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I. INTRODUCCION. 

Durante los dltimos años el rompimiento celular se 

ha convertido en un paso crucial para la obtención de 

productos extracelualres importantes como proteínas, 

enzimas y otros metabolltos. 

El gran potencial de los microorganismos como fuer:,  

te de proteína para productos alimenticios o para la ob-

tención de enzimas de importancia en la industria fan-

macedtica y/o alimenticia, ha tenido gran desarrollo , 

sin embargo,cada vez se hace más nacesaria la investiga.-

ci6n en esta área. 

Los métodos de rompimiento celular existentes son 

muy amplios y diferentes y oscilan desde la simplicidad 

de un mortero hasta la sofisticación de las ondas ultra... 

s6nicasv Todos los métodos hasta ahora desarrollados los 

podemos clasificar, de acuerdo con Wimpeny, en dos gran.-

des grupos: métodos mecánicos y no.-mecánicos, los que 

comprenden gran diversidad de técnicas las cuales están 

expuestas en la tabla I. 

Todos los métodos mecánicos de rompimiento atacan, 

tanto la pared como la membrana celular,diferenciandose 

una técnicas de otras, por la eficiencia y el tamaño de 

los fragmentos celulares producidos. Los métodos no-me- 
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cónicos, por el contrario, son mucho más específicos y, bajo 

condiciones adecuadas, pueden atacar la membrana o la pared 

celular. La fig. 1 ilustra adecuadamente estas técnicas. 



Ruptura del complejo 
membrana-pared celular. 
Tensión en la fase liquida 
Tensión en la fase sólida 
Congelamiento y desconne- 
lamiento, presión y shock 
osmótico. 

Tensión Mecánica sobre la 
ared celular: 

Lisozima 
Antibióticos (Penicilina, 
cicloserina), bacteriófaaos. 

Destruyen la membrana cito-N, 
plasmética. 
Desecación, solventes, 
anentes tensoactivos. 

Causa desorganización intracelular. 
Tensión en fase linuida y especial-
mente ultrasonido de baja intensi-
dad. 

PIGURA 1. 	Sitios de ruptura v anentes causantes 
del rompimiento celular. 



II.ANTECEDENTES. 

1.-mETODOS MECANICOS DE ROMPIMIENTO. 

a) Energía Ultrasónica. 

Este método emplea frecuencias de sonido de 15-20 kc seg-1 que 

esta por arriba de la frecuencia audible por el humano. Estas 

ondas se conocen como ultrasonido, y, si son acopladas de algu-

na manera a una suspensión de microorganismos ocasionan el rom- 

• pimiento. 

El equipo requerido consiste de un oscilador electrónico, un 

amplificador y un trasductor el cual se acopla a la suspensión 

celular por medio de un electrodo. 

El líquido tratado, por efecto de las ondas ultrasónicas, pre-

senta cavitaci6n; la tensión y comprensión alternadas del 

líquido hace que se formen microburbujas de gas. 	Durante 

la cavitación de estas burbujas se alcanzan temperaturas por 

arriba de los 4000°K y presiones de 3 X 106 atm., (Nultingk, 

1951). 	Se cree que se forma una microcorriente de líquido 

alrededor de las burbujas, cuya aceleración genera grandes 

fuerzas de corte que ocasionan el rompimiento. 

La eficiencia del método, depende, como muchos de 
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los otros, del microorganismo de que se trate, del 

tiempo de exposici8n y de la intensidad del tratamiento. 

Micoorganismos Gram-negativos como bacilos son fácilmen-

te desintegrados;lactobacilos y levaduras son más resis-

tentes, mientras que cocos Gram-positivos, como Itaphy-

.1bcoccus  aureus son muy difíciles de romper por ultra-

sonido. 

El ultrasonido es un método ampliamente utilizado 

a escala de laboratorio, pero su aplicación en el rompi-

miento celular a gran escala se ve limitado por los pro,-

blemas de control de temperatura, que se presentan aún 

a escala de laboratorio, asi como por la dificultad de 

transmitir energía suficiente a grandes ~times de sus-

pensión.Sin embargo, se han desarrollado celdas de flu-

jo continuo que resuelven algunos problemas pero su uti.-

lizacidn a nivel industrial todavía no es una realidad. 

b) AGITACION MECANICA 

Mediante la agitación mecánica se pueden alcanzar 

fuerzas de corte tan grandes como por el ultrasonido. 

Estasfuerzas son generadas por discos que giran a alta 
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velocidad, de tal modo que se forman gradientes de ve-

locidad en la vecindad del disco que dependen de la ve-

locidad angular del disco y del radio del mismo. Este -

método es poco efectivo para romper células bacterianas, 

ya que, las fuerzas generadas no son suficientemente 

grandes. 

La vibración mecánica, usando pequeñas esferas de 

vidrio mezcladas con la suspensi6n celular , resulta más 

efectiva. Estos métodos parecen dañar las cdlulas por los 

fuertes campos de corte alrededor de las esferas que son 

aceleradas con gran rapidez. 

cl PRESION EN FASE LIQUIDA 

Cualquier sistema que sea capaz de comprimir una 

suspensi6n de microorganismos y la libere súbitamente por 

un orificio pequeño, ocasiona fuerzas de corte que pueden 

romper las células. Este método consiste en someter una- 

suspensión de microorganismos a elevadas presiones y fdr 

zarla a pasar, a través de un orificio pequeño, a un re.-

servorio donde se obtienen las células rotas. French 

(19551 uso un sistema de éste tipo para el rompimiento de 



cloroplastos, pasando una suspensión de éstos a través 

de una válvula de aguja a presiones superiores a 20,000 

psi. Ribi (1959) utilizó tambien este sistema pero ope-

rando a presiones superiores (40,000 psi) , controlando 

la temperatura externa por medio de CO2  gaseoso. 

d) MOLIENDA 

Se han usado una gran variedad de técnicas de molien 

da para obtener extractos de microorganismos, (Hugo, 1954). 

En general son técnicas poco eficientes, algunas usan ar. 

gentes abrasivos como polvo de vidrio, alúmina, arena,etc., 

mezcladas con la suspensión celular, o bien , el uso de 

suspensiones celulares congeladas y molidas en molinos 

automáticos, molinos de bolas o morteros manuales, sin em 

bargo, éstas técnicas son laboriosas, lentas y por lo ge* 

neral ineficientes. 

e) PRESION EN FASE SOLIDA 

Los métodos de rompimiento mediante loa cuales se 

somete una suspensión celular en estado sólido (congelada) 

a altas presiones, se iniciaron en 1951 con la prensa de 

Hughes en la cual se coloca una suspensión celular, se 

congela y se forza a pasar por una pequeña válvula, por 
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efecto de la alta presión ejercida por un pistón. 

Este método es efectivo cuando se quieren obtener 

preparaciones de menbranas, ya que se obtienen relativa-

mente intactas. 

Basados en le mismo principio, se han hecho equipos 

similares al de Hughes( Edebo, 1960;Edebo y Herden,1960). 

Este método es poco útil para el procesamiento de grandes 

volúmenes. 

2.- METODOS NO-MECÁNICOS 

a) Desecación 

Los principales métodos para lograr la desecación 

de microorganismos han sido) 

i) Secado por airee 

La pasta celular, colectadaLpot"centrifugacien o 

filtración, es extendida sobre charolas o mallas y ex-

puesta a corrientes de aire a una temperatura de 25.-30*C, 

ocasionalmente a temperaturas mayores ( 35-40•C), duran-

te dos o tres días. Las capas de células son removidas 

temporalmente para acelerar el proceso de secado. Las 

células secadas de éste modo frecuentemente sufren auto- 
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lisis parcial. El material extracelular es posteriormente extraí-

do suspendiendo las células en medios adecuados para la extrac-

ción de este material en las mejores condiciones. Sin embargo, 

hay gran pérdida de actividad enzimatica provocado por el largo 

tiempo de exposición del material a estas temperaturas. 

ii) Secado lento al vacío: 

La pasta celular es deshidratada por efecto de vacío y baja tem-

peratura, el tiempo de exposición es de 10 a 12 hrs. La pasta 

resultante es de consistencia quebradiza y dura 	que,posterior 

mente,se muele y se suspende en una solución acuosa para llevar 

a cabo la extracción de los constituyentes intracelulares. Este 

método ha sido empleado para extraer el sistema enzimético de 

etanol-oxidasa de Clostridium Kluyveri (Stadtman y Barker, 1949), 

para aislar glutaminasa de C. welchii (Hughes y Williamson, 

1952) con buenos resultados. Sin embargo, resulta obvio que su 

utilización sólo es posible en escala de laboratorio. 

iii) Liofilización: 

Por este método la liberación del contenido celular 

es poco efectiva, aunque es el mejor para la preservación 



11 

de la actividad enzimática y la viabilidad celular por 

periodos muy prolongados. Prácticamente no se utiliza para 

el rompimiento de células y su real aplicación es en la 

conservación de extractos celulares y otros materiales. 

iv) Deshidratación por solventes: 

Las células pueden ser convenientemente deshidratadas 

adicionándolas, en suspensión acuosa, a grandes volúmenes 

de solventes miscibles con agua y a temperaturas suficien-

temente bajas, tales que no lesionen los componentes que 

se desean extraer. 

Entre los solventes más utilizados están: acetona 

cloroformo, dioxano y tolueno, este último es inmiscible 

pero tiene capacidad de romper células. Las células son 

tratadas con acetona a baja temperatura (-20°C) y luego 

filtradas por efecto de vacío para la eliminación de ace-

tona. Este tipo de solventes actuan a nivel de la membrana 

celular, afectando la permeabilidad de la célula. Casi 

siempre es necesario, después de un tratamiento con solven 

tes, un proceso de molienda para aumentar el grado de ex-

tracción. 
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b) Lisis 

La lisis puede ser definida como la destrucción del 

complejo membrana!-pared celular, tal que el contenido de 

éstas sea liberado. 

La lisis puede ser dividida en tres tipos de acuer» 

'do a los agentes causantes de ella: 

i) Pfsica: 

Entre ésta tenemos: 

1.... Congelamiento y descongelamiento 

Se somete a las células a tratamientos de congela-

miento y descóngelamiento suscesivos, con lo que se lo-

gra el rompimiento de la pared celular. 

La eficiencia de éste método se ve limitada a una 

liberación de proteína soluble de menos del 10% de la 

proteína total de la célula, ademas que ocasiona una 

pérdida considerable de la actividad enzimatica.Esta 

técnica se ve favorecida por el uso de la congelación 

lenta, ya que los cristales de hielo así formados, son 

de gran tamaño, pero es inoperante a gran escala. 

2.- Cambios de presión osmótica 

Los cambios de presión osmótica han sido utilizados 

para la extracción de ciertas enzimas hidrolfticas, sobre 



todo en bacterias Gram-negativas como E. coli y Salmone-

lla typhimurium. Las células deben ser lavadas para eli-

minar los residuos del medio de cultivo, para luego ser 

suspendidas en soluciones de alta tonicidad (sacarosa 

al 20%) y con agitación suave durante algunos minutos, 

posteriormente las células se colectan por centrifuga-

ción y se dispersan en agua fría (4°C) con adición sub- 

, secuente de solución reguladora para la preservación de 

la actividad enzimática, las células son eliminadas por 

centrifugación, quedando, en el sobrenadante, las enzi-

mas liberadas. La técnica es poco eficiente, obteniéndo-

se rendimientos que van del 4 al 7% de la proteína capaz 

de ser liberada (Charm y Matteo, 1971). 

ii) Química 

Los métodos químicos se basan en el uso de agentes 

que ocasionan la pérdida de la permeabilidad celular. 

Los principales agentes utilizados son agentes tensoac-

tivos como detergentes aniónicos y catiónicos, algunos 

antibióticos (novobiocina, cicloserina, etc.) y sales 

biliares. 

iii) Enzimática 

Los métodos de lisis enzimética pueden ser dividi- 

dos en dos grupos: 

13 
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1) Acción directa sobre un enlace especifico en el comple-

jo de la pared celular. 

2) Inhibición de un sistema enzimático responsable de la 

síntesis de la pared celular. 

Este método por razones económicas está limitado a una 

escala relativamente pequeña o a la extracción de alguna 

enzima o componente celular sumamente lábil para fines 

bioquímicos. 

Los métodos antes descritos son, en general, aplica-

bles a escala de laboratorio y, su utilización a gran es-

cala se ve limitada ya que presentan características ta-

les que su escalamiento es impracticable. 

Cuando nos enfrentamos al problema práctico de extraer 

material celular en grandes cantidades, las alternativas 

que se pueden plantear son, básicamente, las siguientes: 

I.- Revisión de equipo y la posibilidad de que éste 

pueda ser adaptado para el proceso de rompimiento. 

2.- Diseño de equipo destinado específicamente para 

este propósito. 

Estudios realizados sobre molinos coloidales, molinos 

de esférulas y homogenizadores de alta presión indican 



15 

que la adaptación de máquinas ya existentes es la posibi-

lidad más adecuada. 

Las características más importantes al diseñar un 

nuevo equipo o adaptar alguno ya descrito, para el rompi-

miento de células son, en términos generales, las siguien 

tes: 

a) Preservación del producto deseado en las mejores 

condiciones. 

b) Fácil separación del componente requerido del de-

secho celular. 

c) Corto tiempo de rompimiento. 

d) Alto grado de pureza y estabilidad del componente 

celular deseado. 

e) Alta eficiencia y bajo costo de operación. 

f) Susceptible de ser operado de manera continua. 

Sin embargo, es dificil que un aparato reuna todas 

estas características pero, existen algunas máquinas aue 

son una buena aproximación, como los homogenizadores de 

alta presión y el Dyno-mill. Ninguno de los dos ha sido 

diseñado para el rompimiento celular, pero han podido ser 

adaptados para su utilización en este proceso. 
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.E1 homogenizador de alta presión, ha sido descrito' 

por Hetherington et al (1971) y los resultados obtenidos 

muestran'que su utilización es factible y que puede ser 

usado con ventajas sobre otros aparatos. Sin embargo, 

presenta algunas desventajas como el desgaste tan fuerte 

que sufre la válvula de paso de la suspensión. Esta vál-

vula está construida de carburo de tungsteno y está en 

contacto con partículas sólidas (las células) que son las 

que ocasionan el desgaste, ya que no fué diseñada para 

este tipo de uso. 

Por otro lado, los homogenizadores de alta presión 

tienen tendencia a bloquearse con microorganismos Mamen 

tosos por lo que no resultan tan eficientes en estos ca-

sos; además existe el problema de control de temperatura, 

debido a las altas presiones de operación. 

El Dyno-mili, originalmente diseñado para la homoqe-

nización de pinturas, puede ser utilizado en el proceso 

de rompimiento (Currie et al, 1972 y Limón et al, 1979) 

con algunas ventajas sobre el homogenizador de alta pre-

sión. La operación de este aparato requiere de esférulas 

de vidrio que pueden ocasionar la presencia de particulas 

de vidrio en el producto final, por esta razón, que ade- 



17 

más restringe la aplicación del producto para consumo 

humano, se pensó en la utilización de esférulas de otro 

material y su evaluación, respecto a las de vidrio. En 

el proceso de rompimiento en el Dyno-mili es necesario 

realizar los estudios cinéticos correspondientes a la 

operación del molino con esférulas diferentes a las de 

vidrio y obtener información para la posterior utiliza-

ción de este molino en la obtención de extractos celula-

res de aplicación para el consumo humano. 
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3. CARACTERIZACION DE SISTEMAS ABIERTOS DE REACCION POR 
MEDIO DE PATRONES DE FLUJO. 

La caracterización de un reactor en lo que concierne 

a su comportamiento de flujo y mezclado, puede hacerse con 

venientemente por alguna de varias técnicas existentes 

(Levenspiel, 1972) basadas, todas ellas, en la introducción 

de un trazador al sistema, el cual pueda ser medido adecua-

damente a la salida de este. 

La distribución de los tiempos de residencia de los 

elementos de fluido en un sistema será una característica 

propia de éste que depender* únicamente de sus propiedades 

de flujo y mezclado. 

Los experimentos que conducen a este tipo de caracte-

rización de un reactor se conocen como experimentos de 

estimulo-respuesta y pueden llevarse a cabo de varias for-

mas alternativas (por inyección de trazadores en pulsos 

aleatorios o periódicos, por inyección de un pulso conti-

nuo o por inyección de un dnico pulso instantaneo, dando 

todos ellos resultados similares. 

Las características que debe reunir cualquier mate- 



rial para poder ser utilizado como trazador son, funda-

mentalmente: (1) que dicho material no reaccione con el 

reactor. (2) que no altere las características del sis-

tema y (3) que pueda ser detectado en bajas concentra-

ciones. 

Como ejemplos de trazadores podemos citar, los co-

lorantes, elementos radioactivos, agua caliente, agua 

pesada, etc, la elección de la técnica así como del tra-

zador dependerá del sistema que se trate. 

Los sistemas de reacción, cualquiera que sea su di-

seño, geometría y tamaño, pueden ser clasificados en dos 

grandes grupos, sistemas de operación en lote y sistemas 

continuos. Los primeros son sistemas que no operan en 

condiciones de equilibrio; todos los elementos de reac-

ción son agregados al tanque permitiendo que reaccionen 

durante cierto periodo después del cual son descargados 

del sistema. Son sistemas donde la composición del tanque 

es homogénea y sólo varía como una función del tiempo 

(Fig. 2 a). Dentro de los sistemas continuos existen dos 

tipos principales de reactores: reactores continuos agita 

dos (RAC) y reactores tubulares (RTC). 

19 
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Todos los sistemas continuos operan en condiciones de 

régimen permanente (suponiendo un comportamiento ideal) 

por lo que la composición del sistema de reacción no será 

una función del tiempo sino del tiempo de residencia. Los 

reactores agitados continuos ideales, es decir, aquellos en 

donde el tiempo de mezclado es instantáneo, son sistemas 

perfectamente homogéneos, por lo que la composición del me-

dio en cualquier punto del tanque es la misma. Los elemen-

tos de fluido tienen una distribución de tiempos de residen 

cia de tipo exponencial (Fig. 2 b). En este sistema, una 

fracción de los elementos de fluido puede salir rápidamente 

del sistema mientras que otra permanece dentro por tiempos 

mayores, antes de poder abandonarlo. Esto quiere decir que 

la corriente de salida es una mezcla de elementos de fluido 

que han permanecido dentro del reactor por espacios diferen 

tes de tiempo. 

Por otro lado, en los reactores tubulares ideales (no 

existe mezclado y hay flujo en forma de pistón) la composi-

ción varia según la distancia que la mezcla de reacción ha-

ya recorrido dentro del reactor. Una característica impor-

tante de este sistema es que todos los elementos de fluido 

tienen el mismo tiempo de residencia (Fig. 2 c). 
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Existen, sin embargo, otros sistemas intermedios que 

es conveniente mencionar ya que muchos sistemas reales pre-

sentan patrones de flujo que pueden caracterizarse como siste 

mas de este tipo y que se encuentran entre los dos sistemas 

ideales ya mencionados. Estos son: el sistema de RAC en serie 

(Fig. 3 a ) que es un sistema de reactores interconectados 

donde la composición de cada tanque es homogénea pero no lo 

es de un tanque a otro. El sistema de RAC en serie puede apro 

ximarse a un reactor tubular cuanto mayor sea el número de 

tanques. Si el número de tanques es infinito se tiene un reac 

tor tubular. El otro es el sistema de RAC en serie con mezcla 

do longitudinal (Fig. 3 b) cuando este mezclado, representado 

por el número de dispersión (Dn), tiende a infinito se tiene 

el comportamiento de un reactor continuo bien agitado y, si 

por el contrario, Dn tiende a cero se tendrá un reactor tubu-

lar. 

Cualquiera de los sistemas mencionados puede ser adecua-

damente caracterizado por alguna de las técnicas de estimulo-

respuesta descritas y las curvas típicas obtenidas para cada 

caso se muestran en la Fig. 4. 
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Figura 3. 	Sistemas intermedios de reacción, (a) reactores continuos 
bien agitados en serie (RCBA.Y y (b) reactores continuos 
bien agitados en serie con mezclado longitudinal. 
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Suponiendo que en un reactor cualquiera se inyecta un 

pulso continuo de colorante a t=0 y que se mantiene la ali 

mentaci6n de éste por un tiempo mayor de cero a una concen 

traci6n C*, se obtendrá una respuesta típica dada por la 

concentración del trazador, C ( t ), en el efluente. Divi-

diendo la concentración del trazador en el efluente C (t), 

entre la concentración del trazador alimentado C*, se ob- . 

tiene la llamada función F, definida como: 

C (t) 
F (t) - 	 = Respuesta a la entrada del 

trazador. 

Sin embargo, lo que en la mayoría de los casos se re-

quiere no es la función F sino la función de distribución 

de tiempos de residencia E (t), la cual se define como: 

E ( t ) = Fracción de fluido en efluente que 
permanecido en el reactor por un tiempo 
entre t y t+dt. 

La fracción en el efluente que ha permanecido por 

tiempos menores que t está dada por: 



É 

JE ( t ) dt 

La relación entre F y E puede ser comprendida si se 

piensa en un reactor dentro del cual existen dos diferen-

tes fluidos, A y B. El fluido A tiene una concentración 

C* de trazador, mientras que el fluido B no lo contiene. 

En consecuencia, todos los elementos del fluido A han en 

trado al reactor en tiempos mayores a cero. Entonces 

cualquier elemento del fluido A en el efluente a tiempo 

t ha estado en el sistema por un tiempo menor a t. 

Por otro lado, el fluido B ha estado en el reactor 

a t = O ya que sólo el fluido A ha entrado desde entonces, 

por lo tanto, todos los elementos del fluido B en el 

efluente a tiempo t han tenido tiempos de residencia mayo 

res a t. Suponiendo que se conoce la función E, se puede 

escribir la concentración del trazador a la salida C (t), 

como la suma de las contribuciones de los fluidos A y B: 
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(2) 
o 



C (t) = 	• JE (t) dt 	O • JE (t) dt (3) 
o 

Concen- Fracción Concen- 	Fracción 
tracien 	de A 	tración 	de B 
de A 	 de B 

Combinando las ecuaciones (1) y (3) se tiene la relacithi • 

deseada: 
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F (t) = fE ( t) dt 
o 

(4) 

y diferenciando con respecto a t puede encontrarse una 

forma alternativa: 

dF (t) 
- E (t) 	 (5) 

dt 

En la ecuación (5), E (t) puede ser obtenida por di-

ferenciación de la curva F determinada experimentalmente. 

La teoría de sistemas lineales establece que la derivada 

con respecto al tiempo de una respuesta de un pulso cons-

tante es una respuesta de pulso único lo que revela que E 
(t) puede ser interpretada como la respuesta a un pul- 



so de trazador dado a t =O.Aunque un pulso es una idea-

lización matemática, puede aproximarse experimentalmen-

te introduciendo una cantidad dada de trazador en el re-

actor mediante un pulso corto de alta concentración. 

Generalmente, es recomendable caracterizar una dis-

tribución por pocos valores numéricos que sean represen-

tativos de ésta; de éstos los de mayor importancia son: 

la media de la distribución y su varianza. 

Cuando el trazador se inyecta en un pulso único de 

alta concentración, E (t) 	C (t) dt. Para una curva de 

C vs. t,la media está dada por: 

=  ht  C dt  

jrt dt 

1.  
(7) 

si la distribución es conocida para un número discreto 
de valores , ti, entonces : 

E ti ciati 
t  

	

	
(8) 

Iciati 
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y la varianza está definida por: 



110 ID 

j((t 1)2  Cdt Lt2C dt 
	7. 	 
Jo  cdt 	J" Cdt 

y para el caso discreto: 

F.ti  ciisti 
ef- 	  - 2 

ciAti 

la varianza representa el cuadrado de la amplitud de la 

distribución y es muy utilizada para comparar curvas ex- 

perimentales a familias de curvas teóricas. 

La varianza está relacionada al ndmero de dispersión 

( Dn) por la ecuación: 

2 drz -1/Dn) er 	L  = 2 Dn - 2Dn2 ( 1- e • 

En esta ecuación se ha introducido la varianza 

adimensional ( VI ) que resulta del cociente de la va-

rianza de la curva y el tiempo de residencia al cuadrado 

( t 2  ) obtenidos de las ecuaciones (8) y (10) respec-

tivamente. 

12 (9)  

(10)  

29 
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El número de dispersión (Dn) sirve para caracterizar 

el grado de retromezclado de un fluido dentro de un reac-

tor: 

Dn = O REACTOR TUBULAR IDEAL (Dispersión 
despreciable) 

Dn = 00 REACTOR AGITADO IDEAL (Gran Dispersión) 

para un sistema de tanques en serie puede escribirse: 

	

N (Ne)N1 	e -Ne  
Ee = 

(N -1)! 

donde: 

N = Número de tanques en el sistema 

8 = Tiempo de residencia adimensional (t/l) 

E8 = Función de distribución de los tiempos de residencia. 

sí N=1 la ecuación (12) se transforma en: 

E0 = e-e 
	

(13) 

ecuación que describe el comportamiento de un tanque bien 

mezclado continuo. Si ahora, N= 00  entonces: 

EA = 00 
	

Y 
	 1 
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ya que el trazador tardará un tiempo (el de residencia) en 

salir del sistema. 

Para una , cinética de primer orden, la liberación de proteí 

na es directamente proporcional a la cantidad de proteína 

no liberada (P, Kg de proteína/Kg levadura). 

dP 
P  

rearreglando: 

- dP  = kdt 95.  

y de manera integrada 

Po ln 	= kt 

Si Po = Rm y P = Rm-R 

entonces: 

Rm ln -R = kt Rm 

Rm ln -R = lnD = kt Rm 

(14)  

(15)  



donde: 

Rm = Proteína máxima capaz de ser liberada 

(Kg proteína/Kg Levadura seca) 

R = Proteína liberada en un momento determinado 

(Kg proteína/Kg Levadura seca) 

k = Constante de velocidad de primer orden en 

(s 	
-1
) 

t = tiempo (s) 

D = Recíproco de la fracción de proteína no 

liberada. 

Se ha encontrado que la cinética de rompimiento en el 

DYNO-MILL es de primer orden (Limón, J.L. et al, 1979) 

con esférulas de vidrio tanto en lote como de manera 

continua, la cinética de liberación de proteína en 

forma continua puede ser convenientemente seguida por 

un rearreglo de la ecuación (15): 

Rm 
Q ln 	- K - RE1711  (16) 

donde: 
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K = k v 

k = Constante de velocidad de primer orden (s). 

Q = Velocidad de flujo de la suspensión (c3  l71). 

= Volúmen de la suspensión en la cámara (m3) 

En la ecuación (16) se ha sustituido el tiempo (t) 
por el tiempo de residencia (t), y como t = v/Q 
(voltmen de la suspensión/velocidad de flujo); la 
constante de velocidad (k) es ahora sustituida por 

(K). 
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III. MATERIAL Y METODOS. 

1. Descripción del equipo. 

El Dyno-mili (Willy A. Bachofen Maschinen-Fabrik CH 

4000 Basel, Utengasse 15-17) es un molino horizontal de 

esférulas, de velocidad variable y disponible en diferen 

tes capacidades. Algunos detalles del modelo KDL, emplea 

do en este trabajo, se presentan en la Tabla II. 

TABLA II 

DATOS DEL DYNO-MILL TIPO KDL 
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Capacidad de la cámara de desintegración 

Carga de esférulas 

Volumen máximo de suspensión 

Diámetro de los discos 

Rango de velocidad de agitación 

Rango de velocidad lineal* 

600 ml 

500 ml 

360 ml 

64 mm 

2000-6000 rpm 

6.7-20 ms -1 

*Velocidad obtenida por conversión de la velocidad angu-

lar a velocidad tangencial o lineal. 



Está provisto de una microrranura cuyo espesor es 

variable dependiendo del diámetro de las esférulas, di-

señado de tal forma que permite la salida de la suspen-

sión procesada e impide la pérdida de las esférulas du-

rante la operacidn continua, además de impedir los tapo-

namiento como los que se presentan en los homogenizado-

res de alta presión. 

El desintegrador consiste de cuatro discos o impul-

sores ( de acero inoxidable o poliuretano) que se ilus 

trae eh la Fig. 5, montados sobre un eje horizontal den-

tro de un cilindro enchaquetado. 
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(a) 
	

(b) 

FIGURA 5.- Impulsores del Dyno-Mill tipo KDL 
de acero. inoxidable (a) y de poUu, 
retano (b). 
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En la Fig. 6 se muestra una vista general del apara-.  

to Dyno-mill tipo KDL y en la Fig. 7 un diagrama simplifi 

cado de la cámara de desintegración. 

Figura 6. Vista general del Dyno-mili tipo KDL de 
0.6 litros. 

Las esférulas, cuyo diámetro oscila entre 0.4 y 2.0 mm, 

• pueden ser de vidrio, acero inoxidable o plástico, sien-

do las de este último material las empleadas en el 



I 
A 

Figura 7. Diagrama de la cámara de desintegración donde 
se muestra: (A) La entrada de la suspensión 
celular, (B) Los impulsores, (C) El eje de 
agitación y (D) El separador para graduar el 
espesor de la microranura de salida de la 
suspensión tratada. 

37 

presente trabajo y cuyas características serán descritas 

mío adelante. 

Como microorganismo de prueba se utilizó levadura 



de panificación (Saccharomyces cereviciae). La elección 

de este microorganismo fué hecha en base a las siguientes 

características: 

- Amplia disponibilidad comercial 

- Relativo bajo costo 

- Fácil obtención 

- Por presentar una calidad consistente, y 

- Por su dificultad de rompimiento 

La levadura fué obtenida de la fábrica de levadura 

Leviatan y Flor, México, D.F. 

La levadura fué almacenada, antes de su uso en el 

proceso de rompimiento, en un cuarto de temperatura a 

+4°C o bajo congelación. Se evaluó así el efecto de las 

condiciones de almacenamiento del microorganismo, en com-

paración a la levadura fresca, sometiendo varios lotes a: 

almacenamiento a + 4°C durante 7 y 14 días y, almacena-

miento bajo congelación durante los mismos períodos. Pos-

teriormente, se tomaron muestras de los diferentes lotes, 

se suspendieron en agua destilada (0.45 g de levadura/mi), 

se centrifugaron a 30,000 x g durante 30 min. y se midió 

la concentración de proteína en el sobrenadante acuoso. 

No se observó ningfin efecto de las condiciones de almace-

namiento sobre las células durante los períodos medidos. 
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2. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS 

Experimentos de rompimiento en lote. 

Para cada lote de desintegración se prepararon 500 

ml de suspensión de levadura al 45% (P/V) en soluci6n re-

guladora de NaC1-150mM-K2HPO4 4mM y se llev6 a una tempe-

ratura de 0-5°C. Un volumen de 360 ml fué cargado a la cá 

mara de desintegración, agitando los impulsores del apara 

to para garantizar una distribución homogénea de la sus-

pensión. Se tomaron muestras a diferentes tiempos y se 

midió la proteína liberada al sobrenadante. 

Las muestras tomadas, aproximadamente 10 por lote, 

fueron centrifugadas a 30,000 x g, en una centrífuga 

Sorval RC-5 Super Speed Refrigerated Centrifuge, Dupont 

Instrumenta, U.S.A., durante 30 min. a + 4°C, el sobrena-

dante claro, diluido 1,100, se sometió a la determina-

ción de proteína por el método de Lowry et al (1951), 

usando albdmina sérica bovina como patrón de referencia. 
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Durante el periodo de rompimiento, una mezcla de al-

cohol etílico-agua al 50% (v/v) fué bombeada por medio de 

un circulador de baja temperatura Modelo KT 33 (Gebruder 

Haake, Germany), a la chaqueta del aparato, a una tempera-

tura de -15°C, para controlar la temperatura de la cámara, 

ya que durante la operación la temperatura aumenta. 

Experimentos de rompimiento en forma continua. 

Para cada uno de los experimentos continuos, fueron 

preparados 20 1 de suspensión en las mismas condiciones que 

para los experimentos en lote. La suspensión, enfriada de 

0-5°C, se bombeó al aparato por medio de una bomba peristál 

tica ULTRAMASTERFLEX (Cole Parmer Instruments Co., Chicago, 

Ill.) en un intervalo de velocidad de flujo de 3.6 - 30 1 

h 1 (0.36 x 10-2 - 3.0 x 10-2 m3 h-1). 

Las muestras fueron tomadas del efluente, a la salida 

del aparato, a diferentes intervalos, y se procesaron de la 

misma manera que las muestras obtenidas de los experimentos 

en lote. 

Las esférulas utilizadas en el presente trabajo fueron 

proporcionadas por BASF MEXICANA, S.A. y son de un material 

plástico denominado STYROPOR. 

40 



41 

Estas esférulas fueron utilizadas ya que, las esféru-

las de vidrio, son inaceptables en el procesamiento de 

productos relacionados con alimentos de consumo humano. 

En todos los casos se utilizaron esférulas de 0.4-0.7 mm 

de diámetro, salvo cuando se mencionen otras dimensiones. 



IV. RESULTADOS Y DISCUSION. 

1. EXPERIMENTOS'DE ROMPIMIENTO EN LOTE. 

Los resultados obtenidos muestran que el proceso de 

rompimiento puede ser ajustado a una cinética de primer or 

den que se describe convenientemente por la ecuación (15). 

Los resultados se muestran en la Fig. 8a, donde, grafican-

do ln D vs t se obtiene una línea recta dependiente k para 

las cuatro velocidades de operación (6.7, 10, 15 y 20 ms-1) 

lo que demuestra que el proceso de rompimiento con esféru-

las de STYROPOR es un proceso de primer orden como en el 

caso de las esférulas de vidrio, aunque el fen6meno es me-

nos claro a altas velocidades de impulsor (15 y 20 ms-1) 

ver Fig. 8 b. 

Los valores de Rm obtenidos fueron de 0.08909 Kg de pro-

teína/Kg de levadura (valores de Rm de 0.096 y de 0.09-

0.12 Kg de proteína/Kg levadura han sido reportados por 

Hetherington et al, 1971 y Limón Lason et al 1979). 

Las constantes de velocidad (k) para las distintas velo-

cidades así como los incrementos de temperatura obtenidos 

se muestran en la Tabla IV. 
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Figura 8 (a). Rompimiento de levadura en lote en 
el DYNO-MILL con esférulas de - 
STYROPOR (0.4-0.7 am de diámetro). 
(•) 6.7 m seq-11  (e) 10.0 m seq-1, 

) 15 m seg-1, y (el) 20 m aeg-1. 
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Figura 8 (b). Rompimiento de levadura en lote se 
observa una desviaci6n de la cinOtica 
de primer orden. (E3 ) 15 m seg-1, y 
(II ) 20.0 m seg-1. 



TABLA IV 

CONSTANTES DE VELOCIDAD E INCREMENTOS DE TEMPERATURA 
PARA EL DYNO-MILL TIPO KDL* 0.6 1. 

VELOCIDAD DE 
m sa 

-1) 	-1 IMPULSORES 	k( s 	T(°C min 	) 
-1  

6.7 0.003838- 0.0001 	(a)  0.2 

10.0 0.009721- 0.00043(a) 2.3 

15.0 0.019120- 0.00014(a) 5.4 

20.0 0.026230- 0.00042(a) 20.5 

* La temperatura del medio de enfriamiento fué manteni-

da a -15°C. 

(a), Error estandar calculado de cinco experimentos 

para cada velocidad de impulsor. 
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2.. EFECTO DEL DIAMETRO DE LAS ESFERULAS SOBRE EL GRADO DE 

ROMPIMIENTO. 

Dado que con esférulas de plástico (STYROPOR), las constan-

tes cinéticas resultan inferiores a aquéllas obtenidas con 

esférulas de vidrio, en las mismas condiciones, Fig. 9, se 

hizo un intento por mejorar el proceso variando el diámetro 

de éstas. Los resultados se muestran en las Figuras 10 y 11. 

Sin embargo, sólo en un caso se observa el incremento en la 

constante de velocidad, que, si bien, resulta de cerca de 

un 25%, no es consistente y carece de significado práctico 

ya que es limitante para otras velocidades de impulsor e 

implica discontinuidad en la operación si se desea operar 

a otras velocidades. 

3. EXPERIMENTOS DE ROMPIMIENTO EN FORMA CONTINUA. 

Los experimentos continuos fueron realizados como se des-

cribe en la selección de métodos y los resultados se en-

cuentran en la fig. 12. Como se esperaba, el proceso puede 

ajustarse a una cinética de primer orden descrita por la 

ecuación (16). En todos los casos (6.7, 10 y 15 ms-1) se 

puede observar que a bajas velocidades de flujo (grandes 

tiempos de residencia) los valores obtenidos parecen alcen 

zar un valor constante. Las constantes de velocidad de rom 

pimiento se evaluaron utilizando una ecuación descrita por 
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Figura 9. Comparación de las constantes cinéticas del 
rompimiento de levadura en lote con esférulas 
de 0.4-0.7 mm de diámetro; (O ) esférulas de 
STYROPOR (k=0.003838 seg-1) y (• ) esférulas 
de vidrio (k=0.0223 seg-1). En ambos casos -
la velocidad de impulsores es de 6.7 m seg-1. 
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Figura 10. Efecto del diámetro de las esférulas sobre las 
constantes de velocidad de rompimiento. ( O ) 
esférulas de 0.4-0.7 sin de diámetro (kia0.003838 

	

seg -1) y 	) esférulas de 1.0-1.5 mm de diá- 
metro (k=0.005119 seg-1). En ambos casos se -
usaron esférulas de STYROPOR y 6.7 msen-1 como 
velocidad de operación. 
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Figura 11. Efecto del diámetro de las esférulas 

( • ) diámetro 1.0-1.5 mm (k=0.005973 seg-1). 
( o ) diámetro 1.5-2.0 mm (k.0.007993 seq-1) y ( • ) diámetro 0.4-0.7 mm (k=0.009721 seq-1). 
En todos los casos la velocidad fué de 10 
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Figura 12. Rompimiento continuo de levadura en el 
DYNO-MILL con esférulas de STYROPOP de 
0.4-0.7 mm de diámetro. ( O ) velocidad 
6.7 m seg-1  (k=0.0053 seg-1), ( • ) ve-
locidad 10 m seg-1  (k=0.0070 seq-1) y 
( O ) 15 m seq -1 (k=0.01915 seq-1). 
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Gibilaro (1969) mediante la cual es posible evaluar las 

constantes de velocidad así como el número de tanques con-

tinuos agitados en serie, correspondientes al comportamien 

to del DYNO-MILL en operación continua. La ecuación es: 

K g7 Rm = 
Rm-R 	D = (1+ 	. 	)j  (17) 

donde: 

D = Reciproco de la fracción de proteína no liberada 

k = Constante de velocidad (s-1) 

T= Tiempo de residencia (s) 

j = número de tanques 

Tomando logaritmos en ambos lados de la ecuación, nos queda: 

log D = j 
k 

(log (1+ 	) ) 
3 

que es la ecuación de una linea recta dependiente j. 

Esta ecuación puede ser resuelta variando simultáneamente 

los valores de k y j, hasta encontrar el coeficiente de 

regresión más alto para una pareja dada de 
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'valores. Las constantes así obtenidas son 0.0053, 0.007 

y 0.01915 S-1  para 6.7, 10 y 15 ms-1  respectivamente, y 

el número de tanques correspondiente a este comportamien-

to fué de 1.9 para las tres velocidades (Fig. 13), donde 

puede observarse que los datos experimentales se ajustan 

a la curva teórica para 1.9 tanques en serie según la 

ecuación (17). 

Los incrementos de temperatura registrados fueron de 1.2 

°C/min para 10 ms-1 y 4.2 °C/min para 15 ms-1, a 6.7 ms-1 

no se registró ningún cambio en la temperatura. 

4. PATRONES DE FLUJO DEL SISTEMA. 

Los experimentos con trazadores fueron realizados con ob-

jeto de conocer el tipo de mezclado así como los patrones 

de flujo en el DYNO-MILL utilizando esférulas de plástico. 

Los resultados obtenidos se muestran en las Figs. 14, 15 

y 16. Las curvas obtenidas se aproximan a la curva teórica 

para un tanque agitado, en el caso de 6.7 y 10 ms-1, y a 

2.0 tanques agitados en serie, para 15 ms-1  . Estos resulta 

dos no van de acuerdo a lo obtenido en los experimentos 

continuos donde se encontró que el sistema podía ser re- 

presentado por una serie de 1.9 tanques. 	Esta dis-

crepancia puede ser explicada si se piensa en la dife- 
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Figura 13. Rompimiento continuo de levadura en el 
DINO-MILL con esfórulas de 0.4-0.7 mm 
de diámetro. ( O ) veloc4ad 6.7 m seq-1, 
( • ) velocidad 10 m seq-I, (O ) veloci- 
dad 15 m seq-1, 	linea teórica para 
un sistema de 1.9 tanques bien aqitados 
en serie. 
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Figura 14. Estudios con trazadores en el DYNO-MILL con 

esférulas de 0.4-0.7 mm de diámetro. ( 	). 
velocidad 10 m .  seca-1, CM 4.8,x 10-3  m3  hr-1  
y ( • ) velocidad 6.7 m 	7.2 x 10-3  
m3  hr-1 (---) curva teórica para 1 RAC'. 
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e 
Figura 15. Estudios con trazadores en DYNO-MILL con 

esférulas de 0.4-0,7 mm de ditmetwo. ( • ) 
velocidad 15 mseg-1, 41.2.28 x 10-z m3  br-1. 
( 	) curva te6rica para 2 RACs). 
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Figura 16. Curvas teóricas para 1 y 2 reactores 

continuos bien agitados en serie ( RWs). 
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rencia en densidad entre el medio y las esférulas. En to-

dos los experimentos con trazadores, se utilizó agua y la 

relación de densidad es muy cercana a uno (1.008). Esto 

permite una mejor distribución de las esférulas dentro de 

la cámara de rompimiento, efecto que no se observa a al-

tas velocidades de impulsores ya que para estos casos si -

existe una distribución heterogénea, como en el caso de 

usar suspensión de levadura, esto se hace evidente en el 

caso de los experimentos con trazadores donde se observa 

una segregación real en dos cámaras bien definidas a mane-

ra de dos tanques bien agitados en serie. Este efecto es 

similar al que se presenta cuando se utiliza levadura aun 

que aqui no es posible captar una evidencia visual objeta 

va del fenómeno el cual se evaluó para estos casos de ma-

nera indirecta, por medio de parámetros cinéticos. Se ob-

servó que en la segregación en dos cámaras existe una con 

centración mayor de esférulas que se localiza en el extre 

mo distal a la entrada del fluido al sistema. Esto modifi 

ca el comportamiento cinético del sistema dando como re-

sultado un incremento en el número de tanques de acuerdo 

a lo obtenido por medio de trazadores a bajas velocidades 

de impulsores (6.7 y 10.0). 



5. EFICIENCIA DE ROMPIMIENTO. 

La eficiencia de rompimiento para el DYNO-MILL puede ser calculada 

de acuerdo a la ecuación: 

Qe - R Y  (18) 

donde: 

R Cantidad de proteína liberada (Kg proteína/Kg de Levadura) 

417= Concentración de levadura (Kg levim3) 

Q = Velocidad de flujo (m3 h-1) 

P = Consumo de energía (watts) 

La eficiencia sólo se presenta para el DYNO-MILL ya que, compara-

tivamente, éste es el que ocasiona un consumo mayor de energía 

respecto a la que se observa en el sistema de enfriamiento de la 

suspensión y la bomba de alimentación de la misma. En las Figu-

ras 17 y 18 se presentan las gráficas obtenidas para la eficien-

cia vs concentración de proteína y para el consumo de energía 

vs velocidad de impulsores, respectivamente. 

Como se observa en la Figura 17 la máxima eficiencia se alcanza 

a una velocidad de impulsores de 10 m seg-1 y con un gasto de 

25 x 10-3  m3  h-1  . Contrariamente a lo que se esperaba a la mayor 
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velocidad de flujo de la suspensión (menor tiempo de residencia) 

se obtiene una mayor eficiencia a 10 y 15 m s-1 que a 6.7 m 8-1 

en donde el consumo de energía es menor, este efecto no se pre-

senta a otras velocidades de flujo (Figura 17). Sin embargo, la 

diferencia no es significativa y ésta puede ser explicada en tér 

manos de una irregularidad durante el bombeo de la suspensión el 

aparato, que se efectuó con una bomba peristáltica, a bajos . 

tiempos de residencia. Puede pensarse que éste fenómeno tenga 

menor efecto a altas velocidades de impulsor y que, finalmente, 

se tenga una eficiencia menor a tiempos de residencia muy cor-

tos. 

Cuando se piensa en el escalamiento de este sistema, es necesa-

rio considerar el consumo de energía por unidad de volumen y la 

geometria del sistema. Estudios realizados en un molino de es-

férulas de 5 litros (Limón-Lason et al., 1979) demuestran que 

la eficiencia es menor y que esto puede deberse a que el número 

de impulsores por unidad de volumen de la cámara es mucho menor 

que en el molino de 0.6 litros, lo que ocasiona un mejor aprove 

chamiento de éstos para el molino pequeño. Por otro lado, el 

consumo de energla es considerablemente mayor en el molino de 5 

litros. 

Para el caso del DYNO-MILL operado con esférulas de STYROPOR, el 
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consumo de energía presenta una relación lineal con la velocidad 

de impulsores (Figura 18), relación que puede ser útil mantener 

para poder escalar el sistema. 



63 

V. CONCLUSIONES. 

Con este trabajo se puede evaluar el potencial de utilización de 

un molino continuo de alta velocidad operado con esférulas de 

plástico (STYROPOR) en el rompimiento celular, que, si bien, no 

resulta tan eficiente como en el caso de su operación con esfé-

rulas de vidrio,s1 resuelve el problema de la obtención de pro-

teína y enzimas con buenos resultados. 

he comprobó que efectivamente el proceso de rompimiento en el 

DYNO-MILL con esférulas de plástico sigue una cinética de primer 

orden tanto en experimentos en lote como continuos (Figuras 8-12). 

La máxima cantidad de proteína posible de ser liberada (0.089 

Kg proteína/Kg levadura) compara favorablemente con otros datos 

reportados en la literatura (Hetherington et al, 1971) y elimina 

algunos de los problemas que se presentan con otros equipos como 

son el desgaste de la válvula de homogenización y la presencia 

de vidrio coloidal•en el producto final en el caso de los homo-

genizadores de alta presión y el DYNO-MILL operado con esférulas 

de vidrio respectivamente, sin que esto quiera decir que esos 

problemas no puedan ser resueltos. 
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Se evaluó el efecto del diámetro de las esférulas sobre la wzio-

cidad de liberación de proteína (Figuras 10-11), sin embargo, no 

se encontró una respuesta favorable cuando se utilizan esférulas 

de diámetro mayor, en las condiciones probadas. 

Tal vez la utilización de esférulas de plástico de alta densi- 

dad pudiera dar mejores resultados pero esto seria motivo de un 
• 
estudio comparativo similar a éste. 

Se encontró por estudios con trazadores, que el DYNO-MILL puede 

ser simulado por un sistema de un RAC para 6.7 y 10 m s-1  (Figu-

ra 14) y de 2 RAC para 15 m s-1  (Figura 15) y que dadas las ca-

racterísticas de bajo peso especifico de las esférulas de plás-

tico, es de mayor utilidad, para efectos de la obtención de 

una ecuación de diseño para el rompimiento de levadura, utilizar 

la información generada por los estudios de rompimiento en forma 

continua, en donde se vió que se puede representar el aparato 

por un sistema de 1.9 RAC (Figura 13). 

Posiblemente en el caso que se pretenda romper células bacte-

rianaí el comportamiento cinético sea diferente a aquél encon-

trado en levadura y dado que las suspensiones de bacterias pre- 
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sentan densidades menores, se puede esperar que exista coinciden-

cia en los resultados de los estudios con trazadores y los expe-

rimentos continuos. 

Los resultados de eficiencia (Figura 17) nos muestran que las es-

férulas de STYROPOR pueden ser utilizadas para la obtención de 

material intracelular y, especialmente, de enzimas de interés co-

mercial cuya obtención se ve limitada por la falta de sistemas de 

extracción eficientes a escala industrial. 

Por otro lado la obtención de enzimas o proteínas por cualquier 

método de extracción permite que el desecho celular generado du-

rante el proceso pueda ser utilizado, mediante una operación de 

recuperación, para la elaboración de complementos para la &limen 

tación animal. 

Es importante señalar que el presente estudio forma parte de un 

estudio más extenso en el que se evaluará el rompimiento de otro 

tipo de microorganismos, la utilización de esférulas de otros 

materiales (acero inoxidable, materiales plásticos de alta den-

sidad, etc), el efecto de la viscosidad sobre el rompimiento, 
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el diseño de un sistema de enfriamiento más eficiente al que ac-

tualmente se tiene y que puede conducir a la optimización y al po-

sible escalamiento de este sistema para el rompimiento celular. 

• 
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