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RESUM

1. RESUM

Aquest treball té la finalitat de millorar I'estat de produccié dels productors de cacau a Sant
Carlos, un poble d’Equador. Actualment, els productors pateixen les fluctuacions de preu
derivades de les dinamiques del mercat. Ates que I'etapa de fermentacio, que es du a terme en
origen, és clau per establir els preus de venda, el present treball desenvolupa un model del
procés de fermentacié del cacau amb I'objectiu de proposar millores a nivell de disseny del
procés i condicions d’operacié per tal de millorar-ne la productivitat i, per tant, augmentar la
capacitat de negociacid dels productors enfront els intermediaris. Es pretén que aquestes

millores siguin aplicables en origen, donada la limitacié de recursos.
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2. PARAULES CLAU
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4. INTRODUCCIO

L'experiencia de tastar un producte mundialment conegut com a xocolata sol ser agradable
degut a la dolcor del producte. La xocolata destaca per la seva diversitat de sabors, i
combinacions, abastant tot tipus de gustos i preferéncies personals. Tots aquests productes

comparteixen un mateix ingredient: el gra de cacau.

Gracies al creixement de la industria de la xocolata, la popularitat i la demanda del cacau cada
cop és major (Figura 1), estenent la seva utilitzacio en diversos sectors com el de la cosmética,
on s’utilitza en cremes hidratants i mascares facials. Pero el gra de cacau no només és clau per
I’elaboracié de productes de consum a nivell global, sind que també és una font de vida per als

productors en origen.
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Figura 1.- Evolucio de la produccio del gra de cacau al mén, del
1961 al 2018 (Antolinez Sandoval et al., 2020)

4.1 EL CACAU

El cacau pertany a la familia Sterculioideae i al génere Theobroma, el qual conté 22 especies
(Antolinez Sandoval et al., 2020). D'aquestes, el Theobroma cacao L., conegut com l'arbre de
cacau, és I'especie més destacada degut al valor economic de les seves llavors. Una curiositat
destacable és que el nom Theobroma cacao L. va ser atorgat pel botanic Carlos Linneo, formulant
un joc de paraules gregues a partir de l'origen del cacau. | és que el seu consum es remonta a la
cultura dels Olmeques (Motamayor et al., 2002; Rangel-Fajardo et al., 2012). Antigament es
consumien aquestes llavors en forma de beguda, generalment composta per les llavors, aigua i

xili. No obstant aix0, el seu consum no era habitual ja que es creia que la baina de cacau era un
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fruit divi i, per aguest motiu, aquesta beguda era reservada per a festes o esdeveniments
importants. Amb el pas del temps, la cultura del cacau es va expandir a les civilitzacions Maia i
Asteca. Amb tot aix0, el botanic Carlos Linneo va desenvolupar el joc de paraules format pels
termes "theo" (que significa Déu), "broma" (que significa aliment), i "cacao",que es deriva de les

llenglies Olmeca i Maia (“Kakaw”) (Motamayor et al., 2008; Rangel-Fajardo et al., 2012).

Aguest és un arbre perenne natiu de les regions tropicals humides d'America. Solen créixer entre
8 i 15 metres d’altura (Lima et al., 2011) , tot i que poden arribar als 25 metres (Antolinez
Sandoval et al., 2020). No obstant aix0, en condicions de cultiu intensiu aquesta es pot limitar
entre 2.5 i 3 metres mitjangant la poda (Lima et al., 2011) per millorar-ne el control fitosanitari
(per prevenir, combatre i eliminar plagues). L'arbre de cacau inicia el seu cicle de floracid i
fructificacié entre els 3 i 4 anys després de la seva sembra, arribant a la seva collita maxima entre
els 6 i 7 anys de vida (Cacao, no date). Produeix fruits de manera continua al llarg de tot I'any,
generant entre 15 i 20 baines anualment. Aquestes baines presenten una varietat de formes,
polimorfes amb formes esfériques o coniques, que mesuren entre 10 i 20 cm de longitud i 7 cm

d'amplada amb un pes que oscil-la entre els 200 i els 1000 g (Cacao, no date).

L'arbre de cacau es va desenvolupar de manera independent al nord i al sud d'America,
evolucionant com a dues subespecies diferents, Theobroma cacao subspecies cacao i
Theobroma cacao subspecies sphaerocarpum (Motamayor et al., 2002, 2008; Valencia Carrefio
et al., 2022), conegudes com a les varietats Crioll i Foraster, respectivament. Més endavant, va
apareixer de forma natural una espécie hibrida entre el Crioll i el Foraster, anomenada Trinitari.
Es creu que la seva primera aparicio va ser a l'illa Trinitat, on, degut a un huraca, gran part de la
plantacio de I'espécie Crioll va ser arrasada i la seva replantacié va originar aquesta nova espécie
(Rangel-Fajardo et al., 2012; Herrera-Garcia, Aragén-Obando and Aguilar-Bustamante, 2018).
Malgrat les diferéncies morfologiques i genotipiques entre les espécies de cacau, el sistema de

classificacié d’aquest es basa en els atributs del sabor de les seves llavors (Lima et al., 2011).

4.1.1 VARIETATS DE CACAU

La varietat Crioll (Figura 2) presenta una baixa robustesa i productivitat. La seva predisposicié a
malalties, insectes i estrés en limita la seva preséncia en els cultius en comparacié amb altres
varietats. Els seus fruits, allargats i acabats en punta, adquireixen un color vermell o groc un cop

madurs, amb uns profunds solcs que presenten una superficie rugosa. Les seves llavors
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presenten una forma arrodonida de color blanc o morat molt clar (Bhattacharjee and Akoroda,

2018; Herrera-Garcia, Aragon-Obando and Aguilar-Bustamante, 2018).

Figura 2.- Varietat Crioll

La varietat Foraster (Figura 3) presenta una robustesa i rendiment més alts respecte a I'espécie
Crioll. Els seus fruits, allargats amb extrems rodons, adquireixen un color groc un cop madurs.
D'altra banda, presenten uns solcs amb una rugositat menys pronunciada que en la varietat
Crioll. Les seves llavors presenten una forma aplanada de color morat (Bhattacharjee and

Akoroda, 2018; Herrera-Garcia, Aragon-Obando and Aguilar-Bustamante, 2018).

Figura 3.- Varietat Foraster

La varietat Trinitari (Figura 4) presenta unes caracteristiques intermédies entre les Crioll i
Foraster. Presenta una gran robustesa, alta productivitat i resisténcia a malalties i insectes. Els
seus fruits i llavors presenten una amplia variabilitat, tot i que els seus fruits adquireixen sempre
una tonalitat morada un cop madurs (Bhattacharjee and Akoroda, 2018; Herrera-Garcia, Aragon-

Obando and Aguilar-Bustamante, 2018).




——

Universitat de Girona

Escola Politécnica Superior
——

INTRODUCCIO

Figura 4: Varietat Trinitari

Tradicionalment, aquesta és la principal classificacio de varietats. No obstant aixo, amb el pas
del temps, s’han desenvolupat altres tipus de classificacié com ara la de varietats hibrides (on
s’inclou la Trinitari) (Motamayor et al., 2008; Bhattacharjee and Akoroda, 2018), que es
classifiquen en funcié de la semblanga amb les varietats Crioll i Foraster, influint també a

I'estructura i el sabor del cacau.

En aquest cas (Figura 5), s’observa un exemplar d’una varietat hibrida de cacau.
Morfologicament, presenta una superficie rugosa amb uns solcs pronunciats. Un cop madura,
aquesta baina adquireix un color groc-verdds (Wilfrido Remigio Cedafno Pefia, no date), amb
proporcions majors respecte les varietats Crioll i Foraster, presentant una major semblanca a la

varietat Crioll.

Figura 5.- Varietat Hibrida

En l'actualitat, el consum de varietats hibrides és més freqlient que el de les especies
“pures” pel fet que presenten una major robustesa, productivitat i resisténcia a malalties,
contribuint a millorar els ingressos minims dels productors (Wilfrido Remigio Cedafio Pefia, no

date; De Vuyst and Weckx, 2016; Antolinez Sandoval et al., 2020).
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4.1.2 REGIONS PRODUCTORES DEL GRA DE CACAU

Degut a I'anteriorment esmentada demanda creixent del cacau (Figura 1), la produccié de cacau
s’ha expandit per diverses regions (Figura 6) com Ghana, Nigeria, Camerun, Uganda, india, Brasil,
Equador, Meéxic, Per( i Madagascar, entre d’altres (Moreira et al., 2013; Ozturk and Young,
2017). En algunes regions de I'area equatorial, el cacau s’ha convertit en un element essencial

per al creixement economic.

)
‘. -M>1.7Mtons 0.4-0.2Mtons ~ [l 0.02 - 0.001M tons
'1.7-04Mtons [l 0.1-0.02M tons

Figura 6.- Regions productores de llavors de cacau (Ozturk and Young, 2017)

4.2 ETAPES DEL PROCES D’OBTENCIO DEL GRA DE CACAU
EN ORIGEN | A DESTINACIO

Les baines alberguen una polpa blanca viscosa que envolta la llavor de l'arbre de cacau,
coneguda com a gra. El consum immediat del contingut de les baines no és una practica habitual
ja que el gra de cacau és amarg, i la polpa, malgrat ser dolga, desprén un olor fort (Wilfrido
Remigio Cedafio Pefia, no date; De Vuyst and Weckx, 2016). Per tal que el seu consum sigui
agradable, es processa el contingut de les baines mitjangant una série d’etapes (Figura 7). Les
primeres son realitzades pels productors en origen (recol-leccié, fermentacid, assecat i seleccid),

mentre que la darrera es realitza en industries ubicades a destinacié (torrefaccid).

)oq 020D
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Figura 7.- Etapes del procés d’obtencio del gra de cacau realitzades pels productors de cacau
en origen i culminades per I'industria a destinacid

4.2.1 RECOL-LECCIO

La recol-leccié (Figura 8) és una fase dedicada a la recollida i agrupacié de les baines madures.
Aguesta etapa es caracteritza per a la seva delicadesa, ja que una mala recol-leccié pot
perjudicar el creixement de les futures baines. Per aquest motiu, per a una bona recol-leccié

s'utilitzen unes tisores d'esporgar (Figura 9) (Wilfrido Remigio Cedafio Pefia, no date).

Figura 8.- Recol-leccid de les baines Figura 9.- Tisora
de cacau d’esporgar
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4.2.2 FERMENTACIO

La fermentacié és una etapa que es realitzada de forma natural en origen, iniciant-se per
I'exposicié del contingut de les baines de cacau a l'aire. La massa que fermenta consta d'una
polpa blanca viscosa que envolta la llavor (Figura 10). El gra consta de dos cotiledons, un embrié
i una cobertura externa (closca)(Ozturk and Young, 2017; Santander Mufioz et al., 2020) . Els
cotiledons estan constituits per dos tipus de céllules, les parenquimatiques o
d’emmagatzematge (globuls de greix i cossos proteics, entre d’altres) i les pigmentades
(polifenols i metilxantines) (Lima et al., 2011). Aquestes darreres cél-lules son les responsables
de I'amargor de la llavor. A més, el gra conté sucres (4-6% de mido, 4-6% de pentosans, 2-3%
de cel-lulosa, 2-3% de sacarosa), proteines (10—15%) i polifenols (15%) (Santander Mufioz et al.,
2020). D’altra banda, la polpa és una substancia dolga, viscosa i acida (De Vuyst and Weckx,
2016; De Vuyst and Leroy, 2020; Santander Mufioz et al., 2020; Gutiérrez-Rios et al., 2022).
Habitualment conté un 82—87% d'aigua, 10-15% d'olis (glucosa, fructosa i sacarosa), 2—3% de
pentosans, 1-3% d'acid citric i 1-1.5% de pectina (Santander Mufioz et al., 2020). La composicio
concreta depén de factors com l'altitud, les practiques agronomiques durant el cultiu, del grau
de maduracié de les baines, el temps d'emmagatzematge, aixi com del temps d'exposicio a l'aire,
entre d’altres (De Vuyst and Leroy, 2020; Santander Mufioz et al., 2020; Gutiérrez-Rios et al.,
2022).

Figura 10.- Contingut de les baines de cacau (Santander Muiioz et al., 2020)

La polpa del cacau alberga una abundant diversitat de microorganismes (Figura 11), els quals

son responsables de I'inici i del desenvolupament d’aquesta etapa de fermentacid. A data d'avui,
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no existeix una descripcié de la poblacié microbiana ben definida (Lima et al., 2011) degut a que

la fermentacid és una etapa complexa i es porta a terme en condicions no controlades. Malgrat

el volum produit i la importancia del cacau, I'etapa de fermentacio encara es troba en estudi ja

que es desconeix la importancia i el paper que desenvolupen molts d'aquests microorganismes.

A més, encara se’n continuen descobrint de nous. Tot i aixi, estudis apunten que la diversitat

d'aquests microorganismes esta estretament relacionada amb la diversitat dels components

aromatics del cacau. Els més significatius i estudiats a data d’avui sén els llevats (Y), els bacteris

lactics (LAB) i els bacteris acétics (AAB) (De Vuyst and Weckx, 2016; De Vuyst and Leroy, 2020;

Santander Mufioz et al., 2020; Diaz-Mufioz and De Vuyst, 2022; Gutiérrez-Rios et al., 2022).

(a)

m Brettanomyces clausenii
Candida parapsilosis
Candida zeylanoides
Hanseniaspora guilliermondii

m Kluyveromyces marxianus

w Pichia kluyveri

» Rhodotorula mucilaginosa

V.

A

u Candida famata

Candiida sp.
m Cutaneotrichosporon cutaneum
w Hanseniaspora uvarum
® Pichia fermentans
u Pichia kudriavzevii

u Saccharomyces cerevisiag

® Candida norvegensis
Candida tropicalis

m Cyberlindnera fabianii

® Kluyveromyces fragilis

® Pichia galeiformis

= Pichia membranifaciens

m Torulaspora delbrueckii

Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis

© Lactiplantibacillus plantarum

» Limosilactobacillus fermentum

(c)
u Acetobacter aceti « Acetobacter pasteurianus
u Acetobacter sp. » Gluconobacter frateurii
Gluconobacter oxydans

Figura 11.- Distribucid dels géneres de (a) llevats (Y); (b) bacteris lactics (LAB); (c) bacteris
acetics (AAB) (Diaz-Mufioz and De Vuyst, 2022)
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La fermentaciod es realitza agrupant el contingut de les baines de cacau en caixes, cistelles o
plataformes, entre d’altres. L’eleccié del métode depeén de la regié i, sovint, es basa en tradicions

locals (Wilfrido Remigio Cedafio Pefia, no date; De Vuyst and Weckx, 2016; Schwan et al., 2023)

(Figura 12).
Zygosaccharomyces .-:_-:_;_,\
Perrowa e Plastic contaiy

Wickerhamompees S\ \ AL L

Vanderwalfogyma = o
Tri o —"

Schizosaccharomyces = ““‘m. o

P ..“ X \\
l,}”‘~®?“"¢ LA
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77 NS
P AL
24

N

\\\\\\ —

P
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Figura 12.- Géneres de llevats identificats des del 1937 fins al 2021 i
metodes de fermentacio a diferents paisos (Schwan et al., 2023)
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Amb tot, la fermentacid es caracteritza per les constants variacions en el temps de les especies
microbianes predominants en la polpa. Es important destacar que no existeix un periode de
temps especific per I'etapa de fermentacio ja que depéen de factors com la varietat de cacau, les

condicions ambientals de la regid i del grau de maduresa de la baina, entre d’altres.

Tal i com s’ha esmentat anteriorment, I'inici de la fermentacié ve marcada per I'exposicio del
contingut de les baines a l'aire. Aix0 permet una inoculacié derivada de la contaminacié
microbiana de I'entorn, causada per factors com I'aire, la pols, els insectes i les eines (Santander
Mufoz et al.,, 2020; Gutiérrez-Rios et al., 2022). Un cop la fermentacié ha comengat,
I'empaquetament compacte de la massa de polpa déna a lloc a una primera fase anaerobica que
s’allarga 24-48 hores. Durant aquesta primera fase, les baixes concentracions d'oxigen,
juntament amb la temperatura ambient i I'acidesa inicial de la polpa, ofereixen condicions
avantatjoses per al creixement dels llevats (De Vuyst and Weckx, 2016; De Vuyst and Leroy,

2020; Santander Mufioz et al., 2020; Gutiérrez-Rios et al., 2022).

Els llevats son responsable de la despectinitzacioé (eliminacié o reduccié de la pectina), donant a
lloc a la ligliefaccid de la polpa, fet que provoca el drenatge (alliberacié de suors) i la reduccié
de la viscositat d’aquesta. En conseqliéncia, es produeix I'entrada d'aire a la massa de la polpa i
als grans de cacau. El llevat també produeix I'invertasa, un enzim que permet descomposar la
sacarosa en glucosa i fructosa. Com a resultat, el contingut d’ambdds components augmenta,
respecte els continguts inicialment a la polpa. Posteriorment, la glucosa com la fructosa sén
metabolitzats mitjangant una glucolisis produint etanol i acid acetic (De Vuyst and Weckx, 2016;
De Vuyst and Leroy, 2020; Santander Mufioz et al., 2020; Gutiérrez-Rios et al., 2022) (Figura
16).

L'entrada d’aire provoca la transicié d’una etapa anaerobica a una etapa aerobica, estimada en
una duracié entre 24 a 72 hores (De Vuyst and Weckx, 2016; De Vuyst and Leroy, 2020;
Santander Mufioz et al., 2020; Gutiérrez-Rios et al., 2022). Aquesta transicid, juntament amb
I’'augment del pH, la disminucié de la glucosa i 'augment de la temperatura (degut a I’activitat
microbiana, les fonts de carboni, les condicions ambientals..), fan que les condicions siguin més
favorables pels microorganismes LAB respecte els llevats. En conseqiiencia les especies LAB
creixen mentre que el llevat comenga a disminuir. Aquestes especies metabolitzen la glucosa i
fructosa mitjangant la glucolisi i la via de la fosfocetolasa pentosa (PKP), produint etanol, acid
acetic i acid lactic com a productes (De Vuyst and Weckx, 2016; De Vuyst and Leroy, 2020;
Santander Mufioz et al., 2020; Gutiérrez-Rios et al., 2022) (Figura 16).
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Un cop complerta la transicié de I'etapa anaerobica a |'etapa aerobica, la disponibilitat d'oxigen
és més alta, fet que provoca les condicions avantatjoses per el desenvolupament dels
microorganismes AAB, amb una durada estimada de 48 a 112 hores (De Vuyst and Weckx, 2016;
De Vuyst and Leroy, 2020; Santander Mufioz et al., 2020; Gutiérrez-Rios et al., 2022). Aixi, les
especies AAB sén capaces d'oxidar I'etanol i I'acid lactic en acid acetic, al mateix temps que
produeixen una segona oxidacié de I'acid acetic produint aigua i dioxid de carboni (Figura 16).

En aquests cas, ambdds reaccions son exotermiques, produint un augment en la temperatura.

Tal i com es pot observar en la Figura 13, existeix una gran diversitat de fonts de carboni. Aixi
doncs, és important destacar que totes les fonts produides i detallats amb anterioritat durant
les tres fases corresponen als més comuns i estudiats. No obstant aix0, aix0 no significa que
siguin els més significatius o representatius, ja que encara es desconeix quina és la seva

importancia i la seva interaccid al complert.
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Figura 13: Xarxa de fonts de carboni i llevats inicials durant la fermentacié del cacau (Schwan et al., 2023)
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En el cas de la llavor, durant el procés de fermentacid, factors com la penetracié d'acid acetic i
etanol, l'increment de la temperatura i la reduccié del pH provoquen la mort de I'embrié. Com
a consequléncia, es produeix la descomposicié d'estructures subcel-lulars dins de la llavor,
impossibilitant aixi la seva germinacié (Lima et al., 2011; De Vuyst and Weckx, 2016; De Vuyst
and Leroy, 2020; Santander Mufioz et al., 2020; Gutiérrez-Rios et al., 2022).

Com a resultat d'aquests factors, es produeixen nombroses conversions enzimatiques i
I'alliberament de diversos compostos. Les reaccions enzimatiques generen aminoacids lliures i
péptids hidrofobics, com ara l'alanina, fenilalanina, leucina i tirosina, els quals sén precursores
que contribueixen al sabor caracteristic del cacau (Afoakwa et al., 2008). A més, la degradacio
de Strecker (conversié d'un aminoacid a un aldehid i una amina en medi acid) produeix aldehids
amb aromes Unics. Per exemple, la degradacié de I'alanina pot donar notes afruitades, la de la
fenilalanina pot proporcionar notes dolces i amargues, i la de la leucina pot induir notes de

xocolata(Afoakwa et al., 2008).

Paral-lelament, la interaccié del complex de proteines i peptids amb els polifenols provoca la

coloracié marr¢ tipica dels grans de cacau fermentats (Afoakwa et al., 2008).

Amb tot, 'etapa de fermentacio és clau en el procés d’obtencié del gra de cacau, ja que és on
es produeixen els precursors de sabor, aroma i color. Aquestes propietats son decisives per a
I’acceptacio del producte al mercat. Tot i aixi, no ha rebut la suficient atencio, portant-se a terme
en condicions no controlades i, essent poc estudiada respecte les restants etapes de |'obtencid
del cacau. En conseqliéncia, a data d’avui, no existeix cap estudi que descrigui la totalitat

d’aquesta etapa.

Les figures 14 i 15 (Figura 14 , Figura 15) presenten I'evolucié del les fonts de carboni i
microorganismes més representatius, on s’observa que evolucionen en paral-lel, tot i que en
proporcions diferents, a causa de les condicions generades durant I’etapa de fermentacié (Lima
et al., 2011; De Vuyst and Weckx, 2016; De Vuyst and Leroy, 2020; Santander Mufioz et al.,
2020; Gutiérrez-Rios et al., 2022), les quals afavoreixen el creixement i desenvolupament dels

microorganismes i les fonts de carboni o contrariament la seva decadéncia.
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Fase anaerobica

Lactic acid bactera
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Figura 14: Dinamica de la biomassa (De Vuyst
and Weckx, 2016)
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Figura 15.-Degradacid i cinética de produccio de les
fonts de carboni (De Vuyst and Weckx, 2016)

Transicio fase anaerobica-aerobica

(24-48 h) (24-72 h)
m | Fructosa | Glucosa
| Sacarosa |—| Hidrolisi
|_Glucosa | Via de la
Glicolisi fosfocetolasa
| Fructosa \ | Glucosa \ (PKP)
| | |
Piruvat

Fase aerobica
(48-112 h)

Acid
Etanol
| acétic
Acid acetic Acid lactic

Aigua

Acid acétic

Dioxid de
carboni

Figura 16.- Esquema simplificat dels processos que es donen durant les 3 etapes que

constitueixen l'etapa de fermentacio
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4.2.3  ASSECAT

Un cop disposem del cacau fermentat, tradicionalment s’exposa al sol de 7 dies a 3 setmanes
(Lima et al., 2011) per assecar-los i reduir-ne la humitat.(De Vuyst and Weckx, 2016; De Vuyst
and Leroy, 2020; Santander Mufoz et al., 2020; Gutiérrez-Rios et al., 2022) Alternativament, es
poden assecar d’altres formes com |'assecat a I'ombra, I'assecat al forn o amb assecadores
mecaniques, entre d’altres. Tot i aixi, s'ha demostrat que la millor opcid tant economica com en
termes de qualitat és I'assecat al sol (Afoakwa et al., 2008; De Vuyst and Leroy, 2020; Santander
Mufioz et al., 2020). En aquesta etapa, es rédueix I'humitat entre el 6% i cobm a maxim el 8 %, ja
que a partir d’aqui existeix la probabilitat del creixement de fongs. L’humitat optima és el 7 %
(Wilfrido Remigio Cedafio Pefia, no date; De Vuyst and Weckx, 2016; De Vuyst and Leroy, 2020;
Santander Mufioz et al., 2020; Gutiérrez-Rios et al., 2022), degut a que el cacau es ven en funcié

del pes i, per tant, un assecat excessiu produeix un menor pes, traduint-se en un menor benefici.

4.2.4 SELECCIO

Durant aquesta etapa es fixa un preu per a la comercialitzacié dels grans. Es selecciona un lot
d’aproximadament 50 grans i es realitza un tall longitudinal a cadascun d’ells. Observant
ambdues meitats en funcié del seu color, es verifica si la fermentacié s’ha produit i el seu estat.
El color optim va des d'un marré fosc fins a un marré clar (Obediencia and Brosas, no date). En
el cas que les llavors presentin un color morat o gris, indica que la fermentacid no s'ha produit
adequadament. En conseqiéncia, el gra de cacau enlloc de ser considerat una matéria primera,
es considerara un residu (Papalexandratou et al., 2011) i, degut a que no tindra les t0 desitjades
(sabor, aroma i color). D’altra banda, es determina la quantitat de grans amb fongs. (Wilfrido
Remigio Cedafio Pefia, no date; De Vuyst and Weckx, 2016; De Vuyst and Leroy, 2020;
Santander Mufioz et al., 2020; Gutiérrez-Rios et al., 2022)En el cas del seu emmagatzematge, ha
de ser a una humitat relativa del 65 al 70% (Lima et al., 2011) per evitar la colonitzacié de fongs

i el creixement microbia.
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4.2.5 TORREFACCIO

Un cop les industries disposen del gra a destinacid, es realitza una etapa de torrefaccid per
potenciar el sabor del cacau derivat dels precursors de la fermentacid i per desprendre la closca
de lallavor (Afoakwa et al., 2008; Ozturk and Young, 2017; De Vuyst and Leroy, 2020; Santander
Mufioz et al., 2020; Gutiérrez-Rios et al., 2022) mitjangant I'aplicacié de calor durant un periode
de temps. D’aquesta manera, es redueix el contingut del gra en acids volatils i, en conseqliéncia,
de I'acidesa d’aquest (Afoakwa et al., 2008). Aquesta torrefaccié es sol donar en un procés
industrial amb control de temperatura per assolir i/o superar la temperatura d’evaporacio dels
acids volatils amb I'objectiu d'eliminar-ne la maxima quantitat possible. D’aquesta manera es
pot obtenir una qualitat determinada i diferenciar el producte final d’altres empreses que també

processen el gra de cacau a destinacid.
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4.3 EXPOSICIO DEL PROBLEMA

Esser productor de cacau és una feina habitual a Sant Carlos, el meu poble d'origen a I'Equador,

on la prosperitat de moltes families depén en gran mesura de la produccié de cacau.

Al mateix temps, tot productor de cacau s’enfronta a les fluctuacions del preu del cacau,
produides per les variables del mercat (canvis en oferta i demanda, plagues, condicions
climatiques....). Aquestes fluctuacions posen en risc la subsisténcia i la prosperitat dels petits
productors ja que sdn més vulnerables als canvis i no tenen una capacitat de reaccid tan gran
respecte les regions amb més capacitat de produccid. D’altra banda, la seva capacitat de
negociacié és minima donada la incapacitat de vendre la matéria primera directament al client
final (empresa), veient-se obligats a vendre a un intermediari amb poder de negociacié. A més,
les arees de venda tant dins com fora del poble sén limitades. Aixi doncs, opten per vendre en
la zona més propera, a preus de venta baixos, normalment a preus acceptants (accepten les
condicions que diu el mercat per 'oferta). Aixo es degut a que es complica I'accés a mercats
lucratius, donat que a major distancia major és el cost de transport de la mateéria primera. A
més, no es disposen de carreteres i infraestructures en bon estat que faciliti I'accés. Aixi mateix,

molts productors tenen una capacitat d'innovacio limitada a causa de la inversio requerida.

En alguns casos, les fluctuacions exerceixen tal pressié forgant a petits productors a abandonar
la produccio de cacau i explorar altres opcions de conreus com a Unica opcié per no enfonsar-se

i subsistir.

Per tant, es pretén crear una diferenciacid i un valor afegit que atragui als intermediaris amb
major poder de negociacid, de tal forma que incrementi el benefici economic dels productors

que actualment el porten a terme, i en consequiéncia, la millora del procés de fermentacio.
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5. OBJECTIUS

L'objectiu d'aquest treball és proposar millores a I'etapa de fermentacié del cacau realitzades

pels productors de cacau en origen per tal de millorar-ne la productivitat.

En concret:

a) Es definira un model capag de descriure I'evolucié de les variables més significatives de
I’etapa de fermentacié mitjangcant el plantejament i resolucié simultania dels balangos i
equacions cinetiques més representatives d’aquesta.

b) Es calibrara el model mitjancant dades experimentals obtingudes de fonts
bibliografiques, per garantir que el model representi de forma significativa el procés real

de fermentacio.

c) El model del procés de fermentacié obtingut permetra proposar millores a nivell de

disseny i operacid del procés actual.
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6. MATERIALS | METODES
6.1 DEFINICIO DEL MODEL

Per a la descripcié del comportament de les fonts de carboni i dels microorganismes, es
realitzaran una serie de consideracions. Aixd fara que el model no reflecteixi la realitat al detall;
no obstant aix0, sera prou representatiu per capturar les tendéncies i patrons generals del

procés.

En primer lloc, es considerara una fermentacié superficial i homogénia. Es a dir, es considerara
que la fermentacio es produeix només en la polpa del gra de cacau, i que en cada punt d’aquesta
polpa la fermentacid es produeix de manera uniforme. Aquesta uniformitat es defineix com el
fet que totes les regions de la polpa sén exposades d’igual manera pels microorganismes i a

factors com les condicions ambientals (temperatura, humitat, etc.).

En segon lloc, es considerara que la qualitat dels grans de cacau depén Unicament de la
fermentacid, ja que, dins dels diversos factors que intervenen en la qualitat d’aquest (I'espécie
tractada, les practiques agricoles, les condicions ambientals, la fermentacio, entre d’altres ), la
fermentacié és l'encarregada d’alliberar el potencial genetic inherent del gra de cacau

(Papalexandratou et al., 2011). Aixi doncs, sense aquesta etapa, el cacau, no té valor al mercat.

En tercer lloc, es consideraran els microorganismes i les fonts de carboni més significatives i
estudiades. Els microorganismes més significatius i estudiats sén els llevats (Y), els bacteris
lactics (LAB) i els bacteris acétics (AAB). En detall, dins de cada microorganisme trobem diversos
genomes. De la mateixa manera, els genomes més significatius dels darrers microorganismes
sén els Saccharomyces cerevisiae (Y), els Lactobacillus plantarum(LAB) i els Acetobacter aceti
(AAB) En el cas de les fonts de carboni, trobem que les més significatives i estudiades sén la
sacarosa, la fructosa, la glucosa, I'etanol, I'acid acetic i I’acid lactic (De Vuyst and Weckx, 2016;
De Vuyst and Leroy, 2020; Santander Mufioz et al., 2020; Diaz-Mufioz and De Vuyst, 2022;
Gutiérrez-Rios et al., 2022).

A banda de les consideracions, aquesta modelitzacid s’enfocara a I’'Equador, un pais productor
de cacau, que alhora, és el meu pais d’origen. Aixi, es descartara la sacarosa com a font de
carboni significativa, ja que en un estudi s’ha demostrat que la polpa de les espécies de cacau a

I’'Equador no contenen aquesta font de carboni (Papalexandratou et al., 2011).
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En base a les consideracions descrites, el model busca predir el creixement i desenvolupament
dels llevats (Saccharomyces cerevisiae) i dels bacteris lactics (Lactobacillus plantarum) en
glucosa (V1, V3) i en fructosa (V2, V9). En el cas dels llevats, es metabolitzen en etanol i acid
acetic, mentre que els bacteris lactics els metabolitzen en etanol, acid lactic i acid acetic. En
ambdds casos les metabolitzacions és duen a terme a través de la glucolisi i la via de la
fosfocetolasa pentosa (PKP). Paral-lelament, es busca que, a mesura que avanci la primera
metabolitzacié, el model sigui capa¢ de predir el creixement i desenvolupament dels bacteris
acetics (Acetobacter aceti) a partir de les fonts de carboni produides: etanol (V4), acid lactic (V5)
i acid acetic (V10). A més, els bacteris acetics son capacos d'oxidar I'etanol i I'acid lactic en acid
acetic. D'altra banda, per replicar I'esperanca de vida limitada de tots tres microorganismes, Y,
LAB i AAB, s'introdueix una taxa de mortalitat, essent V6, V7 i V8, respectivament. Donat que la
fermentacié no esta totalment descrita i comporta una abundant xarxa de fonts de carboni i
interaccions (Figura 13), s'inclou un parametre de decaiment en les fonts de carboni, etanol
(V11), acid lactic (V12) i acid acetic (V13), per ajudar a capturar-ne la seva evolucid ja que

aquestes son metabolitzades per altres microorganismes (nombre indefinit) (Figura 13).

I
Fru -
N
N \vg
vz -
S~ — ‘-\! .
- Ve
P Vi \ IR |
/ \
T - ~ . v3
A N \_
Glc AL EtOH [
= . va
\ \
@ v7 ~. V10
SCLEN | -~
“
~
\.
Ay
LA A
\
II
Ac
. Creixement bacteris Creixement bacteris Mortalitat Parametres de
C t llevat (]
. reixement llevat (Y) lactics (LAB) . acétics(AAB) . microorganismes decaiment FC
: Metabolitzacié de la font de Metabolitzacié de la font de Metabolitzacié de la font de
carboni a partir del llevat(Y) carboni a partir dels bacteris carboni a partir dels bacteris
lactics (LAB) acétics(AAB)

Figura 17.- Esquema del model plantejat de la fermentacio del gra de cacau

22



e
Universitat de Girona
Escola Politécnica Superior

S MATERIALS | METODES

El darrer esquema (Figura 17) ha estat inspirat per I'estudi “Exploring cocoa beans fermentation
mechanisms by kinetic modelling” (Moreno-Zambrano et al., 2018; Moreno-Zambrano, Ullrich
and Hutt, 2022). Inicialment, es va replicar I'esquema original per tal de corroborar la
consisténcia entre els resultats i les simulacions. En aquest cas, es va observar que hi havia
moltes discrepancies i que I'esquema era incapac de reflectir la realitat basada en les dades
experimentals. Aixi, es va decidir aprofitar aquest coneixement i aplicar canvis tenint en compte

les consideracions descrites.

Per tal de quantificar I'evolucié de les fonts de carboni i dels microorganismes en I'esquema
proposat (Figura 17), s’apliquen balancos especifics, considerant un sistema discontinu.
L’estructura general del balang és la seglient, on el signe i el nombre de parametres dependra

de la font tractada.

E+G=S+A->0+A4A=0+G->A=¢G

d[Glc / Fru /EtOH | LA/ Ac]Y ] LAB | AAB ]

dt =Yy WA Yy Vyr =V, £

Aplicant el balang especific per a cada variable considerada obtenim:

$:_YG“|Y.V1_YGIC|LAB'V3 Eql

d[Zu] = Yeruly V2 = Y |1ap Vo Eq2

% B Ygs’”h’ Vit Y;:3H|Y Vot YgiZH|LAB Vst YZ-:EH|LAB Vo ka3
~Yeon|aag Ve~

d[;tA] B nglc| rap Vst Yi';TLAB Vo =Yia10a" Vs~ Eq 4

d[AC] Glc Fru Glc Fru EtOH Eq 5
dt Yacly Vit Yy Vet Y, g Vst Y iag Vot Yy jaas Ve
LA
+ YAc|AAB Vs =Y, a8 V10—
d[Y] Eq6
o
it 1+ V2
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diLaBl _ o Eq7
dt — V3 9 7
d[AAB Eq 8
[dt ]:V4+V5+V10—V8 q
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Per tal de descriure el creixement i decreixement simultani dels microorganismes en funcié de la seva dominancia seqtiencial s’apliquen les equacions de

Monod (Monod, no date, Moreno-Zambrano et al., 2018) (Taula 1)

Taula 1.- Taxa de creixement i mortalitat de la biomassa i decadeéncia de les fonts de carboni del model de I'etapa de fermentacio del gra de cacau

_ e
‘uAABEtOH . [EtOH] Ve = Ky . [y] — KEtOH . [EtOH]

MLABGIC - [Glc]

max

= = 4 =
LT [Glc] +YKglc > 7 [Glc] + kLB [EtOH] + KAAB, g ¥ (o Etony
mg - |LAB - [AAB —_—
(h-g polpa) mg LAB [ | mg AAB [ ] (h'g polpa) h-g polpa
(h-g polpa) (h-g polpa)
,u;f;;? - [Fru] fgy " [Fru] ﬁgi“ - [LA] V7 =Kpap  [LAB] =Ky [LA]
Vy, = F 7 [Y] 9= LAB s =T waAas  AAB]
[Fru] ‘*} Kgry [Fru] + Kzl [LA]m";] ﬁg ( mg LAB ) ( mg LA )
mg - [LAB g7 e i
(h-g polpa) _mg LAB_ [ ] (h-g polpa) h-g polpa h-g polpa
(h-g polpa)
14 Mo« [Ac] Vg = Kaap - [AAB] = Kac - [Ac]
10 = T, 14, vAAB
[Ac] + Kl{l{:ilB ( mg AAB ) ( mg Ac )
( mg AAB ) [ ] h-g polpa h-g polpa
h-g polpa
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El model és compost per 8 equacions, on s'inclouen 39 parametres (Taula 2, Taula 3, Taula 4,
Taula 5, Taula 6) i 8 variables (Taula 7). En el cas dels parametres, es poden classificar en 5
categories diferents: poden ser constants de saturacié (K, ), velocitats de creixement de
microorganismes(ur’;'gf), rendiments (Y,,), parametres de mortalitat de les biomasses(K,) i

parametres de decaiment de les fonts de carboni(K}).
Definint aquestes categories com:

e Constant de saturacid: Indiquen la concentracid a partir de la qual la velocitat de

).

mg Font de carboni
g polpa

creixement de la biomassa és la meitat de la maxima (

e Rendiment: Indiquen l'eficiéncia amb qué els microorganismes metabolitzen una font

mg Font de carboni

de carboni ( ,
mg Biomassa
e Velocitat de creixement maxima dels microorganismes: Indiquen la velocitat de
. . . . 1
creixement maxima dels microorganismes (H)'
e Parametres de mortalitat de les biomasses: Indiquen la taxa a la qual es degraden o
. . 1
moren els microorganismes (H)'

e Parametres de decaiment de les fonts de carboni: Indiquen la taxa a la qual es degraden

les fonts de carboni (%).

Taula 2.-Constants de saturacio

Parametre ‘ Unitats Interpretacié
KY mg Glc Constant de saturacio del substrat del creixement de
Gle g polpa llevat en glucosa
KY mg Fru Constant de saturacio del substrat del creixement de
Fru g polpa llevat en fructosa
K LAB mg Glc Constant de saturacio del substrat del creixement de
Gle g polpa bacteris lactics en glucosa
LAB mg Fru Constant de saturacio del substrat del creixement de
Kiru g polpa bacteris lactics en fructosa
g polpa
KLAB mg Act Constant de saturacio del substrat del creixement de
Act g polpa bacteris lactics en acid citric
KA, mg EtOH Constant de szturaci.é de‘I s'ubstrat del creixement de
g polpa acteris acéetics en etanol
KAAB mg LA Constant de saturacio del substrat del creixement de
LA g polpa bacteris acétics en acid lactic
K AAB mg Ac Constant de saturacio del substrat del creixement de
Ac g polpa bacteris acétics en acid acétic

26



e
Universitat de Girona

Escola Politécnica Superior

e

MATERIALS | METODES

Taula 3.- Rendiments

Parametre ‘ Unitatas |  Interpretaci6 |
mg Glc . L.
Yo ly gy Rendiment de la conversié de glucosa a llevat
mg Fru Rendiment de rendiment de la conversié de fructosa a
Y |y mg Y llevat
mg EtOH i i
Y;tl;H lr ErTa Rendiment de llevat a etanol a partir de glucosa
mg Ac . .. < .
AGCer ma ¥ Rendiment de llevat a acid acétic a partir de glucosa
mg EtOH . .
;tTOuH ly BT Rendiment de llevat a etanol a partir de fructosa
F mg Ac . < - .
ACT‘Y v Rendiment de llevat a acid acétic a partir de fructosa
mg Glc . L. . s
YGlclLAB g LAB Rendiment de la conversid de glucosa a bacteris acetics
mg Fru . Ly . <
Y | LB g LAB Rendiment de la conversié de fructosa a bacteris acetics
mg EtOH . T .
Eth(;HILAB g LAB Rendiment de bacteris lactics a etanol a partir de glucosa
Gle mg LA Rendiment de bacteris lactics a acid lactic a partir de
Y |LaB mg LAB glucosa
Gle mg Ac Rendiment de bacteris lactics a acid acetic a partir de
Ve |LAB mg LAB glucosa
F mg EtOH . T .
YEtrOquLAB “ma LAB Rendiment de bacteris lactics a etanol a partir de fructosa
Fru mg LA Rendiment de bacteris lactics a acid lactic a partir de
Y |LAB mg LAB fructosa
Fru mg Ac Rendiment de bacteris lactics a acid acétic a partir de
YAC |LaB mg LAB fructosa
mg EtOH . ., T
YEtOHMAB g AAB Rendiment de la conversid d’etanol a bacteris acids
mg LA . s TS s L
YLAlAAB g AAB Rendiment de la conversié d’acid lactic a bacteris acids
mg Ac . S s L L
YAClAAB g AAB Rendiment de la conversié d’acid acetic a bacteris acids
mg Ac . L . . .
Aitﬁﬁw g AAB Rendiment de bacteris acetics a acid acetic a partir d’etanol
LA mg Ac Rendiment de bacteris acétics a acid acétic a partir d’acid
Ac| AAB mg AAB actic

Taula 4.- Velocitats de creixement maximes dels microorganismes

Parametre ‘ Unitats ‘ Interpretacio
H;ﬁ;‘l; At Maxim creixement de llevat en glucosa
H:,,g,? ht Maxim creixement de llevat en fructosa
zgimc h1 Maxim creixement de bacteris lactics en glucosa
frgipr” h1 Maxim creixement de bacteris lactics en fructosa
:{gi“m’ a1 Maxim creixement de bacteris acetics en etanol
i’gi“‘ h1 Maxim creixement de bacteris acétics en acid lactic
nAqgﬁAC a1 Maxim creixement de bacteris acétics en acid acéetic
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Taula 5.- Parametres de mortalitat dels microorganismes

Parametre Unitats Interpretacio
K, h~1 Constant de mortalitat de llevat
K;ap h™1 Constant de mortalitat de bacteris acétics
Kyup h~t Constant de mortalitat de bacteris lactics
Taula 6.- Parametres de decaiment
Parametre ‘ Unitats Interpretacio
Keeon h~t Parametre de decaiment de I'etanol
K4 h! Parametre de decaiment de I’acid lactic
Ky h~1 Parametre de decaiment de I'acid acétic

Per tant, tal i com s’indica en el model descrit per les equacions proposades (Eq 1, Eq 2, Eq 3,

Eq 4, Eq5, Eq6, Eq 7, Eq 8), les variables considerades sén:

Taula 7.- Variables

Variable Unitats ‘ Interpretacio
v mgy Concentracid del llevat més significatiu (Saccharomices
[Y] 2 polpa cerevisiae)
LAB mg LAB Concentracio del bacteri lactic més significatiu (Lactobacillius
[ ] 4 polpa Plantarum)
[AAB] mg AAB Concentracio del bacteri acétic més significatiu (Accetobacter
4 polpa Aceti)
mg Glc
[Glc] 2 polpa Concentracid de glucosa
mg Fru
[Fru] 7 polpa Concentracié de fructosa
mg EtOH
[EtOH] g polpa Concentracio d’etanol
mg LA
[LA] g polpa Concentracio d’acid lactic
mg Ac
[Ac] 7 polpa Concentracié d’acid acétic
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6.2 CALIBRACIO DEL MODEL

Per a I'implementacid i resolucid de les equacions cinetiques del model s’utilitza I'entorn de simulacié Simulink de I'aplicatiu MATLAB® versié R2024a. Aquest

entorn de simulacid és capa¢ de combinar el calcul numeric i el llenguatge de programacié, essent ideal per a I'ana

isi de dades i la modelitzacié. Simulink

permet construir models mitjancant blocs grafics. Aixi doncs, el model proposat s’introdueix en forma de diagrama de blocs (Figura 18, Figura 19, Figura 20,

Figura 21, Figura 22).

| [u_max_¥]

Maxim creixement de llevat en glucosa

u_max_Y_Glc*Gic

Maxim creixement de llevat en fruclosa.

fu_masx_LAB]

Maxim creixement de bacteris lactics en glucosa.|

Maxim creixement de bacteris lctics en fructosa.

[u_max_AAB]

Maxim creixement de bacteris acétics en etanol

Glc+K_Y_Gl

1GI+K_Y_Gle

(u_max_Y| Gle*Gle) * (1/Gle+K_Y_Gle)

[u_max_AAB]

Maxim creixement de bacteris acétics en acid lactic.

[u_max_AAB]

Maxim creixement de bacteris acétics en acid acétic]

Fru+K_Y_Fru

u_max_LAB_Glc"Glc

r

CREIXEMENT LLEVAT ()

Bl B

Y_Gie_Y*V1

Y_Glc_LAB"va

)
| e

+

+

mg gic/ g polpa®h

Hi e =
dGic/dt Gle

+

Gle+K_LAB_Glc

I_[ ‘
UFru+K_Y_Fru ‘ ‘ | mg Fruf g polpa” h dFru/t Fru
| ‘ }\‘_Fru_LAE‘UB
CREIXEMENT BACTERIS LACTI
(u_max_LAB_{Ic*Gle)"(1/G}

1 = +

‘ Y|>G\c_EIOH_Y'V\

| v|fm,aon,v-vz
| x "

V_L\C_EIOH_LAB'VS 1] (]

Figura 18.- Diagrama de blocs del model proposat (1/5)
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% |=_mu\5'v: 1]
Ls ] -

dEtOH/dt E1OH

¥_Fru_E1OH_LABVS

C—=] ]

-¥_EIOH_AAB*V4-d1 i

]

u_max_LAB_Fru'Fru

]

.

mg E1OH! g palpa * h

FrusK_LAB_Fru Frusk_LAB_Fru

[K_EtOH]
¥_EIOH_AAR'V4-d2

[Parametre de decaiment acid lactic1

| F 1] =

¥|Glc_LA_LAB"V3

L
¥ |Fru_LA_LAB*VE * H E
M dLavdt LA

| mg [Alg polpa™h

[
L] 1

_LA_AAB'VS
B*V1

Censtant de saturacio del substrat del creixement de llevat en glycpsd

H

K_Y Fru |

|

Constant de saturacio del substrat del creixement de llevat en frucfos: i

K_LAB_Glc

H

Constant de saluracio del substrat del creixement de bacteris lactics

CRETXEMENT BACTERTS ACETILS [RABT

Y_LA

K_LAB_Fru

H
]

Canstant de saturacié del substrat del creixement de bacteris lactics

u|max_AAB_EIOH'ELOH
Parametre de decaiment acid lactic

K_AAB_EIOH _AAB_EIDH'EIOH)"(1EOH+H_AAB_EIOH)

H

Constant de saturacid del substrat del creixement de bacteris acétics gn efnol I
+

o

EIOH+K_AAB EIOH | 4pigivk| AAB_EIOH

K_AAB_|

i

Constant de saturacid del substrat dl cretrement de bacteris acétics eL amL actic |

Figura 19.- Diagrama de blocs del model proposat (2/5)




——

Universitat de Girona

Escola Politécnica Superior
[

MATERIALS | METODES

Constant de saturacio del substrat del creixement de bacteris acétics a~| Aci

=
V
<

‘Constant de mortalital de llevat

K_LAB

|

Constant de mortalitat de bacteris acétics

‘Constant de montalitat de bacteris lactics.

L

e |

x

u_max_AAB_LA"LA

.
LA+K_AAB_LA'|AAB]

R

B_LA)

[_Glc_Ac_Y"V1

[_Fru_Ac_Y"v2

}_Ac*Ac)'(1/Af

+K_AAB_Ac)

v,snﬁvi

Rendiment de la conversio de glucosa a llevat

Y_Fru_Y,

Rendiment de rendiment de la conversit de fructosa a llevat

Y_Gle_E1OH_Y i

mg Ac/ g polpa* h

Rendiment de llevat a etanol a partir de glucosa

¥_Gle_Ac Y =

Rendiment de llevat a acid acétic a partir de glucosa

¥ Fru FIOM v|

Figura 20.- Diagrama de blocs del model proposat (3/5)

dAc/dt
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[ L]

Rendiment de llevat a etanol a partir de fructosa

| ¥_Glc_LAB i

Rendiment de la conversid de glucosa a bacteris acétics

¥_Fu_LAB

i

de la conversid de fru

MORTALITAT MICROORGANISMES

¥_Gic_EtOH_LAB

Rendiment de bacteris lactics a etanol a partir de glucosa

¥_Gl_LA_LAB

i

Rendiment de bacteris lactics a acid lactic a partir de glucosa

|

Rendiment de bacteris lactics a acid acétic a partir de ghucosa

Y_Fru_EtOH_LAB

i

Rendiment de bacteris lactics a etanol a partir de fructosa

¥_Fru_LA_LAB

[

Rendiment de bacteris lactics a 4cid lactic a partir de fructosa

Rendiment de bacteris lactics a acid acétic a partir de fructosa

Figura 21.- Diagrama de blocs del model proposat (4/5)

.
-Y_Ac_AABV1
Parametre de decaiment acid acétic
| 1 |
[l |
| = ?
VI+V2V6
| dLAB/dt LAB
V3sVONT
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Y_Fru_LA_LAB

Rendiment de bacteris lactics a acid lactic a partir de fructosa

Rendiment de bacteris lactics a acid acétic a partir de fructosa

Y_EIOH_AAB.

Rendiment de la conversid d'etanol a bacteris acids

Y_LA_AAB

Rendiment de la conversit d'acid lactic a bacteris acids

¥_Ac_AAB

Rendiment de la conversio d'acid acélic a bacters acids

Y_EIOH_Ac_AAB

Rendiment de bacteris acélics a acid acétic a partir d'etanol

Y_LA_Ac

!

Rendiment de bacieris acélics a acid acélic a partir dacid lactic

VISVBNT

dLAB/dt

Va+V5+V11-VE

Figura 22.-Diagrama de blocs del model proposat (5/5)

AAB
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Per a la calibracio dels parametres de les equacions cinetiques, s’utilitza I’aplicatiu estimador de
parametres integrat dins del Simulink (versié R2024a). Aquest aplicatiu estima els parametres
utilitzant el métode de minims quadrats no lineals i I'algoritme reflectiu de regidé de confianca
(configuracié predeterminada). Per a una correcte estimacio és necessari introduir valors inicials
a les diferents variables, establir un rang de treball dels parametres a estimar i introduir uns
valors de referencia. Per tal que el model reflecteixi de forma significativa el procés real, els
valors de referéncia per ajustar el model corresponen a dades experimentals obtingudes a fonts

bibliografiques.
Els valors inicials de les variables es detallen a la Taula 8.

Taula 8.- Valors inicials de les diferents variables del model (Lefeber, Gobert, et al., 2011)

Variable Unitats Valor
mgy
[Y1o g polpa 275.63
mg LAB
[LAB]q g polpa 0.138
mg AAB
[AAB], g polpa 0.079
mg Glc
[Glc]g g polpa 95.6
mg Fru
[Fru]o g polpa 182
mg EtOH
[EtOH], g polpa 0
mg LA
[LA]g g polpa 0
mg Ac
[Ac]o g polpa 0

El rang de treball dels parametres considerats es basen en un estudi exhaustiu de diverses fonts
bibliografiques i estudis previs. Aquest procés permet acotar i limitar les finites opcions i
descartar valors incoherents, sabent que aquest parametre "X" no pot arribar a 1000 i/o 400,
per exemple. Cal destacar que, encara que alguns valors estimats puguin estar fora d'aquest
rang, seran considerats com a possibles resultats, si i només si, hi ha coheréncia i relacié entre
els parametres. Aixo es degut a que cada estudi s’ha efectuat en condicions especifiques

diferents.

KLAB KAAB

. N Glc
Malauradament, per diversos parametres (Kgf, , Kia 'KEfOH'KLA’KAC'YAC|y’YFru|LAB’

YEtOH YFru YFru

Yl aap Yac| anp Ac|aaB’ "Eton |y’ Tac|y

) encara no existeixen estudis que proporcionin

valors concrets ni orientatius. En aquests casos, es prendran les dades relacionades disponibles

per establir rangs de treball raonables (Taula 9, Taula 10, Taula 14)
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Taula 9.- Rangs de treballs de les constants de saturacio

Parametre

Unitats

Referéncia

Rang de treball

0.27 (Kouamé et al., 2021)
v mg Glc 0.171(Y. Albernas-Carvajall*, 2015) [0.001-35.322]
Keic g polpa [0.001- 0.5]; 35.322; 34.366; 30.015
(Moreno-Zambrano et al., 2018)
K mg Fru 35.492; 25.015; 41.386(Moreno- [25.015-
Fru g polpa Zambrano et al., 2018 41.386]
0.04 (Pramono 1], Harmayani and
LAB mg Glc Utami, no date) [0.04-37.966]
Keic g polpa [0.790-178); 37.966; 31.664; 19.272
(Moreno-Zambrano et al., 2018)
F
K LAB mg-re [0.04-37.966]
Fru g polpa
4.8 (Hill and Daugulis, no date)
AAB mg EtOH 21.1(J.M.GOMEZ, no date) [4.056-16.056]
Kiion g polpa 16.056; 3.818; 4.056 (Moreno-
Zambrano et al., 2018)
KAAB M — [0-7]
La g polpa
A
K A4B mg ac [0-12.6]
¢ g polpa 12.6 (J.M.GOMEZ, no date)

Taula 10.- Rangs de treball dels rendiments

Y mg Glc 0.03; 0.004; 0.008 (Moreno- [0-0.03]
Gle|y mgY Zambrano et al., 2018)
Y mg Glc 0.024; 0.004 (Moreno-Zambrano et [0-0.024]
Fruly mg Y al.,, 2018)
Gle mg Glc 0.134; 0.08 ; 0.122 (Moreno- [0-0.134]
EtoH |¥ mgY Zambrano et al., 2018)
Gle mg Glc [0-0.134]
Ac|y -
mgY
yFru mg Glc [0-0.134]
EtoH|Y ----
mgY
Fru mg Glc [0-0.134]
AclY -
mgY
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Taula 11.- Taula 10, continuacio
Parametre Unitats Referéncia Rang de treball
Gl . . . . T
YGlc|LAB mg uic [0.005-0.222]; 0.034; 0.049; 0.301 [0-0.301]
mg LAB (Moreno-Zambrano et al., 2018)
Y myg Fru [0-0.301]
Fru|LAB g LAB .
Gle mg EtOH 0.011; 0.006; 0.014 (Lefeber et al., [0-0.014]
EtOH|LAB g LAB 2010) :
0.345 (Lefeber, Janssens, et al.,
LA|LAB mg LAB 0.38; 0.385; 0.468(Lefeber et al.,
2010)
0.209 (Lefeber, Janssens, et al.,
Gle mg Ac 2011); [0-0.209]
Ac|LaB mg LAB 0.061; 0.051 ; 0.085 (Lefeber et al.,
2010)
Fru mg EtOH 0.005; 0.003 ; 0.014 (Lefeber et al., [0-0.005]
EtOH|LAB “mg LAB 2010) .
v mg LA 0.403(Lefeber, Janssens, et al.,
LA|LAB —_— 2011) [0-0.403]
mg LAB .
0.885; 0.831(Lefeber et al., 2010)
0.179 (Lefeber, Janssens, et al.,
Fru mg Ac 2011), [0_0'179]
Ac|LaB mg LAB 0.026 ; 0.024 ; 0.024 (Lefeber et al.,
2010)
0.007 (Gémez and Cantero, 1998);
mg EtOH ’ ’
Y peon| ans mg =t [0.006-0.124]; 0.001;0.003; 0.006 [0-0.124]
mg AAB
(Moreno-Zambrano et al., 2018)
mg LA
Y g — 0-0.015
LA|AAB mg AAB [ ]
mg Ac
Y _— - 0-0.015
Ac|AAB mg AAB [ ]
yEtoH LAC — 0-0.015
Ac|AaB mg AAB [ ]
LA mg Ac 0.001; 0.015; 0.003 (Moreno-
Ac| 4B —_— [0-0.015]
mg AAB Zambrano et al., 2018)
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Taula 12.-Rangs de treball de les velocitats de creixement maximes dels microorganismes

Parametre Unitats Referéncia Rang de treball
0.44(Paalme et al., no date)
[0.50-0.51] (Mrwebi, 2004)

M:’n%z; h-1 0.45 (Kpuamé et a’l., 2021) [0.0781-0.53]
0.35 (ScienceDirect’, no date)
[0.078-0.53]; 0.253; 0.063; 0.368
(Moreno-Zambrano et al., 2018)
0.27 (Arroyo-Lépez, Querol and
Barrio, 2009)
HYFfu K1 0.25 (ScienceDirect’, no date) [0.083-0.572]
max

[0.01-0.166];0.359; 0.083; 0.572
(Moreno-Zambrano et al., 2018)
0.627 (Georgieva et al., 2009)
0.17 (Pramono ], Harmayani and
LABGc Bt Utami, no date) [0.0072-1.41]

max [0.007-1.41]; 0.358; 0.414; 0.499
(Moreno-Zambrano et al., 2018)
[0.007-1.41]; 0.358;
Hfr‘l‘;‘iﬁu h-1 0.414; 0.499 (Moreno-Zambrano et | [0.007-1.41]
al., 2018)
0.16(Hill and Daugulis, no date)
s Beeon = [0.011-0.25]; 0.380; 0.025; 0.022 | [0.011-0.380]
(Moreno-Zambrano et al., 2018)
#ﬁlgi“ et 0.008; 0.025; 0.022 (Moreno- [0.008-0.025]
Zambrano et al., 2018)
paac h~? 0.037 (Hill and Daugulis, no date) [0-0.037]

Taula 13.- Rangs de treball dels parametres de mortalitat dels microorganismes

Parametre Unitats Referéncia | Rang de treball

0.033; 0.052; 0.092 (Moreno-

Ky h-1 Zambrano et al., 2018) [0.033-0.092]

0.0505 (Y. Albernas-Carvajall*,
2015)

K h1 0.005; 0.064; 0.069 (Moreno-
LAB Zambrano et al., 2018)

0.007; 0.001 (Moreno-Zambrano et
KaaB h1 al.,, 2018) [0.001-0.007]

[0.005-0.069]
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Taula 14.- Rangs de treball dels parametres de decaiment

Parametre Unitats %‘ Rang de treball
Keton ht [0-0.021]
Kia ht [0-0.03]
Kac h~1 [0-0.03]

A banda dels rangs de treball dels parametres, per assegurar que els valors de les estimacions

siguin raonables i aplicables en situacions reals, s’han considerat diversos factors.

En primer lloc, s’ha tingut en compte I'estat I'oxidacid de les fonts de carboni, ja que a menor
estat d’oxidacié, major és I'energia continguda per la font, i per tant, major és I'eficiencia amb
que els microorganismes metabolitzen la font de carboni a una altre. L'ordre proposat d’oxidacio

és: glucosa, fructosa, etanol, acid lactic i acid acetic.

En segon lloc, s’estableixen limitacions en els rendiments, establint un valor minim de 0 i un
valor maxim de 1. Aquestes limitacions es basen a la llei de la conservacié de la mateéria, la qual
estableix que la matéria no es crea ni es destruix, si no que es transforma. Aixi, un rendiment
superior a 1 significaria que la biomassa és capac de metabolitzar una font de carboni i crear
mateéria. Aixi mateix, un rendiment negatiu no és viable perqué es tracta d’'una mesura

d’eficiéncia en la qual la biomassa converteix producte en altres subproductes.

D’altra banda, s’ha anat amb molta cura amb la constant de saturacié (Taula 9), ja que si una
variable té una concentracié inicial superior a la constant de saturacid, la velocitat de reaccio a
temps 0 comengara a la maxima velocitat. En canvi, si una variable té una concentracid inicial
inferior a la constant de saturacio, la velocitat de reaccié a temps 0 sera inferior a la meitat de

la velocitat maxima, i per tant sera més lenta.

Finalment, en els parametres de decaiment (Taula 14) i mortalitat (Taula 13) s’ha tingut en
compte 'estabilitat del producte, ja que no es degrada rapidament, aixi com la velocitat de

reaccio, establint rangs minims.

Durant la calibracid dels parametres, es va detectar que la sensibilitat del model era molt
elevada a causa de la quantitat de parametres (39). En conseqiiéncia, petits canvis en un
parametre produien variacions significatives en els resultats. Aquesta sensibilitat es
significativament més gran en les velocitats de creixement respecte els altres parametres. Aixi,
es va optar per fixar els parametres de rendiment, constants de saturacié i mortalitat dels

microorganismes un cop calibrats, reduint aixi el nombre de parametres de 39 a 10.
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La temperatura és un parametre que no s’inclou directament en el model, tot i aixi, la seva
variacié en el temps afecta a la velocitat de creixement. Com a contramesura es van harmonitzar
les velocitats de creixement, establint un valor estandard per a cada biomassa. Per tal de
reflectir I'efecte de la temperatura, el valor estandard variara en funcié del temps segons dades
experimentals obtingudes de fonts bibliografiques. Per a que la variaciéd es produeixi, és
necessari introduir dades experimentals de temperatura en funcié del temps. Aixi, el model
detectara que, a les 30 hores, hi ha una temperatura especifica i, per tant, una velocitat

determinada.

En el cas dels parametres de decaiment, ha estat impossible reflectir les divereses interaccions
entre els metabolits (Figura 13) amb un dnic valor. Per capturar millor aquestes interaccions,
s'han introduit diversos valors estimats per a cada parametre de decaiment que varien en funcié

del temps.

Per reflectir de manera dinamica com aquestes variables (temperatura, velocitat de creixement,
parametres de decaiment) varien en funcid del temps en I'entorn de simulaciéd Simulink,
s'implementen una série de condicionals que ajusten els diversos valors en forma de rampes,
essent transicions graduals que permeten simular I'augment o la disminucié de les variables al

llarg del temps.
Pel que fan els valors de les variables harmonitzades, trobem:

Taula 15.- Variacio de la temperatura en funcié del temps (Ramos et al., 2014)

Parametre ‘ Unitats ‘ Temps ‘ Valor ‘

0 298.4

12 298.9

36 299.4

60 301.5

T K

84 316.2
108 317.1
132 318.5
156 322.4
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Taula 16.- Harmonitzacio de les velocitats de creixement maxima dels Saccharomyces
cerevisiae (Lip et al., 2020)

Parametre Unitats Temperatura
Yaic 0.059
pre 273
.ugléx e h_l
Yrr 303 0.416
HFmax 312 0.236

Taula 17.- Harmonitzacio de les velocitats de creixement maxima dels Lactobacillius plantarum
(Matejcekova et al., 2016)

Parametre ‘ Unitats Temperatura Valor ‘
273 0.04
288 0.07
LABgc 291 0.12
max
LAB 294 0.17
Hmax h-1 298 0.26
303 0.36
LABpyy 307 0.39
'uméx
310 0.37
313 0.19

Taula 18.-Harmonitzacio de les velocitats de creixement maxima dels Acetobacter Aceti (De
Ory, Romero and Cantero, no date)

Parametre ‘ Unitats ‘ Temperatura Valor ‘

AABgion 273 0.026

max 293 0.038

pAAB ht 298 0.056
AAB

oA 303 0.094

4B ac 308 0.011
max
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Pel que fan les dades experimentals de les fonts de carboni i dels microorgansimes, trobem els

seglients valors:

Taula 19.- Valors experimentals de I’evolucio de les fonts de carboni (Lefeber, Gobert, et al.,

2011)
Temps G"Ilchols;a F::cltrtr)lsla jtzr:gll ch;i I?:l:tic Aciﬁ a:l:ietic
(h) g gola) (g zolpa) ( gola ) g gola) g éc])la)
0 95.6 182 0 0 0
24 445 70.2 2.3 3.08 4.34
48 30.7 9.11 8.99 0.35 0.73
72 7.77 12.4 16.6 12.4 6.89
96 0.36 1.11 14.3 16.3 38.5
120 0.51 1.76 5.95 6.52 18.8
144 0 0 3.68 3.74 10.6

Taula 20.- Valors experimentals de I’evolucié dels microorganismes (Miguel et al., 2017)

Temps l CYFU Y l IC-'I:I?LAB l ??l?AAB
og og og
R e e G e

0 3.31 1.09 15 275.64 0.14 0.08
12 3.5 2.02 426.91 1.18 ----
36 3.34 2.69 2.69 295.35 5.51 1.23
60 3.3 2.43 2.65 269.36 3.03 1.13
84 2.22 2.02 2.69 22.40 1.18 1.23
108 1.82 1.95 2.17 8.92 1.00 0.37
132 1.52 1.74 2.84 4.47 0.62 1.74
156 1.52 1.39 3.3 4.47 0.28 5.03

Ateés que les dades experimentals de les biomasses (Saccharomyces cerevisiae (Y), Lactobacillus
plantarum (LAB) i Acetobacter aceti (AAB)) es troben expressades en altres unitats (log CFU/ml)
i provenen d’una aliquota diluida, es realitza un factor de conversid per saber la concentracié

“real” i per obtenir una harmonitzacid de les unitats.

En primer lloc, es passen els log CFU a CFU. Continuament, s’aplica un factor de conversié
especific per a cada biomassa Saccharomyces cerevisiae (Y), Lactobacillus plantarum (LAB) i
Acetobacter aceti (AAB) per passar de CFU a pg, essent 15, 1.25 i 0.28 pg/CFU (Monod, no date,
Moreno-Zambrano et al., 2018), respectivament. Un cop aplicat el factor de conversid, es passen
els pg a mg. A partir d’aqui, es realitza el producte per 10, pel fet que les dades provenen d’una
aliquota diluida 10° vegades. Posteriorment, es realitza el producte pel volum total de 225 ml i,

alhora, es realitza el quocient amb la quantitat real treballada de massa de cacau, que és de 25g.
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En aquest cas, s'observa una gran diferéncia entre el factor de conversié del llevat respecte les
altres biomasses. Aixo es deu al fet que aquests factors de conversié actualment no s’han
reportat. En concret, s’han aproximat a partir de la morfologia basada en les dimensions

habituals de les cel-lules de cada biomassa, assumint una forma esférica o cilindrica.

\ vz oLe mgY/LAB/AAB
Exemple calcul concentracié biomassa mg Y/LAB/AAR

g polpa
10'08CFU (CFU 15/125/028pg 1 . 225ml
N . . . il
ml ml 1CFU 10°pg 25 g polpa

Un cop l'aplicatiu estimador de parametres disposa dels valors inicials per a les diverses
variables, del rang de treball per als parametres a estimar i dels valors de referéncia, s’inicia el

procés d'estimacio.
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6.3 OPTIMITZACIO

Per a I'optimitzacié del procés de fermentacid, es combinen millores de disseny i condicions

d’operacié amb 'objectiu d’obtenir la maxima eficiéncia possible.

Pel que fa a les condicions d’operacid, un dels factors clau és la temperatura. Les variacions
d’aquesta variable (Taula 21) s’'implementen mitjangant un bany Maria. Aquesta técnica
consisteix a submergir el recipient on es realitzara la fermentacid del gra dins d’un altre recipient
amb aigua calenta. Per assegurar que la temperatura es mantingui dins del rang, s’utilitzara un
termometre. Aixi, en cas que la temperatura baixi, es realitzaran aportacions d’aigua calenta,
mentre que en cas que la temperatura augmenti (donat que es algunes reaccions son

exotermiques) es realitzaran aportacions d’aigua freda al bany.

Taula 21.- Rangs de treball de temperatura

Velocitat harmonitzada del creixement

Rang de temperatura

microbia
, (h~1)
Hmax = 0.059
[298-303] pka8 = 0.36
pi4B = 0.0584
w.. =0416
[303-307] pt48 = 0.36
piaB = 0.094
pr s, =0.236
[313-315] pea® =0.19
paas = 0.011

Pel que fa a les condicions de disseny, es proposa iniciar el procés de fermentacié en una caixa
estandard a temperatura ambient. Un cop el procés hagi avancat fins a un punt determinat, es
traspassara la meitat del contingut a una segona caixa en paral-lel, on també s'introduira la
mateixa quantitat de polpa fresca. Aquest pas permet augmentar la capacitat del lot inicial i

reduir el periode d’adaptacid del procés a les condicions ambientals.

Posteriorment, després d'un temps determinat, el contingut de les caixes es traspassara a una

tercera caixa que operara a una temperatura optima. Finalment, es traspassara el contingut a
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una altra caixa, que es mantindra a una temperatura superior a I’0ptima durant un temps

determinat.

Aixi, el disseny del procés millorat (Figura 23) es basa en un sistema de tres caixes en serie,
connectades en paral-lel amb un altre conjunt de tres caixes en serie, cadascuna amb una

temperatura fixada. Aquest enfocament permet una gestié més eficient de les condicions de

fermentacio.

Y

[298-303 K] [303-307 K] [313-315 K]

Figura 23.- Disseny del procés de fermentacio millorat

Per tal de quantificar la concentracio de la barreja, s’utilitza la seglient expressio:

_ (C1-my) + (Cp-my) Eq9

C
f myq +m2

On:

e (; — Concentracio de la barreja de la massa de fermentacio
e (; — Concentracio de la polpa fermentada

e (, — Concentracio de la polpa fresca

e m,; — Massa de la polpa fermentada

e m, — Massa de la polpa fresca
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7. RESULTATS | DISCUSSIO
7.1 DEFINICIO DEL MODEL

En base a les consideracions descrites a la seccié 6.1 (fermentacié superficial i homogeénia, fonts
de carbonii microorganismes més significatius i la dependéncia de la fermentacié amb la qualitat
del producte final), s’ha desenvolupat un model capa¢ de descriure el creixement i
desenvolupament dels llevats (Y) i dels bacteris lactics (LAB) en glucosa (V1, V3) i en fructosa
(V2, V9). Alhora, es captura la metabolitzacid dels Y en etanol i acid acetic, i la metabolitzacié
dels LAB en etanol, acid lactic i acid acetic. Paral-lelament, es descriu que, a mesura que avanci
la primera metabolitzacio, el consum d'etanol (V4), acid lactic (V5) i acid acetic (V10) esdevingui
el creixement i desenvolupament dels bacteris acetics (AAB). A més, es captura I'esperanca de
vida de tots tres microorganismes (Y, LAB, AAB) a partir d’'una taxa de mortalitat, essent V6, V7
i V8, respectivament. També es captura I'evolucié de I’etanol, acid lactic i acid acetic a partir dels

parametres de decaiment, essent V11, V12 i V13 respectivament.

Per tal de representar visualment el darrer procés, es va desenvolupar el segiient esquema.

I
Fru :
N
N \ve
vz -
~ —_ -\‘ .
- Ve
P Vi \ PN

/ \
- ~. vz

" N

Glc Al EtOH [——|-
= ~. v4
\ AN
@ V7 ~. V10
et ~
S
Ny
\
A
LA A
\
II
Ac
. Creixement bacteris Creixement bacteris Mortalitat Parametres de
Creixement llevat (Y’
. ) . lactics (LAB) . acétics(AAB) - microorganismes decaiment FC
Metabolitzacié de la font de Metabolitzacic de la font de Metabolitzacié de la font de
E carboni a partir del llevat(Y) carboni a partir dels bacteris carboni a partir dels bacteris
lactics (LAB) acétics(AAB)

Figura 24.- Esquema del model plantejar de la fermentacio del gra de cacau
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Per tal de quantificar I'evolucié de les fonts de carboni i dels microorganismes en I'esquema

proposat (Figura 17, Figura 24), es van desenvolupar les seglients equacions (Eq 1, Eq 2, Eq 3, Eq

4,Eq5,Eq6,Eq7, Eq8).

d[Glc]
dt “Yeely Vi~ Yec|1ap " V3

d[Fru]
dr “Yeruly V2= Yp1ag Vo

d[EtOH] Glc Fru Glc Fru
Fr Yeeon|v V1Y Yeeonly V2t Yeon|1ag V3 ¥ Yieon|1ap Vo
- YEt0H|AAB Va—
d[LA] Glc Fru
dt Yialeag V3t Y 0ag Vo = Yiajaas Vs —

d[Ac] Glc Fru Glc Fru EtOH
dt | lAcly’ Vit YAc|Y Vot YAc|LAB Vst YAc|LAB Vot YAc|AAB Va
LA
+ YAC|AAB Vs — YAc|AAB V1o —
dly] =V{+V
- /atVe
d[LAB] Va4V
- VstV
d[AAB]
dt =V4_+V5+V10—

Eq1l

Eq 2

Eq3

Eq4

Eq5

Eq6

Eq
710

Eq8

Les equacions emprades, sén compostes per 39 parametres, dividits entre constants de

saturacié (Taula 2), rendiments (Taula 3), velocitats de creixement maximes dels

microorganismes (Taula 4), parametres de mortalitat de les biomasses (Taula 5) i parametres de

decaiment de les fonts de carboni (Taula 6), i 8 variables(Taula 7), que corresponen a la

concentracié de les fonts de carboni i dels microorganismes.

Per tal d’apreciar el contingut de les V, veure Taula 1, Taula 22.
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Taula 22.- Taxa de creixement i mortalitat de la biomassa i decadencia de les fonts de carboni del model de I'etapa de fermentacio del gra de cacau

_ e
v, = Mo+ [Gle] v] = Mo+ [GLe] v, = POk . [EtOH] Ve =Ky -[Y] = Kgron - [EtOH]
[Glc] +YKglc [Glc] + KB [EtOH] + K48, mg ¥ mg EtOH
(meY - [LAB] - [AAB] () Gy poipa polpa)

h-g polpa mg LAB ) ( mg AAB ) g poipa
(h-g polpa h-g polpa
,u::f;r;‘ « [Fru] yfréi‘” ™. [Fru] yﬁgim - [LA] V7 = Kpap " [LAB] = K4 [LA]
V= 7 [Y] Vo= LAB 5= a5 [AAB]
[Fru]l] + K [Fru]l + K [LA] + K
mgy [LAB] mg AAB (9 LAB (LA
(h-g polpa) mg LAB (h-g polpa) h-g polpa h-g polpa
(h-g polpa)
v u,‘:l‘;i“‘” - [Ac] Vg = Kyup " [AAB] = Ky [Ac]
10 — AAB
[Ac] + KACAAB ( mg AAB ) ( mg Ac )
mg AAB [ ] h-g polpa h-g polpa
(h-g polpa)
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7.2 CALIBRACIO DEL MODEL

Els valors dels parametres estimats del model descrit a la seccid 6.1 estimats es detallen a les

seglients taules (Taula 23, Taula 24, Taula 25, Taula 26).

Taula 23.- Valors estimats de les constants de saturacio

Parametre Unitats Valor
mg Glc
K. g polpa 34.808
mg Fru
KX, g polpa 39.827
mg Glc
Kii® g polpa 54.985
mg Fru
KEAB g polpa 60.004
mg EtOH
K248, g polpa 3.436
mg LA
Ki 2P g polpa 3.617
mg Ac
K48 g polpa 2.967
Taula 24.-Valors estimats dels parametres de decaiment
Parametre Unitats ‘ Temps ‘ Valor
0 0.003
-1
Kac h 96 0.03
144 0
0 0
24 0.03
Kia h 36 0
96 0.03
144 0
1 0 0.015
Keton h
72 0.01
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Taula 25.- Valors estimats dels rendiments

Parametre Unitats Valor

mg Glc
v 0.13
Glc|y mgyY
mg Glc
Y 0.228
Fruly mgyY
mg Glc
Glc 0.018
EtOH|Y mgY
mg Glc
Glc 0.022
Acly mgY
mg Glc
yFru 0.018
EtOH|Y mgY
mg Glc
Fru 0.038
Acly mgY
mg Glc
Y — 0.1
Glc|LAB mg LAB
mg Fru 0.227
Ve | LAB mg LAB '
mg EtOH
Glc _ 0.018
EtOH|LAB mg LAB
mg LA
Gle —Z 0.471
LA|LAB mg LAB
Glc mg Ac 0.002
YAClLAB mg LAB '
mg EtOH
Fru —_— 0.018
EtOH | LAB mg LAB
mg LA
Fru _ 0.471
LA|LAB mg LAB
mg Ac
YFru _ 0.040
Ac|LAB mg LAB
mg EtOH 0.093
YEtOHlAAB mg AAB '
mg LA 0.0001
Y4l aa8 mg AAB '
mg Ac 0.002
Y yc|aap mg AAB '
mg Ac
EtOH —_— 0.015
Ac|AAB mg AAB
mg Ac
LA _ 0.007
Ac| AAB mg AAB
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Taula 26.-Valors estimats de les mortalitats dels microorganismes

Parametre Unitats Valor
Ky h™t 0.068
Kpag h™! 0.197
Kaag h™! 0.089

Les seglients figures (Figura 25, Figura 26, Figura 27, Figura 28, Figura 29, Figura 30, Figura 31,

Figura 32) representen el comportament del model calibrat respecte les dades experimentals.

Glc
120
100
]
g_ 80
o
a
2 60
)
(U]
Qo [
€ 40
(]
20
)
0 ® [ J ®
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Temps (h)
Simulacié model ® Dades experimentals

Figura 25.- Superposicio valors experimentals i predits de la glucosa
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Figura 26.- Superposicio valors experimentals i predits de la fructosa
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Figura 30.- Superposicio valors experimentals i predits dels Saccharomyces cerevisiae
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Figura 31.- Superposicio valors experimentals i predits dels Lactobacillius plantarum
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Figura 32.- Superposicio valors experimentals i predits dels Acetobacter aceti

La primera part del model (Figura 17) formada per glucosa, fructosa, llevat i lactobacillius(Figura
25, Figura 26, Figura 30, Figura 31), presenta una tendéncia molt propera a la realitat, magnituds
com a velocitats forca alineades a la realitat. Tot i aixi, la conseglient etapa del procés (Figura
17) formada per acetobacter aceti, etanol, acid lactic i acid acetic (Figura 27, Figura 28, Figura

29, Figura 32) no es prediu amb la mateixa precisio.

Aguesta segona part, presenta certes discrepancies en la proximitat de les tendéncies
(experimental i predites), on es conclou que no es tracta simplement d’un ajust de parametres,
ja que la forma de les prediccions del model no s’alinea amb les dades experimentals. Aixo es
reflecteix en el rang de creixement i la velocitat de creixement o decreixement, on s’observa que
es produeixen en periodes de temps diferents. Per tant, la prediccié d’aquesta segona part és
incompleta i en conseqieéncia, caldria incloure altres variables al model per tal de millorar la

precisio de les prediccions.

No obstant aixo0, cal destacar el llevat és 2 ordres de magnitud superior respecte a les altres
biomasses disponibles, i en conseqiiencia el seu comportament és predominant en el model.
Aixi doncs, les variacions produides per la seva activitat tenen un impacte molt més significatiu

en els resultats generals del model, opacant les contribucions de les altres biomasses. Per tant,
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malgrat la manca de precisid d’aquesta segona etapa, I'efecte global sobre la qualitat i la

dinamica de I'etapa de fermentacid no és significatiu.

A més, cal tenir en compte que la combinacié d'estudis, consideracions i simplificacions,
juntament amb la necessitat de garantir que els valors dels parametres reflecteixin la realitat
(dades experimentals) i que alhora siguin valors coherents, afegeix una gran complexitat al

model i al procés de calibracié.

7.3 OPTIMITZACIO

Per a I'optimitzacié del procés de fermentacid, es combinen millores de disseny i condicions
d’operacio.

Pel que fa a les condicions d’operacié, I'analisi dels valors de temperatura i velocitat de
creixement dels microorganismes (Taula 15, Taula 16, Taula 17, Taula 18, Taula 21), demostra
que la temperatura té un efecte directe sobre la velocitat de creixement dels microorganismes.
Per tant, és convenient controlar-la per tal de millorar la productivitat. Tot i aixi, donat que es
tracta d’un procés no totalment descrit, es desconeix quin efecte i quina magnitud pot tenir
treballar des d’un inici a una temperatura optima (on la velocitat de creixement és maxima)
sobre les diverses fonts de carboni i les interaccions entre elles (Figura 13). Es clar que algunes
reaccions poden ser accelerades. No obstant aix0, es podria alterar I’equilibri entre elles. A més,
els llevats sén responsables de la liqiiefaccié de la polpa, on es produeix I'entrada d’aire a causa
de l'alliberament de suors. Si la fermentacié és molt rapida, I’entrada d’aire no és dptima, i en
consequiencia, I'activitat dels microorganismes és perjudicada. Per tant, modificar les condicions
d’operacié no esta exempt de riscos. Aixi, es decideix aplicar-les de manera controlada i en

moments concrets per tal de minimitzar qualsevol possible interaccié.

Els rangs de treball de temperatura escollits (Taula 21, Taula 27) es basen en I’harmonitzacié de
la velocitat de creixement (Taula 16, Taula 17, Taula 18) i les variacions de les temperatures

(Taula 15).
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Taula 27.- Rangs de treball de temperatura

Velocitat harmonitzada del creixement

Rang de temperatura

microbia
K
o (h~1)
ur .. = 0.059
[298-303] ubAE =036
paas = 0.0584
ur.. =0416
[303-307] s =036
pi4B = 0.094
Hmax = 0.236
[313-315] pe4B = 0.19
piaB = 0.011

Donat que els rangs especifics requerits no necessiten un control excessivament precis,
s'implementa la técnica del bany Maria, ja que és facil d'implementar i de monitoritzar. A més,

comporta una inversid minima en comparacié amb altres sistemes de control de temperatura.

Pel que fa a les millores de disseny (Figura 23 ,Figura 33), es té en compte les condicions
d’operacid i el procés original de fermentacié a I'Equador, on actualment es realitza a I'aire lliure
o en caixes de fusta, en una sola etapa. Donat que la fermentacié es pot considerar dominada
per tres successions microbianes es pretén dividir el procés en tres etapes per tal de millorar el
control i I'eficiéncia del procés. Aquesta divisié permet una gestié més precisa de les condicions

ambientals i una optimitzacid especifica de cada fase.

Es pretén iniciar el procés de fermentacié en una caixa estandard a temperatura ambient durant
un temps determinat. A partir d’aqui, es traspassara la meitat del contingut a una segona caixa
en paral-lel, amb les mateixes condicions. Continuament, en ambdues caixes s'introduira la
mateixa quantitat de polpa fresca. Aixi, el lot inicial es divideix en 2 lots d’igual magnitud. El
procés avancara en paral-lel, traspassant el contingut de cada caixa a la segilient en série a

intervals determinats, amb cada caixa treballant a una temperatura fixa.

56



——
Universitat de Girona
Escola Politécnica Superior

e RESULTATS | DISCUSSIO

Y

[298-303 K] [303-307 K] [313-315K]

Figura 33.- Disseny del procés de fermentacié millorat

Les seglients figures (Figura 34, Figura 35, Figura 36, Figura 37, Figura 38, Figura 39, Figura 40,
Figura 41) representen el comportament de les diferents variables sota diverses condicions de
disseny i operacid (Figura 23), detallades a la seccid 6.3, respecte el comportament del model

calibrat.
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Figura 34.- Superposicio valors predits i valors de I'optimitzacid de la glucosa
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Figura 35.- Superposicid valors predits i valors de I'optimitzacié de la fructosa

18
16
14
12
10

o

EtOH

20 40 60 80 100 120 140 160 180
temps (h)

Simulacié model e Simulacié optimitzacio

Figura 36.- Superposicid valors predits i valors de I'optimitzacié de I'etanol

58



e

Universitat de Girona
Escola Politécnica Superior

e

RESULTATS I DISCUSSIO

mg LA /g polpa

o N b O

mg Ac/ g polpa

18
16
14
12
10

45
40
35
30
25
20
15
10

LA
0 20 40 60 80 100 120 140 160
temps (h)
Simulacié model == Simulacio optimitzacio

Figura 37.- Superposicio valors predits i valors de I'optimitzacid de I'acid lactic

Ac
0 20 40 60 80 100 120 140 160
temps(h)

Simulacié model == Simulacié optimitzacio

Figura 38.-Superposicio valors predits i valors de I'optimitzacio de I’acid lactic

180

180

59



e
Universitat de Girona

Escola Politécnica Superior

e

RESULTATS I DISCUSSIO

500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

mg Y/ g polpa

Simulacié model

80 100 120
temps (h)

= Simulacié optimitzacio

140

160

180

Figura 39.-Superposicid valors predits i valors de I'optimitzacié dels Saccharomyces cerevisiae

mg LAB/g polpa

20

Simulacié model

LAB
80 100 120
temps(h)

e Simulacié optimitzacié

140

160

180
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Figura 41.-Superposicio valors predits i valors de I'optimitzacio dels Acetobacter aceti

El comportament de les diferents variables del procés millorat es presenten en diferents
periodes de temps: 0-36, 36-56, 56-76 i 76-96 hores, corresponents a les millores de disseny i
operacid aplicades. Les tendencies observades sén coherents, arribant a valors propers als

obtinguts amb el model calibrat.

En el primer periode de temps, corresponent a la primera caixa, es presenta |'evolucid de les
variables a temperatura ambient, on es busca proporcionar suficient temps per a que es
produeixin possibles reaccions que no s'han inclds en el model, i desfavorir els creixement dels
llevats (Y) i afavorir el creixement els bacteris lactics (LAB). Encara que ambdds microorganismes
consumeixen les mateixes fonts de carboni (glucosa i fructosa), els Y disposen d’una capacitat
de consum més gran i, a causa de la seva magnitud superior, aquest consum és més pronunciat.
D'aquesta manera, quan els LAB comencin a créixer, disposaran de suficient font de carboni per

al seu desenvolupament optim.

A les 36 hores, el creixement dels Y i LAB és maxim. En aquest punt, es traspassa la meitat del
contingut de la primera caixa a la caixa en paral-lel, on també es treballa a temperatura ambient,
i s'hi afegeix en ambdds casos la mateixa quantitat de polpa fresca, fet que provoca la dilucié de
les biomasses, i I'increment de la glucosa i fructosa. Per tant, des de I'inici del procés es disposa

d’una major proporci6 de microorganismes actius fet que provoca l'acceleraciéo de la
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metabolitzacié i la reduccié de la perdua de calor de la polpa, escurgant el periode d’adaptacio.
D’aquesta manera, la fermentacié s'accelera sense comprometre les possibles interaccions. En
aquest punt, es deixa treballar fins a les 20 hores, moment en que el creixement dels
microorganismes torna a ser maxim. A partir d’aqui, en ambdés casos, tot el contingut de la

primera caixa es transfereix a la segona caixa de la série.

En el tercer periode de temps, s’Taugmenta la temperatura, accelerant la velocitat de creixement.
Aquest efecte té un impacte menor en la primera part del model, ja que la quantitat de glucosa
i fructosa és inferior. Un cop el creixement dels AAB assoleix la concentracié maxima, es passa
al segiient periode de temps, en el qual, a les 76 hores, en ambdds casos, tot el contingut de la
segona caixa es transfereix a la tercera caixa de la séerie, on s’augmenta a una temperatura a un
nivell superior a I'0Optim, fet que disminueix totes les velocitat per tal d'augmentar el temps

d'interaccio entre les variables.

Suposant una base de calcul de 100 kg, el model proposat és capac de reproduir el procés en
156 hores. Aplicant I'optimitzacio, el model permet duplicar la produccié en un menor temps. A
les 36 hores, dels 100 kg inicials, la meitat es traspassa a la caixa en paral-lel i, alhora, en
ambdues caixes s’introdueix la mateixa quantitat de polpa fresca, de manera que totes dues
caixes disposen de 100 kg. Aplicant les condicions d’operacid, el procés es completa en 96 hores.

Per tant, la produccio passa de 0,64 kg/h a 2,08 kg/h.
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8. CONCLUSIONS | RECOMANACIONS

El model descrit és capac¢ de proporcionar una visid representativa, tot i que incompleta del

comportament de les variables més significatives de I'etapa de fermentacio del cacau.

A causa del desconeixement de les possibles interaccions entre les diferents fonts de carboni,
s’han realitzat simplificacions basades en les consideracions proposades, excloent certes
reaccions no estudiades. Aquestes simplificacions fan que, a I'hora de calibrar el model, la
segona part del mateix no reflecteixi la realitat (dades experimentals) al complert. Per tant, el
model resulta incomplet, i és necessari incorporar parametres addicionals per ajustar-lo amb
més precisid. No obstant aix0, és suficientment representatiu com per proposar alternatives que

permetin optimitzar el disseny i les condicions d’operacid del procés replicable en origen.

Es proposa dividir I'etapa de fermentacié en tres fases i aplicar mitjancant un bany Maria un
rang de temperatures de facil control, on el valor maxim és de 42 °C, podent assolir-lo mitjancant
I"'aportament d’aigua calenta i freda. Aquesta configuracié evita la necessitat de sistemes de
refrigeracid6 més complexos i costosos. A més, la independéencia dels lots en el procés de
fermentacié no només minimitza els riscos en cas d’imprevistos, sind que també facilita la

transferéncia de calor i mateéria, millorant la conveccio gracies al menor volum de cada lot.

Aplicant I'optimitzacié proposada, la produccié passa de 0,64 kg/h a 2,08 kg/h. Aquest resultat
és molt positiu, perd, donades les diverses simplificacions realitzades, seria bo validar aquest

model de forma experimental, on probablement hi hagi discrepancies entre la teoria i la realitat.
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9. PRESSUPOST | PLANIFICACIO
9.1 PRESSUPOST DEL TREBALL

Donat que es tracta d’un procés basat en un estudi exhaustiu de fonts bibliografiques, no s’han
utilitzat consumibles, subcontractacions ni inversions. Aixi, considerat Unicament el cost de la
ma d’obra (7 €/h), i suposant una jornada de 5 hores durant 166 dies(Figura 42), el cost total del

treball és de 5810 € (Taula 28) (impostos no inclosos).

Taula 28.- Resum costos

Assumpte ‘ Cost [€]
Ma d’obra 5810
Consumibles .
Subcontractats .
Inversions —-
Total 5810

9.2 PLANIFICACIO DEL TREBALL

Per dur a terme el treball final de grau, es va seguir la seglient planificacid (Figura 42). A partir
d’aqui, es va analitzar el procés d’obtencié d’aquesta materia primera i es van identificar les
dificultats que pateixen els productors en origen. Amb els coneixements actuals, es va plantejar
que es podia fer per millorar la situacid actual, definint aixi els objectius. Aixi, es va procedir amb
la creacid del model, el qual es va calibrar utilitzant dades experimentals per garantir que el
procés reflectis la realitat. Aquesta fita va ser la més exigent tant en temps com en esforg, a
causa de la sensibilitat del model. Un cop el model va ser capac de capturar adequadament els
patrons generals del procés, es van plantejar optimitzacions a nivell de disseny i operacio,
corroborades per les simulacions del model. La redaccié de la memoria es va dur a terme en
paral-lel amb el desenvolupament del projecte, per tal de capturar-ne els maxims detalls

possibles
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