtado, 2012).

Hecha la observacion anterior, la l6gica difusa presenta un gran campo de accion en
este tipo de proceso, que puede llegar a ser dificil de modelar matematicamente por la
presencia de las relaciones no lineales en el crecimiento del microorganismo, debido a que
ella emplea un disefio y sintonizacion del controlador difuso basado Unicamente en la
experiencia del experto en el proceso. Es decir, a través de la logica difusa se incorpora el
razonamiento humano en el algoritmo de control y simplifica el disefio de controlador
(Guzman y Castafio, 2006), permitiendo el modelaje de estos sistemas complejos de una
forma mas simple, ya que posee fundamentos matematicos precisos pero no complicados,
lo que se ha traducido en un aumento de sus aplicaciones en areas como la medicina,
economia y otras, donde la teoria de conjuntos posibilita imitar el comportamiento de la
I6gica humana a través de una descripcion del proceso mediante reglas, o heuristica, que

son desarrolladas a partir de un conocimiento seguro del proceso (Strefezza, 2009).

Desde una perspectiva amplia, un controlador difuso proporciona un algoritmo que
puede convertir una estrategia de control linglistica, generalmente basada en la experiencia
de un operador humano, en una estrategia de control automatico capaz de obtener una
salida con una gran fiabilidad, de forma sistematica y sencilla, interpretando el
conocimiento como una coleccion de restricciones difusas sobre una coleccion de variables
(Gonzélez, 1992).
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OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

GENERAL

Determinar la contribucion de la légica difusa como alternativa de control en la
produccién semicontinua eficiente, eficaz y efectiva de levaduras del género

Saccharomyces boulardii.

ESPECIFICOS

1. Caracterizar la infraestructura tecnolégica del sistema de produccion de levaduras

del género Saccharomyces boulardii

2. Determinar los pardmetros de experimentacion para la produccion semicontinua de

levaduras del género Saccharomyces boulardii

3. Establecer el modelo no lineal para la produccion semicontinua de levaduras del

género Saccharomyces boulardii.

4. Disefiar un controlador difuso que mejore la produccién semicontinua de levaduras

del género Saccharomyces boulardii.

5. Caracterizar la contribucion de la Idgica difusa en la produccién semicontinua de

levaduras del género Saccharomyces boulardii.

DEFINICION DE LAS VARIABLES

En una investigacion se observan y se miden variables. La medicion permite
explicar el comportamiento de las respuestas de las variables. La observacion de las
variables puede reflejar un comportamiento de variaciéon de las mismas y la ciencia tiene

como objetivo descubrir esas variaciones mediante repetidas observaciones determinando
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el grado de variacion que pudieran mostrar (Mendoza, 2015). Tomando como base lo

anterior se hace necesario identificar las causas o factores que repercuten de manera directa

e indirecta, en la produccién de levaduras del género Saccharomyces boulardii. A estas

causas o factores se les ha denominado variables del proceso.

Al respecto se debe clarificar lo que son definiciones conceptuales representadas por

las teorias las cuales hacen referencia a los objetivos de la investigacion (Tabla 2) y se

encuentran estrechamente relacionadas con el cuerpo tedrico y las operacionales descritas

por las actividades que un observador debe registrar para poder medir la variable

(Balestrini, 2006; Alvarez, 2008), por lo que integra el conjunto de sinergias e indicios que

permiten caracterizar el evento, identificarlo y valorarlo (Hurtado, 2012).

Tabla 2. Operacionalizacién de las Variables

OPERACIONAL
TIPO DE
VARIABLE CONCEPTUAL
VARIABLE .
L. . Tecnicas e
Definicion Unidad
Instrumentos
Cantidad
expresada en
Cantidad del material de | peso por unidad i
Concentracion soporte del cultivo que | de volumen del diglgfaervailgnde
Independiente se encuentra en el | material de g/l Y9
de sustrato ; observacion, plan
biorreactor  en  un | soporte del de calidad
momento dado cultivo.
Es una magnitud fisica | Es una escala
que refleja la cantidad | relativa para la
de calor, ya sea de un | medida del calor
cuerpo, de un objeto o | o energia térmica Observacion
Temperatura ind dient del ambiente de las particulas oC directa y guia de
del cultivo ndependiente del cultivo que se observacion,
desarrolla en el termocupla
biorreactor

Fuente: Autor (2020)
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Tabla 2 (continuacion). Operacionalizacion de las Variables

Es una medida de
la velocidad de
rotacion de un
. Es la variacion de la dispositivo Ob i
Velocidad de . posicion angular o agitador con IDservacton
A Independiente - Rpm directa y guia de
Agitacion recuento de impulsosen | aspas para el observacion
funcion del tiempo mezclado de
particulas  que
estin en el
biorreactor
Es una forma de medir
la energia quimica de
oxidacion-reduccién
mediante un electrodo,
estd relacionado con el . L
Potencial Oxido . pH y con el contenido Es la medida de Observacion
L, Dependiente . . la actividad de mV directa y guia de
Reduccion de oxigeno. Es andlogo los electrones observacion
al pH, debido a que este ' '
mide la actividad de
protones y potencial
redox mide el de los
electrones.
Cantidad de | Cantidad de
microorganismos materia viva,
. (levaduras género | expresada en Observacién
Concentracion Dependient saccharomyces peso o unidades Uf directa y guia de
de Biomasa ependiente boulardii) que viven en | formadoras de ¢ observacion,
un lugar determinado | colonia (Ufc) contador de placas.
(biorreactor) por unidad de
volumen
Concentracion de iones :Eas (I:%nT:r(\jtlgiigﬁ Observacion
. . hidrogeno [H30+] - + directa y guia de
pH del cultivo Dependiente presentes on giedréglgnnssdent?g M| observacion.
determinadas sustancias : electrodos de pH.
del biorreactor
Es wuna escala
Es una magnitud fisica | relativa para la
que refleja la cantidad | medida del calor
de calor, ya sea de un | o energia térmica Observacion
Sélidos Totales Dependiente cuerpo, de un objeto o | de las particulas | ©Brix directa y guia de
del ambiente del cultivo que se observacion.
desarrolla en el
biorreactor
Periodo medido
en horas que
Periodo  determinado | tarda el
Tiempo de durante el que se realiza | microorganismo Observacion
. Dependiente una accion o se | en adaptarse al H directa y guia de
latencia desarrolla un | medio antes de observacion.
acontecimiento. iniciar la fase de
crecimiento
exponencial.
. Periodo  determinado | Periodo medidoen
Tiempo de durante el que se realiza | o8 en gue el Observacion
méaxima Dependiente una accion o se Q:;rnozcggamsmo su H directa y guia de
biomasa desarrol'la ) un | maximo observacion.
acontecimiento. crecimiento.
Fuente: Autor, (2020)
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JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

La presente investigacion se encuentra enmarcada dentro de las estrategias y
politicas gubernamentales del Proyecto Nacional Simén Bolivar 2013-2019,
especificamente, en el lineamiento numero 1, item 5, que contempla el desarrollo de las
capacidades cientifico-tecnoldgicas vinculadas a las necesidades del pueblo, por lo que
busca fortalecer y orientar la actividad cientifica, tecnologica y de innovacion hacia el
aprovechamiento efectivo de las potencialidades y capacidades nacionales para el
desarrollo sustentable y la satisfaccion de las necesidades sociales, orientando la
investigacion hacia areas estratégicas definidas como prioritarias para la solucion de los
problemas sociales.

Por las consideraciones anteriores, la incorporacion de conocimientos sobre l6gica
difusa en la produccion de levaduras del género Saccharomyces boulardii, puede proveer
alternativas de control valiosas para procesos que no pueden describirse con un modelo
matematico o que su desarrollo sea muy complejo o para aquellos sistemas, con
caracteristicas no lineales como es el caso de esta investigacion, donde las estructuras de
control clasico son de alta complejidad al tratar de optimizar el producto final. De todo esto
se desprende que la légica difusa en la produccion de levaduras de cultivos semicontinuos
tiene la ventaja de permitir manejar simultaneamente informacion cualitativa y cuantitativa
sin los problemas de agregacion que presentan otros sistemas convencionales, debido a que
el modelo seméntico en que se basa, es proporcionado por la teoria de conjuntos difusos
que ha demostrado en otras areas del conocimiento, una mejor aproximacion a la realidad,
al admitir que la naturaleza tiene matices y que las decisiones se toman en funcién de una

amplia gama de posibilidades y de criterios.

En ese mismo sentido, la investigacion se afianza en las politicas y planes de salud
que tienen como objetivo aumentar la produccion de medicamentos, vacunas e insumos

médicos del sistema publico nacional de salud para la satisfaccion de su demanda.
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En relacién a lo anterior y considerando la crisis por la que actualmente se encuentra
atravesando Venezuela en esta materia, la investigacion resulta de gran importancia debido
a que Saccharomyces boulardii es un microorganismo probidtico u organismo Vvivo y
viable, que puede ser exdgeno al individuo y que es capaz de sobrevivir y colonizar el
intestino del huésped transitoriamente, es resistente a la accion del &cido gastrico, la bilis y
la destruccion cuando es procesado, interfiriendo con la accion de microorganismos
patdgenos gastrointestinales y estimulando la inmunidad general para aquellas personas que
presentan enfermedades digestivas como: el sindrome del intestino irritable (SlI),
inflamacion del intestino (Ell, la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa), la enfermedad
de Lyme, colitis recurrente por Clostridium difficile, sindrome del intestino corto debido a
un crecimiento excesivo de bacterias y la diarrea, en ésta se incluyen las infecciosas como
son la diarrea por rotavirus en los nifios, que representa una de las causas de muerte en

nifilos menores de 5 afos.

Adicionalmente, la investigacion se encuentra incluida en el objetivo 5 del mismo
Proyecto Nacional Simén Bolivar o Plan de la Patria que contempla la contribucion en la
preservacion de la vida en elplaneta y la salvacion de la especie humana, mas
concretamente en el item 1 que se enfoca en construir e impulsar el modelo econémico
productivo eco-socialista, basado en una relacion armoénica entre el hombre vy
la naturaleza, que garantice el uso y aprovechamiento racional, éptimo y sostenible de

los recursos naturales, respetando los procesos y ciclos de la naturaleza.

En este propdsito, la investigacion busca ofrecer un mejor aprovechamiento del
residuo o desecho proveniente de la elaboracion del queso (lactosuero) que contiene
elementos de alto valor nutritivo (proteinas hidrosolubles, lactosa, vitaminas y sales
minerales) susceptibles de ser utilizados en la sintesis de productos quimicos y/o
farmaceéuticos o en la industria alimentaria (Fernandes y otros, 2009) y que en las regiones
Ilaneras es desechado al ambiente produciendo graves niveles de contaminacion, que

tienden al deterioro fisico y quimico de la estructura del suelo, lo que trae como
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consecuencia una disminucién en el rendimiento de los cultivos agricolas y cuando se

desecha en el agua, reduce la vida acuética al agotar el oxigeno disuelto.

De acuerdo con los razonamientos que se han venido realizando, esta investigacion
es importante debido a que genera aportes gque se enfocan en areas Vvitales para el desarrollo
de un pais, como lo son: ambiente, salud, soberania agroalimentaria y conocimiento

universal. En tal sentido, los aportes mas relevantes se citan a continuacion:

Aporte al Conocimiento Universal

e Hallazgo de una contribucion de la I6gica difusa en la produccion eficiente, eficaz y
efectiva de levaduras del género Saccharomyces boulardii, que permita mejorar la
calidad de vida de los seres humanos, con el menor costo posible, con gran

exactitud, en el menor tiempo sin desperdiciar recursos materiales.

Aporte al Ambiente

e Proporciona una nueva ruta para el mejor aprovechamiento del lactosuero, a fin de
evitar ser desechado como efluente y de esta forma reducir su impacto al suelo, a la

flora y fauna acuatica.

Aporte a la Soberania Agroalimentaria

o El lactosuero como sustrato para el cultivo de Saccharomyces boulardii permite el
mejor aprovechamiento de sus proteinas, vitaminas y azucares, las cuales poseen
propiedades funcionales utiles en el area de los alimentos, generando asi un valor

agregado a este subproducto proveniente de la elaboracion del queso.
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Aporte a la Salud

e Mejora la salud puablica como consecuencia de las implicaciones beneficiosas de los
probidticos (Saccharomyces boulardii) en enfermedades prevalentes, como: la diarrea
asociada con rotavirus en lactantes y nifios, diarrea aguda por el uso de antibidticos en
adultos, garantizando una flora intestinal estable y bien equilibrada que evite la

colonizacioén y el sobredesarrollo de microorganismos patdgenos.

ALCANCES

En esta investigacion se determinara la contribucion de la I6gica difusa en la mejora
de un proceso biotecnoldgico de cultivo para la produccion a escala de laboratorio de cepas
del género Saccharomyces boulardii. El tipo de equipo que se utilizara para llevar a cabo
el proceso es un biorreactor para producir en forma semicontinua (“fed-batch”). El
biorreactor semicontinuo se selecciond debido a que el mismo permite controlar la
velocidad de crecimiento, regulando la velocidad de alimentacion (caudal), satisfaciendo

ademas, la necesidad de alimentar el cultivo con medio fresco.

Se centrara la atencién en el crecimiento de levaduras del género Saccharomyces
boulardii, porque requieren sélo soluciones simples de nutrientes, pueden crecer a grandes
velocidades y son de gran utilidad, debido a que pertenecen al grupo de los
microorganismos probioticos con propiedades bioterapéuticas comprobadas, que benefician
la salud humana cuando se ingieren en concentraciones adecuadas. Las mismas actlian
como una flora temporal que protege el sistema intestinal y lo mantiene en buen
funcionamiento, colaborando con el organismo para restablecer la microflora. En los
intestinos, produce &cido lactico y vitaminas B, y elimina las cepas de levaduras hostiles
(Ortiz y otros, 2008).
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Asimismo, el empleo del suero de leche (lactosuero) como medio para el
crecimiento de la Saccharomyces boulardii, radica en el aprovechamiento de un
subproducto de la industria lactea, que puede adquirirse con facilidad, de bajo costo y

ademas contiene nutrientes importantes para el desarrollo de la levadura.

La validacion de los resultados del trabajo propuesto se realiz6 a través de la
simulacion del control de lazo cerrado del proceso seleccionado, utilizando herramientas
computacionales que permitieron garantizar las premisas de maxima produccion de
biomasa de levadura del género Saccharomyces boulardii, con su obtencion en el menor
tiempo posible y una fase de latencia del microorganismo minima, evidenciandose por ende

su impacto en la productividad.




CAPITULO II

“Conocer lo que se ha hecho con respecto a un tema ayuda a no investigar sobre
algiin tema que no se ha estudiado a fondo” Hernéndez et al., 2010

MARCO TEORICO

En este capitulo se presenta un cuerpo de ideas basicas que proporcionan un sistema
coordinado y coherente de conceptos y proposiciones que ayudan a explicar la evolucion de
la investigacion (Elgueta y otros, 2002), relativa a la contribucion de la Idgica difusa en la
produccion semicontinua eficiente, eficaz y efectiva de levaduras del género

Saccharomyces boulardii.
ANTECEDENTES

Los antecedentes constituyen "una sintesis conceptual de las investigaciones o
trabajos realizados sobre el problema formulado" (Tamayo, 2004, p.61). Segun el
mencionado autor los antecedentes conforman todo hecho anterior a la formulacion del
problema que sirve para aclarar, juzgar e interpretar el problema planteado. Asimismo,
para otros autores, “debe incluirse un pequefio recuento histérico del problema que lo
explique y lo ubique en el momento presente” (Hurtado y Toro, 2007, p.32). Tomando
como base lo planteado anteriormente, algunos trabajos recientes de investigacion

relacionados con el tema de estudio se citan a continuacion:

e Rojas y otros, (2017), Venezuela. Efecto de los sustratos mango (Mangifera indica),
inulina (Inula helenium) y lechada de maiz (Zea mays var. saccharata) en la
produccién eficiente de Saccharomyces boulardii, esta investigacién centré su
atencion en determinar el efecto de los sustratos no convencionales como el mango,
que representa uno de los frutos mas abundantes del estado Cojedes y se caracteriza
por presentar altos contenidos de vitaminas, minerales y azucares. Por su parte la
inulina es conocida por su accién en la estimulacion del crecimiento de bifidobacterias en
el intestino y la lechada representa un subproducto proveniente de la molienda del
maiz para cachapa que es poco aprovechado a nivel nacional y que presenta altos

contenidos de proteinas, vitamina A, B y C, caroteno (liposolubles), minerales en
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concentraciones muy bajas (78 %), importantes para el desarrollo de los
microorganismos. Para ello se simul6 el comportamiento del sistema a lazo cerrado
y posteriormente se evalué la eficiencia de los sustratos empleando analisis
envolvente de datos (DEA). Al comparar los resultados obtenidos con la simulacion
utilizando DEA, se pudo concluir que el sustrato més eficiente para el desarrollo del
microorganismo es la lechada de maiz, debido a que la misma produjo mas unidades
formadoras de colonia para el periodo de tiempo muestreado, reflejando una

eficiencia relativa de 1000 %.

Arteaga y Vasquez (2012), Peru. En esta investigacion se logré implementar un
sistema de control automatico por logica difusa de oxigeno disuelto (OD), pH vy
temperatura en un biorreactor columna de burbujas (BCB), para la produccién de
biomasa de Candida utilis CECT 10704. Su desempefio se compar6 con el control
proporcional clasico. Para el control se disefid, construyd y programé una tarjeta de
adquisicion de datos, utilizando el software Eagle 4.14 para el disefio, y Microcode
Studio Plus 3.0 para la programacién. Se elabor6 un programa en Visual Basic 6.0,
que enlazé con MatLab 7.0 para el control difuso; utilizando la inferencia Mamdani,
funciones de membresia de entrada y salida trapezoidal y triangular; 4 reglas para el
OD, 3 para el pH y 3 para la temperatura; con conector tipo and y para
desdifusificar el método del centroide. La evaluacion de la produccién de biomasa
se realiz6 mediante la determinacion de peso seco y cinética de crecimiento con el
modelo de Gompertz. El control difuso del OD, pH y temperatura, mostrd
superioridad al control proporcional; caracterizado por un control muy cercano al

set point y una menor desviacion estandar.

Crespo (2012), Venezuela. Medicion de eficiencia en un cultivo de levaduras
utilizando analisis envolvente de datos. Esta investigacion permite analizar, a traves
del método DEA (Analisis Envolvente de Datos), la eficiencia en la produccion de

biomasa (ufc) a partir de un consumo de nutrientes, esto debido a que, en este

Coutrdbucidn de la ligica difuca en la produccin. ..




proceso biotecnoldgico es deseable el aumento en la poblacion de microorganismos
(biomasa) o la formacion de un producto secundario hecho por los
microorganismos, por lo que es necesario unas condiciones ambientales optimas, asi
como un buen aprovechamiento de los insumos para que la produccion de levadura
(biomasa) sea eficiente. En este propdsito, el analisis envolvente de datos a través
del software anélisis Frontier Baxia demostr6 que con una concentracion de 15 % de
lactosuero enriquecido, se obtiene una eficiencia relativa (eficiencia productiva)
superior al 100 %, con la que es posible maximizar la biomasa de Saccharomyces
boulardii hasta obtener 7,78 x108 Ufc/ml.

Cravo y Crespo (2012), Venezuela. Evaluacion del crecimiento de Lactobacillus
casei en un cultivo Semicontinuo. A través de esta investigacion se comprob6 que el
crecimiento del Lactobacillus casei en presencia del sustrato lactosuero produce una
mejor respuesta (1,18 x 10° Ufc/ml en 9 horas) que el sustrato agua de avena (1 x
10 Ufc/ml en 7 horas). Para la validacion se utilizé el Simulink de MATLAB, a
fin de simular el comportamiento del modelo de crecimiento para el proceso de

cultivo.

Gonzélez (2012), Venezuela. Aspectos medio ambientales asociados a los procesos
de la industria lactea. En esta investigacion se realiza una revision de los usos
potenciales del lactosuero resaltando la importancia de aprovecharlo para el
mejoramiento del bienestar animal y como materia prima en procesos de elevada
selectividad que eliminen agua, recuperen lactosa, proteinas, sales minerales,
generando valor agregado y asi evitar desecharlo como efluente por su elevado
costo econémico y ambiental. Se propone la implementacion de politicas de control
de la contaminacion basadas en la prevencion eliminando la misma en su punto de
origen al aplicar en forma continua estrategias integradas a procesos, productos y
servicios utilizando las mejores técnicas disponibles, principios de la produccion

mas limpia.
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Crespo (2010), Venezuela. Sistema de control difuso para la alimentacion de
sustrato en un cultivo semicontinuo de levaduras. En esta investigacion se desarrolld
el disefio de un sistema basado en logica difusa para controlar la alimentacion de
sustrato (glucosa) en un proceso biotecnoldgico de cultivo para produccion a escala
de laboratorio de cepas de levadura de la especie Saccharomyces cerevisiae. Se cred
un software del proceso y se comprobd que reprodujera el comportamiento del
proceso mediante el disefio de dos tipos de controladores difusos, uno de tipo
Sugeno de orden cero y otro de tipo Mamdani, comprobando que las respuestas
obtenidas con ambos producen mejores resultados que los presentados por otros

autores.

Pardo y otros, (2009), Argentina. Estudios de la viabilidad y la vitalidad frente al
congelado de la levadura probidtica Saccharomyces boulardii: efecto del
preacondicionamiento fisiologico. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la
vitalidad y la viabilidad de la levadura probidtica Saccharomyces boulardii después
de su congelacion y descongelacion, y el efecto del preacondicionamiento
fisiologico sobre dichas propiedades. Los resultados indican que la velocidad
especifica de crecimiento (0,3 h™) y la biomasa (2-3x 10° células/ml) de
Saccharomyces boulardii obtenida en frascos agitados tanto a 28 como a 37 °C
fueron semejantes. El cultivo de esta levadura en biorreactores en lote, utilizando
glucosa o melaza de cafia de aztcar como fuente de carbono, alcanzé rendimientos
de 0,28 g de biomasa/g aztcar consumida en 10 h de cultivo a 28 °C, obteniendose
resultados similares en fermentaciones en lote alimentado. Se concluye que
condiciones de estrés como las estudiadas en este trabajo disminuyen la vitalidad de
Saccharomyces boulardii. Ademas, la cepa estudiada presentd buena tolerancia a las

sales biliares aun a bajos valores de pH del cultivo.
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BASES TEORICAS
En esta seccidon se presentan conceptos, datos, informacion sobre la problemética
abordada, los factores que la constituyen, las variables en estudio, y puntos que permitiran
establecer la contribucion de la logica difusa en la produccion semicontinua eficiente,

eficaz y efectiva de levaduras del género Saccharomyces boulardii.

BIORREACTORES

Un biorreactor es un recipiente o sistema que mantiene un ambiente biolégicamente
activo (Hemson, 2006). En algunos casos (fermentacion alcohdlica, lactica, acética, entre
otras.,), un biorreactor es un recipiente en el que se lleva a cabo un proceso quimico que
involucra organismos o0 sustancias bioquimicamente activas derivadas de dichos
organismos. Este proceso puede ser aerébico o anaerdbico. Estos biorreactores son
comunmente cilindricos, variando en tamafio desde algunos mililitros hasta metros cubicos

y son usualmente fabricados de acero inoxidable.

Un biorreactor puede utilizarse para hacer crecer células o tejidos en operaciones de
cultivo celular. En términos generales, busca mantener ciertas condiciones ambientales
propicias (pH, temperatura, concentracion de oxigeno, concentracion de nutrientes, entre

otras) al elemento que se cultiva (Menzella, 2017).

Los biorreactores se pueden clasificar de acuerdo al modo de operacion:
discontinuo, semicontinuo, continuo. Esta clasificacién se aplica a cualquier reactor, sea
quimico o bioldgico (biorreactor). Al manipular un biorreactor en un determinado modo de
operacion (discontinua, semicontinua, continua), automaticamente queda determinado el
tipo de cultivo del sistema y se definen los parametros y las caracteristicas operativas y de

disefio que intervienen en el proceso productivo.
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El biorreactor esta compuesto de una serie de dispositivos, instalaciones auxiliares,
sistemas de aireacion o gases, sistemas de conduccion de vapor y filtros de aire que
facilitan el control del proceso. Para su operacion se requiere de ductos y acceso para
inocular asépticamente, tomar muestras, medir y controlar temperatura, pH, oxigeno,
espuma, gases y productos. Ademas debe poseer un sistema de retroalimentacion de datos,
que permita realizar un control automatizado. La Figura 2 muestra un biorreactor con sus

sistemas auxiliares. Se incluye ademas un agitador con aspas para mezclado.

Figura 2. Biorreactor y sistemas auxiliares

Fuente: Crespo, (2012).

CLASIFICACION DE LOS BIORREACTORES

e CLASIFICACION OPERATIVA: tanto biorreactores como fermentadores se
clasifican primeramente de acuerdo al modo de operacion: discontinuo,
semicontinuo, continuo. En los reactores bioldgicos el modo de operacion define el
sistema de cultivo que es el mismo y delimita la clasificacion procesal-productiva

del bioproceso (cultivo).
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e CLASIFICACION BIOLOGICA: los sistemas biol6gicos deben interaccionar con
el ambiente externo para poder crecer y desarrollarse; es por eso que los
biorreactores se clasifican bioldgicamente de acuerdo al metabolismo procesal del
sistema de cultivo: anaerodbico, facultativo, aerébico. Los bioprocesos de cultivo y
las fermentaciones estan basados en el metabolismo celular del cultivo. El
metabolismo define los pardmetros y caracteristicas operativas-bioldgicas de disefio
y de operacion del biorreactor. Estas caracteristicas son las que intervienen en la
parte bioldgica del sistema y tienen que ver con el crecimiento, productividad y
rendimiento del cultivo; por lo que, definen la clasificacion bioldgica-procesal del

sistema de cultivo.

e CLASIFICACION BIOLOGICA-OPERATIVA: ambas clasificaciones; la
bioldgica y la operativa, son procesalmente interdependientes y en su conjunto
afectan el disefio final del biorreactor. Al combinarse ambas clasificaciones, se
obtiene una funcion operativa y la bioldgica para establecer entre ambas un
propdsito de utilizacién, el modo de cultivo y el bioproceso. Siendo el propoésito de
utilizacion, el destino de cultivo del biorreactor; para qué tipo de cultivo va a ser
utilizado el biorreactor; el modo de cultivo es sindnimo de sistema de cultivo y el

bioproceso es en si, todo el proceso (Rivera y Suarez, 2010).

BIORREACTORES Y TIPOS DE CULTIVO

Los sistemas bioldgicos que determinan el metabolismo celular de cultivo y el modo

procesal-bioldgico del sistema son:

e CELULAS Y MICROORGANISMOS ANAEROBICOS: bacterias en su gran
mayoria, son microorganismos de metabolismo degradativo (catabdlico);

generalmente  unicelulares, estos microorganismos son autbnomos Yy
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nutricionalmente independientes (autotrofos); sus células (cuerpos) no respiran (no
utilizan la glucdlisis para la respiracion celular), en cambio, utilizan vias alternas,
donde una molécula organica, producida durante el proceso metabdlico
(catabolismo), es utilizada como aceptor de electrones, en un proceso bioquimico
conocido como respiracion oxidativa; esta molécula es reducida a producto orgénico

en un proceso comunmente denominado fermentacion.

e CELULAS Y MICROORGANISMOS FACULTATIVOS: son ambivalentes,
tienen la capacidad de vivir o sobrevivir entre ambientes: aerobico (presencia de
oxigeno) y anaerdbico (ausencia de oxigeno); son microorganismos de metabolismo
mixto por lo que, pueden tanto degradar (catabolismo) como construir (anabolismo)
materia organica, a partir de diferentes sustratos (materia prima), tanto organicos
como inorganicos. Pese a su versatilidad, sus mayores representantes son
microorganismos que presentan relaciones parasitas o simbiontes tales como:

hongos y levaduras, por lo que no son muy extensos.

e CELULAS Y MICROORGANISMOS AEROBICOS: pertenecen en su mayoria
al Reino Eucariota — pero también los hay procariota — son microorganismos y
células que respiran (utilizan la glucolisis como forma de respiracion celular); por lo
gue su metabolismo es constructivo (anabdlico) y deben obtener sus nutrientes de
diferentes fuentes. Sus principales grupos estan representados por: bacterias y
microorganismos aerdbicos, plantas y animales; cuyas células se puedan cultivar en

suspensiones celulares o bien, en diferentes arreglos artificiales o modificadas.

A continuacién, se presentan algunos de los posibles sistemas de cultivo que se pueden

realizar y el tipo de biorreactor asociado a cada uno (Rivera y Suarez, 2010; ESIA, 2015):

e CULTIVOS MICROBIANOS ANAEROBICOS - FERMENTADOR

BACTERIAL (CO,): los microorganismos de metabolismo anaerébico son los mas

Coutrdbucidn de la ligica difuca en la produccin. ..




simples de todos, tan solo necesitan de un medio de cultivo adecuado, agitacion
vigorosa y cierta cantidad de CO, (diéxido de carbono) disuelto (COD) para crecer

y multiplicarse.

CULTIVOS MICROBIANOS FACULTATIVOS - FERMENTADOR
BACTERIAL.: los microorganismos facultativos toleran la presencia oxigeno en
bajas concentraciones y ademas de un sustrato adecuado, solo requieren agitacion
moderada y un medio de cultivo para crecer y desarrollarse.

CULTIVOS CELULARES AEROBICOS Y FACULTATIVOS -
FERMENTADOR MICOTICO (CO,): los cultivos celulares se diferencian de los
bacteriales (microbios) en que no son microorganismos procariota, son eucariota.
Son microorganismos aerébicos o facultativos pertenecientes al Reino Fungi
(hongos y levaduras), generalmente Ilamados micoticos, requieren de la presencia
de CO, disuelto en el medio como sustrato limitante de la velocidad de reaccion y

generan estructuras reproductivas muy particulares.

CULTIVOS CELULARES AEROBICOS ESTRICTOS — FERMENTADOR
CON AIREACION (O,): el cultivo de microorganismos celulares (no bacteriales)
aerobicos estrictos requiere la presencia de oxigeno disuelto en el medio de cultivo

para el metabolismo celular; asi como una adecuada agitacion.

CELULAS VEGETALES EN SUSPENSION - BIORREACTOR DE
LEVANTAMIENTO POR AIRE (0O;) EN REGIMEN TURBULENTO
(R>3000): las células vegetales pueden ser cultivadas en: pequefios agregados
celulares que se suspenden en el medio de cultivo mediante agitacion. Dado que las
células vegetales respiran, el disefio del biorreactor debe incorporar una linea de

aireacion para suministrar oxigeno disuelto (OD) al medio de cultivo. El disefio

Coutrdbucidn de la ligica difuca en la produccin. ..




debe contar con agitacion vigorosa, pues los agregados celulares vegetales tienden a
agruparse (clusters) y de alcanzar gran tamafio y peso, precipitarian. Por eso, la

operacion de este tipo de biorreactores debe ser en régimen turbulento (ZR>3000).

Los biorreactores para células vegetales en suspension generalmente son disefiados
con un mecanismo de levantamiento por aire “air lift” que combina una agitacion
vigorosa (turbulenta) con una adecuada aireacion (oxigeno disuelto) del medio de

cultivo.

LEVADURAS

Los seres humanos han usado microorganismos desde tiempos muy antiguos,
probablemente desde la prehistoria y tal vez por accidente; después se empezaron a usar

empiricamente en la produccion de bebidas, comidas, textiles y antibidticos.

Levadura es un nombre genérico que agrupa a una variedad de células, incluyendo
tanto especies patdgenas para plantas y animales, como especies no solamente inocuas sino
de gran utilidad. De hecho, constituyen el grupo de microorganismos mas intimamente
asociado al progreso y bienestar de la humanidad. Algunas especies de levaduras del género
Saccharomyces son capaces de actuar como reconstituyente de la flora intestinal como es el

caso de boulardii.

La Saccharomyces boulardii es una levadura natural no modificada genéticamente
que es aislada de la corteza del arbol del litchi en Indochina. Esta levadura muestra un
crecimiento 6ptimo a una temperatura inusualmente alta de aproximadamente 37 °C y, por

ello, se le considera como una "levadura de temperatura extremadamente alta™.

Aunque la Saccharomyces boulardii es similar a Saccharomyces cerevisiae, existen
algunas diferencias relativas a sus caracteristicas taxonomicas (Tabla 3), metabdlicas y

genéticas (Maillie y otros, 2001).
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En la forma liofilizada, Saccharomyces boulardii es la sustancia activa de un
producto medicinal comercializado en casi 100 paises de todo el mundo, con diferentes
nombres de marca, presentaciones y concentraciones de dosis; generalmente se presentan

en capsulas de 50 mg.

Tabla 3. Caracteristicas taxondmicas de Saccharomyces boulardii

CARACTERISTICAS TAXONOMICAS
Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Subfilo: Saccharomycotina
Clase: Saccharomycetes
Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Saccharomyces
Especie: S. boulardii

Fuente: Bujalance, (2006)

La Saccharomyces boulardii liofilizada es un ejemplo de lo que se conoce como

"medicamento probidtico™:

e  "Probittico” porque Saccharomyces boulardii liofilizada se reactiva en el tracto
gastrointestinal después de su administracion oral y tiene un "impacto positivo en la
salud y fisiologia del huésped" (Marteau y otros, 2001). Algunas veces el término

"agente bioterapéutico™ es preferible frente al término™ probidtico” para designar a
aquellos microorganismos probidticos que "previenen o tratan enfermedades

humanas™ (Buts, 2005; Elmer y otros, 1996).
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o  "Medicamento" porque la formula liofilizada se prepara, empaqueta y pone a prueba
tal como se hace con un medicamento y porque el expediente farmacéutico y clinico
de Saccharomyces boulardii liofilizada ha sido elaborado de conformidad con las
regulaciones de comercializacion de productos medicinales de los paises donde el

producto esté a disposicion del pablico.

Por lo tanto, Saccharomyces boulardii liofilizada es un medicamento probidtico que
se diferencia claramente de los alimentos probidticos que contienen varias cepas de
microorganismos que se administran a animales para mejorar la produccién zootécnica o a
seres humanos sanos (generalmente en la forma de yogures o productos lacteos) para

fortalecer la fisiologia del huésped, cuando no existe enfermedad alguna.

FORMA Y FARMACOCINETICA

La Saccharomyces boulardii liofilizada se obtiene a traveés del secado por
congelacion en presencia de lactosa. Este método permite que la levadura se mantenga viva
y estable. Un estudio de las propiedades farmacodinamicas de Saccharomyces boulardii
demostro que, en la mayoria de casos, dichas propiedades estan asociadas a su capacidad de
reactivacion. Al igual que todas las levaduras, Saccharomyces boulardii es genéticamente
resistente a los antibioticos antimicrobianos; para casi todos los antibi6ticos estudiados, el
valor de la concentracion minima inhibitoria (MIC) de Saccharomyces boulardii siempre es

muy alto > 128 mg/I (Bergogne, 1995).

Saccharomyces boulardii es resistente a la acidez gastrica y a la proteinolisis y
puede almacenarse rapidamente en grandes cantidades en el tracto gastrointestinal,

manteniendo niveles constantes en forma viable (Mcfarland y Bernasconi, 1993).

En los animales agénicos (estériles), la levadura Saccharomyces boulardii,
administrada en una sola dosis, se aloja y permanece en el tracto gastrointestinal, pero en
concentraciones menores (5 x 10’ células/g heces) a las que se albergan en los

microorganismos naturales de la flora intestinal dominante (10° - 10'°), lo que demuestra la
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capacidad de esta levadura para adaptarse a las condiciones fisicoquimicas del medio
intestinal. Por su parte en los animales hologénicos (con flora bacteriana normal), la
levadura Saccharomyces boulardii se elimina rapidamente en unos cuantos dias. Esto
significa que cuando la flora es normal, Saccharomyces boulardii no se instala en el tracto

gastrointestinal (Ducluzeau y Bensaada, 1982).

Un andlisis de la cinetica de eliminacion de las heces de células vivas de
Saccharomyces boulardii durante la administracion regular de este producto en forma
liofilizada (+4 x 10™ células viables de Saccharomyces boulardii) en voluntarios adultos
saludables, reveld que al tercer dia de administracion se alcanz6 una condicion estable de
aproximadamente 108 células/dia. Saccharomyces boulardii desaparece de los excrementos
dos o cinco dias después de interrumpir la terapia. La tasa de recuperacion de células vivas
a partir de las heces se estimo en 0,2 % - 0,4 % en ratas (Boddy y otros, 1991) y en los
seres humanos (Klein y otros, 1993), con una relacion lineal dosis/recuperacion. Este
coeficiente se multiplica cuando los sujetos reciben simultaneamente un antibidtico activo
contra la flora anaerdbica dominante del colon (ampicilina) (Klein y otros, 1993). Un
estudio clinico realizado en pacientes que han sufrido infecciones recurrentes causadas por
Clostridium difficile y que han sido tratados con una dosis diaria de 1 g de Saccharomyces
boulardii revel6 que la concentracion de células viables de levadura en las heces de los
pacientes que no presentaron recaidas posteriores fue, en promedio, mas alta (1 x 10°
células/g) que la observada en pacientes que sufrieron una recaida (2,5 x 10%/g, P = 0,02).
Por lo tanto, existe una relacion causal importante entre el nivel de concentracion de
Saccharomyces boulardii en las heces y la actividad terapéutica del farmaco (Buts, 2005;
Elmer y otros., 1999).

MECANISMOS DE ACCION DE Saccharomyces boulardii

e Accion luminal: mejora la integridad de la unidn estrecha entre los enterocitos y las

cadenas (AGCC), que estan alterados cuando existe una enfermedad subyacente.
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Accidn anti-toxina: interfiere con las toxinas patogenas dificultando su union a la
luz intestinal mediante el bloqueo de los receptores de las toxinas patogenas, 0

actuando como un receptor sefiuelo para la toxina y la destruccion directa.

Actividad antimicrobiana: Saccharomyces boulardii inhibe directamente el
crecimiento de patdgenos, tales como Candida albicans, Salmonella Typhimurum,

Yersinia enterocolitium, Aeromonas, etc.

“Cross-talk” con la microbiota normal: labor conjunta, ademas de la digestion, en la
"resistencia a la colonizacion". Produce bacteriocinas (enzimas perjudiciales para el
crecimiento de patdgenos). Actla como sustituto de la microflora normal hasta que

se logra su restablecimiento cuando ha sido alterada.

Efectos troficos: Saccharomyces boulardii reduce la mucositis, restaura las vias de
transporte de fluidos, y tiene un efecto trofico por la liberacion de espermina y
espermidina, que ayudan a la maduracion de los enterocitos (Dalmasso y otros,
2006).

Regulacion de la respuesta inmune y accion antiinflamatoria: Saccharomyces
boulardii actia como inmunomodulador, tanto dentro de la luz intestinal como a
nivel sistémico. Aumenta los niveles de IgA secretora en el intestino y reduce las
respuestas pro-inflamatorias, al afectar la migracién de las células T, promoviendo
su acumulo en los ganglios linfaticos mesentéricos y limitando tanto la infiltracion
de las células Thl en el colén como la amplificacién de la inflamacién inducida por
la produccion de citocinas proinflamatorias (Thomas y otros, 2009); funcion similar
al efecto protector de la flora normal del colon. Ademas, Saccharomyces boulardii
tiene un efecto antiinflamatorio adicional inhibiendo la activacion de las células
dendriticas inducida por los LPS (Thomas y otros, 2011, Pothoulakis, 2009)
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Los recientes avances en la comprension de la inmunologia de la mucosa Gl y la
evidencia de los efectos inmunomoduladores y antiinflamatorios de Saccharomyces
boulardii abren perspectivas prometedoras (Zanello y otros, 2009; Im y Pothoulakis,
2010). Estos resultados sugieren que la administracion de Saccharomyces boulardii
puede tener un efecto beneficioso en el tratamiento de enfermedades caracterizadas
por un aumento de la permeabilidad intestinal, la inflamacion y la translocacion
bacteriana (Swidsinski y otros, 2010; Tincati y otros, 2009). También puede ser
capaz de reducir la translocacion bacteriana y la consiguiente inflamacion cronica

que caracteriza la infeccién por el VIH (Villar, 2017)

CICLO DE CRECIMIENTO DE CULTIVOS MICROBIANOS

En un cultivo microbiano en medio liquido, se pueden diferenciar cuatro fases en la

evolucion de los parametros que miden el crecimiento microbiano (Campbell y Reece,

2007):

FASE LAG O DE ADAPTACION: durante la que los microorganismos adaptan
su metabolismo a las nuevas condiciones ambientales (de abundancia de nutrientes)

para poder iniciar el crecimiento exponencial.

FASE EXPONENCIAL O LOGARITMICA: en ella la velocidad de crecimiento
es maxima. Durante esta fase los microbios consumen los nutrientes del medio a

velocidad méaxima.

FASE ESTACIONARIA: en ella no se incrementa el nUmero de microbios. Las
células en fase estacionaria desarrollan un metabolismo diferente al de la fase
exponencial y durante ella se produce una acumulacion y liberacion de metabolitos
secundarios. Los microorganismos entran en fase estacionaria bien porque se agota
algun nutriente esencial del medio, porque los productos de desecho que han

liberado durante la fase de crecimiento exponencial hacen que el medio sea
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inhospito para el crecimiento microbiano o por la presencia de competidores u otras

células que limiten su crecimiento.

» FASE DE MUERTE: se produce una reduccion del nUmero de microbios viables

del cultivo.

Las fases, pardmetros y cinética de crecimiento discutidas para el caso de los medios

liquidos se presentan también en los solidos (Figura 3).

lag | exponencial estacioiaria

Pardmetro de medida

muerte

dIy

Tiempo de cultivo

Figura 3. Ciclo de Crecimiento de los Microorganismos

Fuente: Campbell y Reece, (2007).

CONTROL DE CULTIVOS SEMICONTINUOS EN BIORREACTORES

Durante el cultivo semicontinuo, uno 0 mas nutrientes son suplidos al biorreactor

hasta el final de la operacion. Dado que la sobrealimentacion o la subalimentacion de

nutrientes perjudica el crecimiento de las células y la formacion de productos; el desarrollo

de una estrategia de alimentacion es critica en los cultivos semicontinuos. Se han

desarrollado varias estrategias para controlar la concentracion de nutrientes dentro de un

rango Optimo y han sido aplicados al cultivo de varios tipos de microorganismos.

El desarrollo de sistemas de control en estos casos no es directo debido a la falta de

modelos exactos que describan el crecimiento de las células y la formacion de productos, la
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naturaleza no lineal del bioproceso, la respuesta lenta del proceso, y la deficiencia de

sensores en linea para la cuantificacion de las variables clave.

Se han desarrollado diversas estrategias para el control de alimentacion de cultivos

semicontinuos (Victores y otros, 2008; Crespo, 2012), entre ellos:

Suministro de flujo de sustrato con control de lazo abierto, con un perfil
predeterminado exponencial en el tiempo. Esta estrategia de alimentacién no usa
variables medidas para manipular la velocidad de alimentacion; en su lugar el controlador
manipula la velocidad de alimentacion s6lo mediante la referencia a ecuaciones de un
modelo matematico exponencial dependiente de un parametro que representa la velocidad
especifica de crecimiento. Dado que este método asume que las células crecen
exponencialmente con el tiempo, las perturbaciones en el proceso y la no linealidad del
sistema no pueden ser toleradas cuando el crecimiento de las células no se ajustan al perfil

predeterminado debido a sobrealimentacién o subalimentacion de nutrientes.

Alimentacion de nutrientes de acuerdo al consumo o demanda de glucosa. La
concentracion de la fuente de carbono puede ser controlada a un valor deseado si puede
medirse en linea. Debido a retardos de tiempo e inestabilidad en las mediciones,
generalmente se prefieren métodos que estiman y predicen la velocidad de consumo de

sustrato.

Alimentacion de nutrientes de acuerdo a la concentracion de sustrato en el
biorreactor o la velocidad especifica de crecimiento inferida. Aldn cuando se han
desarrollado algunos sensores en linea, su uso se ha impedido debido a varios problemas,
entre ellos inestabilidad térmica, poca confiabilidad o alto grado de complejidad. Por ello,
en este caso, se usa un modelo matematico que permita estimar estas variables a partir de

otras que puedan ser medidas de manera mas confiable.
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Manipulacion de la velocidad de alimentacion utilizando control difuso. Esta
metodologia utiliza conceptos basados en la légica difusa, la cual se describira en el

apartado siguiente.
LACTOSUERO

La industria lactea es uno de los sectores mas importantes de la economia de paises
industrializados y en desarrollo. Aproximadamente 90 % del total de la leche utilizada en la
industria quesera es eliminada como lactosuero el cual retiene cerca de 55 % del total de
ingredientes de la leche como la lactosa, proteinas solubles, lipidos y sales minerales, por lo
que constituye una fuente econdémica de proteinas, las cuales otorgan maltiples propiedades
en muchos alimentos. Investigaciones han demostrado diversidad de usos nutricionales de
este subproducto, concluyéndose que es méas beneficioso emplearlo que descartarlo (Molero
y otros, 2017). Sin embargo, las estadisticas indican que una importante porcion de este
residuo es descartada como efluente el cual crea un serio problema ambiental (Aider y
otros, 2009; Fernandes y otros, 2009), debido a que afecta fisica y quimicamente la
estructura del suelo, lo anterior resulta en una disminucion en el rendimiento de cultivos
agricolas y cuando se desecha en el agua, reduce la vida acuética al agotar el oxigeno
disuelto (Aider y otros, 2009).

El lactosuero es definido como “la sustancia liquida obtenida por separacion del

coagulo de leche en la elaboracion de queso” (Foegeding y Luck, 2002).

PROCESO DE OBTENCION DEL SUERO DE LECHE

Durante la elaboracion del queso se hace coagular la leche mediante la adicion de
cuajo, con ello la leche se descompone en dos partes: una masa semisolida, compuesta de
caseina y un liquido, que es el suero de leche (Figura 4). El suero de leche es transparente y
de color amarillo verdoso y tiene un sabor ligeramente acido, bastante agradable.

Coutrdbucidn de la ligica difuca en la produccin. ..




Recepcion de la leche
cruda

-

Almacenamiento,
refrigeracion 4-28° C

+

Pasteurizacion 75 ° C

x 15 min

+
Coagulacion 30 min
3 Adicion de cuajo
2.3—-45% (p/v)

Corte manual de la
cuajada

+

Coccion de la cuajada
37-28°Cx40-45
min.

+
| Desuerado |
| Obtencién del suero
de leche

| Moldeado, salazon |

l

| Prensado |

|

| Queso |

Figura 4. Flujograma para la Obtencion del Suero de Leche y Queso
Fuente: Linden y Lorient (1996)
CLASIFICACION DEL LACTOSUERO

Es un liquido transltcido verde obtenido de la leche después de la precipitacion de
la caseina. Existen varios tipos de lactosuero dependiendo principalmente de la eliminacion
de la caseina, el primero denominado dulce, esta basado en la coagulacion por la renina a
pH 6,5. El segundo llamado acido resulta del proceso de fermentacion o adicion de acidos
organicos o acidos minerales para coagular la caseina como en la elaboracién de quesos
frescos (Jelen, 2003).
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En la Tabla 4, se puede detallar la composicion nutricional del lactosuero dulce y
acido, observandose que el dulce tiene mayor contenido de lactosa y de proteina, respecto

al acido.

Tabla 4. Componentes del Lactosuero Dulce y Acido
Componentes Lactosuero dulce (g/l) Lactosuero acido (g/l)
Solidos totales 63,0 - 70,0 63,0 - 70,0
Lactosa 46,0 - 52,0 44,0 — 46,0
Proteinas 6,0 -10,0 6,0 -8,0
Calcio 04-0,6 1,2-1,6
Fosfato 1,0-3,0 2,0-45
Lactato 2 6,4
Cloruro 1,1 1,1

Fuente: Panesar, (2007)

En cualquiera de los dos tipos de lactosuero, se estima que por cada kg de queso se
producen 9 kg de lactosuero, esto representa cerca del 85-90 % del volumen de la leche y
contiene aproximadamente el 55 % de sus nutrientes (Liu y otros, 2005). Entre los mas
abundantes de estos nutrientes estan la lactosa (4,5-5 % p/v), proteinas solubles (0,6-0,8 %
p/v), lipidos (0,4-0,5 % p/v) y sales minerales (8-10 % de extracto seco) (Mufii y otros,
2005; Londofio, 2006; Panesar y otros, 2007). Presenta una cantidad rica de minerales
donde sobresale el potasio, seguido del calcio, fésforo, sodio y magnesio. Cuenta también
con vitaminas del grupo B (tiamina, acido pantotenico, riboflavina, piridoxina, acido

nicotinico, cobalamina) (Tabla 5) y &cido ascérbico (Londofio y otros, 2008).
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Tabla 5. Contenido en Vitaminas del Lactosuero

Tiamina 0,38 1,15
Riboflabina 1,2 1,5
Acido nicotinico 0,85 10 - 20
Acido pantoténico 3,4 10
Pridoxina 0,42 15
Cobalamina 0,03 2
Acido Abscorbico 2,2 10-75

Fuente: Linden y Lorient, (1996)

Este gran contenido de nutrientes genera aproximadamente 3,5 kg de demanda
bioldgica de oxigeno (DBO) y 6,8 kg de demanda quimica de oxigeno (DQO) por cada 100
kg de lactosuero liquido (Mufii y otros, 2005), siendo la lactosa, el principal componente de
solidos que contribuye a la alta DBO y DQO (Ghaly y Kamal, 2004; Mukhopadhyay y
otros, 2005; Koutinas y otros, 2009; Almeida y otros, 2009).

El lactosuero, aporta elementos depurativos, desintoxicantes y prebioticos, a la vez
que permite acumular una buena reserva de sales minerales y vitaminas que favorecen el

rejuvenecimiento interno:

*Minerales: Calcio, magnesio, manganeso, sodio, potasio y fésforo.
*Vitaminas: A, B1, B2, B3, B5, B6, C, E y D.
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Ademés, posee componentes naturales (Beta Lactosa, Acido Lactico L(-),
Oligosacéridos e inulina), que generan un gran efecto prebidtico fundamental para
mantener una flora intestinal correcta y equilibrada fundamental para el organismo (L6pez
y Prado, 2015).

NUTRIENTES DEL SUERO DE LECHE

El principal componente del suero de leche es la lactosa, un hidrato de carbono que
le confiere sus propiedades mas importantes. Se trata de un azucar facilmente asimilable
por el organismo y, por ende, una buena fuente de energia. En contacto con las bacterias de

la flora intestinal se transforma en &cido lactico, muy beneficioso para el metabolismo.

En cuanto a las proteinas, el suero de leche aporta dos tipos indispensables para el
organismo, consideradas nutricionalmente de referencia por su contenido equilibrado en
aminoacidos: la lactoglobulina y la lactoalbumina, cuya presencia en el suero de leche es
mayor que en la leche y en los huevos (Jauregui y Welderufael, 2010; Chacon y otros,
2017).

Ademas, el suero de leche posee aminoacidos ramificados y potenciadores del
sistema inmune que escapan intactos al proceso de la digestion y, por tanto, son capaces de
retener sus valores especificos hasta ser absorbidos por la pared intestinal y asumidos por el

organismo.

Por su parte, el contenido en grasa y colesterol “malo” del suero de leche es minimo
no mayor al 0,3 % en suero de leche liquido, lo cual, lo hace compatible con muchas de las
dietas de adelgazamiento. También es relevante el contenido en minerales vy
oligoelementos: calcio, potasio, fésforo, magnesio, sodio, zinc, hierro y cobre. Posee asi

mismo un elevado contenido en vitaminas B y C.
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UTILIZACION DEL SUERO

Tradicionalmente el suero producido se ha ido empleando para la alimentacion de
los cerdos. Por su parte se ha tomado conciencia de su elevado valor nutritivo, tanto como

para el hombre como para animal (Castillo, 2011).

También se utiliza para: alimentos de aves y cerdos, suplementario del valor
nutritivo del pan, inclusion en alimentos para nifios o invalidos y para alimentos dietéticos,
bebidas carbonicas y bebidas fermentadas, precipitados de albumina utilizado como
suplemento del valor nutritivo de algunos elementos, preparados cosméticos Yy
farmacéutico, fabricacion de alcohol, fabricacion de galactita/glucosa, fabricacion de
lactosa, queso de suero, ricota, requeson, entre otros., aislamiento de riboflavina,
fabricacion de acido lactico para la industria general, farmacéutica o alimentaria (Bard y
otros, 2001), fermentacion para la fabricacion de antibidticos, combustibles (metano),
biomasa para la produccién de alimentos o fabricacion de jarabes de galactita, para
pasteleria o fabricacion de cerveza (Elpidia, 2013).

En ese mismo sentido uno de los usos mas comunes es como ingrediente en la
produccion de bebidas (Baccouche y otros, 2013; Varghese y otros, 2014). Estas se ca-
racterizan por proporcionar energia, regular la temperatura del cuerpo, evitar la
deshidratacién y calmar la sed (Shaikh y otros, 2001). EI Lactosuero es una fuente barata de
proteina y, por lo tanto, la elaboracion de bebidas a base de éste, a escala comercial, tiene
ventajas econdmicas (Shaikh y otros, 2001). Esta materia prima, altamente nutritiva, podria
sustituir a la leche (Almeida y otros, 2009). Otro uso comun que se le da a este subproducto
en la industria alimentaria, es para la produccion de requeson o queso ricotta (Cujano,
2016).
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IMPORTANCIA DE LAS PROTEINAS DEL LACTOSUERO

Las proteinas no constituyen la fraccion més abundante, pero es la méas interesante
en los terrenos econdmico y nutricional (Linden y Lorient, 1996), como se indica en la
Tabla 6. El lactosuero representa una rica y variada mezcla de proteinas secretadas que
poseen amplio rango de propiedades quimicas, fisicas y funcionales. Concretamente,
suponen alrededor del 20 % de las proteinas de la leche de bovino (Baro y otros, 2001),
siendo su principal componente la B-lactoglobulina (B-LG) con cerca de 10 % y a-
lactoalbimina con 4 % de toda la proteina lactea (Hinrichs y otros, 2004), ademas, contiene
otras  proteinas como, lactoferrina, lactoperoxidasa, inmunoglobulinas, 'y
glicomacropéptidos conocida como la porcién hidrosoluble de la Kappa-caseina (Baro y
otros, 2001) y que representa entre el 20 al 25 % de la proteina disuelta en el suero (Conti
y otros, 2012; Granda y otros, 2014). La B-LG es secretada en leches de rumiantes con alta
resistencia a la digestion gastrica, lo que origina intolerancia y/o alergenicidad en seres
humanos, sin embargo, tratamientos industriales como esterilizacion, calentamiento o
presion hidrostatica alta y la hidrolisis mejoran la digestibilidad de la B-LG presente en el

lactosuero (Pescumma y otros, 2008).

Asimismo, es importante tener presente que no todos los sueros son iguales, una de
las principales diferencias entre ellos esta en su composicion, que depende no solamente de
la composicion de la leche para queseria y del contenido de humedad del queso, sino de
manera muy significativa del pH al cual el lactosuero se separa de la cuajada (Paris, 2009;
Mota y Mosquera, 2015).
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Tabla 6. Caracteristicas Fisicas y Quimica del Suero de Leche

Materia

: Proteina | Cenizas | Lactosa Densidad | Acidez
Tipo Seca pH .
%) (%) %) | (%) @mb | (%)
Suero de densidad
0.080
Leche (15°C)
+
dulce 6.70 0.61 0.52 499 6.10 del suero
0.020
(1,025)
Suero de 0.320
leche 6.42 0.54 0.60 4.39 4.10 o +
acido 0.020

Fuente: Linden y Lorient, (1996)

Las proteinas de este subproducto de la industria quesera desempefian un importante

papel

nutritivo como una rica y balanceada fuente de aminoacidos esenciales,

aproximadamente 26 % (Ha y Zemel, 2003; Ibrahim y otros, 2005); ademas, son de alto

valor biolégico (por su contenido en leucina, triptéfano, lisina y aminoacidos azufrados),

tienen una calidad igual a las del huevo y no son deficientes en ningin aminoacido, esto

puede ser observado en la Tabla 7, donde se relaciona el contenido de aminoacidos que

contiene el lactosuero respecto al huevo, encontrandose que la leucina y lisina son los

aminoacidos que se encuentran en mayor cantidad, ademas, parecen ejercer determinados

efectos bioldgicos y fisiologicos, in vivo, potenciando la respuesta inmune, tanto humoral

como celular (Baro y otros, 2001).
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Tabla 7. Composicion en Aminoécidos Esenciales (g/ 100g de proteinas)

Equilibrio

Componentes Lactosuero Huevo recomendado por la

FAO
Treonimna 6,2 4,9 3,5
Cistaina 1 2,8 2,6
Metionina 2 3,4 2,6
Valina 6 6,4 4,8
Leucina 9,5 8,5 7
Isoleusina 59 5,2 4,2
Fenilalanoina 3,6 5,2 7,3
Lisina 9 6,2 51
Histaina 1,8 2,6 1,7

Fuente: Linden y Lorient, (1996)

APLICACIONES

Las proteinas de lactosuero son usadas ampliamente en una variedad de alimentos
gracias a sus propiedades gelificantes y emulsificantes, siendo la B-lactoglobulina el
principal agente gelificantes (Akhtar y Dickinson, 2007; Spahn y otros, 2008). Los geles de
proteina de lactosuero pueden ser usados como hidrogeles de pH-sensitivos, el cual puede
ser definido como red tridimensional que muestra la habilidad de hincharse en agua y
retiene una fraccion significante de agua dentro de esta estructura (Gunasekaran y otros,
2006).

Estas proteinas han favorecido propiedades funcionales como solubilidad, (Ibrahim
y otros, 2005), la emulsificacion, retencién de agua/grasa, espumado, espesantes y
propiedades de gelificacion, ademds, que hacen del producto un interesante ingrediente

alimenticio (Gonzalez y otros, 2002).
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Al mismo tiempo el suero es un excelente medio de cultivo, cuya principal fuente de
carbono es la lactosa, sin embargo, su uso no se limita a fermentaciones en los que se usen
microorganismos capaces de metabolizar este azUcar. La lactosa se puede transformar en
glucosa y galactosa, 0 mediante una primera fermentacion, transformarla en acido lactico, y
en una segunda, utilizar el metabolito como fuente de carbono. Entre los productos que
pueden ser obtenidos por fermentacion del suero, se encuentran: bacterias lacticas y otros
microorganismos usados en las propias queserias; acido lactico, alcohol, vinagre, acido
propiénico; enzimas como lactosa, proteasas y pectinazas; penicilina, vitamina B2 y B12,

aceite y proteina unicelular para alimento humano y de animales (Molina, 2008).

Las leches fermentadas no son solo alimento nutritivo y de gusto, sino que también
representan una unidad en el sistema bioldgico viviente, al ser utilizadas como vehiculos
para los microorganismos probidticos, constituyendo de esta forma la alternativa comercial

mas popular hasta el momento (lraporda, 2016).

LOGICA DIFUSA

La légica difusa es una de las disciplinas matematicas que cuenta con un ndmero
creciente de aplicaciones entre las cuales se puede mencionar: la construccion de artefactos
electrénicos de uso doméstico y de entretenimiento, el disefio de dispositivos artificiales de
deduccion automatica, el disefio de sistemas de diagnostico y de control de complejos

procesos industriales, entre otros (Morales, 2002).

Asimismo, la légica difusa se fundamenta en el concepto de que todo es cuestion de
grado, lo cual permite manejar informacion vaga o de dificil especificacion, importante
para la resolucion de un problema, por medio de una serie de reglas de "sentido comdn™ que
se nutren de la observacién de las personas o de la formulacién por parte del experto
humano (Zatarain, 2011), en tal sentido la légica difusa tiene la capacidad de reproducir de

manera aceptable y eficiente los modos usuales del razonamiento humano, al considerar
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que la certeza de una proposicion es una cuestion de grado; por esta razén parte de la base

del razonamiento aproximado y no del razonamiento preciso como lo hace la Idgica clésica.

En relacion con este dltimo, la logica difusa proporciona un medio efectivo de
concebir la naturaleza aproximada e imprecisa del mundo real proporcionando los
mecanismos que permiten convertir una estrategia linglistica basada en el conocimiento del
experto en una estrategia automatica. La experiencia muestra como los resultados de
aplicacion de control difuso resultan mejores que los obtenidos por  técnicas
convencionales, en particular cuando los procesos son demasiado complejos para ser
analizados por técnicas cuantitativas convencionales, o cuando las fuentes disponibles de
informacion son interpretadas de modo cualitativo, impreciso o incierto (Gondres y otros,
2007).

En tal sentido, la utilizacién de las técnicas de logica difusa es aconsejable para
resolver procesos muy complejos, es decir, cuando se carece de un modelo matematico
simple o para procesos altamente no lineales, o si el procesamiento del conocimiento
experto (linglisticamente formulado) puede ser desarrollado. La ldgica difusa ha sido
probada para ser particularmente Util en sistemas expertos y otras aplicaciones de

inteligencia artificial (Flores, 2015).

En el orden de las ideas anteriores la I6gica difusa, naci6 en los afios 60 como la
I6gica del razonamiento aproximado, y en ese sentido podia considerarse una extension de
la Légica Multivaluada. Esta relacionada y fundamentada en la teoria de los conjuntos
difusos, desarrollada por Lotfi Zadeh (1965). Segun se indica en Aguilar y Rivas (2001), en
la teoria de conjuntos difusos, la pertenencia de un elemento dado obedece a una logica
multivaluada dentro del intervalo [0,1] que asigna al elemento un “grado de pertenencia”
(1) que puede ir desde la no pertenencia (0) hasta la pertenencia total (1). Segun esta teoria,
el grado de pertenencia de un elemento a un conjunto va a venir determinado por una

funcidn de pertenencia, que puede tomar valores reales comprendidos en el intervalo [0,1].
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La representacion de la funcidn de pertenencia de un elemento a un conjunto difuso se
representa segun la Figura 5.

u(x) |

1

0.5

X1 X2 X

Figura 5. Funcién de Pertenencia de un Conjunto Difuso

Fuente: Aguilar y Rivas, (2001).

Los operadores ldgicos que se utilizan en légica difusa (Y, O, etc.) se definen
también usando tablas de verdad, pero mediante un "principio de extension" por el cual
gran parte del aparato matematico clasico existente puede ser adaptado a la manipulacién

de los conjuntos difusos y, por tanto, a la de las variables linguisticas.

Dados dos conjuntos difusos A y B en el mismo universo X, con funciones de

pertenencia i, Y g respectivamente, se pueden definir las siguientes operaciones basicas:
e Union:
La funcion de pertenencia de la union de A 'y B se define como:
fa,p(x) = max[:_uA (x), g [x]) 1)

Asimismo, la unidn difusa debe ser capaz de generalizar la union clasica, ser simétrica

en el orden en el que se unen los conjuntos y garantizar que un decrecimiento en el grado




de pertenencia en los conjuntos A y B no debe producir un aumento en el grado de
pertenencia en AUB.

e Interseccion:

La funcion de pertenencia de la interseccion de A y B se define como:

Hang(x) = min [HA (), pglx j) (@)
e Complemento:

La funcion de pertenencia del complemento de A se define como:

pa(x) =1 —py(x) ©)

La operacion mas importante para el desarrollo y creacion de Reglas Ldgicas es la
implicacion, simbolizada por " — " que representa el "Entonces" de las reglas heuristicas:

Si (...) Entonces (...).

En la l6gica difusa hay muchas maneras de definir la implicacién. Se puede elegir
una "funcién (matematica) de implicacién” distinta en cada caso para representar a la

implicacion.

Una caracteristica de los sistemas l6gicos es el procedimiento de razonamiento, que
permite inferir resultados logicos a partir de una serie de antecedentes. Generalmente, el
razonamiento l6gico se basa en silogismos, en los que los antecedentes son por un lado las
proposiciones condicionales (las reglas), y las observaciones presentes por otro (las

premisas de cada regla).

Los esquemas de razonamiento utilizados son “esquemas de razonamiento

aproximado”, que intentan reproducir los esquemas mentales del cerebro humano en el
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proceso de razonamiento. Estos esquemas consistirdn en una generalizacion de los

esquemas basicos de inferencia en Idgica binaria (silogismo clasico).

Tan importante serda la seleccion de un esquema de razonamiento como su
representacion material, ya que el objetivo final es poder desarrollar un procedimiento
analitico concreto para el disefio de controladores difusos y la toma de decisiones en
general.

Una vez que se disponga de las representaciones analiticas de cada uno de los
elementos légicos que se acaban de enumerar, se estard en disposicion de desarrollar
formalmente un controlador "heuristico” que permita inferir el control adecuado de un
determinado proceso en funcién de un conjunto de reglas "lingiisticas", definidas de

antemano tras la observacion de la salida y normas de funcionamiento.

Los conjuntos clasicos se definen mediante un predicado que da lugar a una clara
division del universo de discurso X en los valores "Verdadero" y "Falso". Sin embargo, el
razonamiento humano utiliza frecuentemente predicados que no se pueden reducir a este

tipo de division: son los denominados predicados vagos.

Para operar en la practica con la l6gica difusa se suelen emplear conjuntos difusos
con formas de funciones parametrizables, tales como las mostradas en la Figura 6, en la
cual se pueden observar dos conjuntos difusos, uno tipo triangular, y el otro con forma de
campana Gaussiana. En este propésito conceptualmente existen dos aproximaciones para
determinar la funcion caracteristica asociada a un conjunto: la primera aproximacion esta
basada en el conocimiento humano de los expertos, y la segunda es utilizar una coleccion

de datos para disefiar la funcion.
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igura 6. Conjuntos Difusos de Tipo Triangular y Gaussiano
Fuente: Aguilar y Rivas (2001).

SISTEMAS DE INFERENCIAS DIFUSAS

Los sistemas de inferencias difusas constituyen un marco de trabajo de computacién
basado en los conceptos de teoria de conjuntos difusos, reglas si-entonces y razonamiento
difuso (Jang y otros, 2001). Son sistemas que usan la teoria de conjuntos difusos para
mapear entradas a salidas. Con el término “mapear” se quiere significar el establecer una
correspondencia que asocia a cada elemento de un primer conjunto con un Unico elemento
de un segundo conjunto, en esencia es una forma de representar conocimientos y datos
inexactos en forma similar a como lo hace el pensamiento humano. Asimismo, define una
correspondencia no lineal entre una o varias variables de entrada y una variable de salida;
esto proporciona una base desde la cual pueden tomarse decisiones o definir patrones. El
proceso de inferencia difusa involucra el uso conceptos tales como funciones de

membresia, operadores de I6gica difusa, reglas difusa si-entonces y razonamiento difuso.

La estructura basica de un sistema de inferencia difusa consiste de 3 componentes

conceptuales (Wang, 1994):
- Una base de reglas; que contiene una seleccion de reglas difusas.

- Una base de datos (o diccionario) que define las funciones de membresia usadas en

las reglas difusas.
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- Un mecanismo de razonamiento, que realiza el procedimiento de inferencia sobre

las reglas y hechos dados, para derivar una salida o conclusion deseada.

Los sistemas de inferencia difusa han sido aplicados en diferentes campos, tales
como control automatico, clasificacion de datos, sistemas expertos y reconocimiento de
patrones. Es conocido también con otras denominaciones, tales como sistema basado en

reglas difusas, sistema experto difuso, controlador l6gico difuso.

Se han desarrollado varios modelos de sistemas difusos, entre ellos el de Mamdani y
el de Sugeno (Mamdani, 1974; Sugeno, 1985). Estos modelos se basan en un conjunto de
reglas heuristicas donde las variables linglisticas de las entradas y salidas se representan
por conjuntos difusos.

El proceso de inferencias difusas sobre un conjunto de reglas, con el mismo
dominio de consecuentes de discurso, para producir una unica consecuencia tiene dos
soluciones bésicas: derivar el consecuente de cada regla, y combinar el conjunto de los
consecuentes; o combinar las reglas en una regla integrada, y el uso de la regla integrada

para derivar un unico consecuente (Diciembre, 2017).

La Figura 7 muestra un modelo de inferencias difusas que cuenta con interfaz de
difusificacion, base de conocimiento, motor de inferencia e interfaz de desdifusificacion.
Adicionalmente la aplicacién de modelos basados en ldgica difusa permite abordar de
manera efectiva la creacion de sistemas soporte para la toma de decisiones ya que brinda la
capacidad de extraer datos de forma practica, y a través de las capacidades analiticas y la
experiencia de los evaluadores, descubrir relaciones significativas entre ellos. Los modelos
de logica difusa son altamente flexibles, mas tolerantes a la imprecision de los datos y
pueden trabajar con funciones no lineales de diversa complejidad, asi mismo no estan
obligados por presunciones estadisticas acerca de las caracteristicas de los datos y sus
distribuciones de probabilidad y se les puede modificar facilmente dependiendo de la

solucion requerida del problema.
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Figura 7. Componentes de un Modelo Difuso Lingistico

Fuente: Lee, (1990)

e INTERFAZ DE DIFUSIFICACION: este elemento transforma las variables de
entrada del modelo (u) en variables difusas. Para esta interfaz se deben tener
definidos los rangos de variacion de las variables de entrada y los conjuntos difusos

asociados con sus respectivas funciones de pertenencia.

e BASE DE CONOCIMIENTOS: contiene las reglas linguisticas del control y la
informacion referente a las funciones de pertenencia de los conjuntos difusos. Estas

reglas linguisticas, tienen tipicamente la forma Si — Entonces,
Ejemplo:
Six,esAyx,es B, entonces vesC

Donde A, B y C son los conjuntos difusos de las variables de entrada x,.x, y de la
variable de salida y respectivamente. Existen varias formas de derivar las reglas (Lee,

1990), entre las que destacan las basadas en:

> La experiencia de expertos y el conocimiento de ingenieria de control.
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La base de reglas se determina a partir de entrevistas con el operador o a través

del conocimiento de la dinamica del proceso.
» El modelado del proceso.

Los parametros de la base de conocimiento se obtienen a partir de datos de

entrada y salida del proceso.

e MOTOR DE INFERENCIA: realiza la tarea de calcular las variables de salida a
partir de las variables de entrada, mediante las reglas del controlador y la inferencia
difusa, entregando conjuntos difusos de salida. Por ejemplo, dada una base de

conocimiento con n reglas del tipo:
Six,es A4;yx,es B;, entonces v es C;
La secuencia de calculos que realiza el motor de inferencia incluye:

Determinar el grado de cumplimiento W; de cada regla a partir de los grados de
pertenencia de las variables de entrada obtenidos en la etapa de desdifusificacion, es

decir:

W.(x) = min [.uﬂl_ (I),.HBL. («“’f)) 4)

Debido a que las premisas de las reglas estdn unidas por operadores AND (y),

definidos como la interseccién de conjuntos difusos.

Para cada regla se tiene una consecuencia “v es C;”,, que tiene asociada una funcion

de pertenencia g.. Por lo tanto, se tiene un conjunto de salida ¢/, cuya funcion de

pertenencia es:

B! (x) = min {W-l, He, [x]} (5)
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Donde W; es el grado de cumplimiento para la regla i.

Para evaluar el conjunto total de reglas, se unen los conjuntos difusos ¢, resultantes

de cada regla, generandose un conjunto de salida con la siguiente funcion de pertenencia:

pet(x) = mﬂx(-“r:[’ [x]}:!_l (6)

De esta forma, se obtiene una salida difusa del controlador, con una funcion de

pertenencia .

e INTERFAZ DE DESDIFUSIFICACION: este elemento provee salidas discretas y
deterministicas a partir de los conjuntos difusos C' obtenidos como resultado de la
inferencia. Existen diferentes métodos de desdifusificacion, algunos de los cuales se

describen a continuacion:

» Meétodo del méximo. La salida corresponde al valor para el cual la funcion de

pertenencia ¢ alcanza su maximo.

» Media del maximo. La salida es el promedio entre los elementos del conjunto C' que

tienen un grado de pertenencia maximo.

» Centro de area. Genera como salida el valor correspondiente al centro de gravedad

de la funcion de pertenencia del conjunto de salida C'.
CONTROL DIFUSO

Los sistemas de control difuso permiten describir el conjunto de reglas que utilizaria
un ser humano que controla un proceso, con la imprecision que poseen los lenguajes

naturales. A partir de estas reglas, generan las acciones que realizan el control.
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El control difuso establece el algoritmo de control del proceso como un conjunto de

relaciones difusas entre las variables x;, x., ... , que condicionan el proceso que va a ser

controlado, y la entrada “y” al propio proceso. El algoritmo de control se da como un

conjunto de expresiones:

SI condiciones ENTONCES acciones en las que las variables x,, x,, ..

Por ejemplo:

Sl x, es pequefio Y x, es grande ENTONCES y es medio

Sl x, es pequefio Y x, es medio ENTONCES vy es grande

Estas expresiones son las reglas de control difuso. La parte izquierda de la regla es

el antecedente y la parte derecha es el consecuente. En general las variables de condicién

Xy, X, ..., sON las entradas del sistema de control y la variable “y” es la salida del mismo.

Las palabras pequefio, grande y medio son valores difusos que toman las variables difusas

x,, x5 Y, los cuales se definen mediante conjuntos difusos.

Los controladores difusos estan formados por grupos de reglas y actuan de la forma
siguiente: cuando se les proporciona el valor actual de las variables de entrada se obtiene el
valor de las variables de salida, calculado mediante un método de inferencia difusa.
Teniendo en cuenta que los sistemas de control deben actuar en tiempo real, los métodos de
inferencia que se usan deben tener una programacion algoritmica que garantice respuesta

instantanea.
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La Figura 8 muestra graficamente un sistema constituido por un proceso regulado

con un controlador difuso.

Referencia Entrada
0 punto de £ al Salida del
ajuste fror proceso proceso

+ Controlador Proceso
‘pQ———r difuso > g

Figura 8. Esquema de un Sistema con Controlador Difuso.

Fuente: Passino y Yurkovich (1998).

En la mayoria de los casos, los valores nitidos de los datos medidos son
primeramente normalizados y convertidos a valores lingiiisticos tales como “alto” o
“bajo”, “grande” o “pequefio”. En procesos de una entrada y una salida, usualmente se
usan dos clases de variables para realizar el control: el error (E) y el cambio de error

(CE).

La Figura 9, muestra esquematicamente un ejemplo de un controlador difuso, indicando
en un diagrama de bloques las acciones internas realizadas por dicho controlador. La
determinacion de las acciones de control emplean tres pasos principales: difusificacion,
razonamiento y desdifusificacion. La difusificacion corresponde a la accién de convertir un
valor nitido a su forma difusa, es decir donde los datos de entrada son procesados para
calcular el grado de membresia que tendrén dentro del controlador. El razonamiento es el
procedimiento de evaluar las reglas difusas o etapa donde se realiza la toma de decisiones

que dictaran la forma en que actuara el sistema. La desdifusificacién consiste en convertir
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los valores difusos en equivalentes nitidos, la misma se corresponde con la etapa del
procesado final donde se adecuan los valores difusos obtenidos de la inferencia en valores

no difusos utiles para el proceso que se ha de controlar (Zadeh, 1975; Lee y otros, 2000).

Entrada ! . Salida
de | E, _ | de
Error | | Calcular jce| Convertir Evaluar | control
E) cambio | aforma »| reglasde > Desdifusi | | Fu
, de error "l difusa control ficar E
E (CE) difuso \

Figura 9. Ejemplo de Controlador Difuso.
Fuente: Lee y otros, (2000).

El éxito que pueda lograrse en las aplicaciones de control difuso en los procesos
depende en gran medida del universo de discurso seleccionado para el sistema, asi como las
funciones de membresia y variables linguisticas desarrolladas a fin de obtener las reglas

que determinan el comportamiento requerido para el proceso a controlar.

EFICIENCIA

Se caracteriza por estar asociada a la capacidad para seleccionar y usar los medios
maés efectivos y de menor desperdicio con el fin de llevar a cabo una tarea o lograr un
propdsito, en pocas palabras es el grado en que se cumplen los objetivos de una iniciativa al
menor costo posible. EI no cumplir cabalmente los objetivos y/o el desperdicio de recursos

0 insumos hacen que la iniciativa resulte ineficiente (o menos eficiente) (Mokate, 1999).

Asimismo, la eficiencia contempla el empleo de los medios de tal forma que

satisfagan un maximo cuantitativo o cualitativo de fines o necesidades. Consiste en un buen
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uso de los recursos, en lograr lo mayor posible con aquello que se tiene a la disposicién,
permitiendo relacionar los esfuerzos frente a los resultados que se obtengan (Mejia, 1998).
Si se obtienen mejores resultados con menor gasto de recursos o menores esfuerzos, se
habra incrementado la eficiencia. Esto es alcanzar los objetivos por medio de la eleccion de
alternativas que pueden suministrar el mayor beneficio (Lam y Hernandez, 2008). Es la
relacion resultados / recursos bajo condiciones reales y se expresa por la formula:

o Resultados
Eficienciaq = =
Recursos

(")
EFICACIA

La eficacia segin Bouza (2000), se refiere a los resultados en relacion con las metas
(consecucion) y cumplimiento (logro) de los objetivos (Quijano, 2006). Para ser eficaz se
deben priorizar las tareas y realizar ordenadamente aquellas que permiten alcanzarlos mejor
y mas. Es el grado en que un procedimiento o servicio puede lograr el mejor resultado
posible. Es la relacion resultado alcanzado / resultado previsto bajo condiciones ideales y se

expresa por la formula:

Efiﬂﬂi‘iﬂ _ Resultado alcanzado (8)

Resultado previsto

Adicionalmente cuando se crean condiciones de maximo acondicionamiento para
alcanzar un fin y éste se logra, los recursos puestos en funcion de este fin se denominan
eficaces (Lam y Hernandez, 2008), debido a que es posible determinar el grado en que las
salidas actuales se corresponden con las salidas deseadas (Mallo y Merlo, 1995; Rojas y
otros, 2018).

Por su parte Mejia (1998) la define como el grado en que se logran los objetivos y

las metas de un plan es decir cuanto de los resultados esperados se alcanzo. Consiste en
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concentrar los esfuerzos de una entidad en las actividades y procesos que realmente deben
Ilevarse a cabo para el cumplimiento de los objetivos formulados, de todo esto se desprende
que para lograr total claridad sobre la eficacia, hace falta precisar lo que constituye un
“objetivo”. Particularmente, se necesita un objetivo bien definido debido a que explicita lo
que se busca generar, incluyendo la calidad de lo que se propone. Asimismo, un objetivo
debe delimitar el tiempo en que se espera generar un determinado efecto o producto. Por
tanto, una iniciativa resulta eficaz si cumple los objetivos esperados en el tiempo previsto y

con la calidad esperada (Mokate, 1999).

EFECTIVIDAD

La efectividad en una investigacion busca que los objetivos planteados sean
trascendentes y éstos se alcancen (Gutiérrez, 2014), es por ello que centra su atencién en
los efectos de una actividad y sus resultados finales, beneficios y consecuencias para una
poblacion en relacion con los objetivos establecidos (Lam y Hernandez, 2008), lo cual se
traduce en el 6ptimo empleo y uso racional de los recursos disponibles (materiales, dinero,
personas), en la consecucion de los resultados esperados. Asimismo puede ser representada
como la éptima relacién existente entre los productos, servicios o resultados alcanzados y el
uso que se hace de los recursos, permitiendo conocer si la inversion efectuada fue util, es

decir, si sirvid para satisfacer la necesidad que inicialmente motivo el destino de recursos.
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CAPITULO III

“La verdad se robustece con la investigacion y la dilacion; la falsedad, con el apresuramiento y la
incertidumbre.” Tacito

MARCO METODOLOGICO

En este capitulo se presentan las técnicas y los instrumentos que fueron utilizados
para llevar a cabo la investigacion; esta referido al momento que alude al conjunto de
procedimientos l0gicos, tecno-operacionales implicitos en todo proceso de investigacion,

con objeto de ponerlos de manifiesto y sistematizarlos. (Balestrini, 2006)
ENFOQUE EPISTEMOLOGICO

Para Piaget, la epistemologia “es el estudio del pasaje de los estados de menor
conocimiento a los estados de un conocimiento mas avanzado” (Piaget, 1979, p. 16), en tal
sentido de forma simple, sencilla y breve puede ser enfocada bajo tres conceptos
principales: conocimiento, ciencia e investigacion cientifica (Cortés y Gil, 1997), que
conjugados de manera apropiada generan ideas nuevas capaces de ser expresadas en

teorias, que son sefialadas como verdaderas (Navarro, 2014).

En igual forma, “el término epistemologia deriva del griego episteme que significa
conocimiento, y es una rama de la filosofia que se ocupa de todos los elementos que
procuran la adquisicion de conocimiento e investiga los fundamentos, limites, métodos y

validez del mismo” (Ceberio y Watzlawick, 1998, p.10).

Asimismo, para autores como Thuillier (1992) y Kuhn (2001), la epistemologia es
aquella parte de la ciencia que tiene como objeto (no el Unico) hacer un recorrido por la
historia del sujeto respecto a la construccion del conocimiento cientifico; es decir, la forma
coémo éste ha objetivado, especializado y otorgado un status de cientificidad al mismo; pero
a su vez, el reconocimiento que goza este tipo de conocimiento por parte de la comunidad
cientifica. Es aquella epistemologia que estudia la génesis de las ciencias; que escudrifia

coémo el ser humano ha transformado o comprendido su entorno por la via de métodos
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experimentales o hermenéuticos en el deseo o necesidad de explicar fenGmenos en sus

causas Yy en sus esencias. (Jaramillo, 2003)

La presente investigacion se encuentra enmarcada bajo el paradigma del
pragmatismo, en el que la practica o el hacer es una actividad humana que nutre de
contenidos, significados y permite identificar lo que se conoce y lo que no. En él la
experiencia es la que permite conocer y comprender las situaciones del dia a dia y es la que
configura para ver una realidad, por lo que cada concepto tedrico que se asume como una

verdad tiene una expresion en la practica (Morrison, 2015).

En consecuencia para los pragmatistas las teorias eran instrumentos en lugar de
respuestas a enigmas y en su modelo la produccion del conocimiento debia comenzar con
problemas practicos, donde los objetos del conocimiento eran definidos por operaciones
activas, y el conocimiento era un producto de la accion humana (Hurtado, 2012),
fundamentado en que el pensamiento evoluciona y dota de infinitas posibilidades a los

seres humanos para construir constantemente un mejor mundo.

En este propdsito esta investigacion busca introducir los conceptos de la ldgica
difusa a fin de reproducir de manera simple y aceptable los modos usuales del
razonamiento humano (modelaje de sistemas complejos) y determinar su contribucién en la
produccion eficiente, eficaz y efectiva de levaduras del género Saccharomyces boulardii,
con el menor costo posible, con gran exactitud, en el menor tiempo, sin desperdiciar
recursos materiales, aprovechando y otorgandole un valor agregado a un subproducto de la
manufactura del queso (lactosuero), que produce un impacto negativo al ambiente y que
favorece el crecimiento de un microorganismo que ha demostrado inhibir el desarrollo de
bacterias patdgenas, mejorando la calidad de vida de los seres humanos, con el criterio
pragmatico donde la intervencion de la inteligencia y la relevancia de las ideas y teorias

modifican el curso del mundo.
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TIPO Y DISENO DE LA INVESTIGACION

TIPO DE INVESTIGACION

En una investigacion se define con base en el objetivo general (Hurtado, 2012) y
sefiala el alcance que el investigador espera obtener con el estudio, a fin de establecer su
contribucion. Tomando como base lo anteriormente expuesto y en atencion a las
caracteristicas que presenta esta investigacion y a sus objetivos, la misma se encuentra
dentro de la modalidad de investigacion proyectiva, pues pretende determinar la
contribucion de la légica difusa como alternativa de control en la produccion semicontinua

eficiente, eficaz y efectiva de levaduras del género Saccharomyces boulardii.

En ese mismo sentido la investigacion proyectiva consiste en la elaboracion de una
propuesta, un plan, un programa, un procedimiento, entre otros; como solucion a un
problema o necesidad de tipo practico, ya sea de un grupo social, de una institucién, o de
una region geografica, en un area particular del conocimiento, a partir de un diagnostico
preciso de las necesidades del momento, de los procesos explicativos involucrados y de las
tendencias futuras (Hurtado, 2012). Este holotipo de investigacion es el que abarca el
campo de la tecnologia, pues esta aborda problemas précticos, se centra en aplicaciones
concretas, en dar respuesta al como hacer las cosas, inspirada en los procesos de
investigacion (Rietveld y otros, 2006; Hurtado, 2012).

DISENO DE LA INVESTIGACION

El disefio de la investigacion es el planteamiento de una serie de actividades
sucesivas y organizadas que debe adaptarse a las particularidades de cada investigacion y
que indican los pasos, pruebas a efectuar y las técnicas a utilizar para recolectar y analizar
datos (Tamayo, 2004). Asimismo, el disefio de investigacion se define con base en el

procedimiento; en la manera como el investigador recolecta la informacion necesaria para
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dar respuesta a su pregunta de investigacion (o para lograr su objetivo general), de la forma
mas rigurosa posible (Hurtado, 2012).

Con referencia a lo anterior los disefios representan esos procedimientos mas
especificos dentro de cada holotipo de investigacion, que indican qué observaciones se
deben hacer, dénde hacerlas, como registrarlas, cudntas observaciones hacer, que tipo de
andlisis debe aplicarse y que conclusiones podran obtenerse a partir del anélisis de los
resultados (Arnau, 1980; Hurtado, 2012). Dadas las condiciones que anteceden, esta
investigacion centrara su atencién en un disefio de investigacion experimental, en la que se
manipulardn deliberadamente una o méas variables de entrada (factores), a fin de medir su
impacto en una serie de variables de salida (o de respuesta) para analizar el comportamiento

de la produccién de la Saccharomyces boulardii.

En este proposito el disefio experimental representa el plan, estructura o estrategia
para el estudio preciso de un evento, siempre que cumpla dos condiciones baésicas,
manipulacion y aleatorizacion (Kerlinger y Howard, 2001), aunque algunos autores indican
gue no es una limitante porque también es considerado disefio cuando el investigador

utiliza otros controles de variable con cierta rigurosidad (Hurtado, 2012).

Hecha la observacion anterior, en la investigacion se empled el disefio de
experimento Hipercubo Latino (Latin Hypercube), porque maximiza la distancia minima
entre los puntos de disefio (igual espaciamiento de los niveles de cada factor), produciendo
uno que imita la distribucién uniforme y que resulta en un disefio de muestreo econémico,
pero robusto (Avila, 2018), que es usado generalmente cuando las medidas de las
respuestas se hacen dificiles y costosas de supervisar por el montaje instrumental o porque

la experimentacidn en laboratorio o en la industria del proceso resulta compleja.

Asimismo, el disefio Latin Hypercube Designs (LHD), se recomienda implementar,

Si:
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a. Se espera que la respuesta dependa sélo de algunos de los insumos (factor de

escasez); los puntos deben estar espaciados de manera uniforme cuando se proyecta

en la region experimental en estos factores.

b. Se asume modelo aditivo (aproximadamente); también se quiere un disefio cuyos

puntos se proyecten de manera uniforme sobre los valores de entradas individuales;

se puede demostrar que (al menos en algunos supuestos), LHD son mejores que

disefios de igual tamafio, obtenidos de un muestreo aleatorio simple.

En tal sentido, en la investigacion se manipularon las variables independientes que

temperatura y la velocidad de agitacion.

para efectos de esta exploracion se encontraban representadas por los factores
experimentales, y provocaron directamente cambios en el evento (produccion de levaduras
del género Saccharomyces boulardii) para observar después las consecuencias, empleando
para ello otros controles de variable con cierta rigurosidad a fin de establecer la
contribucion de la logica difusa en eventos de este tipo. En este propoésito los factores
experimentales que se muestran en la tabla 8, corresponden en primer lugar a
investigaciones previas realizadas por la autora donde se logrd determinar los niveles de
sustrato que generan mayor produccion del microorganismo (Crespo, 2012) y las pruebas

piloto (experimentacion preliminar) que permitieron observar el comportamiento de la

Tabla 8. Niveles o Dosis Naturales para los Factores Experimentales

Agitacion (rpm)

Factor Nivel minimo Nivel maximo
X1: Concentracion de
sustrato (%) 10 25
X,: Temperatura (°C) 35 40
Xs: Velocidad de 100 400

Fuente: Autor, (2020)
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Adicionalmente, en funcién al lugar donde el investigador obtiene los datos, la
investigacion contd con un disefio de tipo laboratorio, debido a que permite aislar los
eventos de estudio y ejercer un mayor control sobre ellos (Tabla 9), al mismo tiempo que
facilita la manipulacion, aleatorizacion y el control de las variables extrafias (Hurtado,
2012).

Tabla 9. Matriz “D” de diseiio de tratamientos codificada, Hipercubo Latino para 3
factores experimentales, para las respuestas Biomasa, pH, SST, Potencial 6xido
Reduccion (POR), Tiempo de latencia y Tiempo de max. ufc (maxima biomasa)

N trat Factores Experimentales Respuestas
X1 (%) X2 (eC) X3 (rpm) Y1 (ufc) Y2 ([+]) Y3 (brix) Y4 (mv) Y5 (h) Y6 (h)
1 23,85 38,46 308
2 13,46 38,85 100
3 14,62 35,38 285
4 12,31 37,31 377
5 20,38 36,92 400
6 18,08 40 192
7 15,77 39,62 354
8 11,15 36,54 169
9 16,92 37,69 262
10 19,23 35,77 123
11 25 36,15 215
12 10 39,23 238
13 21,54 38,08 146
14 22,69 35 331

Fuente: Autor, (2020)
UNIDAD DE INVESTIGACION, POBLACION Y MUESTRA
UNIDAD DE INVESTIGACION

Es por lo general la unidad organizativa en donde tiene lugar el problema; pudiendo
sin embargo, hacerse extensiva a cualquier situacion a mejorar dentro de la realidad
organizacional: proyectos, programas, entre otras, (Mendoza, 2015). Tomando como base
lo descrito anteriormente, la investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de investigacion

(Ingenieria y tecnologia de alimento LITA), de la UNELLEZ del Vicerrectorado de
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Infraestructura y Procesos Industriales (VIPI), en la ciudad de San Carlos del Estado
Cojedes- Venezuela (ver Anexo 1).

POBLACION

En una investigacion desde el punto de vista estadistico una poblacion o universo
puede estar referido a cualquier conjunto de elementos de los cuales se pretende indagar y
conocer sus caracteristicas o una de ellas y para el cual seran validadas las conclusiones
obtenidas en la investigacion (Balestrini, 2006). Significa entonces, que comprende “la
totalidad del fendmeno a estudiar donde las unidades de poblacion poseen una caracteristica
en comun, la cual se estudia y da origen a los datos de la investigacion” (Tamayo, 2004,
p.114). Partiendo de esta premisa la poblacion estuvo constituida por 1500 ml, que

representa la capacidad del biorreactor, con un total de 14 tratamientos.

MUESTRA

Una muestra estadistica segin Balestrini (2006), es una parte de la poblacion, o un
namero de individuos u objetos seleccionados cientificamente, cada uno de los cuales es un
elemento del universo; es decir, la muestra es obtenida con el fin de investigar, a partir del

conocimiento de sus caracteristicas particulares, las propiedades de una poblacion.

Baséandose en la definicién anterior y en las normas COVENIN 1337-90, 3123:1994,
1126:89 y las ISO 4833-1:2013(E) para el recuento de microorganismos, la investigacion
contd con una muestra para cada tratamiento de 25 ml del sustrato, inoculado cada hora por
un lapso de 12 horas por corrida, a fin de que el subconjunto fuese representativo de la

poblacion de microorganismos de Saccharomyces boulardii.
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TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

La técnica es el procedimiento o forma utilizada por el investigador para obtener
datos o informacion requerida, (Arias, 2012). Por lo que se puede inferir que las técnicas
son particulares y especificas de una disciplina, sirven de complemento al método cientifico
y ademas estan relacionadas con la operacionalizacion que se hace de las variables, todo
con el firme proposito de recabar la informacidn necesaria para el logro de los objetivos de

la investigacion.

Partiendo de estas premisas se utilizO como técnica la observacion directa que es
aquella realizada cuando el problema se ha definido claramente, a fin de permitir un estudio
preciso de los patrones de comportamiento que se quieren observar y medir (Carrillo,
2011). Asimismo, esta investigacion tomd en consideracion los fundamentos de la
observacidn de tipo estructurada con el objetivo de describir sistematicamente el fenGmeno
de estudio con la ayuda de elementos técnicos apropiados o guias disefiadas previamente,
en la que se especificaron los elementos que fueron observados, en tal sentido resultd
apropiado el uso de tablas, donde se registraron las variables importantes para la
produccién de Saccharomyces boulardii (sélidos totales, unidades formadoras de colonias,
entre otras.,) de forma ordenada, permitiendo explotar los fundamentos de la observacién

sistematica.

En igual forma, las observaciones pueden ser clasificadas segin método utilizado
como instrumentadas, motivado a que emplean equipos mecanicos Yy electronicos para
captar el evento de estudio (electrodos de pH, termdmetros, microscopios, entre otros), en
un lugar preestablecido (LITA) con grupos humanos previamente determinados, con el fin
de obtener informacion sobre el comportamiento (crecimiento) de los microorganismos en

el biorreactor (ver anexo 1).
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Por las consideraciones anteriores se aprovecharon los conocimientos aportados por
observacion directa de fuente primaria, debido a que la misma recolect6 la informacion a
través de un contacto inmediato con el objeto de analisis, en igual forma se empleo la
observacion directa de fuentes secundarias, donde el investigador recogio informacion a
partir de investigaciones hechas con propositos diferentes o provenientes de libros,
estadisticas, entre otros; (Hernadndez y otros, 2010) de manera de describir el proceso de
cultivo de levaduras de la especie Saccharomyces boulardii y todo lo relacionado con el
estado del arte sobre el modelado, simulacion y control difuso para biorreactores

semicontinuos.

Sobre la base de las ideas plasmadas anteriormente, se empled también como
técnica el modelado y simulacion. Segun Hurtado (2012) estas técnicas son recomendables
utilizarlas cuando se requiere reproducir un evento o situacién, mediante un modelo que
permita modificar arbitrariamente las variables que lo conforman, y observar las
consecuencias de tales modificaciones, por lo que la simulacion requiere que los modelos
permitan conectar los aspectos tedricos de una situacién con sus consecuencias en la
realidad, de modo que establezcan una representacion formal del sistema real, con lo que se

pretendié aumentar su comprension, hacer predicciones y ayudar a su control.

En ese mismo orden y direccion fue propicio el uso de diagramas, algoritmos,
formulas y relaciones matematicas, entre otros; con el fin de establecer el registro del
fendmeno en estudio, que permitio la interpretacion de los resultados y la toma de

decisiones posteriores.

Dadas las condiciones que anteceden se hace necesario definir los instrumentos de
recoleccion de datos, que representaron los recursos de que puede valerse el investigador
para acercarse a los fendmenos y extraer de ellos informacién. De este modo el instrumento
sintetiza en si toda la labor previa de la investigacion, resume los aportes del marco teorico

al seleccionar datos que corresponden a los indicadores y, por lo tanto a las variables o
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conceptos utilizados (Sabino, 1992), en esencia constituyen la herramienta mediante la cual
es posible aplicar una determinada técnica de recoleccion de informacion (Hurtado, 2012).
Tomando como base lo anterior y partiendo de que los instrumentos son un mecanismo
recopilador de datos amplio, variado, representan los soportes que justifican y de alguna
manera le dan validez a la investigacion, se empled la guia de observacion para el proceso
de medicién de los sélidos solubles totales (° Brix), pH y temperatura, los cuales se
cuantificaron en intervalos de tiempo de 1 hora, desde la hora de inicio (h,) hasta la hora
final (hy2), también se utilizaron para el contaje de la biomasa de Saccharomyces boulardii
los formatos que se especifican en el plan de calidad FPC-001 (Plan de la calidad para la
produccion de biomasa de saccharomyces boulardii) mostrados en el anexo 1, a fin de
registrar la ocurrencia o frecuencia de comportamientos o eventos y sus caracteristicas. En
este plan de calidad también se especificaron los instrumentos de medicion para dichas
variables de control como lo son termocupla, contador de placas, electrodo de pH, entre
otros (Crespo, 2014).

VALIDEZ 'Y CONFIABILIDAD DE LOS INSTRUMENTOS

VALIDEZ

La validez en términos generales, se refiere al grado en que un instrumento
realmente mide la variable que se quiere evaluar (Herndndez y otros, 2014). Para
determinar la validez del instrumento guia de observacion, se sometié el mismo al juicio de
expertos relacionados con la temética de investigacion, una vez se obtenida la evaluacién
de los expertos, se procedid a contrastar las opiniones y se modificd segun sugerencias,
para ello se justifico a traves de la revision de textos que indican que la evaluacion debe
tomar como criterio que el instrumento refleje la definicion tedrica de las variables que se
pretenden medir; es decir, la operacionalizacién de las variables y que pueda representar el

dominio o universo de contenido de las propiedades que se desean medir, entre otros.
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Por su parte los instrumentos de medicion registraron datos observables que
representaron los conceptos o variables que intervienen en el proceso de produccion de

Saccharomyces boulardii.

CONFIABILIDAD

La confiabilidad de un instrumento de medicion se refiere al grado en que su
aplicacion repetida al mismo sujeto u objeto, produce iguales resultados (Dasilva, 2009;

Hernandez y otros, 2014).

En ese mismo sentido, para determinar la confiabilidad del instrumento se realizaron
mediciones por triplicado durante cada hora de corrida experimental y luego se compararon
con los valores obtenidos a través del toolbox Simulink de Matlab, a fin de que se puedan
detectar dificultades en la ejecucion de las pruebas o corridas, que se traducen en errores de
medicion, propios de la técnica de observacion directa y que al ser controlados permiten
que los resultados arrojados por el instrumento puedan ser interpretables; es decir, que
tengan significado.

TECNICAS DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE INFORMACION

El proposito del andlisis de los datos o informacién implica el establecimiento de
categorias, la ordenacion y manipulacion de los datos para resumirlos y poder sacar algunos
resultados en funcion de las interrogantes de la investigacion (Balestrini, 2006). Por su
parte las técnicas de procesamiento se refieren a la técnica dirigida a la cuantificacién y
clasificacion de las ideas de un texto, mediante categorias preestablecidas (Arias, 2012). De
lo anteriormente expuesto el conjunto de datos obtenidos, a través de las técnicas
empleadas para el levantamiento de informacion y uso de instrumentos de recoleccion de

datos, fue clasificado, verificado y cotejado. Se realizé el andlisis bajo la aplicacion de los
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conceptos teoricos y definiciones propias del sistema, a fin de conocer el comportamiento y
tendencias del proceso.

Al mismo tiempo el conjunto de datos obtenidos se procesé mediante el uso de
métodos numéricos y el programa SAS JMP 8 del mddulo de regresion de superficie de
respuesta para la obtencion del modelo probabilistico o poblacional de las unidades
formadoras de colonias (biomasa de Saccharomyces boulardii), sélidos solubles totales
(°Brix), pH, tiempo de latencia y tiempo maximo crecimiento (maxima biomasa). En este
proposito se usd en principio un disefio estadistico de superficie de respuesta “Virtual
Space Filling”, del tipo Hipercubo Latino Optimal debido a que maximiza la distancia
minima entre los puntos de disefio (igual espaciamiento de los niveles de cada factor) y

produce disefios que imitan la distribucién uniforme.

Para la optimizacion operativa se empled el mddulo de perfiles de respuesta y de
deseabilidad, junto con el simulador del programa SAS JMP, apoyado en los modelos de
regresion basados en Redes Neuronales de unidades de producto, disefiadas y entrenadas
mediante algoritmos de optimizacién hibrida, todo esto motivado a que en la industria de
alimentos, es de interés observar en tiempo real la grafica del comportamiento de calidad de
todas las respuesta del proceso a la vez, en funcion de cada factor; y que permita crear el
sistema de control estadistico de calidad en tiempo real; con el fin de contribuir en el aporte
de estos conocimientos (SAS JMP, 2014).

Por su parte se emple6 Matlab con sus cajas de herramientas (“toolboxes”), para el
disefio del controlador difuso. Se utiliz6 Simulink de Matlab, para realizar las simulaciones
respectivas del control difuso.
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PROCEDIMIENTO

Se describe por fases en funcion de los objetivos especificos del trabajo, dando
respuesta a las interrogantes: actividad, técnicas/instrumentos, y resultados parciales
esperados (Mendoza, 2015). En el orden de la idea anterior la investigacion se desarrollo

mediante las fases:

Fase I: caracterizacion de la infraestructura tecnoldgica del sistema de produccion de
levaduras del género Saccharomyces boulardii. Durante esta fase se realizd una revision
bibliografica extensa sobre los equipos utilizados en el control de cultivos de levaduras,
especificamente biorreactores y sus dispositivos auxiliares (agitacion, pH, entre otros); asi
como lo relacionado con el estado del arte correspondiente al modelado, simulacion y
control automatico de bioprocesos, empleando para ello la técnica de la revision
documental y un instrumento propio de la misma como lo es la matriz de registro,
herramienta que permite asentar de manera organizada y selectiva datos o informacion que
ya ha sido recogida mediante otros instrumentos, ya sea por el mismo investigador o por

otros investigadores (Hurtado, 2012).

Fase Il: experimentacion para la produccion semicontinua de levaduras del género
Saccharomyces boulardii. Esta fase de la investigacién se inicid con el disefio del
experimento que se refiere al plan, estructura o estrategia para el estudio preciso de un
evento, siempre que cumpla con dos condiciones basicas: manipulacion y aleatorizacién
(Kerlinger y Howard, 2002). En este proposito, el disefio centrd su atencion en el estudio
de como varian las condiciones habituales de ejecucion del proceso de produccion de
levaduras del género Saccharomyces boulardii para aumentar la probabilidad de detectar
cambios significativos en las respuestas, a fin de obtener un mayor conocimiento del
comportamiento del proceso. En ese mismo sentido, se empled un disefio de arreglo de
tratamientos Hipercubo Latino Optimal Escalable, el cual permitio llevar a cabo el

complejo proceso de produccion del microorganismo, que requiere de una experimentacion
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en laboratorio, con un montaje instrumental y unas medidas de las respuestas que se hacen
dificiles y costosas de realizar, justificando de esta forma el uso de este tipo de disefio de

muestreo que resulta econémico, pero robusto (Avila, 2018).

En relacion con este Gltimo, se establecio un total de 14 tratamientos, con tres factores
experimentales (variables dependientes), X;. Concentracion de sustrato con un rango
aproximado de 10 — 25 %, X,. Temperatura en un intervalo entre 35 - 40 °C y X3. Velocidad
de agitacion en un nivel comprendido entre 100 — 400 rpm a fin de observar su nivel de
influencia en seis respuestas fundamentales como lo son Y;. Cantidad de Biomasa medida
en ufc/ml, Y,. pH en iones de hidrogeno, Ys. Sélidos solubles totales en ° Brix, Y,. potencial
oxido reduccion en mV, Ys. Tiempo de latencia expresado en horas Y Tiempo en que

alcanzo la maxima cantidad de biomasa,

Hechas las consideraciones anteriores, se procedié a ubicar los materiales y equipos
necesarios para el proceso de produccion del microorganismo. Con referencia al material
bioldgico, la levadura del género Saccharomyces boulardii, fue adquirida en una conocida
red farmacéutica a nivel nacional, su nombre es Florestor fabricada por laboratorios Merck,
pertenece a los cultivos liofilizados en presentacion de 6 y 12 sobres de 1,5 gramos/sobre.
El material vegetal, lactosuero es proveniente de la produccion de queso llanero de la UPS
José Laurencio Silva, ubicada en el Estado Cojedes, quien cuenta con un rebafio de ganado
mestizo. Este suero tipo dulce fue obtenido por via enzimatica, agregando cuajo, sin
acidificacion. ElI mismo fue trasladado al Laboratorio de Ingenieria y Tecnologia de los
Alimentos (LITA) de la UNELLEZ- SAN CARLOS, donde se caracterizd fisica y
quimicamente empleando para ello las normas COVENIN 370:1997 y COVENIN 658-
1997.

Por su parte, reactivos y aditivos se acondicionaron de acuerdo a las concentraciones de
sustrato para cada corrida y se agregaron en el recipiente del biorreactor para la produccién

de biomasa, donde se proporcionaron las condiciones Optimas de crecimiento del
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microorganismo. Para ello se utilizaron las técnicas del laboratorio de microbiologia de la
UNELLEZ — SAN CARLOS, y lo establecido en las normas COVENIN 1337-90.
Asimismo, se procedio a preparar los medios de cultivo necesarios para la siembra en
placas de la levadura en estudio Saccharomyces boulardii siguiendo el procedimiento
descrito en el Anexo 1 (preparacion de agar, agua peptonada, sustrato, indculo y proceso de
fermentacion). Una vez iniciado y estabilizado el proceso se midieron los sélidos solubles
totales (° Brix) de inicio y se procedié a la toma de las muestras, las cuales se realizaron en
intervalos de tiempo de 1 hora, desde la hora de inicio (ho) hasta la hora final (h;2). Esta
toma de muestra consistié en extraer 20 ml del sustrato lactosuero inoculado con una pipeta
estéril y agregarlo en un frasco con 180 ml de agua peptonada y de esta manera se obtuvo la
dilucién 10 ™. Posteriormente se prepard la dilucién 10 tomando 1 ml de la dilucién
anterior para afiadirlo en un frasco con 90 ml de agua peptonada previamente preparada y

esterilizada. De igual manera se continuaron preparando las diluciones 10 10 ™.

Después de preparar todas las diluciones por triplicado se comenz6 con la siembra en
placas de Petri; la misma se realiz6 en superficie y consistio en agregar 0.1 ml de la
dilucion correspondiente y con una varilla angular de vidrio estéril, se distribuyo
uniformemente el in6culo sobre la superficie del agar. La siembra se realizé en el siguiente
orden: 10 " 10®°, 10,10 * y por triplicado y finalmente se incubaron las placas en una
estufa a 30° C por 5 dias, a fin de realizar el recuentro del microorganismo (ufc) con la
ayuda de un contador de colonia digital (ver Anexo 1). Al mismo tiempo se procedio a
realizar las mediciones de las variables respuesta descritas en el arreglo de tratamiento
(Tabla 9) para cada hora hasta obtener evidencia del maximo crecimiento (fase exponencial
del crecimiento microbiano). Este procedimiento se repitié para cada tratamiento hasta
completar los 14; ademas se empled como técnica para la recoleccion de la informacion la
observacion directa, debido a que proporciono los criterios para que el investigador pudiera
captar exactamente aquello que le intereso del evento, asi como los cddigos, categorias y

valoraciones para registrar y dar una estimacion del mismo (Hurtado, 2012).
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Después de las consideraciones anteriores, la informacion obtenida a través de esta fase se
convirtié en el insumo apropiado para la determinacion de los parametros cinéticos
(velocidad especifica de crecimiento, rendimiento de biomasa, tiempo de duplicacion,
productividad, entre otros) del tratamiento mas eficiente y efectivo. Estos sirvieron de base
para la creacién del modelo dindmico de produccién semicontinua de levadura del género

Saccharomyces boulardii, empleando para lo descrito por Soares (1997) y Crespo (2010).

Fase Ill: establecimiento del modelo no lineal para la produccion semicontinua de
levaduras del género Saccharomyces boulardii. En esta etapa de la investigacion se cred el
modelo ajustado al proceso experimental (metamodelo) el cual requirid hacerle
mantenimiento en el tiempo, para ajustar las covarianzas y ruidos nuevos, como son los
cambios en la materia prima, entre otros. Para ello se empled el programa SAS JMP 8
(2014), teniendo como insumo el resultado de la fase anterior (matriz de disefio de
tratamientos, repeticiones y, las respectivas respuestas tecnoldgicas medidas, para cada
tratamiento), seguidamente se realizé un anélisis preliminar de bondad de ajuste de los
datos, en la basqueda de diagnosticar qué términos del modelo de alto orden fueron los mas
importantes en explicar cada respuesta con ayuda del moédulo de regresion de superficie de
respuesta, y para la optimizacion operativa el mddulo de perfiles de respuesta y de
deseabilidad, junto con el simulador del programa SAS JMP 8, con la finalidad de obtener
un modelo para la produccion de biomasa. En esta fase se usdé como técnicas de recoleccién
de la informacion el modelado y la simulacién, por presentarse como herramientas Gtiles en
el modelaje de sistemas naturales en areas como la fisica, quimica y biologia, permitiendo
reproducir un evento o situacion, mediante un modelo con la modificacion arbitraria de las
variable que lo conforman y observar las consecuencias de sus modificaciones (Bisquerra,
2000).

Fase IV: disefio de un controlador difuso que mejore la produccién semicontinua de
levaduras del género Saccharomyces boulardii. Durante esta etapa se establecieron el

conjunto de reglas linglisticas del control difuso, creadas en base al juicio de expertos y

Coutrdbucidn de la ligica difuca en la produccin. ..




tomando en consideracion la informacion sobre los esquemas genéricos del razonamiento,
que permitieron combinar varias reglas para decidir las salidas finales del sistema (Wang
1994; Driankov y otros, 1996; Passino y Yurkovich, 1998). En ese mismo sentido se utilizo
como herramienta para la recoleccion de la informacion la simulacion por computadora con
Matlab para logica difusa, “Fuzzy Logic Tool Box” (The Math Works Inc., 2008-a).

Fase V: caracterizacion de la contribucion de la logica difusa en la produccion
semicontinua de levaduras del género Saccharomyces boulardii. En esta fase de la
investigacion se determind la eficiencia de la accion de control expresada por un cociente
entre los términos cuantitativos inherentes a los insumos utilizados y a los productos
obtenidos en un periodo de tiempo determinado; asimismo se analizé la eficacia la de
produccién semicontinua de levaduras del género Saccharomyces boulardii, teniendo en
cuenta el grado en que se realizan las actividades planificadas y se alcanzan los resultados
planificados. Ademéas se examinO la efectividad con base en la trascendencia de los
objetivos planteados.

Fase VI: Documentacion y presentacion de resultados. Una vez completada las fases
anteriores, se redactaron las conclusiones y observaciones, se complet6 el informe sobre la

investigacion para su posterior defensa pablica.
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CAPITULO IV

“Para el investigador no existe alegria comparable a la de un descubrimiento, por pequefio que sea”
AlexanderFleming

RESULTADOS DE LA INVESTIGACION

Este apartado exhibe el desarrollo del esquema metodol6gico propuesto en el
capitulo anterior, empleando para ello los principios cientificos de forma sistematica, a fin
de determinar la contribucion de la logica difusa en la produccién eficiente, eficaz y
efectiva de levaduras del género Saccharomyces boulardii. En este prop6sito en primer
lugar se expone la caracterizacion de la infraestructura tecnoldgica del sistema de
produccién de levaduras del género Saccharomyces boulardii. Seguidamente, se muestra
proceso de experimentacion para la produccion semicontinua de levaduras. Posteriormente
se establece el modelo no lineal para la produccion de levaduras del género Saccharomyces
boulardii. Luego se presenta el disefio del controlador difuso que mejora la produccion
semicontinua de levaduras del género Saccharomyces boulardii. Asimismo, se muestra la
caracterizacion de la contribucion de la ldgica difusa y finalmente se hace un analisis de los

resultados obtenidos.

Caracterizacion de la infraestructura tecnoldgica del sistema de produccién de
levaduras

En el propdsito de caracterizar la infraestructura tecnoldgica para el sistema de
produccién de levaduras se ubicaron en primer lugar los equipos auxiliares para el
biorreactor, como sistemas de aireacién, temperatura, ademas de los sensores de pH, POR,
solidos solubles totales, entre otros, con los que se cuantificaron las variables que
facilitaron el control del proceso y permitieron la obtencion de modelos lo mas exactos

posibles capaces de describir el crecimiento de las células y la formacion de productos.

En relacién con este ultimo y considerando la naturaleza no lineal del bioproceso se
procedio a registrar de manera organizada y selectiva la informacion al respecto (Tabla 10),
empleando para ello los criterios de pertinencia, exhaustividad y actualidad de tal forma
que los documentos consultados lograron reflejar los avances y hallazgos de la ciencia

necesarios y suficientes para fundamentar el presente objetivo de la investigacion.
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Tabla 10. Publicaciones relevantes para el tema de estudio

Autor Titulo de la investigacion Afo Aspectos relevantes
Avances en disefios de
tratamientos de relleno del
Avila. E espacio experimental, 2018 Métodos Minimax-Maximin
T de utilidad en modelacion y DOE y Métodos adaptativos
simulacion de sistemas
complejos.
Disefio de un control difuso y
una observacion difusa, donde
. . . Stable fuzzy control and los consecuentes de la
Marquez, M.; Ramos, L.; ! . las reglas difusas son
observer via LMIs in a 2018 -
Balderrama, B. fermentation brocess submodelos lineales de un
P proceso de fermentacién en una
representacion de espacio de
estado.
Malfertheiner, P.;
Megraud, F.; O’Morain,
C.; Gisbert, J.; Kuipers, E.
; Axon, Bazzoli, A,; . Efectividad de la cepa
L Management of Helicobacter e
Gasbarrini, A.; Atherton, . . . probidtica de Saccharomyces
) ) " | pylori infection—the Maastricht 2017 . S
J.; Graham, D.; Hunt, R.; V/Elorence Consensus Report boulardii en la erradicacion de
Moayyedi, P.; P H. pylori.
Rokkas, T.; Rugge, M.;
Selgrad, M.; Suerbaum,
S.; Sugano, El-Omar, K.
Ajuste de un modelo cinético
para el crecimiento de Modelos cinéticos no
Calderon, J. lactobacillus acidophilus en la 2017 estructurados del crecimiento
fermentacidn de un sustrato microbiano
complejo
Efecto de los Sustratos Mango
(Mangifera indica), Inulina Concentracion optima para
. i . (Inula helenium) y Lechada de . ptima p
Rojas, Y.; Noda, L.; : diferentes sustratos, tipos de
maiz (Zea mays var. 2017 .
Crespo, LI. saccharata) en la Produccion cultivo para la Sacp_haromyces
Eficiente de Saccharomyces boulardii
boulardii.
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Continuacion Tabla 10. Publicaciones relevantes para el tema de estudio

Autor Titulo de la investigacion Afo Aspectos relevantes
Evaluacion del crecimiento de Importancia de los cultivos
. . . . Saccharomyces boulardii semicontinuos, tasa de
Pérez, J.; Ramirez, R.; - L . .
. utilizando como sustrato inulina 2016 crecimiento y velocidad de
Cravo G.; Crespo LI. . - L
extraida a partir de la cebolla reaccion para un sustrato no
(allium cepa) convencional
Aplicabilidad de la l6gica
) . . . Control predictivo usando un difusa en el control de
Marquez, M., Garcia, A.; modelo difuso la tasa de crecimiento
Ramos, J.; Marquez, C.; o 2014 . . :
' para la tasa de crecimiento bacteriana de microorganismos
Barios, U. .
bacteriano para
procesar fenol.
Arredondo, T. Introduccion a la légica difusa 2014 Qperamo_n es con conjuntos
difusos, sistema de inferencia
, . . Logica Difusa Aplicada al Conjuntos difusos en el control
Marquez, M.; Mufioz, F.; o de la
: Control de Seguimiento en un 2013 . -
Garcia, A. S biodegradacion de fenol en un
Reactor Bioldgico
reactor
Estudio de la funcién de
i deseabilidad o funcién
) TEORIA PRFD-HIVD6 conveniencia como uno de los
Avila, E. Co-Optimizacion Estadistica de 2012 métodos més utilizados en la
Criterios en Calidad industria para la optimizacion
de los parametros de calidad de
un proceso
Disefio y Construccion de un
Rivera, M.: Suarez, D. Blorreacto_r Batch Aero_blo para 2010 _Fl{nc_lon operativa 'y Ig
Cultivo de Bacterias biol6gica, modo de cultivo
Biodegradadoras de Petroleo
Disposicién de los equipos
Escalada, M. Biorreactores 2010 auxiliares de un biorreactor y
modelo de cultivos
Victores, S.; Castillo, A.; | Cultivos Semicontinuos como T .
. i ] . Aplicabilidad y ventajas de los
Faife, E.; Rabasa, Y.; una Herramienta para la - . i
2008 cultivos semicontinuos para el

Rodriguez, Y.; Rojas, L.;

Palacios, J.; Figueredo, A.

Caracterizacién Celular del
Hibridoma murino 1E10.

desarrollo de microorganismos
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Continuacion Tabla 10. Publicaciones relevantes para el tema de estudio

Autor Titulo de la investigacién Afio Aspectos relevantes
Evaluacion y escalamiento de la Efecto del pH y la agitacién en
Durango, L. produccion de levaduras 2007 la concentracion de biomasa

nativas tipo Saccharomyces spp.
a nivel de laboratorio

Temperatura optima e
desarrollo de Saccharomyces
2006 boulardii y efecto que ejerce
sobre los microorganismo

patégenos

Probiéticos. Concepto

Tormo, R. . .,
y mecanismos de accion

Asimismo, se consultaron otros documentos que permitieron aportar enfoques,

conceptos y/o experiencias significativas para fundamentar la investigacion.

Experimentaciéon para la produccion semicontinua de levaduras del género
Saccharomyces boulardii.

En el proposito de iniciar la fase de experimentacion se procedi6 a la caracterizacion
del sustrato (lactosuero) con la finalidad de que pueda ser acondicionado y garantice la

produccién de biomasa de Saccharomyces boulardii.

En laTabla 11 se muestran las principales caracteristicas del suero fresco sin
fermentar, entre ellas se aprecia que el valor promedio de los sélidos solubles totales (6,65
°Brix) es muy similar a los obtenidos por Guerrero y otros (2010) y Escobar y otros (2010)

indicando la presencia de los azUcares de la leche.

Con referencia al valor de pH (6,35) es ligeramente menor (1,86 %) al reportado por

Londofio y otros (2008) y ligeramente mayor al mostrado por Linden y Lorient (1996)

Coutrdbucidn de la ligica difuca en la produccin. ..




(3,94 %) y al compararlo con la clasificacion realizada por Parra (2009), se demuestra que
se encuentra dentro del rango establecido para lactosuero de tipo dulce, debido se ubica en

el intervalo de 5,6 a 6,5.

Con respecto a la proteina (0,92 %) mostré un valor muy similar al descrito por
Linares y otros (2015) (0,6 % - 1 %), Miranda y otros (2007) (0,93%) y Londofio y otros
(2008) (0,95%), demostrando con ello que es una fuente nutritiva rica en aminoacidos
esenciales (Ha y Zemel, 2003; Ibrahim y otros, 2005), que al ser utilizada como sustrato

favorece el crecimiento de la levadura del género Saccharomyces boulardii.

Por su parte, el valor de la densidad (1,03 g/ml) es ligeramente superior (1,025 g/ml)
al reportado por Miranda y otros (2009) y Linden y Lorient (1996), aunque se encuentra
entre los rangos permitidos para sueros de tipo dulce y su variacion puede deberse a finos
solidos que pasan de la masa de cuajada al suero al momento del desuere, producto del
trabajo mecanico fuerte que se le proporciona a la cuajada durante la agitacién en la tina
quesera, 0 a temperaturas bajas de coagulacion de la leche por debajo de 32 °C (Veisseyre y
otros, 1980).

Tabla 11. Caracterizacion fisica y quimica del lactosuero

Parametros Maximo Minimo media Desv. tip.
SST (°Brix) 6,69 6,60 6,65 +0,04726
pH 6,38 6,32 6,35 +0,03000
Densidad (g/ml) 1,03 1,03 1,03 +0,00058
Proteina % 0,96 0,89 0,92 +0,03606
Acidez ( g acido lactico/ | 1.10 1,09 1,09 +0,00577
suero)

N=Numero de repeticiones (3)
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En la Tabla 12, se observa la matriz “D” de disefio de muestreo utilizada para la
recoleccion de la informacion y modelacion del proceso de produccion semicontinua de
levaduras del género Saccharomyces boulardii en forma eficiente y eficaz. Asimismo, el
arreglo esta formado por dos repeticiones para cada tratamiento, a fin de detectar los
efectos asociados o cambios significativos en las respectivas respuestas tecnoldgicas

medidas.

En relacion con este Gltimo, la respuesta potencial redox es uno de los factores mas
importantes en el control del crecimiento y desarrollo de los microrganismos, debido a que
influye en su metabolismo e indica las relaciones de oxigeno de los microorganismos vivos.
Asimismo, puede ser utilizado para especificar el ambiente en que los microorganismos son
capaces de generar energia y sintetizar nuevas células sin recurrir al oxigeno molecular. En
ese mismo sentido, se puede observar que para la investigacion tuvo un valor minimo de
88,1 y un maximo de 99,9 mV, lo que indica que el metabolismo del microorganismo esta
funcionando a una velocidad de moderada a alta, en consecuencia existe presencia de
crecimiento microbiano y el microorganismo esta degradando las moléculas de alimento
(sustrato) para obtener energia a fin de utilizarla para sintetizar ATP e impulsar por el
movimiento de electrones a través de la cadena de transporte de electrones, una serie de

proteinas incrustadas en la membrana interna de la mitocondria.
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Tabla 12. Matriz de disefio de tratamientos y respuestas tecnologicas medidas
Biomasa, pH, SST, Potencial 6xido Reduccion (POR), Tiempo de latenciay Tiempo de

max. ufc (maxima biomasa): Disefio Hipercubo Latino

Factores Experimentales Respuestas
Concen. Vel. de |Cantidad de S6lidos VgD | 120
de Temp. . . pH POR de maxima
Agitacion| Biomasa totales -

N° Trat.| sustrato latencia | biomasa

X, (%) | X, (°C) | X3 (rpm) i Y, ([+]) | Y3 (brix) | Y, (mV)| Ys(h) | Ye(h)
! ? * (logyoufc/ml)| 2 ’ ‘ ° °
1 2385 38,46 308 10,41 4,79 17 88,8 1 10
2 13,46 38,85 100 10,83 473 9 91,6 2 5
3 14,62 35,38 285 10,83 462 95 88,1 1 9
4 12,31 37,31 377 10,73 4,68 6 954 1 8
5 20,38 36,92 400 10,06 4,73 14 90,1 1 7
6 18,08 40 192 10,30 473 11 99,9 1 5
7 15,77 39,62 354 10,85 475 10 98,8 1 9
8 11,15 36,54 169 10,83 4,70 6 90,2 1 6
9 16,92 37,69 262 10,49 475 11 91,1 1 7
10 19,23 35,77 123 10,41 4,70 10 90,5 1 9
11 25 36,15 215 10,53 479 19 97 1 7
12 10 39,23 238 10,52 481 6 98,4 1 8
13 2154 38,08 146 10,21 4,79 18 90 1 6
14 22,69 35 331 10,32 474 18 92 1 8

Las figuras que se muestran a continuacion describen el crecimiento microbiano
para cada uno de los tratamientos detallados en la tabla 12, con lo que se logré establecer el
tratamiento mas eficiente y efectivo cuyos parametros cinéticos (velocidad especifica de
crecimiento, rendimiento de biomasa, tiempo de duplicacion, productividad, entre otros)
permitieron simular el modelo dindmico para la produccién semicontinua de levadura del

género Saccharomyces boulardii empleando las herramientas propias de la l6gica difusa.
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Por su parte, en la Figura 10, se observo que al comparar los tratamientos 2, 4, 8 'y
12 en funcién a los parametros maxima concentracion de biomasa y tiempo méximo en
alcanzar la misma, existe evidencia significativa de que el tratamiento 2 (13,46 %
lactosuero enriquecido con fructosa), es el que presenta mayor cantidad de biomasa con un
valor de 10,83 log;oUfc/ml, la cual fue lograda en un tiempo de 5 h. Asimismo, se pudo
apreciar que para dicho tratamiento, la fase de adaptacion se ubico entre la hora 0 y 2, luego
pasa a la fase de crecimiento exponencial entre la hora 2 y 5 a fin de dar inicio a las
actividades metabolicas captando enseguida los nutrientes presentes en el lactosuero, asi
como el oxigeno necesario para su reproduccion, a su vez entre la hora 5 y 6 esta pasa a una
fase estacionaria, en la hora 6 comenzo la fase de declive que se prolong6 hasta la hora 12,
en la misma el microorganismo consumid en su totalidad todos los nutrientes presentes en

el proceso de reproduccion de biomasa.

11,00

10,80

10,60
E
(=]
5 10,40 —#—tratamiento 12
=]
2 10,20 =l Tratamiento 8
3 Tratamiento 4
® 10,00
g _5( h = Tratamiento 2
2

9,80

9,60

9,40 Tiempo (h)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 10. Concentracion de Biomasa de Saccharomyces boulardii (logip Ufc/ml) con
lactosuero enriquecido vs. Tiempo (h) para los tratamientos 2, 4, 8 y 12.
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De igual manera en la Figura 11, se observé al comparar los tratamientos 3, 6, 7y 9
en funcion a los pardmetros maxima concentracion de biomasa y tiempo méaximo en
alcanzar la misma, existe evidencia significativa de que el tratamiento 7 (15,77 %
lactosuero enriquecido con fructosa), es el que presenta mayor cantidad de biomasa con un
valor de 10,85 log;oUfc/ml, logrado en un tiempo de 9 h. Asimismo, fue posible apreciar
que el tratamiento 3 (14,62 % lactosuero enriquecido con fructosa) también mostré una
buena produccion de biomasa con 10,83 log;oUfc/ml obtenido en el mismo tiempo, lo que
permite inferir que para concentraciones en intervalos comprendidos entre [14,62 15,77] el

crecimiento microbiano es muy similar.

Adicionalmente, se pudo apreciar que para el tratamiento 7, la fase de adaptacion se
ubicé entre la hora 0 y 1, para dar paso a la fase de crecimiento exponencial, concentrada
entre la hora 2 y 5 a fin de dar inicio a las actividades metabdlicas captando enseguida los
nutrientes presentes en el lactosuero, asi como el oxigeno necesario para su reproduccion, a
su vez entre la hora 9 y 10 esta la fase estacionaria, donde se presencié ausencia del
crecimiento por agotamiento de nutrientes y acumulacion de sustancias toxicas.
Posteriormente, en la hora 10 comenz6 la fase de declive que se prolongd hasta la hora 12,
en la misma el microorganismo consumio en su totalidad todos los nutrientes presentes en

el proceso de reproduccion de biomasa.
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Figura 11. Concentracion de Biomasa de Saccharomyces boulardii (logyoUfc/ml) con

lactosuero enriquecido vs. Tiempo (h) para los tratamientos 3, 6, 7 y 9.

Asimismo, en la Figura 12, se muestra que al comparar los tratamientos 1, 5, 10, 11,
13 y 14 en funcidn a los parametros maxima concentracion de biomasa y tiempo maximo
en alcanzar la misma, el tratamiento 11 (25 % lactosuero enriquecido con fructosa), es el
que presenta mayor produccion de biomasa con un valor aproximado de 10,53 logUfc/ml,
logrado en un tiempo de 7 h. Ademas, se observa con certeza que para dicho tratamiento, la
fase de adaptacion se ubico entre la hora 0 y 1, para luego pasar a la fase de crecimiento
exponencial entre la hora 1 y 7 a fin de dar inicio a las actividades metabdlicas captando
enseguida los nutrientes presentes en el lactosuero, asi como el oxigeno necesario para su
reproduccion, a su vez entre la hora 7 y 8 esta pasa a una fase estacionaria, en la hora 8 se

inicid la fase de declive que se prolong6 hasta la hora 12, en la misma el microorganismo
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consumio en su totalidad todos los nutrientes presentes en el proceso de reproduccion de

biomasa.
10,60
10,40
.E 10,20 =4=Tratamiento 10
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5 =fi=Tratamiento 5
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Figura 12. Concentracion de Biomasa de Saccharomyces boulardii (logioUfc/ml)

con lactosuero enriquecido vs. Tiempo (h) para los tratamientos 1, 5, 10, 11, 13 y 14.

En lineas generales el comportamiento de la biomasa evidencié que el lactosuero
enriquecido con fructosa, puede ser considerado un medio apropiado para la produccion de
levaduras del género Saccharomyces boulardii, debido a que mostr6 altas concentraciones
(6,80 x 10" Ufc/ml) 10,83 logyo Ufc/ml en un tiempo méximo de 5 horas (Tratamiento 2)
comparadas con la obtenida por Pardo y otros (2009), con cepas de la misma naturaleza y
medios de cultivo comerciales.

De la misma manera, al compararla con la obtenida en investigaciones previas
realizadas por la autora (Rojas y otros, 2017), utilizando sustratos no convencionales como
mango (Mangifera indica) (3,24 x 10" Ufc/ml), inulina (Inula helenium) (1,18 x 10°




Ufc/ml) y lechada de maiz (Zea mays var. saccharata) (1,23 x 10° Ufc/ml), se demuestra
que el lactosuero enriquecido suple los requerimientos nutricionales del microorganismo,
representando una alternativa como medio de cultivo, que proporciona ventajas en cuanto
costos y composicion nutricional, por ser un sustrato rico en proteinas, minerales,
amino&cidos esenciales y azucares como la lactosa, permitiendo de esta forma que se tan

eficiente como un medio comercial.

Hechas las observaciones anteriores, en las tablas 13 y 14, se muestran los
parametros cinéticos que permiten emular el proceso de produccion de levaduras del género
Saccharomyces boulardii, para el tratamiento 2 que ha demostrado ser el mas eficiente al
lograr una mayor produccion de biomasa con una minima cantidad de sustrato en el menor

tiempo posible.

Tabla 13. Valores de velocidad especifica de crecimiento, Rendimiento en

biomasa, Tiempo de generacién y Productividad

Parametro Unidad Valor
- UFC final
_ In( UFC iﬂiciai} -
B =) h 0,3936
Ax
¥=—
As g/ml 0,57
g In(2) H 1,76
H
P logie Ufc/ml 2,17
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Tabla 14. Parametros Cinéticos del Proceso

Parametro identificacion | valor | Unidades
velocidad especifica maxima de consumo de fructosa gsmax 3,47 g fructosa/(g
' biomasa.h)
. o - . qomax g oxigeno/(g
velocidad especifica maxima de consumo de oxigeno 0,252 biomasa.h)
velocidad especifica maxima de crecimiento oxidativo en MUoemax 0,15 h-1
etanol
parametro de saturacion del consumo de etanol por efecto
de fructosa Ke 0,09 gl
parametro de inhibicién del consumo de etanol por efecto .
de fructosa Ki 0,09 gl
parametro de saturacion de fructosa Ks 0,18 g/l
pardmetro de saturacion de oxigeno Ko 0,0001 g/l
coeficiente estequiometrico asociado al oxigeno en el a 0,4137 g oxigeno/g
crecimiento oxidativo en glucosa glucosa

Establecimiento del modelo no lineal para la produccion semicontinua de levaduras

del género Saccharomyces boulardii.

Para el modelo se utilizo el andlisis de regresion lineal multidimensional Screening

para cada respuesta, con el modulo Screening del software SAS JMP 8, aplicando analisis

de minimos cuadrados ordinarios matricial estandar (m.c.0.m.), creando y ortogonalizando

la matriz “X” de disefio poblacional con regresion Ridge, en la bldsqueda de determinar

cuéles terminos del modelo lineal aditivo de alto orden son los mas importantes en explicar

cada respuesta. Finalizando con la modelacion definitiva y optimizacion operativa del

proceso.
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En lo siguiente, se muestra, una visualizacion de la bondad de ajuste de los datos a

modelos lineales aditivos cuadréaticos, del tipo:
Y=L +KuBixXj +Zh BijXiXj + 5B %X5 +< (9

En ese mismo sentido, el modelo para 03 (tres) factores experimentales, tendra la

siguiente estructura (diez coeficientes regresores y un término independiente fo):

Yi= fo+ X+ BoXo + BaXs + PrXs® + PuXo® + PuaXs® + ProXaXo +
P13X1X3 + P23XoX3 + P123X1XoX3 + & (10)

Una vez ajustado los modelos (uno para cada respuesta), se comprobo sus supuestos

basicos de los errores de prediccion: ei~NID(O,02).

1. Normalidad: los datos obtenidos en cada nivel del factor se ajustaron razonablemente a
una distribucion Normal de Gauss.

2. Homocedasticidad: la variabilidad de los datos en cada nivel del factor es similar

(contraste de igualdad de varianzas)

3. Linealidad: los residuos (diferencia de los datos a su media, en cada nivel del factor) se

distribuyen alrededor del cero (gréfico de residuos).
4. Independencia: las observaciones se realizan de forma independiente unas de otras

Asimismo se comprobaron los supuestos basicos, se realizd un analisis screening
para modelacion lineal aditiva de alto orden, que utiliza regresion de méaxima verosimilitud,

que agrega términos de interacciones de alto orden posibles al modelo.
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En las figuras 13, 14, 15 y 16, siguientes se visualizan los términos importantes en

el modelo (términos resaltados en franja oscura).

¥| Screening
¥ ™ Screening for Y1 ufc h
¥ Contrasts

Individual Simultaneous

Contrast Lenth t-Ratio  p-Value p-Value

-0,158410 -1le+12  0,0000* 0,0000*

-0,033039 L[ -3e+11  0,0000* 0,0000*

-0,013752 -le+11  0,0000* 0,0000*

0,023743 * 2e+11  0,0000* 0,0000*

0,0298%0 * 26e+11  0,0000* 0,0000*

0,040492 * 35e+11  0,0000* 0,0000*

-0,020959 * |: -2e+11  0,0000* 0,0000*

0,054541 * Fl 47e+11  0,0000* 0,0000*

0,009076 * 7.7e+10  0,0000* 0,0000*

0,157125 * 1,3e+12  0,0000* 0,0000*

0,009831 * JJ 84e+10  0,0000* 0,0000*

0,016869 * 1,4e+11  0,0000* 0,0000*

X2 te -0,059742 * |: -Be+11  0,0000* 0,0000*
Null15 1,182e-13 1,01 03038 0,9999
Null16 7.501e-14 0,65 05386 1,0000
Null17 5,035e-14 043 06818 1,0000
Null18 2,543e-14 0,22 08346 1,0000
Null19 -8,27e-15 -0,07  0,9449 1,0000
Null20 -841e-14 072 04553 1,0000
Null21 1,266e-13 1,08 02716 0,9994
Null22 6,991e-14 0,60 05741 1,0000

Figura 13. Contraste para la respuesta Y;: Concentracion de biomasa

En la Figura 13, se observa el anélisis screening para la variable concentracion de
biomasa (Ufc/ml), indicando que todos los términos son capaces de explicar la variabilidad
de la respuesta cantidad de biomasa debido a su nivel de significancia, por lo que el modelo
suficiente para la variable respuesta Y; (concentracién de biomasa), contiene la siguiente

estructura:
Y= f(X1, X2, X3, X1%, X1Xa, Xo% X1 X3 XXz Xa2 X1® X12Xo, X1Xo% X5%)  (13)

En la Figura 14, que se muestra a continuacion para la variable sélidos solubles

totales (°Brix), se observa que todos los términos son capaces de explicar la variabilidad de
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la respuesta debido a su nivel de significancia, por lo que el modelo suficiente para la
variable respuesta Y3 (sélidos solubles totales), contiene la siguiente estructura:

Ya= (X4, Xa, Xa, Xi%, X1Xo, Xo* X1 X3, XaXa, Xa% X1 Xi2Xo, X1Xo% X,° Null) (11)

* '~ Screening for Y3 sst
¥| Contrasts

Individual Simultaneous
Term Contrast Lenth t-Ratio  p-Value p-Value
str; 428363 25e+13  0,0000 0,0000*
0,08344 Se+11  0,0000* 0,0000%
-0,03014 -Ze+11  0,0000% 0,0000%
047050 * ] 28e+12  0,0000 0,0000*
-018003 * -1e+12  0,0000* 0,0000*
-0,04310 * -3e+11  0,0000* 0,0000%
017969 = ] 1,1e+12  0,0000% 0,0000%
-0,66905 * % -4e+12  0,0000* 0,0000*
-0,23353 * -le+12  0,0000* 0,0000%
-0,02994 -~ -Ze+11  0,0000% 0,0000%
-011700 * -fe+11  0,0000% 0,0000%
-038170 ¢ -Z2e+12  0,0000* 0,0000*
-092840 * -fe+12  0,0000* 0,0000%
Mull15 1,259e-14 0,07 09425 1,0000
Mull16 -139e-13 -083 03871 1,0000
Null17 -297e-13 -1,77  0,0025 0,8055
Mull1g 8,476e-14 050 06231 1,0000
Mull19 1725e-13 103 02027 0,9999
Null20 1,584e-13 094 03301 1,0000
Null21 -1,14e-14 -0,07 09490 1,0000
MNull22 -1,58e-13 -0,94 03318 1,0000

Figura 14. Contraste para la respuesta Y3: Solidos solubles totales

En la Figura 15, que se muestra a continuacion para el caso de POR (mV), todos los
términos del modelo son necesarios para explicar la variabilidad de la respuesta, es decir
que los mismos son altamente significativos (nivel de probabilidad), por lo que contiene la

siguiente estructura:

Y= f(Xa, Xa, X1, Xo2, XoXz Xa* XoX1 XsX1 X1% X5® X2Xs XoX52 X3%) (12)




~ Screening for Y4 POR
¥| Contrasts

Null16
Null17
Null1g
Null19
Null20
Null21
Null22

Contrast
2,14491
0,53023
-0,19366
1,55279
0,58379
-0,31159
-1,69149
-1,22157
0,60025
1,47298
0,27835
0,17005
-0,61387
9507e-13

-1,2e-12
1,034e-13
-5,22e-13
-8,12e-13
2233e-12
1,425e-12
-2.41e-12

Individual Simultaneous

Lenth t-Ratio p-Value p-Value

13e+12  0,0000% 0,0000%

J 33e+11  0,0000% 0,0000*
|: -1e+11  0,0000* 0,0000*
96e+11  0,0000* 0,0000*

36e+11  0,0000% 0,0000*

-2e+11  0,0000* 0,0000*
-le+12  0,0000* 0,0000*
-8e+11  0,0000* 0,0000*

37e+11  0,0000* 0,0000*
91e+11  0,0000* 0,0000*
17e+11  0,0000* 0,0000*
11e+11  0,0000% 0,0000%
] -4e+11  0,0000* 0,0000%
059 05744 1,0000
074 04386 1,0000
006 09548 1,0000
032 07549 1,0000
050 06298 1,0000
138 01615 0,9723
088 0363 1,0000
149 01338 0,9439

Figura 15. Contraste para la respuesta Y,: Potencial Oxido Reduccion

En las figuras 16 y 17, que se muestran a continuacion, para las variables tiempo de

latencia (horas) y tiempo de maxima biomasa (horas), todos los términos del modelo son

necesarios para explicar la variabilidad de las respuestas; es decir, que los mismos son

altamente significativos (nivel de probabilidad), por lo que contiene la siguiente estructura:

Y= f(Xa, X1, X2, X3?, X3X1, X12 XaXa X1Xa Xo? Xa® X32Xy, XaX1% X1%) (13)

Asimismo, para la variable tiempo de latencia se cumple que el modelo esté

conformado por los siguientes terminos:

Y= f(Xs, X1, X2, X3, XaXa, Xo% X3X1 XoX1 X% X3® X32X5 XaXo? X5%) (14)
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~ Screening for Y5 time latencia
¥| Contrasts

Term

X1
MNull15
Mull16
MNull17
Mull1g
MNull19
Mull20
Mull21
Null22

Contrast
-0,115175
-0,051850

0,039247

0,125977

0,087435

0,012561
-0,071660
-0,025542
-0,014421
-0,110253
-0,055703
-0,040467

0,047621
1,766e-15
2,591e-15

-2,15e-15
9,022e-16
6,085e-16

-3,11e-15

-259-15
9,048e-16

F(

Individual Simultaneous
Lenth t-Ratio p-Value p-Value
-3e+13  0,0000* 0,0000*
-1e+13  0,0000* 0,0000*
1e+13  0,0000* 0,0000*
32e+13  0,0000* 0,0000*
23e+13  0,0000* 0,0000*
32e+12  0,0000* 0,0000*
-2e+13  0,0000* 0,0000*
-Te+12  0,0000* 0,0000*
-4e+12  0,0000* 0,0000*
-3e+13  0,0000* 0,0000*
-1e+13  0,0000* 0,0000*
-1e+13  0,0000* 0,0000*
1,2e+13  0,0000* 0,0000*
045 06682 1,0000
0,67 050086 1,0000
-0,55 06014 1,0000
023 08265 1,0000
0,16 08860 1,0000
-0,80 04111 1,0000
-0,67 05280 1,0000
023 08260 1,0000

Figura 16. Contraste para la respuesta Ys: Tiempo de latencia

¥| Contrasts

Null15
Null16
Null17
Null1g
Null19
Null20
Null21
Null22

~ Screening for Y6 time max ufc

Contrast
0,761928
0,337045
0,077504
-0,291283
0,773259
0,216611
0,044320
0,011771
0,152170
-0,649106
0,429584
-0,008195
-0,428783
-326e-14
-4350-14
7,03e-14
2 59e-14
554e-14
4 41e-14
6.052e-14
5,84e-14

1]

5
.

Individual Simultaneous

Lenth t-Ratio  p-Value p-Value
| 85e+12  0,0000* 0,0000*
-de+12  0,0000* 0,0000*
87e+11  0,0000* 0,0000*
-3e+12  0,0000* 0,0000*
87e+12  0,0000* 0,0000*
24e+12  0,0000* 0,0000*
Se+11  0,0000* 0,0000*
13e+11  0,0000* 0,0000*
1,7e+12  0,0000* 0,0000*
-fe+12  0,0000* 0,0000*
-5e+12  0,0000* 0,0000*
-9e+10  0,0000* 0,0000*
-5e+12  0,0000% 0,0000*
<036 07329 1,0000
-049 06518 1,0000
079 04181 1,0000
-0,29 07873 1,0000
-0,62 05643 1,0000
-049 06468 1,0000
068 04951 1,0000
-066 05415 1,0000

Figura 17. Contraste para la respuesta Yg: Tiempo de maxima biomasa
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Sobre la base de las consideraciones anteriores (analisis screening), se ajusto el
conjunto de modelos (metamodelo) que emulan el proceso de produccién semicontinua de
levaduras del género Saccharomyces boulardii, tomando cada modelo (ecuacion) de los
resultados anteriores, en las figuras 18, 19, 20, 21 y 22, siguientes se muestran los modelos
y su significancia estadistica para cada término modelos que se utilizo para el proceso de
optimizacion via simulacién, bajo las restricciones de calidad de las respuestas establecidas,
es decir se resuelve iterativamente e interactivamente el conjunto de modelos en forma
simultanea, bajo las siguientes condiciones: maximizar la cantidad de biomasa, minimizar
los solidos totales (Brix), Target (indica “valor especificado es mejor”) Potencial Oxido
Reduccion (POR), minimizar el tiempo de latencia y minimizar el tiempo de méaxima

biomasa.

e Response Y1 ufe

¥ Parameter Estimates

Term Estimate StdError tRatio Prob(t]
Intercept 10,382355 0016549 62738 <0001*
X1 sustrato(10 25) -1,08217 0040354 -2682 <0001
X2 temp(35.40) 05245937 0062961 833 =<0001°
%3 aereacion(100,400) -0,395827 0068882 -575 =0007°
X1 sustrato*¥1 sustrato 00779663 001938 402 00011
%1 sustrato™2 temp 00935011 0017116 546 <0001
X1 sustrato®X3 aereacion 00673133 0016308 413 00009
X2 temp*X2 temp 02629526 0023841 1103 <0001%
X2 temp*%3 aereacion 03113829 0021245 1466 <0001
X3 aereacion®X3 aereacion 00726128 001686 428 00007
¥1 sustrato™1 sustrato®®1 sustrato 11757086 0054933 2140 <0001
X2 temp*X2 temp*X2 temp 0814725 0091787 -B88 =0001%
X3 aereacion®X3 aereacion®3 aereacion 05104448 009639 530 <0001

Figura 18. Modelo para la respuesta Y;: Concentracion de biomasa
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‘}'[ ~'Response Y3 sst

T
‘}'[ Parameter Estimates

Term

Intercept

*1 sustrato(10,25)

X2 temp(35,40)

¥3 aereacion(100,400)

¥1 sustrato®X1 sustrato

*1 sustrato*™x2 temp

¥1 sustrato*X3 aereacion

X2 temp*X2 temp

X2 temp*X3 aereacion

X3 aereacion*x3 aereacion

¥1 sustrato®X1 sustrato®x1 sustrato
X2 temp*X2 temp*X2 temp

X3 aereacion*¥3 aereacion*X3 aereacion

Estimate
10,908911
-0,487102
14451172
-14,11853
-0,804416
-0,013553

0,850325
28522107
14246336
0,1934458
10,061256
-20,94886

18,70443

Std Error Probzt|
0,022976 = 0001*
0,056029 = 0001*
0,087416 = 0001*
0,095637 = 00071*
0,026907 = 0001*
0,023765 0,5769
0,022638 = 0001*
0,033101 = 0001*
0,029497 = 0001*
0,023547 < 00071*
0076277 = 0001*
0127438 = 0001*
0,13383 = 0001*

Figura 19. Modelo para la respuesta Y3: Solidos totales

¥ ~Response Y4 POR

¥ Lack Of Fit

0[ Parameter Estimates

Term

Intercept

X1 sustrato(10,25)

X2 temp(35,40)

X3 aereacion(100,400)

X1 sustrato®X1 sustrato

X1 sustrato*X2 temp

X1 sustrato®X3 aereacion

X2 temp*X2 temp

X2 temp*X3 aereacion

X3 aereacion*X3 aereacion

X1 sustrato®X1 sustrato®1 sustrato
X2 temp*X2 temp*X2 temp

X3 aereacion*X3 aereacion*X3 aereacion

Estimate
80,570097
-1,853261
-2,633008
1,0823891

216324
-5, 738727
-3,364721
3,2244099
-0,596296
-0,367756
20092144
81834914
-0,182753

Std Error tRatio Prob=[f|
0579992 15616 =0001*
1414322 138 071875
2206629 -119 02513
241414 045 06574
0679222 318 00062
0599882 -957 =0001*
0571442 -589 =0001*
0835558 386 00015*
07446  -080 04357
0594384 -062 05454
1925442 104 03132
3216904 285 001200
3378238 -005 09576

Figura 20. Modelo para la respuesta Y,: Potencial Oxido Reduccién
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Response Y3 time latencia
Parameter Estimates

Term

Intercept
X1sustrato(10.25)

X2 temp(35,40)

X3 aereacion(100,400)

X1 sustrato*X 1 sustrato

X1 sustrato*x2 temp

X1 sustrato*x3 aereacion

X2 temp*a2 temp

X2 temp*X3 aereacion

X3 aereacion*X3 aereacion

X1 sustrato*X 1 sustrato®X1 sustrato

X2 temp*a2 temp*X2 temp

X3 aereacion*X3 aereacion*X3 aereacion

Estimate
09690635
-0,42508
01259006
00652832
-0,018554
0144423
0199132
-0,10452
0216874
0312377
05447707
-0,054902
0343767

Std Error t Ratio Prob=|t|
0,021738 44 53 =0001*
0,093009 -8,02 =0001*
0,082705 1,52 01487
0,090483 0,72 04817
0,025458 0,73 04773
0,022484 .42 = 0001*
0021418 §.30 =(0001*
0031317 -3.34 0,0045*
0,027908 117 =0001*
0022278 14,02 = 0001*
0,072166 755 = 0001*
0,120571 0,46 0,6554
0126618 21 0,0160*

Figura 21. Modelo para la respuesta Ys: Tiempo de latencia

Response Y6 time max ufc

Parameter Estimates
Term

Intercept
X1sustrato(10 25)

X2 temp(35,40)

X3 aereacion(100 400)

X1 sustrato*x1 sustrato

X1 sustrato*x2temp

X1 sustrato*X3 aereacion
X2 temp*X2 temp

X2 temp*X3 aereacion

X3 aereacion®3 aereacion
X1 sustrato®X1 sustrato™1 sustrato
X2 temp*X2 temp*X2 temp

Estimate
71950172
34968721

-2 99307
72808524

1422373

0913154
-1.000899
-0,053967
1,6965921
0270138
-4 (57262
36476454

X3 aereacion®X3 aereacion®X3 aereacion -8753534

StdError ~ tRatio  Prob=[t|
0382446 1882 <0001
0932603 375 00019
1455049 -2,06 00575
1501882 457 0.0004*
0447878 318 00063
0395568 21 00356
0376808 -26 0.0180°
0550966 0,10 09233
0490988 346 0.0035*
0391943 -0,69 05012
1269635 -3.67 00023
2121224 112 0,1061
2227607 -393 00013

Figura 22. Modelo para la respuesta Y;: Tiempo de maxima biomasa

Coutrdbucion de la ligica difuca en la produccin. ..




La Figura 23, muestra que los valores medidos son muy similares a los predichos
por los modelos ajustados con m.c.o.m. con la metodologia Screening SAS JMP
(Sustitucion forward), mas el alto valor del coeficiente de regresion (RSq), indican que los
modelos son de excelente bondad de ajuste; esto, estima que es valido su empleo para
optimizar operativamente el proceso de produccion semicontinua de levaduras del género

Saccharomyces boulardii, experimental en estudio.

10,9 100
10,8 T - _
_ 10,71 = v,
3 10,6 2 964
o I :h‘.i' ............ :I
B r 94-
s 10,4+ o O |
% o
T 10,3 ET - 924 P
102 o = =
' ._.‘_;.e,- 90 v
101 . o
Wt 7711 88— T T T T
10 10,2 104 106 10,8 88 90 92 94 96 98 100
¥1 ufc Predicted P<.0001 Y4 POR Predicted P<.0001
RSg=1,00 RMSE=0,023 RSq=098 RMSE=0,8048
2,2 1
2 - 10 -
518 S N A
o O g ® o
£ < 1,6 2 8- =
=R g B S, A
L 2144 = 74 L
> § s ¢ L
512 > T 64 -
T R 5.
08 F—T—T—T—T T 7 4 T T T T 1
08 1 12 14 16 18 2 22 4 5 6 7 8 9 10 M
Y5 time latencia Predicted Y6 time max ufc Predicted
P<.0001 RSq=0,99 RMSE=0,0302 P<.0001 RSq=0,93 RMSE=0,5307

Figura 23. Grafica de valores medidos vs Valores predichos, para la visualizacion de la
bondad de ajuste de los modelos bajo disefio Hipercubo Latino.
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Figura 24. Optimizacién operativa bajo el disefio Hipercubo Latino.
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Asimismo, en la Figura 24 se muestra el enfoque de la funcion de deseabilidad (funcién
de conveniencia o funcién utilitaria de trasferencia) de Derringer y Suich (1980) y Derringer
(1994), que representa uno de los métodos mas utilizados en la industria para la optimizacion
de procesos con multiples respuestas o caracteristicas de calidad. En este proposito se basa en la
idea de que la "calidad global" de un producto o proceso que tiene varias caracteristicas de
calidad (i), que con solo una de ellas fuera de unos limites "deseados”, el producto o proceso
es no conforme. Hecha la observacion anterior, los resultados de la simulacién expresados
en la interfaz anterior, indican que con una mezcla de 14,59 % de lactosuero enriquecido
con fructosa, manteniendo la temperatura en el biorreactor en 39,98°C y garantizando una
velocidad de agitacion 205,74 rpm es posible obtener una cantidad de biomasa de 10,72
logioUfc/ml; con la ubicacion de los sélidos totales en 10,42 ° Brix; con un potencial oxido
reduccion de 102,74; con un tiempo de latencia bajo de 1,22 h y un tiempo maxima biomasa de
3,96 horas.

Disefio de un controlador difuso que mejore la produccion semicontinua de levaduras
del género Saccharomyces boulardii.

El disefio de este controlador se realizd con la herramienta de Matlab para l6gica
difusa, “Fuzzy Logic Tool Box”, explicada en The Math Works Inc. (2008-a), que permite
de forma sencilla crear las funciones de membresia de entrada y de salida, asi como las

reglas difusas, y escoger el método de desdifusificacion.

Para la realizacion del disefo, se tomd en cuenta la informacion sobre controladores

difusos presentadas en Driankov y otros (1996), Passino y Yurkovich (1998), Wang (1997).

En relacion con este ultimo, se disefid un control difuso que produzca un flujo
apropiado de sustrato (F) al proceso; para ello se tomé en consideracién la informacién
consolidada en los objetivos anteriores, donde se evidencian dos alternativas que
fundamentan la estrategia de control empleada. En ese mismo sentido una de ellas muestra

que la mezcla de 14,59 % de lactosuero enriquecido con fructosa es capaz de generar una
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biomasa de 10,72 log;o Ufc/ml; con un tiempo de latencia de 1,22 horas y un tiempo maximo
de biomasa 3,96 horas, logrando ofrecer una productividad de 2,70 log;oUfc/ml por hora
mientras que la segunda opcion refleja un rendimiento ligeramente mas bajo por el orden de
2,17 logyo Ufc/ml por hora (tabla 13), obtenido a partir de 13,46 % de lactosuero
enriquecido con fructosa, en un tiempo de latencia de 2 horas y un tiempo maximo de 5 horas,

generando una biomasa de 10,83 logio Ufc/ml.

Hecha la observacién anterior, la estrategia de control hace énfasis en el grado de
aprovechamiento del lactosuero, para la obtencion de la biomasa de Sccharomyces
boulardii; lo que implica sacrificar un poco el rendimiento de biomasa por hora, sin
descuidar el tiempo transcurrido hasta alcanzar la mayor produccion de dicho
microorganismo, debido a que éste definira la fase del crecimiento que experimenta y la
cantidad de flujo de sustrato requerido. En este proposito, se distingue el tiempo de latencia
el cual juega un papel importante porque durante éste, el microorganismo no experimenta
un incremento sustancial, por el contrario aumenta el tamafio individual de la células, el
contenido proteico y la méas trascendente esta relacionada con el proceso de sintesis de las
enzimas (Madigan y otros, 2004) necesarias para la actividad metabdlica, lo cual le
permitird multiplicarse en la fase exponencial haciendo uso de los nutrientes que el
lactosuero le aporta, por lo que resulta necesario que esta fase de adaptacion sea lo méas
corta posible a fin de que se dé inicio a la duplicacion celular donde los requerimientos del
flujo de sustrato se incrementan porque los nutrientes comienzan a agotarse por el aumento

de poblacion de Saccharomyces boulardii.

Después de lo expuesto, se decidié utilizar como modelo de inferencia difusa el de
Sugeno de orden cero, usando como variables de entrada la concentracion de sustrato (S) y
el tiempo de produccién del microorganismo (t) en el biorreactor, para controlar el flujo de
sustrato (lactosuero). El método para la operacion “y” es el producto, para implicacion es
el minimo y la desdifusificacion el promedio ponderado. La salida del CLD estara dada en

funcién de los valores de concentracion de sustrato (%) y de tiempo de produccién (h). En
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ese sentido en la Figura 25 se muestra un diagrama de la estructura de este controlador

I6gico difuso (CLD).

bioreactor_LCB
sustrato flu)
/ (sugene)
ﬁ Flujo
tiempo
FIS Marme; hioreactor_LCE FIS Type: SUHEND
And method prod v Currert Varishle
O method — 9 Mame sustrato
T ingut
Implication min > i it
Range [o10]
Aggregstion max >
Defuzzification wiaver v Help Close
Cpening Rule Editar

Figura 25. Estructura del Controlador Ldgico Difuso CLD tipo Sugeno.

Asimismo, se crearon las funciones de membresia de la entrada, para lo cual se

escogieron funciones triangulares y trapezoidales, como se muestra en la Figura 26

(Sustrato) y Figura 27 (tiempo de produccion de Saccharomyces boulardii).

Seguidamente, se establecio el universo de discurso para la concentracion de

sustrato (Figura 26) entre 0 y 25 (%); asimismo, se definieron las etiquetas linguisticas:

bajo, medio y alto.
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input variable "sustrato”

File Edit View
FIS Variables Membership function plots  Plot points: 181
bajo medio alto
N x 1 _
sustrato  Flujo I
05} | -
tiempo l
0 ._L <y
1 1 1 1
0 5 10 15 20 25

Figura 26. Funciones de Pertenencia de la Variable Sustrato

En ese mismo sentido, el universo de discurso para tiempo (Figura 27) se establecio

entre 0 a7 (h). Para tiempo de produccion se definieron las etiquetas linglisticas: pequefio,

medio y alto.

File Edit View

FIS Variables

¥ [

w -

tiempo

Membership function piots P10t points: 181
pequefio medio atto
1 =)
05r E
I: 1 1 1 I'|J 1
1 2 3 - 5 B 7
input variable "tiempo”

Figura 27. Funciones de Pertenencia de la Variable tiempo
En la Figura 28 que se muestra a continuacién, se observa la salida y en ella se

representan los cambios que debe dar la valvula como accion del control del proceso.
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File Edit WView
FIS Variables Membership function plots  Rlet points: 181

sustrato Flujo Mormal
I tiempo Alto I
| | output variable “Flujo™ M

Current “ariable Currert Memkbership Function (click on MF to select)

Mame Flujo Mame Alto

Type output Tvpe constant -

Params
Range @] 0.9
Dizsplay Range Help I Close I ‘

Figura 28. Variable de Salida (Flujo de Sustrato)

En igual forma en la Figura 29, se muestran las reglas utilizadas en el controlador

del sistema de control.

File Edit View Options

FIS Vaniables

1.1f (sustrato is media) and (tiempo is medlio] then (Fluiois Aka) (1) A
XX flu) 2. If (sustrato is aka) and (tiempo is ato) then (Flijois Poco) (1)
3. If (sustrato is biajo) and (tismpo is pequenc) then (Flujo is Normal) (1)

ﬁ Flujo 4.If (fizmno is pequeia) then (Fluja is Narmal) (1)

Figura 29. Reglas Difusas del Controlador tipo Sugeno
para Alimentacién de Sustrato
Por su parte, en la Figura 30 se muestra la superficie de accién de control.

Coutrdbucion de la ligica difuca en la produccin. ..

106



File Edit View Options

tiempo

e

Figura 30. Superficie de Accion de Control del Controlador tipo Sugeno
para Alimentacion de Sustrato

La Figura 31, muestra el diagrama del sistema de control implementado utilizando

el Simulink de MATLAB.

W bioreactorlC_model 2 *

File Edit View Simulation Format Tools Help

DSEH&S| B |cd ||y af [Nomal N BEREs REE®

Hold1 Fuzzy Legic Hold

bisreactor C_sfen

Controller

S-Function

Figura 31. Diagrama del Sistema de Control Difuso del Biorreactor.




Las figuras que se muestran a continuacion representan el comportamiento de las
variables en el sistema controlado, donde la m&xima concentracion de biomasa se logra en
un tiempo de 7 h con 0,164 x 107 log;pUfc/ml (Figura 32.a), la concentracién de etanol
experimenta su maximo valor de 2,50 g/l alrededor de las 4 horas hasta volverse 1,60 g/l a
las 7 h (Figura 32.b). La concentracion de sustrato al inicio de la corrida experiment6 un
valor elevado por el orden de los 3 g/l que se justifica debido a que el microorganismo
requiere de gran cantidad de nutrientes para lograr adaptarse al medio e iniciar su
crecimiento exponencial hasta agotarse y volverse 0 g/l a las 6 horas (Figura 32.c). La
concentracion de dioxido de carbono experimenta su méaximo valor de 0,0275 g/l alrededor
de las 3,5 h, hasta volverse constante a las 7 h en un valor cercano a los 0,015g/l (Figura
32.d). La concentracién de oxigeno se ubicé por el orden de los 7x10 = g/l y comienza
agotarse alrededor de las 4 h hasta alcanzar 0,1 x 10° g/l entre las 6 y 7 horas (Figura 32.e)
y el volumen méximo obtenido en el biorreactor es de aproximadamente 5,3 litros (Figura
32.1).

018 T T T T ! j

X [10? log,e (Ufc/ml)]

Figura 32.a. Concentracion de Biomasa (g/l) vs. Tiempo (h)
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Etanol (g/l)

t (h)

Figura 32.b. Concentracion de Etanol (g/l) vs. Tiempo (h)

Sustrato (g/l)

t(h)

Figura 32.c. Concentracion de Sustrato (g/l) vs. Tiempo (h)
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Didéxido de Carbono (a/l)

003

1003

t ()

Figura 32.d. Concentracion de Dioxido de Carbono (g/l) vs. Tiempo (h)

Oxigeno (g/l)

t ()

Figura 32.e. Concentracion de Oxigeno (g/l) vs. Tiempo (h)
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Volumen (1)

t ()

Figura 32.f. Volumen del Biorreactor (I) vs. Tiempo (h)

Finalmente puede observarse, que la estrategia de control propuesta demuestra que
es posible el disefié de un control difuso que produzca un flujo apropiado de sustrato (F) al
proceso, garantizando la generacion de biomasa con alta productividad para una levadura
cuyo proceso no ha sido estudiado a través de las herramientas de borrosidad.

Caracterizacién de la contribucion de la logica difusa en la produccion semicontinua

de levaduras del género Saccharomyces boulardii.

Para dar inicio a la caracterizacion es necesario verificar la correcta aplicacion de

los tres criterios que se plantean en la investigacion y que tienen la responsabilidad de
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evaluar el desempefio del sistema de produccion de levaduras del género Saccharomyces
boulardii:

En cuanto a la eficiencia, se disefio un controlador difuso orientado a obtener
adecuadamente las mejores condiciones de operacion, respecto a la produccion promedio
de biomasa por unidad de tiempo de produccion. En ese mismo sentido, la productividad
obtenida con el empleo de la estrategia difusa se ubica por el orden de 2,34 g/l por hora lo

que indica que el enfoque produce buenas respuestas.

Segun Gutiérrez 2014, p.20, eficacia es el grado en que se realizan las actividades
planificadas y se alcanzan los resultados planificados. En este estudio, se ha planteado una
produccion semicontinua eficaz de levaduras del género Saccharomyces boulardii. Ello se
ha logrado, caracterizando la infraestructura tecnolégica de un sistema de produccion de
levaduras del género Saccharomyces boulardii, determinando los parametros de
experimentacion para la produccion semicontinua, estableciendo un modelo no lineal para
la produccion semicontinua, y realizando experimentaciones a nivel de laboratorio. Ello

permitio demostrar la factibilidad de producir de forma econémica y confiable.

Efectividad: es la trascendencia de los objetivos planteados que deben ser
alcanzados. Los objetivos son trascendentes en cuanto su aporte al conocimiento universal,

al ambiente, a la soberania agroalimentaria y a la salud.

e Ayuda a mejorar la calidad de vida de los seres humanos, con un menor costo, en un
menor tiempo, sin desperdiciar recursos materiales.

e Proporciona una nueva ruta para el mejor aprovechamiento del lactosuero, a fin de
evitar ser desechado como efluente y de esta forma reducir su impacto al suelo, a la

flora y fauna acuatica.
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e Genera un valor agregado al lactosuero como sustrato para el cultivo de
Saccharomyces boulardii, proponiendo un mejor aprovechamiento de las proteinas,
vitaminas y azucares de este subproducto proveniente de la elaboracion del queso.

e Es una propuesta que contribuye indirectamente a la mejora la salud publica como
consecuencia de las implicaciones beneficiosas de los probidticos (Saccharomyces
boulardii) en enfermedades como la diarrea asociada con rotavirus en lactantes y

nifios, y la diarrea aguda por el uso de antibidticos en adultos.
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CAPITULO V

“Lo importante es no dejar de hacerse preguntas”
Albert Einstein

CONCLUSIONES

Luego de los resultados obtenidos en el desarrollo de la presente tesis doctoral se han

establecido las siguientes conclusiones:

El caracterizar la infraestructura tecnolégica para la produccion del microorganismo
Saccharomyces boulardii es la base que respalda la veracidad de la informacién y
permite aumentar la eficiencia operativa, la capacidad de respuesta, disminuir los
riesgos de fallas monitoreando la agilidad de adaptacion y desarrollo de la levadura
convirtiéndola, en un modelo ideal de reduccién a escala para un proceso a gran

escala.

En el proceso de experimentacion, el sustrato demostré ser un medio nutritivo y
econdmico que favorece la produccion de biomasa de Saccharomyces boulardii al
poseer fuentes de carbono, nitrégeno, vitaminas y micronutrientes (minerales). En
lo que respecta al arreglo de tratamientos Hipercubo Latino utilizado, éste
representd una excelente estrategia de disefio, debido a que permitié detectar los
efectos asociados o cambios significativos en las respectivas respuestas tecnologicas
medidas, que influyen en el metabolismo de los microorganismos y que actdan en
su capacidad de generar y sintetizar nuevas células. En ese mismo sentido, fue
posible ajustar modelos lineales aditivos de alto orden, con excelente bondad de
ajuste, para el proceso de produccién semicontinua de levaduras del género
Saccharomyces boulardii. En este proposito, los modelos ajustados y la
metodologia de optimizacion via simulacion permitieron localizar (pronosticar)
condiciones operativas Optimas para el proceso de produccién, indicando que con
una mezcla de 14,59 % de lactosuero enriquecido con fructosa, manteniendo la
temperatura en el biorreactor en 39,98°C y garantizando una velocidad de agitacion
205,74 rpm es posible obtener una cantidad de biomasa de 10,72 logigUfc/ml; con la

ubicacién de los sélidos totales en 10,42 °Brix; con un potencial oxido reduccion de
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102,74; con un tiempo de latencia bajo de 1,22 h y un tiempo méxima biomasa de 3,96

horas.

Se demostré a través de la simulacion que el controlador disefiado cumple con los
requerimientos del proceso bajo la estrategia de control propuesta, orientada a
obtener adecuadamente las mejores condiciones de operacion, en cuanto a
produccion promedio de biomasa por unidad de tiempo. Durante el lapso de control
de 7 horas, el controlador disefiado produjo una mejor respuesta para el crecimiento
microbiano de 16,4 logigUfc/ml. Entre la 0 y 1 hora trabajo dentro de un intervalo
aceptable para la fase de latencia, la cual juega un papel importante durante el
proceso de sintesis de las enzimas necesarias para la actividad metabdlica,
permitiendo de esta forma su multiplicacién en la fase exponencial haciendo uso de

los nutrientes que le provee el sustrato.

En lo que respecta a la produccion semicontinua eficaz de levaduras del género
Saccharomyces boulardii, ello se ha logrado, caracterizando la infraestructura
tecnoldgica de un sistema de produccion de levaduras del género Saccharomyces
boulardii, determinando los pardmetros de experimentacion para la produccion
semicontinua, estableciendo un modelo no lineal para la produccion semicontinua, y
realizando experimentaciones a nivel de laboratorio. Ello permitié demostrar la
factibilidad de producir de forma econdmica y confiable.

De igual manera, el empleo de la estrategia difusa hizo posible obtener una
productividad de 2,34 g/l por hora, lo que indica que el enfoque produce buenas
respuestas.

Asimismo, la efectividad medida como la trascendencia o impacto se evidencia en
su aporte al conocimiento universal, al ambiente, a la soberania agroalimentaria y a
la salud, al ayudar a mejorar la calidad de vida de los seres humanos, con un menor
costo, en un menor tiempo, sin desperdiciar recursos materiales. Proporciona una

nueva ruta para el mejor aprovechamiento del lactosuero, a fin de evitar ser
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desechado como efluente y de esta forma reducir su impacto al suelo, a la flora y
fauna acuatica. Genera un valor agregado al lactosuero como sustrato para el cultivo
de Saccharomyces boulardii, proponiendo un mejor aprovechamiento de las
proteinas, vitaminas y azucares de este subproducto proveniente de la elaboracion
del queso.

Es una propuesta que contribuye indirectamente a la mejora la salud publica como
consecuencia de las implicaciones beneficiosas de los probidticos (Saccharomyces
boulardii) en enfermedades la diarrea asociada con rotavirus en lactantes y nifios, y

la diarrea aguda por el uso de antibidticos en adultos.
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RECOMENDACIONES

Para futuros trabajos de investigacion en el area de control automatico de
bioprocesos y desarrollar otras investigaciones o innovaciones en el cultivo semicontinuo

de microorganismos, se proponen las siguientes recomendaciones:

e Aplicar y desarrollar otras técnicas avanzadas de control, tales como control
adaptativo, control predictivo y control neurodifuso, para automatizar y optimizar

procesos de cultivo de levaduras.

e Ajustar modelos lineales aditivos de alto orden y utilizarlos en la optimizacién via
simulacion, en el pronostico de las condiciones operativas para la produccion de

levaduras del género Saccharomyces boulardii.
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PLAN DE LA CALIDAD PARA LA
PRODUCCION DE BIOMASA DE

Saccharomyces boulardii.
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BREVE DESCRIPCION DEL PROCESO:

Las enfermedades diarreicas son la principal causa de defuncion de nifias y nifios
menores de un afio en América Latina (Dupont, 1996; Bass, 1996; Velasquez, 1981;
Marcano, 1994; Gonzales y Romero, 2002, Camaripano, 2007). Durante los primeros seis
afios de vida los nifios son muy vulnerables a diferentes tipos de enfermedades, la diarrea es
una de las méas frecuentes de ellas (Velasquez, 1981), es por ello que los cultivos
probidticos, como es el caso de la Saccharomyces boulardii inhiben el crecimiento de
bacterias patégenas y mejoran los mecanismos de defensa del tracto gastrointestinal
(Rodriguez et al., 2008).

Asimismo, se centrard la atencion en el crecimiento de levaduras del género
Saccharomyces boulardii, porque requieren sélo soluciones simples de nutrientes, pueden
crecer a grandes velocidades, y son de gran utilidad, debido a que es una levadura
probidtica con propiedades bioterapéuticas comprobadas, beneficiosa para la salud humana
cuando se ingieren en concentraciones adecuadas (McFarland et al., 1993; Ortiz et al.,
2008). La misma actia como una flora temporal que protege el sistema intestinal y lo

mantiene en buen funcionamiento.

Sobre la base de lo anterior y considerando las grandes ventajas que ofrece este tipo
de microorganismo resulta de gran utilidad la elaboracion de un documento a través del que
se detalle como debe ser el proceso que garantice la calidad de la levadura Saccharomyces
boulardii, asi como los recursos que seran necesarios o0 quienes seran los encargados de

aplicar el plan.

En este propdsito a continuacion se detallan los materiales y equipos necesarios

para el proceso de produccion de la levadura del género Saccharomyces boulardii:
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Materiales de vidrio
eFiola de 250ml y 1000 ml, 200ml.
e Beaker de 250ml, 1000 ml.
e Tubos de prueba de 15x 150mm.
e Termometros de vidrio.
e Embudos.
e Pipetas de 1ml, 25ml.
¢ Celdas de vidrio para el Espectronic 20 D.
e Cilindros graduado 10ml, 50ml, 250ml.
e Frascos para diluyentes con capacidad de 350 ml.
e Matraz de 250 ml, 500 ml y 1000ml.
e Placas de Petri (100 x 15 mm).
e Bureta de 50 ml y precision 0.1 ml.
e Varillas de vidrio.
¢ VVasos de precipitado.
e Recipiente del biorreactor.

Equipos
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e Autoclave.
e Balanza digital de capacidad 150gr méximo, con sensibilidad 0,1gr.
e Balanza digital de capacidad 350gr maximo, con sensibilidad 0,1gr.
« Bafio de agua para templar y mantener el medio fundido a 40- 100°C.
e Biorreactor.
e Campana de siembra de flujo laminar.
e Centrifuga.
e Contador de colonias digital y manual.
» Estufa de incubacion 35 — 37 'C.
e Microscopio.
e Nevera.
ePlancha de Calentamiento.
¢ Pro pipetas de 1-10ml.
e pH metro
¢ Refractometro.
Medios de Cultivo.
e Agar POTATO DEXTROSA.

Otros:
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e Ampicilina

e Vitamina B12

¢ Agua destilada.

¢ Agua Peptonada

¢ Alcohol 70% y propanol.
¢ Algodon.

¢ Aerosol anti bacterias.
¢ Bata de laboratorio.

e Cinta adhesiva.

e Envoplas.

e Fosforos.

e Gorro quirurgico.

e Guantes quirdrgicos

o Gradilla.

e Magnetos

e Mecheros.

¢ Micro goteros.

e Morteros.
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e Papel aluminio.

e Pizetas.

e Plancha eléctrica.
e Porta placas.

¢ Porta pipetas.

e Soportes universal.
e Tapa boca.

e Tijeras.

FORMATO (FPSM-025) DE PROCEDIMIENTO PARA SIEMBRA DE
MICROORGANISMOS (LEVADURAS)

METODOLOGIA

El estudio se realiz6 con la utilizacion de un biorreactor modelo New Brunswick Scientific
Co. INC, con capacidad de 2 litros, el cual consta de un suministro de aire (Cfm), agitacion

(Rpm) y sensor de temperatura (°C).

Los materiales bioldgicos, vegetales, reactivos y aditivos se acondicionaron de acuerdo a
las concentraciones de fructosa para cada corrida y se agregaron en el recipiente del
biorreactor para la produccién de biomasa, donde se proporcionaron las condiciones
optimas de crecimiento de la Saccharomyces boulardii. Se utilizaron las técnicas del
laboratorio de microbiologia de la UNELLEZ — SAN CARLOS, y lo establecido en las
normas COVENIN 1337-90. Se procedio a preparar los medios de cultivo necesario para la

siembra en las placas de la levadura en estudio Saccharomyces boulardii.
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e Preparacion de Agar.
El Agar utilizado para la siembra fue el Agar potato dextrosa, el cual es un medio utilizado
solo para el crecimiento de levaduras y moho; dicho medio cuenta con especificaciones de
preparacion de la casa comercial donde se indica que se deben agregar 39 gr de Agar por

cada 1000 ml de agua para su preparacion.

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, se preparo la cantidad de Agar a utilizar para
cada proceso, tomando en cuenta que se necesitaban 144 placas de Petri a las que se les
adiciono 15 ml de Agar diluido para cada una, por lo que se necesito un volumen total de
Agar (2160). Por lo tanto se calcularon los gramos de Agar a utilizar de la siguiente forma:
39 gr de Agar — 1000 ml
X <+——— 2160 ml

x= 86,3gr de Agar

Una vez pesado el agar se diluyo en el volumen de agua necesaria, utilizando dos fiolas de
2000 ml, inmediatamente se procedié a su calentamiento con la ayuda de un mechero
Bunsen agitando frecuentemente hasta obtener una apariencia cristalina de la misma.

Después de dicha preparacion se envasaron en frasco de vidrio con tapas, cada uno con
100 ml, utilizando 21 frascos, los que fueron esterilizados en el autoclave a 121°Cy 15 Ib
de presion, por 15 minutos. Luego de terminar dicho proceso el medio se enfria hasta una
temperatura aproximada de 45 — 50° C, con el fin de agregar 10 gotas de acido tartarico por
cada 100 ml de agar, debido a que se debe acondicionar el medio de cultivo para la
determinacion de la levadura a un pH de 3.5 — 4.0 ya que el mismo que es utilizado del
cultivo de levadura y moho. Luego de acondicionar y homogenizar cuidadosamente se

verso acéticamente el mismo en las placas de Petri.
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e Preparacion del agua peptonada.
Para la preparacion de este medio se utilizo una concentracion de 0.1 % (0.1 gr / 100 ml)
de acuerdo a lo establecido en la norma COVENIN 1337 — 90.

Para cada proceso se requiere prepara el agua peptonada necesaria para un total de 36
frascos de vidrio con tapas con 90 ml para los 36 frascos y otro 12 frascos de vidrio con
tapas con 180 ml para cada uno. Lo que indica que se necesitdé (5400 ml) para esto se

realizaron lo caculos de la siguiente forma:

Frasco con 90 mi
0,1 peptonas — 100 ml
X <«— 2160ml

X=22q0r
De esta manera el mismo célculo para de frasco de 180 ml.

Una vez pesada la cantidad de peptona a utilizar y medido el volumen de agua necesaria se
disolvié la misma en un dos fiolas de 2000 de ml una que corresponde a los frasco de 90 ml
y otra para los de 180 y se agregd en los frascos de vidrio con tapas en la cantidad

correspondiente para su posterior esterilizacion.

e Preparacion del sustrato (lactosuero)

El lactosuero para la produccion de biomasa de Saccharomyces boulardii fue envasado en
frascos de 250 ml con tapas, posteriormente se esterilizo a 121 ° C por 15 min a 15 Ib de
presién. Por dltimo se adicion6 (300mg /1500It), 1 gr de ampicilina, 1 gr de vitamina B12,

1 gr vitamina A y 256 gr d fructosa al 25 %.
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Se prepararon diluciones de diferentes concentraciones de fructosa (15, 25, 35 %) con el

objetivo de darle respuesta a la investigacion.

e Preparacion del Inoculo (Pie de cubo)

Consiste en el acondicionamiento de la levadura para luego ser agregada al biorreactor, con
el fin de activar las células de las mismas, adaptandolas a las condiciones del sustrato se
inoculo a través del cultivo puro de (Saccharomyces boulardii) en 250 ml del sustrato
(suero de leche previamente esterilizado), se incub6 por 30 min, y una vez activada se
agrego al biorreactor bajo las siguientes condiciones 200Rpm, temperatura de 30 ° C,
aireacion de 2 pie® Luego se procedié de la siguiente manera:

e Setomo 250 ml del total del sustrato en una fiola.
e Seagrego los 8 gr de levadura al sustrato (suero de leche)

e Se tapo la boca de la fiola con algodon, para asi filtrar el aire que penetra en la
botella, tomando en cuenta que la levadura requiere de la presencia de oxigeno

para activarse.

e Por ultimo, se dejé reposar a una temperatura de 30° C y se observd
constantemente hasta que se forme una cantidad suficiente de burbujas; esto
indica que la levadura se ha activado lo suficiente y que esta en capacidad de

actuar sobre el sustrato.
Proceso biotecnoldgico (fermentacidén semicontinua)
e Preparado los medios de cultivo y la concentracion de lactosuero debidamente

esterilizado, y todo el material de vidrio a utilizar se da inicio al proceso de

fermentacion, en los siguientes pasos:



/
o Agregar el sustrato al recipiente de vidrio estéril del biorreactor, separando 1500 ml

del volumen total del sustrato para la preparacion del inoculo.

e Se enciende del equipo, con el fin de estabilizar la temperatura (valor experimental),
pH (4.5 a 5), agitacion (valor experimental) y aireacion (2 pie */min) 6ptimos para

el crecimiento y desarrollo de la levadura (Saccharomyces boulardii).

e Una vez activada la levadura y estabilizada las condiciones del biorreactor, se

incorpora el inoculo al sustrato.

e Aliniciarse el proceso se miden los °Brix de inicio y se procede a la toma de las
muestras, las cuales son realizadas en intervalos de tiempo de 1 hora, desde la hora
de inicio (ho) hasta la hora final (hi2). Esta toma de muestra consiste en extraer 20
ml del sustrato lactosuero inoculado con una pipeta estéril y agregarlo en un frasco
con 180 ml de agua peptonada y de esta manera se obtiene la dilucién 10 * se
homogeniza. Posteriormente se preparé la dilucién 10 tomando 1 ml de la
dilucion anterior para afiadirlo en un frasco con 90 ml de agua peptonada
previamente preparada y esterilizada. De igual manera se contintan preparando las

diluciones 10® 10 .

e Después de preparar todas las diluciones por triplicado se comienza con la siembra
en placas de Petri, la misma se realiz6 en superficie y consistio en agregar 0.1 ml
de la dilucién correspondiente y con una varilla angular de vidrio estéril, se

distribuye uniformemente el inoculo sobre la superficie del

e agar. La siembra se realizd en el siguiente orden: 10 " 10°, 10° 10 * y por

triplicado.

¢ Finalmente se incuban las placas en una estufa de incubacion a 30° C por 5 dias.
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Recuento en Placas

Es una técnica utilizada para estimar las unidades formadoras de colonias (ufc) presentes en
una muestra. El recuentro se realizé con la ayuda de un contador de colonia digital. Las
unidades formadoras de colonia presente en la muestra se determinan mediante la

aplicacion de la siguiente formula:

Ufc=N°C* 1..*10
Dilc
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DIAGRAMA DEL SISTEMA

En la investigacion a desarrollar solo se realizard el plan de calidad para el proceso
experimental de produccion de Saccharomyces boulardii (produccién en laboratorio), de

manera que la I6gica difusa sera la forma de validacion de los resultados.
Entradas
Materia Prima: Sustrato, Microorganismos, vitaminas, minerales.

Mano de Obra: Jefe del Laboratorio de Biotecnologia, Técnico en Instrumentacion, Técnico

en Microbiologia, Coordinador de Calidad, Ayudante.
Recursos

Materiales y Equipos: Material de vidrieria, placas de Petri, buretas, biorreactor, medidores
de pH, temperatura, rpm, contadores de placas, cadmaras de sembrado, neveras,

microscopios, balanzas, autoclave.
Proceso

Produccion de Saccharomyces boulardii.
Salida

Biomasa de Saccharomyces boulardii (masa humeda) y desperdicios.



Salidas
Entradas

Proceso

Figura 2. Diagrama del Sistema para la Produccién de Saccharomyces boulardii
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Proceso 1
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Figura 3. Diagrama tipo Esquema del Sistema para la Produccion de

Saccharomyces boulardii
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GLOSARIO DE TERMINOS

Biomasa: f. Biol. Materia total de los seres que viven en un lugar determinado, expresada
en peso por unidad de area o de volumen.

Biorreactor: recipiente o sistema que mantiene un ambiente biolégicamente activo. En
algunos casos, un biorreactor es un recipiente en el que se lleva a cabo un proceso quimico
que involucra organismos o sustancias bioquimicamente activas derivadas de dichos
organismos.

Cultivo semicontinuo: corresponde a un modo intermedio entre el cultivo por lote y
contindo; frecuentemente se utiliza debido a sus posibilidades mejoradas de control.
Grados Brix: representa la densidad de la solucion como porcentaje del peso. En el caso
de las frutas y verduras que contienen solidos disueltos otros a la sacarosa los BRIX
representaran el porcentaje de estos en la solucion.

Lactosuero: sustancia liquida obtenida por separacion del coagulo de leche en la
elaboracion de queso.

Levadura: es un nombre genérico que agrupa a una variedad de células; entre ellas,
diversos hongos microscopicos unicelulares que son importantes por su capacidad para
realizar la descomposicion mediante fermentacién de diversos cuerpos organicos,
principalmente los azlcares o hidratos de carbono, produciendo distintas sustancias.
Probidtico: son microorganismos vivos que, ingeridos en cantidades adecuadas, resultan
beneficiosos para la salud o la fisiologia humana, pues a medida que recorre el tracto
gastrointestinal, la levadura genera efectos farmacodinamicos semejantes a los fisiolégicos
de la flora intestinal normalmente equilibrada.

Saccharomyces boulardii: es una cepa de levadura tropical aislada por primera vez de las
frutas del lichi y del mangostan en 1923 por el cientifico francés Henri Boulard. La misma
ha probado ayudar a mantener y restaurar la flora intestinal natural en el intestino grueso y

delgado y se le clasifica como probidtico.
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LISTA DE FORMULARIOS CODIFICADOS

FPC: Formato del Plan de Calidad

CSP: Procedimiento del Sistema de Calidad

MCP: Manual de Contratacion del Personal

FMP: Formato de recepcion de materia prima

PMPS: Plan de Mantenimiento preventivo de Seguridad

PB2: Plan de Bioseguridad en Laboratorios Nivel 2

NI: Norma Interna de Limpieza

FPSM: Formato de Procedimiento para Siembra de Microorganismos (levaduras)
FDP: Formato de Distribucion del Personal

FRM: Formato de Recuento de Microorganismos

FR: Formato de Requisitos

PNO: Procedimiento Normal de Operacion

FEPL: Formato de Evaluacion de los Proveedores del Laboratorio
FCI: Formato de Control de inventario

FIT: Formato de Instrucciones de Trabajo

FRP: Formato de Registro de Producto

PMPEL.: Plan de Mantenimiento Preventivo de Equipos del Laboratorio
AS: Aseguramiento de la Calidad

FAG: Formato de Analisis de Graficos

NIE: Norma Interna de Envasado

OPRH: Oficina de Personal y Recursos Humanos

UL: Unidad de Laboratorio

CM: Control de Materiales

B10: Biotecnologia

LB: Laboratorio de Biotecnologia

UC: Unidad de Compras
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Alcance del Plan de la Calidad para la Produccién de Biomasa de

Saccharomyces boulardii.

Este plan se aplica a los procesos relacionados con la produccion de biomasa de
Saccharomyces boulardii utilizando lactosuero como sustrato. Este proceso forma parte del
sistema de gestion de la calidad necesario para garantizar una flora intestinal estable y bien
equilibrada, en lactantes y nifios que presentan diarreas asociadas con rotavirus, adultos con

diarrea aguda por el uso de antibi6ticos (garantizar satisfaccion del cliente).
Politica de la Calidad
Misién

Ofrecer un producto de excelente calidad que satisfaga las expectativas de nuestros clientes
a fin de convertirnos en referencia de ambito nacional e internacional aplicando en todas

nuestras acciones la filosofia de mejora continua.

Contribuir con la preservacion del medio ambiente a través de la utilizacion de materia

prima proveniente de la manufactura del queso (lactosuero).
Vision

Liderar el area de la salud, siendo un referente de confianza para la sociedad, la comunidad
cientifica y las instituciones publicas y privadas a nivel nacional e internacional como
consecuencia de las implicaciones beneficiosas de la produccion de biomasa de
Saccharomyces boulardii, en enfermedades altamente prevalentes, como: la diarrea
asociada con rotavirus en lactantes y nifios, diarrea aguda por el uso de antibidticos en
adultos, garantizando una flora intestinal estable y bien equilibrada que evite la

colonizacion y el sobredesarrollo de microorganismos patogenos.
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Contribuir de manera significativa a la generacion de nuevos conocimientos en el area de

medio ambiente evitando desechar el lactosuero (sustrato) como efluente y reduciendo asi

su impacto al suelo, a la flora y fauna acuatica.

Objetivos de la Calidad

v Promocionar la importancia que desde el punto de vista de la salud tiene la

produccion de biomasa de Saccharomyces boulardii.
v Impulsar la mejora continua en busca de la excelencia.

v Desarrollar un sistema de calidad que fomente la utilizacion adecuada de los
recursos (lactosuero) a fin de incrementar la productividad de la biomasa de

Saccharomyces boulardii.
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Producto/Linea de Producto: Originado por:
Biomasa de Saccharomyces Ina. Llelvsmar
FPC-001 boulardii g'Cresgo Aprobado por: Rev: 01 08/12/2012
Actividad Descripcion Documento/ |- 4 ./ Dpto.
Procedimiento
Este plan se aplica a los procesos relacionados con la produccion de biomasa
Alcance A
de Saccharomyces boulardii utilizando lactosuero como sustrato.
Produccion de biomasa en un tiempo menor a 15 horas.
Obijetivos de la Calidad Rendimientos mayores al 90 %. varios
Entregas a tiempo: una semana antes del inicio de cada semestre.
Es responsabilidad del Coordinador de Calidad:
* Elaborar, actualizar, distribuir y controlar el presente procedimiento.
* Elaborar, distribuir, controlar y actualizar los planes de calidad. CSP-010
Responsabilidades de la * Verificar el cumplimiento de los lineamientos indicados en el plan de OPRH
direccion calidad. MCP-020
Es responsabilidad del Jefe del Laboratorio de Biotecnologia: UL
» Cumplir con todo lo especificado en el plan de calidad.
« Participar en la elaboracion del plan de calidad.
El jefe de la unidad de laboratorio LITA sera el encargado de la recepcion de
la materia prima (lactosuero y cepa de Saccharomyces boulardii) y de FMP-010
distribuirla al area involucrada (laboratorio de biotecnologia), el jefe del
laboratorio de biotecnologia sera el encargado de realizar preparacion de la FDP-010
Documentacion materia prima y velara por la aprobacion del documento para poder autorizar CSP-020
el proceso de produccién de la biomasa. El instrumentista se encargara de
: : L. O UL
registrar las variables quimicas (pH, aireacion, entre otras) durante el Norma
proceso tecnoldgico, el microbidlogo se encargara de realizar las siembras | COVENIN

para cuantificar el crecimiento del microorganismo, el ayudante llevara el
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control de estos documentos en una carpeta disponible en el laboratorio de
biotecnologia.

En el laboratorio se deben disponer de documentos como el de
procedimientos normalizados de trabajo (PNT), los mismos contienen las
instrucciones detalladas para la realizacion de un analisis microbiolédgico o
procedimiento técnico.

Registros

En los requerimientos los comentarios realizados por las areas técnicas
involucradas deberan estar registrados dentro del espacio establecido para
ello en el formato. Las corridas o ensayos deberan ser registrados en su
formato respectivo, él debe contener la cantidad de unidades formadoras de
colonia por hora y los grados Brix, ademas el requisito en fisico firmado se
archivara en carpetas previamente identificadas. El requisito en fisico debera
ser digitalizado y almacenado en una carpeta aparte en la unidad de
laboratorio LITA. El laboratorio debe estar equipado con todo lo necesario
en materia de seguridad de las instalaciones (extincion de incendios,
sefializacion, proteccion, etc.). Se debe definir un plan especifico de
mantenimiento preventivo de los equipos de seguridad y mantener registros
fisicos de su cumplimiento.

CSP-025

PMPS-010

FRM-008

AS

Recursos

Se requiere que los materiales utilizados para el recuento de los
microorganismos cumplan con lo establecido en la norma COVENIN
3123:1994 y la 1SO-4833, lo que implica que los equipos que intervienen en
la preparacion de las muestras se rigen por la norma COVENIN 1126

NORMAS
COVENIN
3123:1994,
1126, 1SO-
4833.

UL

Se requiere que todo el personal haya completado con éxito la formacion
sobre normas de bioseguridad en un laboratorio nivel 2 y que anualmente
asista a congresos, reuniones, Cursos O SImMpOSiOS que proporcionen
actualizacion cientifica y técnica.

PB2-020

OPRH

Se requieren equipos para siembra (camara de sembrado) y contaje de
microorganismos (Contador de Placas), asi como equipos de medicion de
variables quimicas (pH, grados Brix, aireacion, entre otros) y un ambiente de
trabajo aséptico, se deben cumplir con normas de esterilizacion y limpieza

NI-006

Normas
COVENIN

UL
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del laboratorio 1126.
Es requisito del plan cumplir con :
¢ Rendimientos mayores al 90 %.
e Entregas a tiempo: una semana antes del inicio de cada semestre.
e Con las normas de bioseguridad en un laboratorio nivel 2, teniendo PB2-020
en cuenta especialmente el carécter potencialmente infeccioso de las
Revision de muestras y de los reactivos empleados, sino se manipulan con | NORMAS
requisitos/Especificaciones precaucion. COVENIN AS
del Cliente Es requisito del plan manejar las normas COVENIN de Siembra y Recuento | 3123:1994,
de Microorganismos. 1126, ISO-
Por otra parte existe un formato (FR-011) para los requisitos especificos del 4833.
producto (biomasa), el cual contiene aspectos que deben ser detallados por el
solicitante: Fecha de la solicitud, fecha probable de entrega y prioridad, FR-011
unidad solicitante, cantidad requerida, destino final del producto.
La comunicacion con el cliente se realiza de dos formas con la visita al sitio
(otras unidades de laboratorio) por parte del Jefe del laboratorio de
L . biotecnologia o empleando el formato FCC-012, donde se plasman las | FCC-012
Comunicacién con el cliente . . . LB
observaciones con respecto al producto (calidad, tiempo de entrega,
atencion, entre otras), las mismas son digitalizadas y archivadas en carpetas
para ser discutidas en reuniones mensuales.
El plan debe tener en cuenta las especificaciones del biorreactor como son:
la temperatura (30° C), pH (4.5 a 5), agitacion (200 rpm) y aireacion (2 pie * FPSM-025
/min), a fin de garantizar el crecimiento y desarrollo éptimo de la
Saccharomyces boulardii.
Disefio y desarrollo El plan debe garantizar la esterilizacién del lactosuero a 121 ° C por 15 min PNO-025 LB
y a 15 Ib de presion.
Para el Recuento del microorganismo se incuban las placas en una estufa de |  ~ovENIN
incubacion a 30° C por 5 dias. 3123:1994
Compras El plan contempla la evaluacion a sus proveedores (formato FEPL-100) | FEPL-100 ucC
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teniendo en cuenta el cumplimiento de los requisitos técnicos establecidos,
plazos de entrega adecuados, garantia de calidad o rapidez de respuesta a
ante problemas puntuales. Los proveedores aprobados se reevaluaran
periddicamente para asegurar que mantienen la calidad de sus servicios.

Por otra parte, el plan recoge la obligatoriedad de definir un sistema para el
control de inventario de recursos y materia prima (agar para la siembra,
reactivos, entre otros) necesarios para lograr la produccion de Sccharomyces
boulardii (FCI-150).

FCI-150

Produccioén

La organizacion planificara y llevara a cabo la producciéon de biomasa de
Saccharomyces boulardii bajo condiciones controladas. Las condiciones
controladas deben incluir: el uso y mantenimiento apropiado de birreactor,
camaras de sembrado, autoclave, microscopios, entre otros.,, la
disponibilidad de instrucciones de trabajo (formato FIT-020), normas de
bioseguridad.

PNO-400

FIT-020

P020

UL

Identificacion y trazabilidad

Para mantener la trazabilidad se establecera un sistema de identificacion de
la materia prima, los recursos, entre otros, para ello se llevara un registro
(formato FRP), donde se anotara el proveedor, producto y la fecha de
entrada, lo que permitiria determinar los datos mas relevantes de la
fabricacion del producto, las posibles incidencias en la fabricacion, estancia
en el laboratorio de un lote determinado de producto, etc., asi mismo se
levantara la informacidn referente a los equipos birreactor, microscopios,
neveras, autoclave, etc.

FRP-100

PNO-500
(PMPEL)

UL

CM

Propiedad del cliente

Las especificaciones del cliente y los métodos de estandarizacion
(ensayo/prueba) seran procesados y protegidos a través del sistema formal de
especificacion para conservar su integridad y asegurar la confidencialidad de
la informacion ahi contenida

PNO-550

BIO

Almacenamiento y
Manipulacion

Los materiales comprados serdn almacenados en estantes bajo la
responsabilidad del Jefe de la Unidad de Laboratorio.

La biomasa obtenida para el cliente en masa himeda se refrigera y transporta
en envases de plastico (norma interna de envasado), a fin de prevenir el
dafio, deterioro o contaminacion del producto.

PNO- 490

NIE-028

CM
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Productos no conformes

Se contempla que el producto no conforme se eliminara en el autoclave por
ser un producto de procedencia bioldgica.

PNO-410

AS
BIO

Seguimiento y medicién

Se realizara un monitoreo de los grados Brix cada 5 min y una siembra para
observar el crecimiento de Saccharomyces boulardii cada hora y se llevara
un registro (formato FRM), a fin de analizar los resultados o informacion del
proceso Y registrar en graficos.

FRM-008

FAG-100

Se realiza seguimiento a la satisfaccion del cliente segun lo establecido en el
formato del PNO para tratamiento de reclamos y sugerencias que provengan
del cliente.

PNO - 460

AS

Equipo de inspeccion y
ensayo / prueba

El laboratorio cuenta con equipos de medicion Yy ensayo/prueba
(microscopios, termocupla, cdmaras de sembrado, entre otros) para cubrir el
alcance de sus actividades de desarrollo, produccion, y control. Toda la
calibracion requerida se efectta internamente o por el fabricante del equipo

PNO-470

AS

Auditoria

Se realizara una auditoria interna una vez al afio que contemplara la revision
de manuales, procedimientos, normas de bioseguridad, registros, entre otros.
Los registros de las auditorias se utilizaran para proporcionar evidencia de
verificacion, de accién preventiva y de accion correctiva logrando asi, dar
confianza a la direccion y a los clientes. Ademas las instalaciones pueden
recibir auditorias del cliente y las reglamentarias.

PNO-450

AS
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