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El hongo iil¡mclns$o T?¡c'trcefenm fxrnic*tem d*$tr¡ñ F6r Íñ¡ ca1wdas p*rft *éseri
sompue$o¡ de üonn&f fn¡tslcq csmo Ia &pemi[-a.pirenr (6FF] sertrI6rüstpa úe *w*, y fuT
das¡freton¡ con trcilt t duneno, Duran¡e s¡ crecinñrno. 'Í:, fw?iqswffi gsrerft ¿e@
lgdopfá¡ticos altrmcntc $i¡ea¡o$ y csn prc**efa de eüns rfi$Grter e rsüt ñmeWcs qt*
limit¡n ¡cri¡mente ln tru¡fcrencie adecu¡de de nutrinms kie e[ misrocfgfr¡rirriatr t*n
incrcmento cn la velocided de rgfnción p6ra tratar dc sofucicner ts Erav€s pcbt a* *e
mezclado rc¡ultó en una di¡minución drástica de la vircocidrd dcl ¡nedio d*ida el rcrr*pimi*tau
dc las hifag. Este rompimicnto es uni con$Geüencie de lr ¡er¡ibilidd dc¡ miwcorgani*"s a lsr
esñferzos de corte y provocó una baja scnsible €n l¡ produoividad d€f prwc*c. Germ
aftcrnativa para abordar los problcmas de mczctado sn estc tipo de et¡l:ivcs mic€litr€s t=iscsscs
se propuso en el presente trabajo evaluar el uso de difercnt€$ g€ometdffi dc impulmr-

Se cultivó TTichulerma harzianum en fermentadores agitados de | 0 L equipados ecn
diferentes tipos de impulsor para evaluar la influencia OJ n geometria del impütsor en el
comportamiento de los cultivos en términos de las cinéticas de crecimiento y producción de
aromas por parte del microorganismo y los cambios reolégicos sucedidos durante el proceso de
fermentación. Los impulsores utilizados fueron series de 3 turbinas Rushton (TR), 3 lnrerMl6
(IMIG) ó I impulsor irelicoidal (IH3).

El impulsor IH3, equipado con un dispersor de gas particularmente eficiente, dio ei máximo
rendimiento en biomasa ( I I g/L), el cual fue cerca del doble de la cantidad de biomasa obtenida
con TR (6.1 g/L), por un efecto combinado de un mejor mezclado y una mejor transferencia de
oxígeno con el IH3. Contrariamente, las TR probaron ser tos mejores para la producción de
aroma entre los tipos de impulsor probados, obteniéndose una concentración máxima de lg7
mglL, La concentración de aroma en los cultivos desarrollados con el tH3 fue la más baja (57
mg/L), probablemente debido a la morfología particular de este cultivo Qrctotilta) y a una fuerte
influencia negativa de mayores TOD en este caldo. Los impulsores IMIG dieron
concentraciones de aroma y biomasa intermedios entre los dos extremos mencionados ( I i I
mg/L y S,3 g/L respectivamente). El aroma obtenido en todos los casos fue y-decalactona y
mostró ser un metabolito secundario. cuya producción parece estimularse "uunáo la tensión dL
oxigeno disuelto cae por debajo del SYo de saturación con aire.

Con TR e lMtC el micelio creció en forma filamentosa, con presencia de gntmos más o menos
den¡os En ambos casos, ios cambios morfológicos observados en el transcurso de las
fcrmenleciones li¡eron muy sirnilares

Lr* difst*eie* abtenida¡ en morlologia y concentración de biomasa resultaron en marcadas
**fu€ü*** dd mnrpanamient¡r reclógico de los cultivos, Mientras los cultivos con el impulsor
f f i p * & * ¡ $ f i * € f d c b a j ¡ t ' i r c p g i d a d . l o s c u | t i v o s c o n T R e l M l C n 1 o s t r a r o n
gw*s€ m*\*t¡rdalt*r F fl¡dspl¡i¡riea¡" qu* fueron ajustadas al rnodelo de la tey de la
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potencia. El indice de fhdo (n) en estos 2 tipos cle fbrrnentaciones disrninuye durante las
p r i t t t e r a s 6 0 h t l r a s d e c u l t i v o d e s d e  l 0 h a s t a v a l o r e s q u e o s c i l a n e n t r e 0 .  l y  0 2 y  s e t n a n t i e n e n
cn ese intervalo a lo largo de todo el cult ivo. El indice de consistencia (l() creció durante las
prirtteras etapas cle los ctl l t ivos. hasta alcanzar un nri lxinto. para decaer posteriorntente. El valor
del nráxinto y el t iernpo en el ct¡al se alcaneó fueron nlayores para 

' l 'R 
y resultaron ser

dependientes del t ipo de irnpulsor', Para 
'ff{ 

se encontrri una con'elación de tipo exponencial

con respecto a la bionrasa (X) de la fbrrna I( = K,,X'p. Para lcls calclcls con tMlG, no se pudo

olttener t¡na fi¡nción sirnilar debido a la inflrrtrncia cttnrpleja de la rnorfblogía y la eclad cle cult ivo
et't la reologia ele este tipo de cult ivo, pot' lo que se necesitan estuclios nrorlblógicos rnás
detallados 

,,

El cornpo¡lantiento cle las fbrmentaciones rnostr'ó r.rna marcacla inf'luencia ciel ti¡ro de impulsor
en las caracteristic¿rs cle los c.ult ivos, talrto en la rnorfblogia y reología oonro en las cinéticas cle
crecintiento y producción cle aronlAs en ctrlt ivo surrrergido Sin ernbargo. la uti l ización clel
dif i lsor sinterizaclo en los cult ivos con lt l , i  no permitió definir si los efbctos mecliclos en este
tipo de ctrlt ivo son resultado dei un nreiclr tuezclado o de una nrejor transfbrencia de oxígeno. Fls
probakrle que sea un e{e-cto conjurrto. pero sc rec¡uieren rl lás estudios para corrotlorar esta
lripétesis. Finalrnente. el uso de difbrentes tipos de impulsor puede resultar en una estrategia
etbctiva para el control de procesos con calclos nticeliares altamente viscosos aunque, conto se
obse¡véi un ntejor ntezclado del caldo no resultó en un nre.ior rendirniento de aronla en el
pr()ccso.
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Nomenclafura

NOMENCLATURA

(área 6PP): área bajo la curva del pico de 6-pentit-a-pirona en el cromatograma
[mV.min].

(área e. int): área bajo la curva del pico de estándar interno en el cromatograma
[rnV.minJ.

(área y'DL): área bajo la curva del pico de y-decalactona en el cromatograma [mV.min],

b: Altura de la paleta del impulsor [m].

b(0): Coeficiente del término independiente en una ecuación polinómica.

b(l): Coefrciente del término de orden uno en una ecuación polinómica.

b(2): Coeficiente del término de orden dos en una ecuación,polinómica.

b(3): Coeficiente del término de orden tres en una ecuación polinómica.

c: Espacio libre entre el impulsor helicoidal y el recipiente [m].

C,: Distancia del fondo del fermentador al primer impulsor [mJ.

C,: Separación entre impulsores [mJ.

c/trl: Relación molar de carbono a nitrógeno en el medio de cultivo.

d: Diámerro del impulsor [m].

D: Diámetro del recipiente [mJ.

d.: Diámetro de vnrillas de sostén del irnpulsor helicoidal [mJ.

d: Diámetro rlel grumo [rnJ.

e: Espesor de la lámina del inrpulsor [nrJ.

[e* iqt[: Cancentración de estúndar interno patrón preparado (usualmente g00 mg/L)
lmefll.

{e. inr[: Co*cmtrecién dc cstfuid¡r intcrno cn la muestra[ mgLl,

F: Fnrya ryllr* F€ l*r pa* [Nf"

b, Ak¡dct iry*ftmlml=



Nomenclatura

H,: Altura del impulsor helicoidal [mJ.

H.: Altura del líquido [m].

H,: Altura total del recipiente [m].

HMTL: Longitud total promedio de hifa [m].

IH2:Impulsor helicoidal de medición reológica.

IH3: Impulsor helicoidal para agitación de caldos en fermentadores de l0L.

IMIG: Impulsor InkrMIG (Compañía Ekato).

K: Indice de Consistencia det modelo de la ley de la potencia [Pa.s"]

k.a: Coeficiente volumétrico de transferencia de oxlgeno [h-lJ

Kp: Constante adimensional de potencia de mezclado (Kp = Np.Re). Para fluidos
Newtonianos depende únicamente de las caracterlsticas geométricas del impulsor. [-]

Kp(n): Constante adimensional de potencia de mezctado (Kp(n) = Np.Reo).

Ks: Constante de proporcionalidad de Metzner y Otto [-].

| :Brazo de palanca [m].

L.': Longitud adimensional (Longitud efectiva/diámetro de la hifa),[-].

Lu.n: Longitud de la unidad de crecimiento de hifa (Longitud de la hifa/número de puntas
de ramificación), [m].

M: Torque desarrollado por la flecha [N.m].

M.: Torque debido a la fricción e¡t el sello mecánico y los rodamientos [N.m].

N: Velocidad de rotación del impulsor [rps].

n: Indice de flujo del modelo de la ley de la potencia [-].

N.: Número de varillas de sostén del impulsor helicoidal [-].

Np: Númcno de potencia [-].

N.: Número de listones helicoidales[-J.

P: Potencia enrregads al fluido por el impulsor [Watts].



Nomcnclatura

r: Diámetro del disco de las turbinas Rushton [m].

R: Rugosidad del hongo - (perímetro del grum o),. (4n. áreadel gnrmo)'' [-J.

Re: Número de Reynolds[-].

Re.: Núnrero de Reynolds aparente t-1.

Reor: Número de Reynolds calculado con el modelo de la ley de la potcncia [-J-

s: Paso del listón helicoidal [m].

T: Temperatura del fluido [oCJ.

t: tiempo [s].

t.: Tiempo de circulación [sJ.

TOD: Tensión de oxígeno disuelto en el cado de cultiv o (%con respecto a la saturación
con aire).

TR: Turbina Rushton.

V: Volumen del caldo de fermentación [mt]

v . ¡n,i Volumen de estámdar interno agregado (usuatmente 250uL) [L].

V.u.,,'ol Volumen del caldo de cultivo (usualmente 50 mL) [LJ.

vane: Dispositivo de evaluación reológica de cuatro paletas planas verticales arregladas
a 90o entre sí.

v.v.m.: Flujo de aire equivalente a un volumen de aire por volumen de medio por
minuto.

w: Ancho del listón helicoidal [m].

w: Ancho de la paleta del impulsor [m].

X: Concentración de biomasa en el caldo de cultivo [g peso seco L''].

Otros sfmbolos,

y: Gradiente de deformación [s-']

¿.: Gradiente de deformación promedio [s''J



Nomenclatura

[y-DLJ,: Concent raciínde y-decalactona en la muestra ÍmglLJ,

r¡ Viscosidad del fluído [Pa.sJ

q.: Viscosidad aparente del fluido [Pa.sJ,

r1o: Víscosidad plástica del modelo de Bingham [Pa.sJ.

q.: Viscosidad plástica del moclelo plástico de casson [pa.s].

r'l,.dio! Viscosidad del medio de cultivo [Pa.s]

p: Densidad del fluido [Kg.m''J.

AV: Diferencia de voltaje del torquínretro, entre el ensayo con carga y el mismo ensayo
pero sin ninguna carga [mV].

p: Velocidad específica de crecimiento [h''J

máxima específica de crecimiento [h',J.¡r,,no.: Velocidad

t: esfuerzo de corte [Pa].

to: Punto de cedencia aparente de los modelos plásticos de Bingham y Casson [pa].

6PP: 6-pentil-cr-pirona.

[6PP]s: Concentración de 6-pentil-cr-pirona en la muestra [mgil-].



t. tñ't'Rotltlccto¡f

Todos los procesos fernlentativos yla enzimáticos requieren en mayor o menor medida de la
agitación, ya sea mecánica, hidráulica o neumática l,a agiracion se necesita - cntre olr$$
motivos - para lograr cierto grado dc homogeneidacl. mrjorar la lransferencia de nrasa
(oxígeno, nufrimentos, etc ), controfar fa fcmperatura. nnnteflcr suspendidas particulas
sólidas o lograr un buen contacto entre lhses difbrenres

En todos los casos, la agiracién gcnera li¡erzas mecánieas t¡ue aflectarán a los cul¡ivos dr-
diversas rnaneras. Sólo un adecuado entendimiento de eslos efectos puede ascgurar un
diseño, escalamiento y operación óptimos def proceso productivo A p€ser de ello, existen
relativamente pocos trabajos en la literatura que aborden de m¡nera fundamenraf la
búsqueda de infbrmación cuant¡tat¡va sobre la respuesra de los microorganismos s los
esfuerzos mecánicos generados en el biorrcactor Hay uRa carencia sistemática de
información de esta clase en la literatura. Aún para procesos indusrriales tradicionales. la
información explícita sobre los efectos de la agitación en las células a menudo no e$tá
disponible. Una de las causas de esta escüsez de inforrnación gcnr.ral estriba precisamente en
la especificidad de la respuesta de cada microorganismo, pudiendo ser muy diferente entre
dos cepas de la misma especie. Otra dificultad en lograr un entendimiento profundo del
efecto del mezclado en bioprocesos radica en la ambigüedacl al detinir el concepto de dnño.
esto se debe en gran parte a que las condiciones que generen ruptr¡rn del microorgnnismo
o de los agregndos cetulnres normalntente no son las nrisnras que generan efeclos
negativos sobre el proceso, Considerese la producción de una enzima sacarificante por
Aspergitlus awamorl (Morimuraet al. lg92) cuyos resultados se aprecian en la Figur. i.t,
Durante la primera fase de las curvas de actividad y peso máximos conlra vetocidad de
agitación (Figura l.l, panel (b)), un aumento en la velocidad de agitación incrementa la
turbulencia y, por tanto, el estrés hidrodinámico que el rnicroorganismo debe soportar
(como es ilustrado por un aumento en la liberación de ácidos nu.l.i.o, desde las células
hacia el medio de cultivo, panel (a)); a pesar de ello, el proceso mejora su productividad
Esto sucede porque al aumentar la turbulencia se mejora considerablemente la transferencia
de gxiSeno y nutrimentos hacia el micelio (panel (c)) Adicionalmente, el rompimiento
parcial de las pelotillas Qtellets) o de los agregados rniceliares disminuye la resistencia al
transporte de nutrimentos y oxigeno hacia las células internas. El efecto positivo combinado
de una mejor transferencia y una menor resistencia al transporte sobrepasa al efecto negativo
del daño celular que pueda existir, resultando en un incremento en la productividad.
Equivalentemente, en el tramo descendente de la curva, por encima cle 600 rpm, el efecto clel
daño celular supera cualquier mejora en transporte de masa y la productiuidad disminuye
Fenómenos similares reportados en la l i teratura (Reuss, 1988; Edwards et al., 1989; Lee el
al ' , 1995; Lejeune and Baron, lqg, sugieren que existe un umf.al máximo de agitación,
por encima del cuRl los csfiler¿os mecánicos puede¡ afectar dramática y
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Introducción

negativamente tn acfivi dad ylo vinbilidad de los sistemss biotógicos. A fralta de una
descripción general adecuada de este fenémeno, es necesario des¿rrollar estudios scbre la
forma en que los esfuerzos mecánicos afectan el rendimiento particulrr de procesot
fermentativos.

El proyecto de investigación dentro dcl cual sc cnmarca el presente trabaja ¡iene comü mcla
final incrementar la procluctividad de' f'cn¡rcnlac¡oncs nrieeliares altamen¡e vist;'osa$, metliante
mejoras en la selección de las condiciol¡cs de agitacion y en el diseño dcl f'ernrentador. En
este trabajo particular se busca deterrninar el cfecto de la geomerria del inrpufsor sobre.
a-) las propiedades reológicas de los caldos cn procesos de lbrmentacion mieeliares
b-) la productividad de los mismos y.
c-) la morfología del microorganismo

Para investigar tal efeclo, se enrplcó conlo rrrodelo cl cultivo ¡Je'l'rtchexlermtt lmrztctnum,
Este hongo filamentoso destaca por su capacidad para sintetizar conlpuestos de aromas
frutales, como la ó-pentil-a-pirona (óltP), caracteristica de coco, y la 7-decalactona eon
aroma a durazno. Estos aromas son productos de gran importancia comercial en las
industrias alimentaria, fannacéutica, quimica y cosmética (Janssens et al, lg92r.

Durante su crecimiento, 'l't'ic'httclernrct 
hurziatntm genera caldos altamente viscosos de

características pseudoplásticas. El rnezclado de estos caldos se hace aún más complejo
debido a que el medio de cultivo está compuesto por aceite de ricino como fuente de
carbono. Como se ilustra en la F'igura 1,2, en u¡l cultivo típico desarrollado en un
fermentador de l0litros agitado con un juego de 3 turbinas Rushton (TR), la viscosidad del
caldo se incrementa notablemente desde el inicio de la fernlentación, debido principalmente
al crecimiento del microorganismo y a su morfología. El aumento en la viscosidacl y la
aparición de un punto de cedencia aparente, originan zonas muertas o mal mezcladas como
las que se observan en la Figura 1.3, Alrededor de las 50 horas de cult ivo, la transferencia
de oxigeno al sistema se hace insuflciente y ta tensión de oxigeno disuelto cae a niveles
inferiores al 5%. En este momento cesa el crecimiento del microorganismo, pero se ve
estimulada la producción del aroma (en forma exponencial), sin alcanzar un máxirno
aparente. Un incremento hecho en la velocidad de agitación para tratar de homogeneizar el
caldo de cult ivo resultó en una disminución drástica de la viscosidad det medio debido al
rompimiento de las hifas. Este rornpirniento es una consecuencia de la sensibilidad del
microorganismo a los esfuerzos de corte y provoca una baja sensible en la productividad del
proceso y por lo tanto en los rendimientos económicos del mismo.

Con base en las observaciones previas, es razonable suponer que la hidrodinámica
desarrollada en el reactor juega un papel clave en la productividad de este tipo de cultivos,
tanto por el daño directo de los esflcrzos nlecánicos sobre el microorganisrno, conlo por la
vsri¡ción en las vetocidades cle translbrencia de oxígeno y nutrimentos que ocurren como
@ttsocuencia de los cambios clrásticos ell la reología del caldo. El transporte de materia en
h¡ rona¡ nuena$ se reafiea principalmente por difusión nrolecular a una velocidad órdenes

{
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Introducción

de ntagnitud rnenor que la existente en procesos de transporte convectivo, Como resultado,
la producción de aromas en dichas zonas decrece de manera importante por limitaciones de
sustrato. Siguiendo el razonamiento, un incremento en la homogeneidad del caldo deberia
elevar la productividad del cultivo, Sin embargo, un aumento en la velocidad de agitación
para lograr una mejor homogeneidad resultó en una baja adicional de la productividad
probablemente debido a daños en la estructura del micelio, como es indicado por la
disminución de la viscosidad del cultivo, Esta aparente contradicción es consistente con lo
expuesto en párrafos anteriores si se asume que se superó el umbral máximo de agitación
soportado por el microorganismo, Por lo tanto, se hace necesario la búsqueda de alternativas
al incrernento en la velocidad de agitación para reducir la presencia de zonas muertas o mal
mezcladas en el bioreactor,

Una alternativa para abordar el problema de la homogeneidad en cultivos miceliares viscosos
es el uso de ditbrentes tipos de agitadores. Como es lógico, no hay un tipo de impulsor
universal que sea óptirno para ,o,lu, las aplicaciones. Durante muchos años la industria
adoptó la turbina Rushton como el estándar de uso, debido muy probablemente a sus
excelentes caracteristicas de dispersion de'gas (Nienow, 1990). Sin embargo, la TR no es
ideal para mezclar caldos viscosos de características no-Newtonianas, principalmente porque
no promueve un buen mezclado en todo el'volumen del fermentador, y por la caida en la
potencia que es capaz de suministrar al fluido en condiciones aireadas. Como se expondrá en
el siguiente capítulo, otros tipos de impulsor han sido evaluados en términos de sus
capacidades de mezclado y transferencia de oxígeno en cultivos viscosos, pero en pocos de
ellos se ha medido experimentalmente la potencia suministrada al caldo, de manera que no es
facil sacar conclusiones a partir de sus resultados. Adicionalmente, oo existen reportes
previos de la influencia de los efectos de el mezclado en la producción de aromas. Durante el
desarrollo de este trabajo se estudiará la influencia de tres configuraciones de impulsores en
el comportamiento biológico del cultivo de Trichodernta harzictnum para la producción de
arofilas frutales, Los impulsores helicoidal e InterMIG se seleccionaron con base en sus
menores números de potencia (Np) y tiempos de mezclado comparados con los de la
tradicional turbina Rushton (Nienow. 1990; Brito-De !a Fuente et ol., 1990). El
comporlamiento de las fermentaciones se evaluará en términos de variables biológicas
(evolución de las concentraciones de biomasa y aroma durante el cultivo) y d" variables
fisicas del cultivo (comportamiento reológico y potencia suministrada al caldo). Los
resultados obtenidos a paftir de tales fermentaciones proveerán información valiosa sobre la
influencia del mezclado sobre la producción de aromas por 7'. harzianum.

Actualmente otro estudiante de ntaestria en el laboratorio realizaun estudio paralelo sobre el
efecto de la tensión de oxigeno disuelto en el cultivo, la cual también es afectada por los
cambios realizados en la geotrtetria del inrpulsor Se espera que dicho estudio provea
información que permita evaluar con criterios rnás precisos los efectos hidrodinámicos y de
transferencia de materia, permitiendo alcan zar la nreta de incrementar la productividad de
este tipo de ferrnentaciones miceliares, altamente viscosas, a través de un diseño más
racional del proceso

ó



2. ANTECEDENTES

Este capítulo está dividido en 3 secciones. En la primera se analiza la producción de aromas por
medio de sistemas biológicos, En la sección 2,2 se señalan algunos aspectos importantes sobre
cultivos de hongos en reactores agitados. Finalmente, en la sección 2,3 se describen los
resultados de algunos trabajos en los que se ha evaluado el uso de diversos sistemas de
agitación sobre el comportamiento de diferentes microorganismos en cultivo sumergido, así
como la susceptibilidad del microorganismo a los daños por esfuerzos mecánicos.

2.I PRODUCCTON DE AROMAS POR METODOS BIOLOGICOS

Tanto las sustancias de aroma (o sencillamente aromas) como las fragancias son compuestos
orgánicos volátiles, de un fuerte olor caracteristico y usualmente agradable, Ambos tipos de
compuestos son mensajeros químicos que tienen como receptores las células olfatorias en la
nanz y, €n menor extensión, las papilas gustativas en la lengua. El que un producto particular
sea llamado fragancia o aroma depende de su uso. Las fragancias son usadas en perfumes y
como tales se aspiran. Los aromas son una parte integral del sabor de un alimento y
normalmente se ingieren. Por este motivo, los aromas están sujetos a la aplicación de normas
mucho más rigurosas.

Hasta la fecha, la producción de aromas ha seguido dos vias tradicionales : extracción de
fuentes naturales, o síntesis química. Los procesos quimicos generalmente sufren de ciertos
inconvenientes, como la formación de mezclas racémicas indeseables (puesto que generalmente
solo uno de los isómeros es el aroma deseado), las condiciones extremas (por ejemplo, presión,
temperatura, uso de solventes, etc.) necesarias en algunos procesos y la creciente aversión del
consumidor hacia productos químicos adicionados en alimentos. Por otro laclo, la extracción de
aceites esenciales y otros aromas a partir de fuentes naturales (plantas y animales) se ha
encarecido debido a la extremadarnente baja concentración de los componentes activos y a la
creciente dificultad de encontrar las fi¡entes. Como alternativa, se han desarrollado tres grandes
grupos de procesos para la producción de aromas por via biotecnológica : procesos

microbiológicos, enzimáticos y cultivo de tejidos vegetales, De los tres métodos de produccion,
los métodos microbiológicos (fermentación) parecen ser los más prometedores, permitiendo la
obtención de moléculas de aroma a partir de nutrimentos sencillos como azúcares y
aminoácidos.

La producción de aromas por microorganismos vía fermentativa ha sido reportada desde hace
más de 70 años. Ya en 1923, Omelianski (citado por Janssens e/ al., 1992) publicó una revisión
de los aromas que, hasta esa época, se sabia eran producidos por microorganismos. Para el
lector interesado, se recomienda la revisión de Janssens e/ eil. (1992), en la cual se cita una lista
de microorganismos productores de aromas a la que, indudablemente, habrá numerosas
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adiciones en el futuro. Dentro de los tipos de microor*t¡anismos utili¿ados sn fer¡¡rr--fltaciCI¡r
figuran bacterias, levaduras, algas, hongos, actinonlicetos y células de aninrales y, ¡rlantas
superiores, Se ha reportado la producción de ácidos, alcoholes, cetcnas, aldehidos, ésteres"
lactona,s, pirazinas y terpenos (Janssenset ql., 1992), principalmente bajo la ligura de patentcs,
por lo que mucha de la infornración de proceso no es conocida.

Uno de los grupos de moléculas de aroma (lue mayor aplicacién tienen como aditivo en la
industria de alimentos es el de las lactonas. Este tipo de moléculas son dsteres de un ácide¡
carboxílico, formado por esterificación intramolecular de ácidos carboxilicos hidroxilaclos o
halogenados, con la eliminación de agua. Las lactonas han sido aisladas de los principales
grupos de alimentos, Una revisión hecha por Maga (1976) muesfra que las lactonas se
encuentran presentes en alimentos tan variados como carnes y vinos, pasando por ltutas y
productos lácteos. Su clasificación se basa en el tamaño del ciclo lactónico, siendo las de 4 (y-
lactonas) y 5 (6-lactonas) carbonos en el ciclo, las más inrpor-tantes organolépticamente.

La producción de lactonas por microorganismos se lleva a cabo por dos vías principales : a
partir de ácidos grasos o a partir de aminoácidos ; los lípidos son, sin embargo, la fuente
primaria de lactonas en la naturaleza, El mecanismo básico (ver Figura 2.1) consiste en una
serie de B-oxidaciones sucesivas de hidroxiácidos o de su precursor lipídico (normalmente un
ácido graso insaturado, o un cetoácido; Welsh et al., 1989), hasta obtener un carbono
hidroxilado en la posición Ca ó C;, posteriormente, el ciclo se cierra mediante una intra-
esterificación (lactonización) entre el grupo carboxilo y el grupo hidroxilo de la misma
molécula.

Diversos atttores han encontrado que la producción de aronras durante cultivos de diferentes
microorganisntos está influenciada por las condiciones ambientales existentes en el reactor.
Tahara el ul, ( 1973) cultivaron la levadura Sporuboktnr¡,'ces ocloru,y en matraces agitados y
evaluaron la prodtrcción de aromas para combinaciones de ditbrentes fuentes de carbono
(glucosa, sacarosa, fructuosa y nranitol) y nitrógeno (polipeptona, asparagina, glutamina,
alanina. nitratcl de sodio, st¡lfhto de arnonio). Sus resultados mostraron que la producción de las
moléculas estuvo asociada al crecimiento. La fi¡ente de nitrógeno mostró una influencia
marcada sobre la producción de aroma, siendo la polipeptona la que presentó mejores
resultados para y-decalactona. El rnayor rendimiento de y-decalactona 9.5 mgll) se obtuvo
cuando se utilieó una combinación de manitol y polipeptona, mientras que se consiguió el mejor
rendimiento de cis-6-dodecen-4-olido con un medio a base de fructuosa y alanina. Lee and
Chou { lqq4}. utilieando el ntisnro sistema cxperimental, investigaron el efecto de la adición de
*ale* sldicas de ácidoi ¡lrasos y aeeite de ricino sobre la producción de y-decalactona y cis-6-
dtd***tt-4-clxlo l.os rr'sultados indican quc la adicion de sales sódicas de ácidos grasos
dt*uxal1fiof! imprnantemente el uecimicntt¡ del microorganismo así como la producción de y-
&e'dmcg.g. Ftfubfrfilenle rxlr un efecter de fos ácidss sobre la membrana celular, La
rtak*:# *d *¡r'édgd*s$t'*l'¡rhd{t mr fi¡c afestada Por contra$te, la adicién del aceite cle
*xm=e *t€dr €* É* pttftxex-r* d* ?-¿l*<¡lael$Ra v de*r'ió la producción de otrofi flromas haeia
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dicho sompuesto. La magnitud dc es¡a ditbrencia tue una funeion del tiempa cfe tbrrnenfac'io.¡*.
siendo rnayor en las etapas tempranas del cultivo"

Welsh et al, (1989) reportaron que Sptmtholom¡,cc.r u¿ktnn en un medio a bnse dc glue+sa y
peptona produjo una menor cantidad de y-decalactona en nlatraqes agitados QUc: L-'* r¡rr
bioreactor agitado, manteniendo la tensién de oxigeno disuelto a 35s/á de saturaqión Sirr
embargo, no se menciona si el efecto fue debido a la mayor TOD o a fos efectos de un* n¡*jr)r
homogeneidad del cultivs, Lee et al. (1995), por su parte- enconlraron que aunqurr s*.: irprr:eiri
un nrayor crecimiento de Sytntholcm¡,ee:¡ exkru:¡ a 2 vvmn se ob¡uvo un mayCIr rendimienttl de:
y-decalactona a I vvm ; este últinro fue, sin embargo, el dobfe del obtenidr] sin ningurut
aireación del cultivo. El pH ácido (pH<4) parece favorecer la formación de g-deeafa!"tcn* Se
señala que, el dejar el pH sin control (tiende a bajar durante el desarrollo del eultival, pcrmitiir
la obtención de la máxima cantidad de aroma en el proceso, fenómeno asoe¡ftdo prtlbablenrentr.
a que bajos pH promueven una mayor cielización de la molécula a partir de su preeilrscr
(proceso de lactonización, ver ['igu ra 2,1).

Raymond et al,, ( 1990) estudiaron la influencia de la temperatura, la velocidad cle agitaeion y el
pH sobre la producción de aromas por bacterias Pseudomcnn.fragi cultivadas en matraz Se
encontró que mientras la temperatura no afecta sensiblemente el crecimiento celular {entre. l5 ¡'
zS"C),la producción de aromas sí se ve influenciada fuertemente por la temperatura y' por In
velocidad de agitación. Las concentraciones más altas de los aromas principales (etil-
alcanoatos) se obtuvieron a pH 6,5, I loC y | 50 rpm, mientras la condición de agitación éptima
para el crecimiento fue de 200 rpm . En un reporte posterior, Raymond el al,, (1991) evaluaron
el efecto de la suplementación con ácidos grasos C¡-Cr de un medio de cultivo a base de suero
de leche. Los resultados mostraron incrementos de hasta 1500 veces la concentración de los
principales moléculas de aronla, aunque hubo un descenso en el crecimiento. probablemente
asociado a una inhibición por los ácidos grasos.

Hanssen et ctl. (1992) reportaron que la optirnización de las condiciones de fernrentación les
permitió incrementar la producción de 6-pentil-cr-pirona (6PP) desde 35 mg/L hasta I g/L en
un cultivo con 

'l'richoclerma 
q), aunque no se especifican las caracteristicas de la optimización.

Serrano-Carreón et al. (1992) evaluaron la biosintesis de 6PP por 7l harzianttm en dos rnedios
diferentes. Aunque el microorganismo creció mejor en un medio con relación C/N = 13, los
mejores rendimientos de 6PP fue¡'on obtenidos en medios deficientes en nitrógeno con relación
C/N = 60. La adición de diferentes ésteres metilicos de ácidos grasos demostró que únicamente
el ricinoleato de rnetilo estimuló la producción de 6PP. De acuerdo con los autores, la 6PP
parece acumularse primero en las células y luego es excretado, danclo la impresión de ser un
metabolito secundario. Adicionalmente, los autores demostraron que a 100 mg/L de 6PP se
inhibe el crecimiento posterior del rnicroorganisnlo. Flores ( 1995) evaluó la influencia del
medio cle cultivo del inóculo en la producción de aronras por 

'li'ichoderma 
hat'zianum en

biorreactores agitados de l0litros El inoculo desarrollado en medio de cult ivo rico, basado en
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extracto de malta y glucosa, mostró un incremento significativo de la concentración de aroma
comparado con el cultivo cuyo inóculo se desarrolló en un medio simple limitado en nitrógeno
(C/N = 60) ; el efecto del medio de producción, basado en aceite de ricino, fue marcado : el
aroma producido cambió de 6PP, obtenida cuando se usa glucosa, a y-decalactona. En el
mismo trabajo se evaluó el efecto de otras variables : un incremento de la velocidad de
agitación de 200 a 300 rpm causó una evidente lisis de las hifas. Contrario a lo encontrado por
Lee el al, (1995), el control del pH en 5,6 permitió obtener una concentración de aroma más
alta (el doble) con respecto a cultivos en que no se controló et pH.

De los párrafos anteriores es posible apreciar que una buena cantidad de los trabajos reportados
en la literatura se han desarrollado en matraces agitados, por lo que es dificil sacar deducciones
del comportamiento de las diferentes variables en tales sistemas. A nivel industrial, los aspectos
tecnológicos de la mayoría de procesos se encuentran protegido por patentes (ver Flores,
1995), debido a los grandes beneficios que puede reportar (por ejemplo, mientras la 4-
decalactona producida por via química cuesta 150 USDnfg, la misma sustancia tiene un costo
de 6000 USD/I(g si es obtenida de fuentes naturales; Janssens er al., 1992). Entre las variables
más estudiadas para la producción de lactonas se encuentran el pH y la composición del medio
de cultivo. Mucho menos caracterizado se encuentra el efecto de la agitación y la TOD, debido
a que la mayoría de procesos utilizados (incluyendo las patentes) involucran microorganismos
no filamentosos, sin problemas severos de reologia o mezclado. En el caso de la TOD parece
haber un efecto marcado sobre la producción de aromas en un rango timitado de
concentraciones, Considerando que el nlercado mundial de aromas y fragancias estimado para
1990 fue de 6.000 millones de dólares (Cheetham, 1993), que los aromas constituyen el 25%
de los aditivos alimenticios utilizados a nivel mundial (Raymond et al, 1990) y la creciente
tendencia del público consumidor a solicitar productos "naturales", el desarrollo de trabajos en
este sentido resulta justificado.

2.2 CARACTERISTICAS DE LOS CULTIVOS MICELIARES

Un gran número de procesos industriales económicamente importantes utilizan hongos (Tabla
2.1).Exceptuando a los hongos comestibles, comúnmente cultivados en substratos sólidos, la
mayoria de los procesos son desarrollados en cultivos sumergidos en tanques agitados y
aireados (Metz, et al., 1979),

En este tipo de cultivos se generan caldos heterogéneos (3 fases: substrato líquido, hongo
sélido y aire gaseoso) de caracteristicas particulares. Entre ellas destacan morfología múltiple y
comportamiento reológico complejo, La reología y morfología de los caldos miceliares afectan
el mezclado, la transferencia de oxigeno, nutrimentos y calor, y las operaciones de separación
posteriores al reactor y son importantes parámetros en el desarrollo y control de tales procesos.

l ?
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Tabla 2.1. Algunos productos misceláneos obtenidos por cultivo sumergido de hongos

2.2.1 Morfología

En cultivo sumergido, los hongos presentan varias formas posibles de crecimiento (Solomons,
1980) : desde células discretas, pequeñas, muy semejantes a células de levadura, pasando por la
forma de pelotillas (pellet,s) y gntmo:; (cfumps), hasta la forma filamentosa. Cada morfologia
puede ser caracterizada por rttultitud de diferentes parámetros tales como : diánretro y longitud
promedios de la hifa, número de ramificaciones y longitud total, para micelio disperso, asi como
área, perimetro, rugosidad, etc., para agregados del hongo (Metz eÍ al,, l97q; Packer and
Thomas, 1990). La mortblogia presente en un cultivo es una función del nlicroorganisnlo como
tal y su información genética (Braun and Vecht-Lifshitz. l99l). el método y concentracién de
inóculo uti l izado (Smith and Calam, 1980 ; Vecht-Lifshitz et ql., 1990 ; Tucker and T'homas,
1992), el medio de cultivo empleado (Metz and Kossen, 1977; Vecht-Liflhitz et al., 1990) y
las condiciones ambientales del cultivo, tales como el tipo de fermentador (Hotop et al., l99i ;
Berovic et ql., 1993;Tucker and Thomas, 1994), velocidad de agitación (Metz and Kossen,
1977; Mitard and Riba, 1988), temperatura, pH (Metz and Kossen, 1977; Lejeune et al.,
1995), tensión de oxígeno dist¡elto, etc.

El crecimiento en forma filamentosa se caracteriza porque el hongo presenta hifas, usualmente
ramificadas, de longitud entre 50 y 500 trm y un diámetro de 2 a l0 pm. Este tipo de
morfologia origina la formación de una red tridimensional que, junto con una alta
concentración de biomasa en el reactor (X > l0 g/L), hacen que el caldo de cultivo presente un

Organismo produclor Producto
.ilspergillus triger Acido citrico. ¡icido gfucónico. ceh¡lasa. u-anuln:u.

Dcctr nas¿l. anriloelucosid¿rs.r v l¡¡clasir
.4spergiIIus |erreul; Acido itacónico
Aspergillus sp. Acido málico
['e n i ci | | i u m chr¡,soge n um Pcnicilina C
Penicilliutn nqtotu,n Pcnicilina C
Gibherelllt /ujikoroi 6ibcrellinas'!!!sLg49!uto tp Cclulas¡¡
!A!?qpq,v sp Anriloglucosidasa v ácido ñ¡nuirica'
A spe rgi I I u s fl av u s n4vzae c-anlilasa
.4spe rgi I I u s Jb e t i du s Anri loelucosid¿s.r t. lacla*r
,4.r pe r gil! u l; a nmvr t ri
lJeuuveria bossiuno Insccticidas biolósicos
A lc t orrhi zi um ani xtpli oe | ¡rscct icidas biolóeieos
Á-c ro,r I a I agn u s a ph i cl u s Insccticid¿¡s biolósicos
,\c I e ro ti u m g,l ucan i unt Glucurro
Sch i zoph.vl I u,n cont nru ne Glucano
()hepalosporiun sp Cclirlosporin¡s
Slreptottt.vces sp Egrcotomicinas
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comportamiento reológico no-Newtoniano pseudoplástico. Este comportamiento s€ saraeleriea
por viscosidades muy bajas en las regiones de alto gradiente de delsrmación (cerea det
impulsor) y zonas de muy alta viscosidad (sin movirniento aFarcnte) en las regiones €€reffi&s ri
las paredes del tanque, Esto origina serios problemas de homogeneidad y rransferenela ds
materia, resultando en un pobre conlrol de las condiciones del r€arrtor _y baja praduq¡ivida{t en
el proceso. En la forma agregada Qrclotiltcr.r) el micefis se d€sarrolla e* lbrcu de agregaqles
esféricos compactos conformados por una red de hifas erirecru¿adas Estas agregadas tienes¡
diámetros del orden dc los milíme¡ros El radio de las ¡relcttitkt.r está d¿rdo ¡Kr ufi equitibri+
entre el aumento de tamailo debido al cr€c¡rriento del micracrgnnisms y €l $cn.rigg¡€ntc
incremento en los problemas de transferencia dc masr- tsnrü de oxigen$ eoms de n*trime¿ts.$
hacia fas células má$ internas de la pelutillu, además de fa rnsyCIr sensibitidad a la fragrneatación
en fas cerc .nías del impulsor, lodo lo cual limita ef erecimiento de ls plcttrtlet Las su*prnsiones
de pelothldr usuilmente son menos viscosas que las suspension€$ de le fonna fttarnentae pa¡r
lo que los problernas de mezclado en este tipo de cultivos son mucho lttsnor ffir.er(]s

En la mayoria de los cultivos, una u otra forma de erecimientc €rtá Fs€$€nte
predominantemente (Packer and Thomas, 1990; Olsvik ei ctl,. lggS¡ y fns eans**usn€i&s
bioquímicas de cllo son profundas : la presencia de una u olrs morfologia en las cuttivgs S€ñ€ra
patrones de comportamiento hidrodinámico muy diferentes, albetando [a re€l$gis- los
fenómenos de transferencia de oxígeno. la vetrlcidad de creeimientrl y la eancentrceitin c"€lular
máxima en el reactor. La capacidad de produccién de alguno* mctf,bsl¡tcs tambi*in varia
dependiendo de la rnorfologia ; por ejemplo. un incremento de easi dos órdenes de nrngnirud sc
observó en la velocidad de produccién y concentracién final de poligalaeturon¡dasir g€neredft
pot A. niger entre el micelio disperso y el micelio en forma de ¡wlotillo Incrementor similarcs
fueron observados en la síntesis de a-galactosidasa Ttor pelotilfei"r de ltlartieraflr¡ r.¡g{r¿,r.¡tr'
(Braun and Vecht-Lifshitz, 199l). Tal fenómeno podria estar asoeiadc con las limitaeianes
difi¡sionales en las pelotilla.s, aunque esta afirntacién no ha sido formalmente dcmostradn.

2.2.2 Reologín de caldos de fermentación micelinres

Las características reológicas de los caldos de tbrrnentacién son el producto de dos aportes: el
aporte del medio de cultivo y el cort'espondiente al microorganisnlo En cultivos de horrgos
filamentosos, se ha reportado que las propiedades reológicas del catdo son producto
principalmente del micelio ya que, al filtrar el caldo, el filtrado obtenido tiene caracteristicas
Newtonianas de baja viscosidad (Solomons, 1980: Bjórkman. 1987-b. Warren er ctl., l9g5).
La única excepción importante a este hecho ocurre cuando el nredio de cultivo contiene altas
concentraciones de sólidos no disueltos o de sustancias de elevado peso nrolecular, como
harinas (Charles, 1978; Solomons, 1980; Velasco, 1994) o polisacáridos (Reeslev et al., l9g5).
El tamaño efectivo, la forma, concentración y distribución de tamaños de las pañiculas
miceliares afectan la cantidad de energía disipada a través de las interacciones particula-líquido.
De esta manera, las propiedades reológicas de los caldos de fermentación miceliar normalmente
serán determinadas por la concentración y características morfológicas del micelio.
t 4
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2,2,2.1 Nociones básicns de reologín

La reologia es la ciencia de la clqformaciótt de la materia. La de/irmacion es el proceso
durante el cual cambian las posiciones relativas de las partes de un cuerpo. Puede ser dividida
en dos tipos generales: (l) deformacién reversible espontáneamente, denominada elaslicidacl y
(2) deforrnación irreversible, llamada .fltüo. El trabajo utilizado en deformar un cuerpo
perfectamente elástico es recuperado cuando el cuerpo recupera su forma original, mientras que
el trabajo utilizado en generar flujo es disipatlo conro calor, y no es mecánicamente recuperable,
por lo que a menudo es denominado,flujo rrr.lcos¿r.

Desde el punto de vista de la reología, las propiedades rnecánicas de todos los cuerpos
materiales pueden clescribirse en términos de contribuciones elásticas, viscosas o inerciales (es
decir, un término que involucra la aceleracion). Este último término es tratado por la fisica
clásica, por lo que no se describe aquí. Por otro lado, la deformación elástica usualmente es
expresada en términos de t¡na defbrmación relativa. La deformación viscosa es expresada en
térnrinos de la velocidad cle cizallamiento (o gradiente de deJbrmaciótt, como se le llamará en
adelante). El cizallamienlo es un importante tipo de defbrmación en reología, y puede ser
considerado como un proceso en el cual placas paralelas infinitesimalmente delgadas se deslizan
unas sobre otras de manera similar a como lo hacen las cartas de una baraja. El cizallamiento es
un caso especial de defot'mación luminar, en el cual las laminas son planas. Sin embargo, la
deformación laminar puede encontrarse en otras geometrías, por ejemplo, en forma de cilindros
concéntricos que se deslizan en forma concéntrica o telescópica, El gradiente de deformación,
es el cambio en la velocidad de flujo con una distancia medida en ángulo recto a la dirección de
flujo. Esto es, el cociente entre la velocidad relativa entre dos placas que se deslizan entre si y
la separación existente entre dichas placas.

Para producir flujo o deformación elástica. debe aplicarse un esfuerzo. El esfuerzo es definido
como una ñrerza por unidad de área. Tal fuerza puede aplicarse perpendicularmente (esfuerzo
tensil, o presión), tangenciahnente (esfuerzo cortante), o en cualquier otro ángulo respecto a la
superficie del cuerpo detbrnrado.

La reologia, en términos cuantitativos, involucra las relaciones esfuerzo-deformación-tiernpo y
la influencia sobre dichas relaciortes de thctores tales como la temperatura. Una de las
relaciones esfuerzo-deforntación más inrportantes en Lrn fluido es la viscosidad, la cual puede
interpretarse como la resistencia que un material opone cuando se intenta deforrnarlo. En
términos estrictos, la viscosidad cs el cociente entre cl esfi¡erzo de corte ( r ) aplicado sobre un
fluido y el gradiente de deformación (i ) generado en el mismo:

T
t l = :

r
Ec,  (2 .1)

I¡n forms general, los fluidos pueden clasificarse en dos grandes grupos de acuerdo con el
ec¡ntF¡rlf,miento de la viseosidad Newtonianos y no'Newtonianos, Los fluidos Nev'tottictttos
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son aquellos que presentan una viscosidad constante como función del gradiente de
deformación. Aquellos fluidos en que la viscosidad varie con el gradiente de deformación son
denominados no-Newtonianos. Un resumen de algunos ejemplos típicos de fluidos no-
Newtonianos se presenta en la Tnbla 2,2. En estos fluidos, la viscosidad definida de acuerdo
con la ecuación 2.1 no tiene un significado fisico preciso debido a que su valor es variable
dependiendo de las condiciones con que se mida, Por este motivo, al valor obtenido se
denomina vlscc¡srdad aparenle, y representa la viscosidad de un líquido Newtoniano que exhibe
la misma resistencia al flujo al gradiente de defbrmación seleccionado,

Muchos caldos de fermentación miceliar exhiben un comportamiento adelg azante al corte a
valores intermedios del gradiente de defbrmación. Este tipo de fluido se denomina
pseudoplástico y ha sido modelado adecuadamente con el modelo de la ley de la potencia
(Tabla 2,2), Se caractenza porque la viscosidad aparente disminuye con un aumento del
gradiente de deformación. Sin embargo, un cuidadoso análisis de esta clase de fluidos ha
indicado que el modelo de la ley de la potencia falla en ajustar los datos a través de un intervalo
amplio de gradientes de deformación. A muy bajos y muy altos gradientes de deformación, se
pueden apreciar comportamientos Newtonianos y las viscosidades en estos dos extremos puede
llegar a ser varios órdenes de magnitud diferente. La función logarítmica parece ajustar la parte
de la curva existente entre dos porciones límites de viscosidad constante, como es mostrado en
la Figura 2.2. La viscosidad de la porción recta de la curva a bajos gradientes de deformación
se denomina q, (viscosidad a gradiente de deformación cero), mientras la viscosidad límite de
para altos gradientes de deformación se denomina q* (viscosidad a gradiente de deformación
infinito). Dado que serán empleados en etapas posteriores de este trabajo, algunos modelos que
ajustan este tipo de comportamiento son mostrados en la Tabla 2.3.

Tlu

t
I

log rt

4,,,
log / -------->

Figurn 2,2 Comportamiento típico de un fluido adelgazante en un amplio
intervalo cle gradientes de deformación.
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Tabla 2.3 Modelos más precisos de la curva de flujo de un material pseudoplástico,

Otro'importante fenómeno conectado con el flujo es la existencia de un punto de cedencia
aparente. Este fenómeno ha sido descrito comúnmente en caldos de fermentación, por lo que
será comentado brevemente. Cienos materiales, los cuales fluyen a altos esfuerzos de cone, no
fluirán en absoluto (o por lo menos de una forma detectable) si el esfuerzo de corte es reducido
por debajo de un cierto valor denominado punto de cedencia aparente. Un ejemplo muy
conocido de este tipo de comportamiento es el flujo de la crema dental o dentífrico. Una vez
que el punto de cedencia aparente ha sido excedido, la pendiente de la curva esfuerzo de corte-
gradiente de deformación puede ser constante o no, originando comportamientos descritos por
modelos tales como los de Casson y Bingham, descritos en la Tabla 2.2.

2.2.2,2 Disposit ivos de medición reológica reportados en la l i teratura

Para la medición de propiedades reológicas de caldos de fermentación miceliar se han utilizado
una gran diversidad de técnicas e instrumentos, pero ninguno de ellos es completamente
adecuado para todos los caldos ni en todas las circunstancias por lo que su uso estará limitado
por las características particulares de cada caldo.

Una cantidad relativantente alta de mediciones de viscosidad de suspensiones miceliares han
sido obtenidas empleando viscosímetros estándar de cilindros concéntricos (Allen and
Robinson, 1990 ; Pedersen et a|.,1993; Gavrilescu e/ ul.,1992; Berovic et al., lgg3; Lir-r and
Yu, 1993; Warren et al., 1995) Debido a las caracteristicas heterogéneas del caldo de cultivo,
el uso de estos dispositivos está asociado con una serie de problemas de carácter operativo,
dificiles de elirninar. Moo-Young et al, ( 1987) reportaron problemas de atascamiento utilizando
caldos de (haelomiun cellulctl¡tticum y Neurrxporcr sitophila, El atascamiento se genera
porque el espacio entre los cilindros es nrenor que el tamaño del agregado miceliar, dificultapclo
el mcvimiento relativo de los cilindros, los cuales, al girar, detectan lecturas erróneas
(anormalmente altas) y, posteriormente, se pÍesenta un fenórneno de ruptura del agregado,
causando un cantbio de las propiedades reológicas que se quieren medir. Una ampliación de la
distancia entre cilindros es suficiente para resolver el problema pero pone en entredicho las

l s

Modelo Ecuación Descrioción

Carreau-Yasuda
r l  -Uo  

=
tlo - tl*

I  l ( , - t )

I r+( t  i ) ' )  , l ' lo : Viscosidad a gradiente
de deformación cero.

i : Gradiente de deformación.
rl- j Viscosidad agradiente

de deformacién infinito.
I : Constante de tiempo

n . exponente de la ley de la
potencia

a : parámetro adimensional
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suposiciones geométricas hechas para el cálculo de la viscosidad, haciendo menos precisa la
medición.

Pedersen et al, (1993) reportaron la medición de propiedades reológicas de caldos de
fermentación de Penicillfum chry.sogemtn . Los autores señalan problemas de sedimentación a
bajas velocidades de rotación (aunque fueron eliminadas haciendo mediciones con un valor
creciente de / ) La sedinlentación se presenta por la diferencia de densidades existente entre el
hongo y el medio de cultivo; esta diferencia es particular para cada medio y para cada
microorganismo, por lo que no es posible prever si la sedimentación será un efecto importante.
Para estudiar los efectos de la sedimentación sobre la medición de propiedades reológicas,
Metz et al, (1979) resuspendieron Penicillium chrysogenun, tanto en agua como en una
solución de glicerol en agua con una densidad similar a la del hongo (p = 1060 kd*t). A 0.45
s'' no se detectaron efbctos de sedimentación en la solución ron gli."rol durante un lapso de
300 s, al contrario de lo que pasó en agua, en donde el torque se redujo al 25oA del valor
detectado en el instante inicial en el mismo lapso.

Un problema fi'ecuentemente mencionado durante la medición de propiedades reológicas de
caldos de fermentación miceliares con citindros en rotación. es el fenómeno de deslizamiento
Considérese una suspensión de partículas idealmente esféricas en un medio líquido, al moverse
el líquido, el roce entre las paredes de las particulas ocasiona una pérdida adicional de energia
que se traduce en un aumento de la viscosidad efectiva de la suspensión. Es claro de la Figura
2.3 que, respecto al elemento giratorio, ningún centro de partícula podrá estar a una distancia
menor que I radio de dicha particula, creándose una zona (elenrento A) inmediatantente
adyacente a la superficie giratoria con una menor densidad de partículas y, por tanto, viscosidad
efbctiva menor que la existente en el seno de la suspensión (elemento B).

Figura 2.3 Visualización clel f 'enómeno de deslizamiento en sistemas de medición reológica.
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Otro dispositivo utilizado para determinación de propiedades reológicas es el viscosimetro de
aguja Brookfield. De acuerdo con el principio de medición, este dispositivo simula un cilindro
rotando en un medio infinito. Por tanto, es necesario asegurarse que el recipiente contenedor de
la muestra sea suficientemente grande como para eliminar posibles efectos generados por las
paredes. Para este tipo de viscosimetro, Bongenaar et al.(1973) y Charles (1978) reportaron
problenras en las mediciones, ocasionados por deslizamiento y sedimentación. Estos efbctos
fueron más pronunciados a mayores gradientes de deformación.

Un tercer dispositivo estándar de medición empleado comúnmente para fluidos no-
Newtonianos es el de cono y plato. Sin embargo, su uso ha sido muy restringido para
evaluación de caldos de fermentación miceliares debido a que la pequeña distancia existente
entre el cono y el plato, ocasiona atascamiento.
Como resultado de las anteriores consideraciones, puede concluirse que, a pesar de su uso
reiterado,, existe en la literatura evidencia muy fuerte de que el uso de sistemas viscométricos
rotatorios estándar, tanto de cil indros corno de cono y plato, son de valor l imitado por la
profunda intluencia de separación de tases en las propiedades de flujo de caldos miceliares.

Como alternativas al uso de los sistemas mencionados, se han propuestos diferentes tipos de
sistemas de medición reológica. Entre ellos destacan el viscosímetro de tubo y el viscosímetro
de impulsor.

En el viscosímetro de tubo, la muestra se hace pasar a través de una cierta longitud de un tubo
de diámetro conocido y se mide la caida de presión de la suspensión en su paso por el tubo.
Para tomar lecturas a diferentes gradientes de deformación, simplemente la muestra se hace
pasar a diferentes velocidades de flujo. El cálculo del gradiente de deformación y la viscosidad
se realiza de una manera relativamente sencilla, El campo de flujo en este tipo de viscosímetro
es menos homogéneo que en un viscosímetro de cilindros concéntricos, pero mucho menos
complejo que en un viscosímetro de impulsor. Adicionalmente, el viscosimetro de tubo es más
estable que el de impulsor a altos gradientes de deformación, puesto que no existen
inestabilidades centrifu gas.

En su repofte, Bjórkman ( 1987-a) describe el desarrollo de un sistema de viscosimetro de tubo

en linea, para medir propiedades de flujo en fluidos de fermentación. El sistema utilizó un
mecanismo de bombeo que generó un flujo a pulsos. Esta variabilidad en las mediciones
generó una variabilidad equivalente en los datos que no pudo ser eliminada, impidiendo
determinar si hubo o nó efectos de deslizamiento con los fluidos de calibración. A pesar de ello,
el autor señala que la calibración indica que el reómetro de tubo trabaja en una forma adecuada
para realizar mediciones reológicas. Bjórkman ( 1987-b) aplicó el anterior sistema de tubo para
medir la reología de caldos de cultivo de l>enicillium chrysogenum y comparó los resultados
con los obtenidos mediante un dispositivo de cilindros concéntricos. Los resultados para los
diferentes mecanismos estuvieron en buen acuerdo y fueron consistentes con teorías no-
NeMonianas generalizadas, aunque el fenómeno de deslizamiento se observó constantemente.
Blakebrough et al, (1978) realizaron mediciones reológicas de caldos de A.spergilhr.s niger
utilizando viscosímetros de tubo. Los autores señalan que las propiedades reológicas

20
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encontradas corresponden realmente a las medidas en la pared del tubo y resultan diferentes a
las medidas con dispositivos de impulsor. Fatile (1985) utilizó sin problemas aparentes un
viscosímetro de tubo montado en un fermentador air-lift para medir las propiedades reológicas
de caldos de fermentación de Aspergillus niger como función de la forma y concentración del
micelio en el caldo.

Por otra parte, el uso de impulsores (en lugar de cilindros) como elemento móvil de los
viscosímetros, fue propuesto para evitar los fenómenos causados por la separación de las fases
de las suspensiones miceliares. Sin embargo, el uso de tales impulsores obliga a cuatro
consideraciones básicas adicionales durante las mediciones reológicas:

a-) Existe en la literatura evidencia contradictoria sobre la capacidad de los sistemas de
impulsor para eliminar realmente los efectos de separación de fases en cultivos filamentosos.
Bongenaar et al., (1973) y Roels et al., (1974) propusieron el uso de una turbina Rushton
estándar para medir las propiedades reológicas de caldos de fermentación de Penicilliunt
chrysogenun a diferentes edades de cultivo. Los autores concluyen que el sistema es útil para
determinar las propiedades reológicas de caldos de fermentación viscosos y que los valores de
K pueden ser determinados con una precisión del 25yo, eliminándose los problemas de
separación de fases y sedimentación. Kemblowski y Kristiansen (1986) reportaron el uso de dos
tamaños diferentes de sistemas de 6 paletas planas de elevada relación altura/diámetro para
medir propiedades reológicas de Aureobqsidium pullttlans y señalan que este dispositivo
elimina todos los problemas operacionales asociados con la aplicación de reómetros
rotacionales para suspensiones no-homogéneas y que el análisis de los datos da resultados
sensibles e internamente consistentes. Velasco ( 1994) utilizó un dispositivo vqne - consistente
en cuatro paletas de elevada relación altura/ancho, montadas en ángulo recto entre si - para
desarroflar mediciones reológicas en caldos de Amycolatopsis mediterranei y Micromonospora
purpureqry apunta que tales caldos presentaron una excelente estabilidad reológica con
respecto al tiempo y no hubo problemas por separación de fases en sus determinaciones.
Marten el dl., (1996) caracterizaÍon el comportamiento reológico de suspensiones de
Trichoderma reesei, utilizando un dispositivo vane. Los autores reportan que no se observaron
problemas de sedimentación, por cuanto el orden de las pruebas no afectó el resultado.

Por contraste, Metz et al. (1979) utilizaron 5 sistemas diferentes de turbina para realizar
mediciones reológicas de Penicillium chrysogenum, y encontraron que aunque el sistema de
turbina fue propuesto para evitar la sedimentación del hongo, este fenómeno se presentó de
hecho durante todas sus mediciones. Kim et al. (1983) utilizando un dispositivo helicoidal para
determinar la viscosidad de caldos de cultivo de Ab,sidia corymbifera en forma de pelotilla,
detectó el fenómeno de sedimentación cuando el patrón de flujo era descendente, por lo que
recomendó realizar mediciones reológicas sólo con flujo ascendente.

Como se aprecia, las evidencias de un mejor comportamiento de los dispositivos de impulsor en
cuanto a la separación de fases son contradictcrias y parece estar asociado con las
características particulares de cada caldo.
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b-) Los sistemas de impulsor no permiten la medición de las propiedades reológicas intrínsecas
de las suspensiones ya que los patrones de flujo no son perfectamente definidoi (como sí lo es
en el caso de los sistemas de cilindros concéntricos, cono y ptato o viscosimetro de tubo). Por
este motivo, aunque son muy útiles por su reproducibilidad y consistencia internas, las
mediciones obtenida s so,, relativa:s al ¡rrstrumerrto de nediciitn empleeu*r y no son
perfectamente comparables con otros dispositivos. Para efectos de comparación, normalmente
se realiza una calibración, que conlleva a la determinación de una constante Ks particular para
el sistema de medición (ver sección 2.3.1 y ecuación 2.12 para definicién de la eonstanre ks),
Aunque en muchos trabajos se señala que el valor ajustado experimentalmente para Ks es una
constante que depende únicamente de la geometría del impulsor (Bongenaar ct al., 1973;Roels
et ctl', 1974; Blakebrough et al., 1978; Kim et al. 1983; Kemblowski y Kristiansen, 1986;
Velasco, 1994; Marten et al,, 1996), otros reportes señalan - aparentemente eoR r¡zén, a
iuzgar por un análisis de los reportes inmediatamente antes señalados - que el valor de Ks cs
una función tanto de la geometría del impulsor como de las propiedades reolégicas del fluido en
evaluación, y que la obtención de un valor constante de Ks se derivl de una psbre
caracterizaciín del impulsor, resultante del muy reducido conjunto de fluidos de calibracion
ensayados (Allen y Robison, 1990 ,lggl; carrillo et al., l99l; ).

c-) Desafonunadamente, la calibración de los dispositivos de imputsor se rerliza con fluidos
homogéneos (fluidos newtonianos, soluciones de polimeros, etc.), por lo que los resultados
para suspensiones no homogéneas están sujetos a incertidumbre, puesto que los sólidos
originan una variación importante dificilmente cuantificable en los patrones de flüjo.

d-) Adicionalmente a los fenómenos ya discutidos, siempre queda el problema de determinar
atal impulsor es el más adecuado para rcalizar las determinaciones reológicas en un caso
dado. Aunque, en principio, cualquier geometría imaginable es válida, es preferible utilizar
aquel tipo de impulsor que genere mayores gradientes de deformación en la regién laminar de
flujo. Esto se debe a que los modelos de viscosidad ajustados son válidos únicamente dentro del
intervalo de gradientes de deformación del instrumento y con flujo laminar. Entre mayor sea
dicho intervalo, menor es el error cometido durante la extrapolación a los gradientes de
deformación observados durante la fermentación. Al respecto, Reus s et al, ( I 982) evaluaron las
propiedades reológicas de caldos de fermentación de Penicillium chrysogenum y Aspergillus
niger utilizando dos viscosímetros de impulsor helicoidal y uno con una turbina Rushton. Las
viscosidades aparentes obtenidas con el impulsor de turbina son mayores que las obtenidas con
los impulsores helicoidales, mientras que el intervalo de gradientes de deformación es mucho
mayor con el impulsor helicoidal, Kim et al. (1983) utilizaron un dispositivo helicoidal para
determinar la viscosidad de caldos de cultivo de Absidia corymhifera en forma filamentosa y de
pelotilla. El intervalo de Re laminar fue un orden de magnitud mayor que el encontrado con un
impulsor de turbina por Metz (1976; reportado por Kim et al., l9S3) implicando que el
impulsor helicoiclal ofrece un intervalo relativamente amplio de gradientes de deformación y
buen mezclado en la región de flujo laminar. Allen y Robison (1990, l99l) evaluaron el uso de
tres tipos diferentes de viscosímetros para medición de las propiedades reológicas de soluciones
pseudoplásticas de polimeros y de caldos de fermentación de A.spergillus niger, Penicilliunt
ch.vst4rytmm y Slrepto,nyces levoris. Se emplearon dos viscosimetros de impulsor con turbinas
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Rushton y un impulsor helicoidal. El impulsor helicoidal permitio hacer rnediciones en flujo
laminar en un rango de gradientes de defbrmación mucho más amplio ( I < 1 50 s' '  ¡ que el de el
impulsor de turbina (l < 40 s' '¡, por lo que puede considerarse más versáti l  para mediciones
reolégicas en caldos rniceliares.

Recientemente se han desarrollado nuevos sistemas de medición reológica para detenninacion
de viscosidad en línea de caldos de fbrmentación. Picque ancl Corrieu ( 1988) uti l izaron url
sensor de barra vibratoria, cuyo principio de medición se basa en el anrortiguanriento de la
vibración de una vari l la debido a la viscosidad del caldo. Entre más viscoso sea el caldo, nlayor
será el amortiguamiento, rnedido corlo una menor amplitud en el movintiento de la vari l la El
mistno prirtcipi<l de nredición fue uti l izado por Reeslev et al. (1995) para medir la viscosidad de
caldos de fermentación de Auret¡busidium ptllulans. En este caso, la lectura para suspensiones
densas de micelio no fue estable, probablemente asociado a sedimentación del micelio Ll
orientación del mismo en el campo de flujo. Los autores concluyen que el sistema no debe ser
utilizado para caracterización reológica de fluidos no-Newtonianos dado que el gradiente de
deformación no puede ser definido con certeza ni puede ser variado en forma sistemática.

Endo et al, (1990) uti l izaron un celda de cristal de cuarzo piezoeléctrica para monitorear. en
línea, la viscosidad de caldos de fermentación no-Newtonianos de dextrana obtenida con
I-eucottc¡sloc mesenleroicle,s. Los autores no pudieron encontrar una relacién lineal entre los
datos de viscosidad del sensor y los datos obtenidos con un viscosímetro rotacional. En forrna
sirnilar al sistema anterior, este dispositivo no puede emplearse para obtener una curva
reológica puesto que solo puede trabajar a una frecuencia.

En los párrafos anteriores se lran considerado
aplicados a caldos de ferrnentación miceliares y
particulares. Estas consideraciones se uti l izaron
reológico utilizado en el presente trabajo.

diferentes tipos de sistemas visconrétricos
se han seiralado sus ventajas y desventajas
para la selección del sistema de medición

Los problemas de separación de fases asociados con los disposit ivos estándar rotatorios indican
que no son los más adecuados para realizar mediciones reológicas en los caldos miceliares de
este trabajo, por lo que fueron descartados a pesar de su disponibil idad en el laboratorio.

El reórnetro de tubo es recomendado en varios trabajos como uno de los más idóneos para tal
tipo de rnediciones ; sin embar-eo, su Lrso está asociado con una serie de problemas operativos :
la construcción del sisterna puede resultar costosa ; se requieren grandes diánletros y longitudes
para eliminar los problemas de deslizanriento e inhomogeneidad de flujo. Este hecho, junro con
la necesidad de variar el gradiente de deformación mediante variaciones en el flujo que circula
por la tuberia, implican el uso cle grandes volúmenes para la medición (usualmente todo el
caldo de cult ivo a nivel de banco) y de una bomba para su recirculación, lo que requiere un
sistema de mantenimiento de esteri l idad rnuy eficiente. El uso de la bomba puede afectar las
características reológicas del caldo de fbrmentación debido a una alteración de las propiedades
morfológicas del microorganisnlo por los esfuerzos rnecánicos generados por la bomba. Este
ult inro efbcto, junto con la suspensión de la aireación durante el t iempo de medición, pueden
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generar alteraciones en el desarrollo normal del cultivo. Por estos motivos, su construcción y
uso fueron descartados.

Los viscosímetros de impulsor parecen eliminar en forma más o menos adecuada los problemas
de separación de fases presentes en otros tipos de viscosímetros, pero presentan la desventaja
de ser sistemas relativos y, por tanto, su uso está sujeto a una calibración con fluidos
homogéneos que puede ser criticada severamente. Sin embargo, sus resultados son consistentes
internamente y su construcción es muy sencilla y económica, por lo que se decidió el uso de
este tipo de dispositivos, En el laboratorio se disponía de un sistema vaile, desarrollado para
trabajos anteriores con caldos miceliares (Velasc o, 1994} Sin embargo, su aplicación en caldos
de Trichoderma harziamtm estuvo asociado con problemas de reproducibilidad y
sedimentación miceliar (Flores, 1995), además de necesitar grandes volúmenes de caldo para
cada determinaciÓn (600 mL). Si se toma en cuenta que el fermentador es de l0 L de volumen
útil, solo es posible la determinación reológica en 2 ó 3 muestras sin afectar excesivamente el
comportamiento de la fermentación, limitando la información que se puede obtener del cultivo.
Como factor adicional, en la caracterización del dispositivo vane, Velasco (1994) utilizó un
sólo valor de Ks, derivado probablemente de una caracterización incompleta del impulsor y,
por ello, el uso del vane implicaba necesariamente una nueva caracterización del mismo. Por
estos motivos, se decidió la construcción y calibración de un sistema helicoidal para estudiar el
comportamiento reológico de los caldos de fbrmentación, con la ventaja que según la literatura
permite un mayor intervalo de gradientes de deformación en flujo laminar.
Desafbrtunadamente, algunos problemas demoraron la utilización del dispositivo helicoidal, por
fo que el dispositivo vane fue empleado en algunos estudios reológicos, como se indicará
convenientemente en el capitulo 5.

2.2.2.3 Modelos reológicos utilizados en caldos de fermentación micelinres.

Clásicamente las caracteristicas reológicas de suspensiones miceliares han sido descritas por
medio de modelos simples de 2 parámetros (ver Tnbla 2,2). Estos modelos asumen que las
características del fluido son independientes del tiempo en la escala de duración de las
mediciones. En la mayoria de caldos, esta condición se cumple en forma más o menos ajustacla,
aunque hay reportes (Velasco, 1994) que señalan una alta inestabil idad reológica de caldos de
cultivo miceliares debido a lisis celular por agotamiento del oxigeno disuelto en el caldo
durante el lapso entre la toma de muestras y el desarrollo de la medición.

Otras comportamientos reológicos reportados para caldos de cultivo miceliares incluyen el
punto de cedencia aparente (Bongenaar et al.,1973; Charles, 1978, Allen and Robinson, 1990;
Marten et 81., 1996), fenómenos tipicamente viscoelásticos como el efecto Weissenberg
(Vefasco,1994) o características similares a un gel a bajas deformaciones (Marten et a1.,1996).

Como se busca establecer las características reológicas de caldos de T'richoderma, no es
intenciÓn de este trabajo realizar un extenso análisis de la reologia de caldos miceliares, sino
establecer antecedentes de la manera corno han sido expresadas dichas propiedades para otros
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t ipos de caldos de cult ivo miceliares. La Tabla 2,4 presenta un resumen de datos
experimentales de reología de caldos miceliares obtenidos mediante una revisión de la
literatura, clasif icados a partir de los ntodelos presentados en la Tabla 2.2. Como puede verse.
una cantidad apreciable de los datos reportados prefieren el uso de la ley de la potencia,
seguido por el modelo de Casson. Corno señalan Reuss et al. (1982), los difbrentes modelos
pueden ajustar los datos de una manera prácticamente idéntica en un intervalo l inritado cle
gradientes de deformación, Por este rnotivo, el uso de una u otra ecuación lnuchas veces L-s
motivado por intereses personales del investigador o fhcil idad de nranejo. El hecho de que la lev-
de la potencia sea más extensamente uti l izada se debe, quizás, a que una gran cantidad dc
correlaciones de transferencia de masa y calor utilizan este modelo, lo cual es a sr¡ vez
originado porque la mayoria de estas correlaciones se derivan de experimentos con fluidos
modelo, normalmente soluciones de polimeros que generalmente se adaptan muy bien a la ley
de la potenc¡a, A conocimiento del autor, el único trabajo realizado en reologia de caldos de'l'richoderna 

utilizó el modelo de Casson (Marten et al., 1996). No obstante, en el presente
trabajo se decidió el uso de la ley de la potencia para caracteriz.ar el conlportarniento rcologico
de caldos de fbrmentación miceliar de'l't'ichtxJe rmct hurzictttttm en cr¡ltivcl surncrgido.

Corno es posible apreciar en la Tabla 2,4, la reologia de suspensiones nriceliares depende -
etttre otros parámetros - de la morfología, la concentración de biomasa. la flexibilidad y
defbrmabil idad de las partículas (normalmente dependiente de la edad del cult ivo) y su tanlaño
(Blanch and Bhavaraju, 1976; Charles, 1978 , Metz et al, 1979). El crecimiento de un hongo
en forma filamentosa origina la formación de una red tridimensional que estructura el fluido, y
puede darle características no-Newtonianas altamente viscosas a los caldos de fermentación,
aún a concentraciones de biomasa relativamente bajas (Solomons, 1980). Por otro lado, la
reologia derivada del crecimiento en forma de pelotillas no ha sido descrita convenientemente
por ninguna ecuación general. Se ha intentado nrodelar la reología de pelotillas en fornta
similar a la de partículas esféricas suspendidas en un medio líquido. Metz et al. (1979) señalan
una influencia exponencial de la biomasa en la viscosidad, pero el exponente varía ampliamente
dependiendo del microorganismo , además concluyen que el uso de relaciones para
suspensiones de otras partículas no es aplicable a las suspensiones de pelotillas. Kim et ul.
(1983) señalan comportamiento Newtoniano a bajas concentraciones de biomasa y
pseudoplástico a altas concentraciones, nrientras que Charles ( 1978) menciona Lr¡"r
comportamiento tipo Casson, tantbién con influencia de la concentración de biomasa.

Lo anterior sugiere que los estudios reológicos deben estar asociados con estudios cinéticos y
morfologicos del microorganismo. Sin embargo, ningún esfuerzo fue realizado en este trabaio
para correlacionar las características nrorfblógicas y reológicas del caldo. Una estudiante de
posdoctorado en nuestro laboratorio trabaja actualmente en la caracterización rnorfológica de'l'. 

harziailum por medio de análisis de imágenes; se espera que esta ntetodologia pueda servir
de complemento a las determinaciones reológicas desarrolladas durante el presente trabajo.
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Antccedcntcs

2.3 MEZCLADO Y CONSUMO DE POTENCIA DB CALDOS DB FBRMBNTACIÓN
EN TANQUES AGITADOS

El diseño de prácticamente todo tipo de biorreactor contempla la adición de energía al caldo de
fermentación en forma de agitación, ya sea mecánica, neumática o hidráulica, con el fin de
brindar una homogeneidad satisfactoria y promover los fenómenos de transferencia de materia
y energia a velocidades tales que no afbcten las características cinéticas intrinsecas del cultivo.
Estas características son, a su vez, fuertemente dependientes de la hidrodinámica existente en el
seno del reactor. En general, el estado hidrodinámico que experimenta el cultivo varia como
función tanto del t iernpo de cult ivo corno de la ubicación espacial en el interior del recipiente.
La magnitud de la variación depende, principalmente, de las características reológicas del
cult ivo. En el caso de cult ivos miceliares, la transfbrrnación desde un fluido Newtoniano de baja
viscosidad (al inicio del cult ivo) hasta una suspensión de características no-Newtonianas de alta
viscosidad, fuertemente pseudoplástica y con presencia de punto de cedencia aparente, lleva a
una disnlinución notable de la homogeneidad y a la aparición de zonas muertas o mal
mezcladas. En estas zonas sin movimiento, las limitaciones en la transferencia de materia y
calor traen como resultado un pobre desempeño de la fermentación, caracterizado por bajos
rendimientos y productividades. Para corrtender con esta situación, la única manera de controlar
la hidrodinánrica del reactor consiste en variar las condiciones de agitación; en el caso de
sistemas agitados mecánicamente, el control se logra a través de cambios en la velocidad de
agitación o en el tipo de impulsor utilizado. Aunque no existe un procedimiento o algoritmo
que permita la selección de un tipo de impulsor o una velocidad óptimos para un proceso
particular (siendo necesario una evaluación experimental en cada caso), el estudio del efecto del
mezclado en tbrmentaciones de características reológicas similares puede proveer un mejor
entendinliento de los fenómenos hidrodinámicos que pueden existir en el reactor y servir de
base para una selección más racional de las características geométricas de sistemas de mezclado
para el presente trabajo.

2.3. t  Consumo de potenciat

El término consumo de potencia indica la energía por unidad de tienrpo que el irnpulsor logra
transfbri¡ '  hacia el f luido. Es utta cle las variables de fbrmentación rnás irnpoftantes, ya que de
ella depettden los tiempos de rnezclado, los coeficientes de transfbrencia de lrlasa y calor, y ia
velocidad de algunas reacciones quimicas, Pese a ello, su determrinación normalmente necesita
de evaluación experimental, ya que depende de muchos parámetros de proceso como las
caracteristicas reológicas del f luido que se esté agitando (Nemoniano, no-Newtoniano), las
condiciones de operación (aireación o ro, f lujo laminar o turbulento) y las caracteristicas
geométricas del tanque (tipcl y dinrensiones del inrpulsor, nú¡rnero de deflectores, posiciones
relativas de los elernentos del tanque, etc.).

' 
La ltontcttclalura utiti¿ad¿r cn csla )' otrls sccciortcs sc encucntra convcuicntclncntc dcscrita cn la sccción

rorrcspondir,-rtle. c¡¡ las pigirras inieirlcs dc cstc rcprlrtc.
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Con fines básicamente de escalarniento, la dependencia de la potencia entregada al calda de
fermentación como función de las variables mencionadas comúnmente ha sido expresada a
través de correlaciones semi-empíricas. Usualmente, los resultados de estudios de consumo de
potencia se presentan en términos de dos grupos adinrensionales: el número de potencia y el
número de Reynolds. El número de potencia se define como:

Np=ñfu Ec. {X,t}

10, puede
número de
por:

Ec. (2.5)

En el caso general, el número de Reynolds de un impulsor para un fluido se define eomc

Re. =
p N d '

Er. (1.3f

Para el caso de un fluido Newtoniano, ll¡, es constante e igual a la viscosidad q" pCIr lo r'uat et
número de Reynolds se reduce a :

R e =
É  \  d :

Ee. {f".1¡

Expresiones de Ia para diversos tipos de fluidos no-Newtonianos se consignan en la Tabls t.l

Cuando se grafica Np vs Re en escala logaritmica, se obtiene una curva de potencia únicamente
válida para las condiciones geométricas con las que fue obtenida. Una curva de este t¡po se
presenta en la Figura 2,4 para las geometrías de interés en este trabajo. En esta figura se
aprecian 3 regiones definidas : la zona laminar, donde la relación entre Np y Re es lineal , la
zona turbulenta en la que Np es constante, y una zona intermedia denominada de transición,
caracterizada por patrones de flujo inestables. Para el caso de los impulsores InterMtG (lMlG)
y para las turbinas Rushton (TR) las condiciones de flujo comúnmente son turbulentas mientras
que los impulsores helicoidales han sido reconocidos por su excelente desempeño en flujo
laminar.

4.

En el régimen de flujo laminar, comúnmente señalado como el rango de Re <
demostrarse teóricamente, mediante un balance de fuerzas (Tatterson, l99l), que el
potencia para un impulsor es una función inversa del número de Reynolds, expresada

P
N p R e , = K n = N r ú h

en donde Kp es una constante adimensional que para fluidos Newtonianos depende únicamente
de las características geométricas del impulsor.
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Figura 2.4 Curvas de potencia para diferentes diseños de impulsores (adaptación
de Oldshue, 1983; Dawson, 1990, Tatterson, l99l y Argüello, 1993).

Combinando las ecuaciones (2.2), (2.3) y (2.5) se puede escribir para régimen laminar:

P  K u n .

tñqr  
=  

pNd

o equivalentemente:

K , ,  N  d '

P
rl, .  = 

q N' , l '  
Ec' (2'7)

La potertcia suntinistrada por el inrpulsor al f luido es una función tanto de la velocidad de
rotación como del torque, de acuerdo con la expresión:

P = 2 . f i . N . M

('nntbinando la ecunción (2.71con la ccunciórr (2.8). se obtiene:

2 n M

Bc. (2.8)

l l ,  "
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Si se mide el torque M como función de la velocidad de rotación para un fluido Newtoniano, en
el cual la viscosidad es constante, se puede determinar el valor de la constante Kp mediante una
regresión lineal; en dicha regresión, la pendiente de la curva M vs N corresponde a r1.Kp.d'/2n,
Como los valores de d y n son conocidos, fácilmente se puede calcular Kp,

Una vez que la constante Kp ha sido deterrninada, la viscosidad aparente de un fluido no-
Newtoniano puede ser determinada recolectando mediciones del torque ejercido por el
impulsor como función de la velocidad de rotación del mismo (como es señalado por la
ecurción 2.9). Sin embargo, expresar la viscosidad aparente como una función de la velocidad
de rotación no es lo más conveniente para estudios reológicos, puesto que seria dependiente del
impulsor utilizado. Recordando que la viscosidad de un fluido se define de acuerdo con la
ecunción 2.1, una forma de expresar la viscosidad es desdoblar tal ecuación en términos de sus
componentes, r y y. Para geometrias sencillas (como cilindros o conos) el esfuerzo de corte
puede ser definido por consideraciones geométricas. Para un impulsor, la geometría se hace tan
compleja que el esfuerzo de corte normalmente se define mediante el uso de analogías de flujo ;
por ejemplo, para el caso de un impulsor helicoidal, r se deñne por analogía con el flujo
Couette: se considera que un impulsor helicoidal girando en el interior de un tanque cilindrico
es similar a un cilindro rotando dentro de otro cilindro (flujo Couette). El esfuerzo de corte en
este caso (Tatterson, l99l) puede expresarse como:

2 M
T =

n d 2  H ,
Ec. (2.10)

De acuerdo con la literatura (Tatterson, l99l ) si se asume que el fluido cumple el modelo de la
ley de potencia (r = K i', con K y n constantes en el rango de medición) y que los
cilindros externo e interno tienen diámetros muy similares (d/D + 1.0). Dado que esto ocurre
en el caso de los impulsores helicoidales, el tratamiento matemático de las ecuaciones de
movimiento para el flujo Couette permite expresar el gradiente de deformación como:

, 4rN Dz
'  

D 7  - d 2
Ec. (2.1 I  )

A partir de la ecuación (2.1l) se derivan dos hechos importantes. El primero de ellos es que
para un impulsor definido, el gradiente de deformacién es una función lineal de la velocidad de
rotación, lo cual es la base de la ley de Metzner y Otto (Metzner and Otto, 1957) que postula
una relación lineal entre el gradiente de deformación y la velocidad de rotación de un impulsor
dada por:

t3

Y = K-N Ec, (2,12)
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en donde Ks es la constante de proporcionalidad de Metzner y Otto, El segundo hecho
derivado de la ecuaciórr (2.1l) es que la constante Ks sólo depende de la geometría del sistema
intpulsor y no de las características reológicas del f luido a uti l izar.

A pesar de las suposiciones hechas para generar la ecuación (2.11), es claro que el f lujo
generado por el impulsor dista nrucho de ser similar al generado por dos cil indros concéntricos
ett rotación. De hecho, el flujo llega a ser t¿ln complejo que no ha perrnitido hasta la fecha un
cálculo riguroso de los gradientes de defbrnlación generados en Lrn tanque agitado. Para obviar
esta dit icultad, IVletzner y Otto (1957) sugiriet 'on un nlétodo de acuerdo con el cual la ecuación
(2.121 puede seguir siendo utilizada si se reemplaza el concepto de gradiente de deformación
(i) por el de gradiente de deformación promedio (i,") En este caso, se supone que el f lujo
alrededor del impulsor se comporta como si en promedio tuviese un gradiente de defbrmación
característico i,, . D. esta manera:

T . u  =  K * N Ec. (2.  l3)

El valor de Ks debe ser encontrado experimentalmente. Para ello se utiliza un fluido de
calibración de propiedades reológicas conocidas. Si el comportamiento reológico de dicho
fluido es expresado por la "ley de la potencia", entonces con el valor de viscosidad aparente
obtenido de acuerdo con la ecuació¡t (2.9) se puede calcular el valor del gradiente de
defbrmación promedio a que corresponde dicha viscosidad aparente (con la ecuación 2.14):

( t  i
t - * - l
\  n  - .  l , ;

, a\r Ec.  (2 .14)

determinaEste procedimiento permite obtener parejas de valores (y,u, N).El valor de Ks se
como la pendiente de la gráfica de y.,.1,,r. N.

[Jn procedimiento alterno para el cálculo de Ks fue sugerido por Rieger y Novak (1973). Para
fluidos pseudoplásticos que sigan la ley de la potencia, los autores proponen que la viscosidad
se evalúe a un gradiente de defbrmación iguat a la velocidad de agitación (7".,: N). De esta
manera, la viscosidad del fluido vendrá dada por :

l n , )
- - t  I

\  K /

T  K  ^ i u
r l . = t = t l t = K i ' - r - K N o I

Este enunciado permite la definición de un número de Reynolds especial.  dado por
ecuación :

Ec .  (2 .15)

la siguiente

a -

J J
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RePt =
p N d t p  N t - o  d 2

en donde el subíndice pl indica ley de la potencia. Como consecuencia, la
transforma en.

l.

p N  d t
= - T =

K  N O - '
Ec .  (2.16)

ecuación 2.5 se

Ec. (2.17)

Ec. (2.18)

Ec. (2.20)

en esta ecuación es importante señalar que, además de la geometría, el valor de Kp depende de
las características del fluido, en este caso, del índice de flujo, por lo cual se denota como Kp(n)
Por lo tanto, para diferentes fluidos, el valor de Kp(n) será diferente.

Comparando las ecuaciones 2.5 y 2.17 puede demostrarse que (Brito-De la Fuente, 1992)'.

Np'R€o¡  =*T ln ,=Ko(n)

5&- r.
- "  

=  
K N " - t

Re. =ff+

Si se combinan las ecuaciones 2.l3r 2.l4 y 2.18, se obtiene (Brito-De la Fuente, 1992):

rn(n)
-  K r o * t Ec. (2.19)

Si se hacen determinaciones de consumo de potencia como función de la velocidad de agitación
para fluidos Newtonianos y no-Nemonianos que sigan el modelo de la ley de la potencia, a
partir de las gráficas de Np t,.s Repr, es posible obtener los valores de Kp y Kp(n). Con estos
datos y mediante la ecuación 2.19 se obtienen los valores de Ks, los cuales a su vez serán
función del indice de flujo de los fluidos. Debe destacarse que este procedimiento es
completamente independiente del método de Metzner y Otto y, por lo tanto, puede servir para
comprobar los datos obtenidos cotr dicho método,

Una vez que el valor de Ks ha sido determinado para un fluido particular, puede ser util izado
para calcular Re,, a partir de Rqr, como se señala en la ecuación 2,20'.

K p

Posteriormente se dibuja la gráfica de Np ¡,s Re, , los resultados obtenidos deberian ser iguales
para todos los fluidos analizados, es decir, debería obtenerse una sola curva.
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La determinación de Ks no solamente tiene corno fin la predicción de la potencia suministrada
por el impulsor a caldos no-Newtonianos en condiciones de flujo laminar. Como se mencionó
en una sección anterior, la determinación de las caracteristicas reológicas puede hacerse en la
zona de flujo laminar uti l izando diferentes tipos de impulsores. En tal caso, la determinación cle
Ks como función del indice de flujo es una condición necesaria para la determinación reológica,
por lo que debe realizarse una calibración previa del instrumento de medición.

Para el caso de flujo turbulento, el tratamiento nratemático es mucho más sencillo. Dado que el
valor de Np para un impulsor particular permanece constante con Re, el cálculo de la potencia
entregada por un dispositivo cualquiera puede ser obtenido facilmente de la ecuación 2.2.

2,3,2 Impulsores uti l izados para fluidos no-Newtonianos

El propósito de ubicar un impulsor en un tanclue es obtener un buen mezclado del conteniclo del
recipiente y, paralelamente, lograr curnplir las necesidades de transferencia de masa y calor. Por
lo tanto, la selección de un impulsor específico es de la mayor importancia para el desarrollo cle
un proceso particular de fermentación. Existen múltiples geometrías de impulsores (Figura
2.5), cada una adecuada para procesos de características especificas. Una breve discusión sobre
dichas características se presenta a continuación.

Los diseños antiguos de sistemas de fermentación asumian que el desempeño de todos los
impulsores era muy sirnilar, y por tanto unos pocos diseños estándar eran suficientes para
cumplir con los requisitos de virtualmente todos los procesos. El diseño de impulsor más
simple y por lo tanto el primero en ser utilizado fue el impulsor de paleta (Figurn 2.5). La
turbina Rushton (TR) con su característico flujo raclial, se volvió rnuy popular en la década cle
1950 debido a sus excelentes características de dispersión de gas. su facilidad de construcción y
su diseño favorable para escalamiento (Solomons, 1980; Nienow, 1990). La turbina de paletas
inclinadas de flujo axial compartió un lugar con la TR como uno de los disposit ivos estándar
para operaciones de mezclado en la industria, principalmente para lograr una buena suspepsión
de los sólidos contenidos en el caldo (Tatterson, l99l)

Investigaciones recientes han denrostrado que las TR no son la mejor elección para algunos
sistemas de fermentación cotl caracteristicas no-Newtonianas, debido al pobre desernpeño de
este tipo de dispositivos en condiciones aireadas. De hecho, a pesar de las numerosas
investigaciones, el diseño de una geometría óptima para fluidos no-Neqonianos no ha siclo
posible debido a que depende fuertemente del tipo de proceso que se esté llevando a cabo y una
evaluación rigurosa implicaría la determinación del comportamiento con virtualmente cacla t ipo
de impulsor diferente imaginable.

En el caso cle las turbinas Rusltton, la potencia entregada en fluidos Newtonianos puede caer
hasta un 50Yo de su valor en condiciones no gaseadas con relativanlente pequeñas cantidades de
gss, Y el efbcto se incrementa para fluidos no-Newtonianos en virtt¡d de la estabilización de las
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cavidades de aire detrás de las paletas. Dado que el coeficiente volumétrico de transferencia de
oxígeno (kL.a) depende del flujo de aire y de la potencia entregada al fluido, la caída de potencia
implica una reducción en el potenciat de transferencia de masa. Adicionalmente, las turbinas
generan velocidades de disipación de energía no u¡ritbrmes en el recipiente y mucha de la
energía se disipa en la región próxinra al impulsor, generándose altos esfüerzos mecánicos en
esta región, que pueden ser dañinos para los microorganismos. Un incremento en la escala
genera un incremento en tiernpos de mezclado, dando lugar a variaciones sensibles en pFl.
temperatura, TOD y concentración de nutrimentos, de manera que el microorganismo se vera
sujeto a condiciones ambientales fluctuantes. Las turbinas de flujo radial tienden a dar un
mezclado pobre en el sentido axial y, €n fluidos pseudoplásticos la compartamentalizacion en el
reactor puede ser particularmente severa, En general, todas estas caracteristicas se ven
acentuadas en fluidos viscosos no-Newtonianos, dando lugar a menores rendimientos y pobre
control de las condiciones del reactor (McFarlane and Nienow, 1995-a, 199ó-b).

Los impulsores SCABA SRGT son muy similares a las turbinas llushton y de hecho fileron

concebidos como una modificación de éstas para contender con el problema de la inundaeión y
la caída de potencia a niveles bajos de aireación ; el flujo de este tipo de impulsores es radial, de
manera que el mezclado axial en el reactor es limitado. Aunque su número de potencia es más
bajo que el de las TR ( I 5), es capaz de manejar tres veces más capacidad de aire antes de
inundarse (Nienow, 1990), Con el cambio en la viscosidad del caldo, la relacién PglP puede
caer hasta 0.8, pero aún así continúa teniendo un mejor desempeño que la turbina Rushton. Sin
ernbargo, muchas de las desventajas que presenta la TR, como el alto esfuerzo mecánico en la
vecindad del impulsor y el incremento en tiempos de mezclado con la escala del fermentador,
aún se presentan en este tipo de impulsor.

[,os impulsores lnterMlG. normalmente se diserian para que una pareja de IMIG de relación
d/D=0.7 reemplace una TR de relación d/D=0 33. Estos impulsores desarrollan esfLerzos de
corte relativamente bajos, por lo que son de gran utilidad con material biológico sensible;
adicionalmente, son recomendados para la homogeneización de liquidos viscosos, suspensión
de sólidos, mezclado de tres fases y transferencia de calor (Kipke, 1982; Dawson, 1990)
Todas estas características parecen hacerlos adecuados para trabajos con caldos rniceliares en
donde tales circunstancias se presentan a menudo. Como desventaja, presentan inestabilidades

en el torque y suelen provocar vibraciones del recipiente en caldos aireados de alta viscosidad.

Debido a su excelente capacidad de homogeneización a nivel macro (Oldshue, 1983), los
impulsores helicoidales generalmente se utilizan para sistemas de alta viscosidad en la zona de
flujo laminar. Resultan particularmente efectivos para sistemas de suspensiones debido a que
generan un flujo axial (ascendente-descendente) co¡r condiciones relativamente suaves en lo que
concierne con esfuerzos mecánicos.

Los agitadores de ancla han sido utilizados arnpliarnente para mezclado de materiales altamente
viscosos. A medida que las paletas barren las paredes del tanque, se generan vórtices creándose

'1 1
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un intercambio continuo de liquido entre el seno del tanque y el líquido atrapado entre las
paletas y la pared del tanque, Este hecho hace del agitador de ancla un sistema particularmente
efectivo en transferencia de calor en sistemas enchaquetados, asi como para remoción de
sólidos en la pared. Sin embargo, es insatisfactorio para mezclado de líquidos viscosos e induce
poco movimiento axial del fluido, por lo que para agitación de suspensiones sólidas la
sedimentación puede ser un problema (See-Shown, 1989).

Los impulsores Prochem Maxflo T y Lightnin A-3 l5 constituyen un conjunto de impulsores de
flujo axial denominados aerodeslizantes (hyelro./bi[), caracterizados por sus paletas perfiladas en
un diseño curvo especial, El comportamiento de estos impulsores en cuanto a características
hidrodinámicas y de potencia es muy similar, En una detallada revisión, McFarlane y Nienow
( 1995-a,b ; 1996-a,b) señalan que, con respecto a tiempos de mezclados en régimen turbulento,
la eficiencia de un impulsor Prochem es similar a la de una TR de similar relación d/D. Igual
cosa sucede con los coeficientes de transferencia de masa a la misma potencia y velocidad de
flujo de aire, Algunas ventajas, como una distribución más uniforme de la energía en el seno del
fluido y un mejor mezclado del liquido, no han sido confirmadas definitivamente debido a la
falta de evidencia directa. Estos impulsores presentan inestabilidades de flujo y torclue
indeseables por razones mecánicas, aunque éstas se ven reducidas en fluidos pseudoplásticos.
Aunque estos impulsores presentan una caída de potencia menor en condiciones aireadas para
fluidos pseudoplásticos (comparados con las TR), por encima de una cierta velocidad y flujo de
gas mínimos, el desarrollo de grandes cavidades de aire causa una significativa reducción en la
potencia, capacidad de bombeo y capacidad de dispersión de gas del impulsor. Sin embargo,
para impulsores múltiples, los tiempos de mezclado y la compartamentalizacién son menores
con respecto a sistemas con TR.

Para el lector interesado en profundizar en el desempeño de diferentes configuraciones
geométricas de impulsor para el mezclado de fluidos no-Newtonianos, se sugiere consultar las
obras de Nagata (1975), Oldshue (1983) y Tatterson (1991).

Uno de los efectos más importantes del mezclado sobre sistemas biológicos es la influencia que
ejercen los esfuerzos mecánicos sobre el microorgánismo al tratar de mantener condiciones de
homogeneidad adecuadas dentro del cultivo. Tal efecto usualmente se mide como liberación al
medio de nucleótidos o proteínas intracelulares, o cambios en la velocidad de crecimiento,
morfología ylo productividad de los cuttivos, y tiencle a ser relacionado con parámetros de
ingenieria, con el fin de obtener datos para escalarttientos o desárrollos posterióres. Entre los
difereiites parámetros que se han utilizado en estudios con microorganismos filamentosos se
encuehtran esfuerzo de corte (Edwards ét al., 1989), velocidad en la punta del lmpulsor ND,
potencla por unidad de volumen, P/V (Ujcová et a\,,1980, Galindo et al (1992), energia por
unidad de volumen dada por P't./V (Reuss, 1988) y un parámetro de dispersión de energía
dado por P/d3t" (Smith et al., lfl9A; Jüsten et al.. 1995). Aunque este último parece haber
tenido un éxito relativo, et efecto del tipo de imputsor sobre un cultivo aún está lejos de poder
ser predicho con suficiente precisión y por tanto aún se depende de la información experimental
3S
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con sistentas de impulsores específicos, En el presente trabajo se escogieron 3 tipos de impulsor
para evaluar su desempeño en cultivos agitados en biorreactores : la turbina Rushton se escogió
como estándar de comparación debido a que ya se tenían antecedentes trabajando con este
dispositivo. Como dispositivos alternos se escogieron los impulsores InterMIG (fabricados por
la compañía alemana Ekato), y el impulsor helicoidal, debido a sus excelentes caracteristicas de
mezclado en fluidos modelo no-Newtonianos altamente viscosos. En el resto de esta seccién, se
hará énfasis sobre las características de mezclado y su efbcto en cultivos desarrollados con
estos tres dispositivos.

Galindo et ttl (1992), evaluaron el efecto de la agitación con TR sobre la ferrnentación de
melaza de caña por 5i cerevi:;iae a diferentes escalas, concluyendo que un incremento en la
potencia por unidad de volumen entregada al caldo resultó en aumentos sensibles en la
producción de etanol y en la velocidad de consumo de glucosa. Pedersen et al, (1994)
caracterizaron el mezclado de biorreactores agitados con turbinas Rushton usando cultivos de
P, chrysogemtm, Concluyen que la influencia de la hidrodinámica del reactor puede ser
despreciada en conexión con estudios fisiológicos de hongos filamentosos en biorreactores
hasta volúmenes de 40 L, Por otro lado Jüsten et ql. (1995), evaluaron la influencia de la
geometría del impulsor en la morfología de It, chrysoge,rum en términos de la longitud total
promedio de hifa (HMTL), Se utilizaron impulsores radiales (T. Rushton e impulsor de paleta)
y de flujo axial (paletas inclinadas, propela, InterMIG y Prochem Maxflow), a diferentes
escalas. A la misma potencia por unidad de volumen, los cambios en la HMTL depetuliercm cle
lu geometria del impulsor'; tales cambios fLeron correlacionados de fbrma satisfactoria por la
función de disipación dada por P/kd3t., obteniéndose un efecto negativo de este parámetro en la
HMTL para valores por encima de 30 kWmrseg.

Lejeune y Baron (1995) estudiaron el efecto de la agitación en el crecimiento y producción de
enzimas por T. reesei en cultivos por lote. Los autores encontraron un comportamiento
caracterizado por rnáximos en el peso seco y velocidad de evolución de COz como función de
la velocidad de agitación. A mayores valores de la velocidad de agitación, correspondieron
nrayores tienrpos en la fase lu¡¡ de crecimiento donde, aparentemente, el hongo se está
aclaptando a los ntayores esfuerzos rnecánicos y respirando a mayor velocidad para sostener el
esfuerzo. Los autores concluyen que a mayores velocidades de agitación la productividad se ve
afectada por un daño celular causado por los esfuerzos de cofte.

Bujalski et al., ( lgg7) compararon el comportamiento entre sistentas duales de turbinas
Rushton y un sistema de fluio axial de turbinas de paletas inclinadas de geometria especial en
caldos de A. niger. Usando las TR se encontraron ¡telotillas más pequeñas y compactas, asi
como mayor cantidad de micelio difuso comparados con el sistema de flujo axial, por lo que se
obtuvieron mayores viscosidades aparentes ; este efecto muy probablemente se debe a los
mayores esfuerzos cortantes generados por las TR. Sin embargo, y en forma aparentemente
contradictoria, se obtuvieron mayores valores de kl,a en el sistema. de 'IR.
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fugüello (1993) evaluó las caracteristicas de mezclado de impulsores InterMlG y turbinas
Rushton en fluidos modelo Newtonianos y no-Newtonianos pseudoplásticos con punto de
cedencia. Con fluidos Newtonianos los núrneros de potencia hallados para impulsores IMIG en
condiciones turbulentas (Re> I Ou) y sin aireación fueron mucho menores comparados con los de
las TR(entre 0,5 y 0.7 para IMIG t:;5-6 para TR), correlacionando bien con otros reportes de
la literatura (Nienow, 1990 ; Dawson, 1990), Con fluidos pseudoplásticos a iguales potencias
por unidad de volumen, el mezclado sin aireación fue mucho mejor con el IMIG que con las
TR, indicativo de que probablemente el impulsor IMIG tendría un mejor desempeño con fluidos
de características similares a la de los caldos miceliares. En condiciones aireadas, la relacién
potencia gaseada/potencia llo gaseadapara los impulsores lMtG cae a 0.6 vs 0. I - 0.3 para TR,
lo cual de nuevo, representa una ventaja en cuanto a la caída de potencia de los impulsores
IMIG con respecto a las turbinas. Al respecto Dawson ( 1990) señala que la influencia del flujo
de gas sobre la caída de potencia con los IMIG es despreciable, mientras que tal in{luencia es
muy considerable en el caso de TR

Durante el desarrollo de fermentaciones, Dawson ( 1990) señala fenómenos contradictorios; en
fluidos pseudoplásticos a bajas potencias volumétricas, los lMlG no comparan favorablemente
en comportamiento con TR para levaduras, mientras que para Racillus subtilis los impulsores
IMIG tuvieron mejor desernpeño que las TR Para caldos miceliares de alta viscosidad, los
impulsores InterMIG dieron mejores coeficientes de transferencia de masa y mejor mezclado
que las TR a la misma potencia y velocidad de agitación, mientras que en fluidos modelo
pseudoplásticos (Dawson, 1990', Galindo er al., 1996) se observa lo contrario. Dado este
conjunto de contradicciones aparentes, es dificil sacar conclusiones y, por tanto, la
determinación experimental resulta indispensable.

Velasco (1994) utilizó una combinación de impulsores T.R-IMIG para agitar caldos del hongo
Micromonéspora purpurea. La caida de potencia gaseada en este sistema es alta, pero no es
afectada por los cambios de viscosidad del cultivo ni por el flujo de aire suministrado al reactor;
por lo tanto es muy flexible para ejercer control sobre la TOD en un cultivo miceliar.

Finalmente, se harán unas consideraciones sobre el cornportamiento en el mezclado de
impulsores helicoidales. Muchos trabajos involucran el desarrollo de correlaciones para
consumo de potencia por impulsores helicoidales en diferentes tipos de fluidos, aunque
prácticamente todos ellos son fluidos modelo. Como una parte del trabaj o a realizar involucra
el uso de este tipo de dispositivos, un resumen de tales correlaciones se presenta en la Tabln
2.5. La literatura que refiere estudios sobre el desarrollo de fermentaciones con impulsores
helicoidales es escasa. Kamen et al. ( I 991) utilizaron un sistema helicoidal para el desarrollo de
células de insecto, encontrando que el comportamiento es altamente satisfactorio para el cultivo
de estas células dada su fragilidad a los esfuerzos de corte. Jolicoeur et al, (1992) utilizaron un
biorreactor equipado con un impulsor helicoidal de doble listón para crecer suspensiones de
célufas vegetales de ('alharanlhus roseus. El comportamiento cinético del cultivo fue muy
sinrilar al obtenido ett ntatraces agitados, resultando en un excelente desempeño para este tipo
{0
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de cultivos de alta densidad celular de caracteristicas pseudoplásticas, debido a sus
caracteristicas de eficiencia de mezclado con bajos esflerzos de corte y altas capacidades de
bontbeo y transtbrencia de oxigeno superficial hacia el cultivo Rau el al. (1992) evaluaron
sistemas triples de impulsores incluyendo turbinas Rushton, paletas inclinadas a 45o, lnterMlG
y un impulsor helicoidal para la producción de glucano por los hongos Schizophylhm conrmune
y Sclerotium ghrcaniun en fbrmentadores de 30 y 50 L, El parámetro de comparación fue
iguales tiempos de rnezclado, puesto que el macronlezclado fue considerado el fhctor decisivo
durante los cultivos. El sistema lnterMlG mostró alta disipación local de energia, por lo que la
viscosidad disminuyó considerablemcnte por degradación de la estructura molecular del
glucano, pero la concentración de glucano fue la más alta de todos los tipos de impulsores,
siendo casi el doble de la obtenida con 

'l'R. lnteresantemente, a la mlsma velocidad de
agitación, el cultivo llevado a cabo con TR mostró una viscosidad específica elevada
(probablemente por la obtención de un polímero de peso molecular más alto) pero la velocidad
de tbrmación de glucano fue la menor de todos los tipos de impulsor. A nivel de l0 litros,

todos los tipos de impulsor rnostraron conrportamientos similares con la excepción del inrpulsor
helicoidal, el cual mostró la mitad de concentración y velocidad de formación de glucano
obtenida con los otros impulsores. Adicionalmente, los autores destacan que la baja viscosidad
especiflrca del glucano obtenido con este impulsor es inexplicable, aunque señalan que los bajos
esfuerzos de cofte generados por este impulsor probablemente son demasiado bajos para liberar
el polímero de alto peso molecular de la pared del microorganismo.

En suma, es evidente que los reportes referentes al comportamiento de diferentes tipos de
impulsores sobre caldos de fermentación reales son escasos. Muchos de los reportes se han
enfocado a la influencia del impulsor sobre la morfología pero no se ha encontrado nin-euna
relación directa entre morfblogia y productividad, aunque parece ser que un aumento en la
turbufencia y en los esfuerzos de corte resulta en crecimientos de tipo pelotilla en organismos
filamentosos, lo cual está asociado en ocasiones con diferentes sustancias o velocidades de
producción para el misnro microorganismo. Se ha propuesto el uso de una función de
distribución de energía para correlacionar parámetros morfológicos y de liberación de
nucleótidos; sin embargo, s€ requiere aún estudios más profundos para establecer su
generalidad. Muy pocos reportes tienen que ver sobre la influencia de condiciones de

fermentación (y en particular de la agitación) sobre la producción de aromas. Lo anterior indica
claramente la importancia de realizar estt¡dios de mezclado en estos sistemas empleando
geotnetrias no estándar y con impulsores nrúltiples.

4 5



3, OBJüTIVOS

3. T üAJÉTI}''O GE¡I ERA L

Evaluar la influencia de la geometria del irnpulsor sobre el crecimiento, reologia y
pt'trrfuccionde¿rrl\nns por lirr'ürnlenüt ltü',:t.tt,tnr en liiorrenctores agitados ¿t escRla de l0
L

¡.I OBJETIVOS ESPECIFICOS

I Seleccionar uR nrdtodo de nredicién reológica adecuado y evaluar las propiedades
reológicas de caldos de fermentación de 'l'richoderma hnrzianum conno función de la
drd de cultivo v del tipo de inrpulsor utilizado.

a Efactu* el rnontaje de un sistema de rnedición en linea de la potencia surninistrada a
ferr*entadores a nivel de l0 L

* Da*minrr la inlluencia de ls geometria del impulsor y de ln potencia suministrada al
alltiru sobre las cinéticss de creeinriento y produeción de aroma en cultivos sumergidos
de I. Ix¡mlrralrru utilir¿ndo como fuente de carbono el aceite de ricino.



4. MATERIALES Y METODOS

4.I IVilCROORGAN|SIV|O

Para esta investigación se utilizó el hongo 
'l'richoclernta 

hevzictnunt var, ri/aii obtenido de la
colección del Intenmtionul M),utkrylcul ln.stitute (lMl) número tMI 206040. El
nticroorganismo liofilizado fire recuperado cultivándolo a 29" C y 200 rpm en un matraz
Erlenmeyer que contenia un medio liquido constituido por extracto de Malta QA g/L, Bioxon)
y dextrosa (10 g/L J T. Baker) a un pH de 5,6 y esterilizado previamente en autoclave a l2l" C
durante 20 minutos. Este medio será denominado en lo sucesivo "medio rico", Una vez
recuperado, el hongo fue cultivado en s/anls con agar Papa-Dextrosa (Agar PDA. 39 g/L,
Bioxon) durante 4 dias a 29oC. Posteriormente, los s/¿¡nl.r fueron almacenados a 4" C. Para el
mantenimiento de la cepa se realizarorr resiembras rnensuales .

4.2. CONDICIONES DE PRECUL'IIVO

Se preparó un preinóculo transfiriendo asépticamente un cuadrado de agar PDA (l cm2 aprox.)
con el hongo ciesde el :slant de mantenimiento a una caja Petri con agar PDA. La caja se
mantuvo a 29oC durante 4 dias para obter¡er esporas frescas, Las esporas fueron recuperadas
de la caja mediante lavados con 5 mL de una solución isotónica (NaCl, 9 glL, Tween 40
(Merck, USA), 1.0 rnL/L) para ser inoculadas en dos matraces Fernbach de 2800 rnL de
capacidad, los cuales conteniarr 500 mL de nledio rico cada uno. La concentración de esporas
en el inóculo fue de 5.10'1 esporas/ml, de acuerdo con lo reportado en trabajos previos (Flores,
1995) y se determinó mediante conteo directo con una cámara de Neubauer. Los matraces
Fernbach fueron mantenidos duranteT2 horas a 29oC y 200 rpm en una incubadora modelo G-
25 (Nerv Brunswick Scientif ic. Edison N.J, USA.)

{.3, C(}NDTCIONES DE CULTIVO

Se agregó un litro del inóculo a 9 litros de medio estéril de manera que la composición final del
ealdo de eultivo fi¡e : aceite de ricino: 150 g/L (Drogueria Cosmopolita). (NHa)2SO4: 8. 53 glL,
KI{2PO¿ ?0 dL; N¡ZHPO4: 2.0 gL (Mallinckroot Chemical Works); MgSO4.7H2O', 1,5
gtll. CaCl2 2H2O. 0.067 g/L; FeCl3,6H2O: 0,008 úL y ZnSO4.7H2O:0.000r üL; tJdos los
reretiror- exccpto cuando $e señale lo conlrario, fueron de J.T. Baker, Los cultivos se
dsanull*'on a l0 v.v.m y 2QuC durante B dias. Iil ptl del medio fue mantenido en 5.6 * a,z
p*r dio dc ln sdieión de uns solución esteril de NnOH 2N, mientras que la presión en el
r(#ttr *F trrufoler a | 2 a¡mótfer¿s absolu¡as. Muestras de aproxirnadamente 50 ml- fueron
e¿-fi¡&* dsrü*te d trrn¡s,ur*o de la fermentaeión pan llevar a cabo análisis de bioma$a y
#s*l Et t*um* de mtsrt F t la medieién de lar propiedades reológicas del caldo fue cle
E{s:F fl*l-
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4.4. SISTEMAS DE FERMENTACIÓN.

Los siguientes impulsores fuerorr investigados en el sistema de fermentación:

- Turbina Rushton
- lmpulsor InterMIG
- lmpulsor helicoidal (IH3)

La configuración para los tres tipos de impulsor se muestra en la Figurn 4.1. Las
fermentaciones para la producción de aromas utilizando el impulsor helicoidal se desarrollaron
en un fermentador de 14 L construido en el Centro de Instrumentos de la UNAM. Por su parte,
las fermentaciones que utilizaron los impulsores InterMlG y turbina Rushton se llevaron a cabo
en un fermentador New Brunswick de 14 L modelo MicroFerm 14 (New Brunswick Scientific.
Edison, N.J. USA). Se usó un fermentador diferente para el impulsor helicoidal debido a que su
diámetro es muy similar al de la jarra, por lo cual hubiese sido necesario eliminar los bafles y

adaptar la entrada de aire por el fondo de la jarra, lo cual era dificil de lograr sin afectar
permanentemente la estructura de la jarra del modelo Microferm 14. Las dimensiones
principales de estos fermentadores se aprecian en la Figura 4.1. La Figura 4,2 muestra una
vista general de los sistemas de fermentación en su conjunto. En todos los casos el volumen de
trabajo fue de l0 L.

El oxígeno disuelto fue medido con un electrodo polarográfico esterilizable de 320 mm de
longitud (lngold, tipo S modelo 34 1003051) acoplado a un amplifrcador digital (lngold,
modelo 4300). La medición del pH se realizó por medio de un electrodo combinado de gel
(lngold, modelo 405-DPAS-K8S) de 325 mm de longitud acoplado a un amplificador digital
(Ingold, modelo 2300). La determinación de la concentración de oxigeno y bióxido de carbon<J
en los gases de salida del fermentador se hizo mediante un analizador de gases equipado con
sensores paramagnético e infrarrojo, respectivamente (Columbus Instruments, modelo l80C).

4.5 VELOCTDAD DE AGITACIÓN

Igual potencia por unidad de volumen entregada al caldo al inicio de la fermentación fue el
criterio utilizado para comparar el comportamiento de los cultivos desarrollados con los
diferentes impulsores. La potencia inicial por unidad de volumen fue de 0.056 W/L, debido a
que esta potencia volurnétrica inicial ya se habia utilizado en un trabajo previo (Flores, 1995) y
corresponde al valor de la potencia por unidaci de voiumen entregada en agua por tres turbinas
Rushton rotando a200 rpffi, medido en un dinamómetro (Reséndiz et al., l99l) con la misma
configuración mostrada en la Figura 4.1. Las velocidades de agitación que entregaron la misma
potencia volumétrica inicial corresponden a 59 rprn para el irnpulsor helicoidal y 205 rpm para
los impulsores lnterMlG (deternrinadas en el torquimetro Himmelstein).
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Turbina Rushton InterMIG
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\ lmpulsor
Dimensión\

Rushton
(mm)

InterMlG
lmm)

Inpulsor
Helicoidal (nm)

Diii,metro del
fermentador (T)

2tl 2tl 2t l

Diámetro del
imoulsor (d)

73.2 108.0 190.0

Diámetrc del disco
(r)

12.6

Arclrc de paleta del
inpulsor (w)

1 7 , 8 t7 .2 30.7

Altura de paleta &l
impulsor (b)

10,5 13 .5

Paso de la helice (s) l 9s

Distancia del fondo al
primer impulsor (cr)

5-t 54 20

Separación entre
imn¡lsores (C¡)

73.2 73.2

Altura del líquido
(Hr)

2116 28(> 2tl(t

Matcriales v nrótodos

Impulsor Helicoidal
( I I l3)

Difusor de aire
fermentador hel i coi dal

(Vista infer ior)

Iilrad¡¡ dc Airc

Figura 4.1 Esquelna de los impulsores y su configuración en el fermentador.
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4,6 CONSUIV1O DE POTENCIA DURANTE LA FERIUENTACION

El torque sobre la flecha de agitación fue medido en línea mediante un torquímetro de sensores
de esfuerzo (.strain gcnryes) modelo MCRT 28-0lT(25-0) (S. Himmelstein &. Co.). La
velocidad de giro de la flecha del fbrmentador fue medida a través de un tacómetro incorporado
en el torquímetro, La señal de velocidad de rotación fue procesada y presentada en un
amplificador digital modelo 66032 (S l{immelstein & Co) Se desarrolló una calibración
estática del torquímetro para obtener una correlación entre el torque impuesto sobre el eje de
rotación y la señal de los sensores de esfuerzo obtenida como voltaje. Para ello se aplicó un
peso conocido en tbrma perpendicular a una palanca, acoplada a su vez al eje de rotación del
torquímetro, como se muestra en la Figura 4,3.

Polea

Bal¿¡ncc & fucr¿¿rs sobrc cl c.ic dc rot¿rciólr:
IF.r:  Fs = tr lg - t t t¡ 'g IFv: Fv = 0

Bal¿nce dc nrolnorlo sobrc cl cf c dc rot¿¡ción:

Tbrgr¡e mdial: Torque aual:
IMrf: ñtr1,= nt;g,'b - ntt'g'a XM.rz: Mxz = lnrr- nr, ).g,.c

Pan¡ cvitar torqucs axialcs sc disptso ¡ut = ¡lt2= 0,4992 Kg. Por tanto:
IMxr,: fvtxr' = n¡.e.b - mt.g.a IMxz: fvl.rz. = 0

Figura 4.3 Arreglo experimental para la calibración estática del torquímetro

IFz.: Fz = 0
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Se tomaron mediciones del potencial eléctrico generado por el
medida que se variaba el sitio de aplicación del peso sobre la
calculó de la siguiente manera,

amplificador de torque (mV) a
palanca. El torque impuesto se

M = F . / Ec. (4.1)

En donde:

M : Torque aplicado por las pesas sobre el eje de rotación [N.M].

F ', Fuerza aplicada por las pesas (m.g) [NJ.

¿ '. Brazo de palanca [mJ

La disposición simétrica de las pesas mostrada en la Figurr 4.3 permitió evitar torques axinles
que tarnbién son medidos por el sensor. La correlación entre el torque aplicado y la señal

eléctrica generada se muestra en Figura 4.4. Debido a que para cada fermentación se realizé el
ajuste del cero del sistema de medición de torque (de acuerdo con el procedimiento del
fabricante), hubo ligeras variaciones del valor del voltaje base en cada caso. Por este motivo,
los valores en las abscisas de la curva de calibración mostrada en la Figura 4.4 corresponden a
la diferencia existente entre el voltaje registrado para cada medición de torque y el voltaje
obtenido cuando no se aplica torque alguno al sistema (AV). La curva, como está construida,
mostró excelente reproducibilidad.

De la Figura 4.4 es claro que el voltaje leído es directamente proporcional al torque aplicado;
la medición de voltaje se realizó con una resolución de 0.1 mV, siendo posible resolver torques
tan bajos como 6.9.10'a N.m.

Las medidas de torque como función de la velocidad de rotación fueron transformadas en
potencia por medio de la siguiente expresión.

P  = 2 .  n .  N .  ( M  -  M u ) Ec. (4.2)

En donde P es la potencia entregada al caldo de cultivo [Watts], N es la velocidad de agitacion
[rps], M es la lectura de torque entregada por el amplificador durante la fermentación [N.m], y
Mo es la lectura de torque debida a la fricción en el sello mecánico y los rodamientos de la tapa
del fermentador [N.mJ. Esta última se determina operando el sistema de fermentación mientras
se encuentra vacio a diferentes velocidades de rotación.

4.7 BTOMASA

La biomasa del micelio se estimó como peso seco. Una muestra del caldo con un volumen
conocido se centrifugó a 14000 rpm (23700.g en el extremo del tubo) durante 20 minutos en
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bltl; = -3,526.1$'l

b( l )  = f i . f l5f t . l { l ' l

¡: = 1¡.t1t1t¡t¡115

t00 r50 200 250 3m 35S
Av lmvf

Figurn 4.4 Calibrac¡ón estática del torquimetro.L€cturas con €l milir¡ofiimart¡,

una centrifuga Beckman J2HS, con un rotor Beckman JA-20" El sobrenadante el eual c$ñrgn¡€
la nrayoría del aceite, fué desechado. Posteriormenle. se agregé sl tubo con cl c€firifuSáda 3S
mL de solución isotónica y 0.25 mL de Tween 40 (Merck, USAX h lrezela se asitó eaü uft
dispositivo de vórtex durante un m¡nuto y se centriñrgé nuev¡mente. Él proc€so de lavcdc cc
repitió 3 veces más con el objetivo de ret¡rar fa mayor cantidad posiblc de aeeite adfterida al
micelio. A continuación, las células ñleron filtradas al vacio con un embudo Fucfurer a trñvet
de una membrana Millipore de 0.45 ¡rm de peso conocido Durante la filtración s€ reali¿arcn
lavados con agua destilada para elinrinar las sales de la solucién isoténica. La membrana eon las
células se secó a 85oC durante 24 horas y posleriormente se dejó enfriar en un desecador psra
ser pesado nuevamente. La concentración de bioma$a se calculó mediante la gannncia en p€so
de la membrana Millipore y se expresé como gramos de células secallitro de caldo de culrivo.

4.8. AROMA

El aroma fue extraído del caldo de cultivo ntediante un aparato de destilación-extr,accién
diseñado con base en el de Likens-Nickerson modificado por Godefroot et al. (1980) y que se
ilustra en la Figura 4.5. Este aparato fue construido por Fabrelab (México). El procedimiento
para la extracción del aroma fue el siguiente:

20 mL de cloruro de metileno grado cromatográfico (J.T, Baker) fueron colocados en el balón
A (Figura 4.5). Simultáneamente, un volumen conocido de caldo de cultivo fresco de
aproximadamente 50 mL fue depositado en el balón B junto con 250 pL de estándar interno. Se
utilizó como estándar interno la y-undecalactona (Aldrich, Milwaukee, USA) en
concentraciones de aproximadamente 800 mg/L en cloruro de metileno. Ambos balones ñ¡eron

Ás
E
az
I
I

ct
¡ r l
o l
t-

50

5 7



Materiales v nÉtodos

A: Solventc (Dicloronreür¡ro. Tou = 70oC)

B: Caldo de culüvo nuls estándar intemo (T"r,¡l l5oC)

E.S: Entrud¿¡ v salida. respcctivamenle. de agua de refrigeración

Figura 4.5 Aparato de destilación-extracción empleado para la determinación de aroma.

entonces conectados rápidamente al aparato de extracción y calentados hasta su
correspondiente temperatura de ebullición. El reflujo en ambas ramas del aparato de extracción
se mantuvo durante 50 minutos, apagando posteriormente el calentamiento del balón B con el
caldo y dejando el reflujo del solvente durante l5 minutos más con el propósito de arrastrar
completamente el aroma de las paredes del aparato extractor. El solvente se recuperó del balón
A y se concentró l0 veces pasando gas nitrógeno sobre la superficie del solvente para su
posterior análisis cromatográfico.

La determinación de los compuestos de aroma se llevó a cabo con un cromatógrafo de gases
Varian Aerograph Modelo 374000-00 equipado con un detector de ionización de flama. Para el
análisis se inyectó I pL de la muestra utilizando una jeringa de l0 ¡rL modelo Gastight # I 80 I
(Hamilton. Nevada. USA). La señal fue dirigida a través de una interfase hacia una
computadora equipada con un programa de adquisición y análisis de datos (Peaksimple II, SRI
Inc,), Se utilizó una columna capilar SPB-20 de sílica fundida (No,catálogo 2-4086. Supelco,
Bellefonte, PA), de 30 m de longitud y O.25 mm de diámetro interno. Se utilizó helio como gas
acarreador. Las condiciones del cromatógrafo y el programa de temperatura se muestran en la
Tebla 4.1 .

La cuantificación del aroma se hizo por el método del estándar interno (e. int). Se construyó
una curva de calibración inyectando soluciones de concentraciones conocidas tanto de estándar
interno (y-undecalactona) como de los aromas de interés y-decalactona (Aldrich, Milwaukee,
USA) y 6-pentil-a-pirona (Penta International Corporation, New Jersey. USA). Las áreas bajo
la curva para cada concentración conocida se muestran en la Figura 4.ó.
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en donde í6PpJs y íe.int],s soll, respectivamente, las concentraciones de óPP y estándar interno
en la solución del balón B.

Dividiendo la ecua cí6n 4,3 enrre la ccunci ón 4,4, se obtiene:

Ec. (d.5|

r ear r eglándola se obt iene.

Ec- {4.61

Conlo es obvio, [61]PJs es la eoneenlración que deseamos conocer eR tas mues.lras. Sin
embargo, [e. intl5 es difereRte a la concentracién det estfudar interno patrón que se agrega el
balón B, elebido a la dilución de los 250 pL de cstándar interno en los 50 mL de l* muestra Par
lo tanto, h¡ciendo la correceión para l¡ diluciór, s€ obtiene h riguiente fsrmuln pcra dfferminsr
lR conccntracién dc 6PP en las muestras:

Iot,t,¡ = 0.972s[u ¡n, ¡. f= (rir'tr óP")l i t; * ]ntbl 
6,*"¡',iJ[*],..j Ee'('r'?¡

Siguiendo un procedimiento similar, se obtiene la siguiente formula pare la y-deeal¡¿totrá:

[y - tst.l,= 0 e856 [r.ir^1 [('irc'r r - ')¿]l[",f r- J Ec. {.f.E}" n'L (tireu c inr ) J Lt i,,., J

en donde:

[6PPJ* : Concentración de 6-pentil-a-pirona en lR nruesra [nrglll.

[y-DLJ.s : Concentración de y-decalacrona en la muestra tmdLl.

[e. intJ¡, : Concentración de estándar interno patrón preparado (usualmenre S00 mg/L] tm$Ll.

Vmu"*t,e. Volumen del caldo de cultivo (usualmente 50 nrl) [L].
v.,.¡nr. :Volumen de estándar interno agregado (usualmente 250 pL) tL].
(área 6PP): áreabajo Ia curva del pico de 6-pentil-a-pirona en el cromatograma [mV.min].
(área e. int) : área bajo lr curva del pico de estándar inlernD &D el gonratograrna [mV.min]-
(áreaT-DL) : á¡eaba¡o la curva del pico de y-decalactona en el cromatograma [mV.minJ.

lot,t'1, * ó 53ii | (arm 6t,t,l1
[c. inr [ 6.7 t78 L (area e. inr )J
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La determinación de cual sustancia (y por tanto
determinó mediante los tiempos de retención de
fermentación se presenta en la Figura 4.7.

4.9 MORFOLOGiA

qué ecuación utilizar para su cuantificación) se
las moléculas. Un cromatograma típico de una

La morfología del hongo se siguió durante el transcurso de las fermentaciopes mediante
observación directa en un microscopio Nikon Alphaphot modelo 2452. Para ello se utilizé
micelio fresco que siguió el mismo proceso de centrifugación y lavado que sufrieron las
muestras para las determinaciones de peso seco. El micelio se fijé por temperatura al
portaobjetos y luego se tiñó cubriendo el micelio con una solución de azul de algodón {aniline
blue w,,r., ALDRICH, Milwaukee, USA) durante 5 minutos. El exceso de colorante fue retirado
con agua destilada. Posteriormente se colocó la lámina cubreobjetos sobre la muestra,
asegurándose que ésta estuviese hú¡neda durante la observación, para evitar distorsiones
ópticas en las fotografias, las cuales fueron tomadas utilizando el objetivo de 40X.

4.IO COMPORTAMIENTO REOLÓGICO DE LOS CALDOS DE CULTIVO:

Durante el desarrollo de este trabajo se utilizaron 2 dispositivos de medición reológica:

Dispositivo vane
Impulsor helicoidal lH2

En ensayos preliminares se encontró que el impulsor helicoidal lH2 resultó ser el más adecuado
para caracterizar las propiedades reológicas de los caldos, debido a que no presentó los
problemas de separación de fases'y sedimentación del micelio que fueron observados con el
dispositivo vane. Por este motivo en el capítulo 5 se presenta la caracterizacién del dispositivo
IH2. La caracterización del dispositiv o t,ane fue realizada por Velasco ( I 994) y en este trabajo
se utilizaron sus resultados. Para el caso de los caldos de cultivo, todas las mediciones fueron
realizadas a 29oC

4.10,1 Sistemas de medición.

El dispositivo helicoidal IH2, mostrado en la Figurn 4.8 es un pequeño inrpulsor constituido
por un listón de acero inoxidable doblado en espiral alrededor de un eje. El impulsor gira dentro
de un recipiente cilíndrico (copa) cuya función es contener la muestra, permitir el control de la
temperatura del fluido y mantener constantes algunas relaciones geométricas indispensables
para realizar las mediciones reológicas Este dispositivo fue construid o ex prctfeso, y se conectó
at sistema de medición de un reómetro Contraves Rheom at 120 (Contraves, Zurich, Suiza). El
reómetro está conectado a una computadora PC para la adquisición de datos a través de una
interfase GPIB. De acuerdo con las especificaciones técnicas dadas por el fabricante, el torque
máximo de medición del instrumento corresponde a 50.10-3 N.m, y la resolución de medidas de
torque corresponde a 4.9.10-a veces el torque máximo (2.5-10'5 N-m). Todas las lecturas son
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Inrpulsor helicoidal IH2 Rccipicntc colrtcrcdor dc
nruestr¡r (cotrr)

D
#

d D w s h Hr, e = d r Hr Nn Nr dv Hv

47.0 49.6 E,5 30.3 45.4 56.0 1 ,2 63.0 2 4 37.5 65.0

Dimcnsiones cn nrnr,

Figura 4.8 Dimensiones de los dipositivos de medicién reológica (lH2 y vanel

Propiedad Dlsposltlvo
DtN-l14 MS{r/l15

y (s.1) 6 .5 .10 'z -  1 .006 .103 2.4.10'1 - 3.&1.105

n (Pa.s) 6 .5 .10 'z  -  9 .77 .104 s .1o-4-  2 .73 .102
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múltiplos de cste valor; por seguridad se decidié descartar todos los valores de lecturas de
torque inferiores a z,l}-t N,m. La adquisición y manejo de datos se realizó mediante el
pragrama de cornputadora SWR t20- cfesarroflado por la compañia Mettler-Toledo. La
temperatura de la muestra se eontroló por medio de un baño recirculador Contraves rheoterm
I l5 (Contraves, Zurieh, Suiza). Los principios de nredición, así como los procedimientos de
calibracié¡n y mediciín, se encuenlran ampliamente descritos en los manuales correspondientes
suministrados por el fabricante y por lo tanto no se discutirán aqui. Sin embargo, algunas
generalidades sobre las geometrías usadas para la calibracién se mencionarán en párralbs
posteriores.

El dispositivo vane es un impulsor de paletas planas de elevada relación altura diámetro (H,/d,
= 1,73; Figura 4.8), conectado al sistema de medición de torque de un viscosimetro HBTDV-1.
El recipiente que contiene la muestra debe tener por lo menos el doble de altura y diámero que
el vüne, con el fin de evitar interfbrencias en las mediciones ocasionadas por las paredes del
vaso, El procedimiento de medición es descrito detalladamente por Velasco ( 1994) y Flores
(  rees).

4,10,2 Fluidos de cnlibración

El impulsor helicoida I IHZ fue calibrado utilizando fluidos Newtonianos y no-Newtonianos
cuyas propiedades fueron determinadas utilizando los dispositivos DtN I 14 y MS 0/l 15
(cilindros concéntricos) del Rheomat 120. Los rangos de medición para estos dispositivos se
muestran en la Figura 4.9. Corno fluidos Newtonianos se utilizaron 3 fluidos estándar de
viscosidad Brookfield (Brookfield. Massachusetts, USA) y aceite de transmisión Veedol SAE-
3 50 (Veedol International l-imited. Swindon, England). Como f'luidos no-Newtonianos se
prepararon una serie de soluciones de diferente concentración de goma xantana marca Keltrol-
T, grado alimenticio (Kelco, Div cle Merck & Co) y de carboximetilcelulosa sódica (Sigma
Chenlical, Co), Estos fluidos fueron seleccionados por la excelente reproducibilidad durante la
medición de sus características reológicas con todos los dispositivos utilizados y facil
consecución. La Tabla 4,2 muestra algunas de las propiedades fisicas asi como el
comportamiento reológico para estos fluidos de calibración, A las soluciones de goma xantana
se les adicionó I Kg/m3 de NaCl para estabilizar la viscosidad.
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T izados,nbh 4.2 fisicas de los fluidos de calibración utili

Denominación Componente Concentracién
lKq.m'31

Comportam.
Reolégico

Densidad
(25oC) lKs.m'31

B-r00 Aceite de silicona(n' Newtoniano 960

B- r 000 Aceite de Silicona (' Newtoniano 962

B-5000 Aceite de Silicona(") Newtoniano 966

SAE-350 Aceite mineral Newtoniano 9 1 9

GX-r Goma Xantana 0.ó6 Pseudoplástico 998

GX.3 Goma Xantana 3.33 Pseudoplástico 999

GX-IO Goma Xantana t  0 .0 Pseudoplástico I 003

GX. I3 Goma Xantana r 3.3 Pseudoplástico r003

GX-r 7 Goma Xantana 16.7 Pseudoplástico r 009

GX-20 Goma Xantana 20.0 Pseudoplástico l 0 l 3

cMc-5/10 Carboximetilcelulosa 5.0 Pseudoplástico 1005 (o)

cMc-5/2s Carboximetilcelulosa 5 .0 Pseudoplástico r003

cMc-r 5/r0 Carboximetilcelulosa r 5.0 Pseudoplástico l00g (o'

cMc-l sl25 Carboximetilcelulosa 1 5 . 0 Pseudoplástico 1008

(") Estándares de viscosidad Brookfield,
(t') Densidad a lOuC.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Este capítulo se ha organizado en 3 secciones. En la sección 5.1 se presentan los resultados
de consumo de potencia y calibración del sistema de medición reológica helicoidal (lHz).
Posteriormente, en la sección 5.2, se caracteriza el comportamiento del sistema de medición
de potencia en linea para fermentadores de l0 L,'así como el desempeño del impulsor
helicoidal (lH3), construidos ambos durante el desarrollo de este proyecto. Los resultados
de utilizar diferentes impulsores en el crecimiento, comportamiento reológico, y producción
de aromas por 'l'richcxlerma 

harzicuum se discuten en la sección 5.3

5.I CALIBRACTON DEL SISTEMA HELICOIDAL IH2

En esta seccién se discuten los resultados experimentales del torque (o, equivalentemente
consumo de potencia) desarrollado por el impulsor lH2, como función de la velocidad de
agitación para un grupo de fluidos de diferentes caracteristicas reológicas con especial
énfasis en la región laminar de flujo, puesto que es allí donde pueden llevarse a cabo
mediciones reológicas con alguna validez. Se determina el valor de la constante de Metzner
y Otto (Ks) para el impulsor helicoidal lH2 y se discute la variación de dicha constante
como función de las propiedades del fluido.

5.1.1 Fluidos Newtonianos

Con el impulsor lH2 conectado al cabezal de medición del Rheomat 120, se desarrollaron
ensayos de torque como función de la velocidad de agitación para cada uno de los fluidos
Newtonianos utilizados (ver Tnbla 4.2 para la descripción de dichos fluidos). Todos los
ggsayos fueron realizados a una temperatura constante de 25oC y en dirección contraria a
hB manecillas del reloj, obteniéndose siempre un movimiento ascendente del fluido. Las
Figuras 5.1 y 5.2 muestran algunos de los resultados experimentales de dichos ensayos
obtenidos con el impulsor IH2,

Para el caso de flujo laminar, rearreglando la ecuacién 2.9 se obtiene :

o, en forma logarítmica:

M -(K, . ! ' ! " \ ¡ ¡
t z r )

toe@)=ros (u':;") + rog(¡/)

Ec. (5.1)

Ec. (5.2)

De acuerdo con la ecuación 5.2, los datos de torque como función de la velocidad de
agitación en coordenadas logaritmicas para un impulsor particular, flujo laminar y fluidos
Newtonianos (n, constante) deben aparecer como una linea recta de pendiente b(l): l.
Con base en este criterio, se construyó el panel a de las Figuras 5.1 y 5.2, en donde se
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Figura 5.1.4 Torque leído como una función de la velocidad de rotación del impulsor
Selección de los puntos a considerar para el cálculo de la constante Kp"
Escala logarítmica. Fluido B-100. Impulsor IH2.
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Figura 5.1.b Torque leido como una función de la velocidad de rotación del impulsor.
Escala l ineal Fluido B- 100 Inrpulsor IH2.
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sele.ccionan aquellos datos que corresponden a esta aproximación teórica. Como es aparente
de dichas figuras, los datos clue se ajustan a la pred¡cóiOn teórica son aquellos cuyos valores
de torque son mayores a aproximadamente 5.10'4 N.m, lo que permitiría suponer que sólo
se podrán tener lecturas confiables cuando se midan torqu.i 20 veces rayoie, a la mínima
lectura detectada por el instrumento, Este resultado contuerda en formu urrpt.ble con las
l0 .veces que se habían supuesto previamente como margen de seguridad para las
mediciones' Los datos seleccionados en el panel a de las Figrñas S. I y {.2 se ajustaron a
una regresión linell en el panel b de las mismas figuras. La consrantr kp del imiulsor con
cada fluido fue calculada a partir de la pendient. dr la figura, de acuerd-o con la ecuncién
5.1, Los valores de Kp se presentan en la Tabla S.l.

Tabla 5,1 Valores calculados de Kp para los diferentes fluidos Newtonianos utilizados.

Fluido p fKg'm''l p f Pa.sf Pendiente b( t )
lN'm'sl( ')

Kp l-l

B- 100 960 0 .  t 0 1 ? .1586 .10 '4 428.93
B- 1000 c)62 0,995 7,2660,rc'r 441.94
B-5000 966 4.820 3.3509.t0 '2 424.73

SAE-350 9 1 9 2.598 1.79595.10'2 4 1 8 . 3 5
Promedio 427.49(') Ver Figuras 5.t v S.2

Brito-De la Fuente (1992) reporta que para fluidos Newtonianos en la región de flujo
laminar (usualmente aceptada como Re -< l0 para impulsores helicoidales) la constante Kp
depende únicamente de la geometria del imputsor; p;r tanto, para una geome¡ria definidq
debería obtenerse un único valor de Kp, E'sto está de acuerdo con las ecuaciones de la
Tnbla 2.5. Se encontró una variación máxima de 5.5 %con respecto al promedio aritmético
entre los diferentes fluidos. Correspondientemente, se encontró qur la desviación estándnr
fue el 2'2% del valor promeclio encontrado. Los datos seleccion.do, de torque y velocidad
de rotación fueron transfor¡nados en numero de Potencia (Np) y número de'Reynolds (Re)
respectivamente, con el fin de estimar una constante, Kp representat¡va. Esto ie hizo'por
medio de t¡n análisis de regresión para todos los fluidor Ñ**tonianos mediclos con el
impulsor llfz, como se aprecia en la Figurn 5.3. El resultado de la regresión aparece en la
Tabla 5.2, para dos diferentes intervalos de Re. La pendiente de la c-urva fue de b( l¡ = -
1,00461 lo cual se ajusta a la predicción teórica de que Np es proporciona¡ I Re'r para flujo
laminar.

Tabla 5.2 Correlación de datos para la curva de potencia. lmpulsor IH2.

Re K Pendiente b(l) 2r

< 1 0 433.12 -  1 .00577 0.9997
< 7 0 434 .1 | I  .00461 0.9999

7 l
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F,s interesante observar que los vnlores pf,ra el iluido B-10c (Figur*.t.$ eccn cn le rcg*éc
de l0 E Re s70, que usualmente se eonsidera eonro de ranrición La r*greión abte*&d* al
considerar solamente datos con Re s l0 es esencialmente igual a la útcnida al
conelacionar todos los datos por lo que, aparentemenl€, * puede effender el interv.ala dc la
región laminar por lo menos hasta Re <70" Este resultado contrasa con lo repon*da Gñ lil
literatura por diferentes autores (Skelland, lg83; Ulbrechr y Carreau- 1985; smkr aurores
citados por Brito-De la Fuente, 1992), aunque Kfippel (19?9) señaló en su rrab*ja queel
limite superior para la región laminar utilizando fluidos Newtoniünos llegaba hsstn Re * lG

En la Tabln 5.3 se compara el resultado experimental de Kp con los valores obtenidos a
partir de las difbrentes conelaciones reportadas en la literarura que se mencionaron en la
Tabla 2.5. Los resultados se presentan como un porcentaje de desviación con fespecto al
promedio experimental obtenido. El desacuerdo existente entre las predicciones y el valor
experimental sugieren que, en general, la potencia consumida para fluidos Newtonianos
con el impulsor helicoidal lH2 no puede ser predicha satisfactoriamente a partir de
correlaciones de la literatura, probablentente debido a que la geometria del impulsor no
permite adaptarse a los rangos de validez de la mayoria de las correlaciones mencionadas, y
a que la precisión obtenida con las correlaciones no son muy elevadas en virtud de que
fueron desarrolladas para propósitos de diseño ingenieril y no para cálculos viscométricos.
Por estos motivos, los resultados deberían ser analizados con precaución. En la Tnbla S.3
se aprecia que una de las relaciones geométricas más limitativa para el uso de las
correlaciones es el valor de w/d, por cuanto el valor del ancho de la banda se restringe en la
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mayoría de los trabajos al lOYo del diámetro del impulsor aproximadamente (ver Tabla
2.5).En el caso del impulsor IH2, el valor de w/d:0.18 fue sóleccionado con ei propósito
de aumentar el torque ejercido por el impulsor y, consecuentemente, aumentar la
sensibilidad en las mediciones reológicas.

TtPft 5.3 Comparaciónde valores de Kp catculados para et impulsor helicoidal IH2 para
fluidos Newtonianos.

Autoy'" Kppred i cho l - l %o desvinción

Este trabaio. 434.t I 0.0
Hall & Godfrey 643.13a'b'c 48.  tó

Nagata 393.15^ -9.43
Sawinski et al, 791.74' 82"38

Káppel 381,72" -12.47
Blasinski &Rzvki 428,'�6 -t.37

Shamlou & Edwards 3 5 1  . 1 8 - 19. l0
Chavan & Ulbretch s763f 32,76

Chavan 267.30 -38.42
Takahashi 478.57 10"24
Patterson 315.n b'd'r' -27.41

i t" 
Exlrlpolación prru u/d fucm dcl nurgo dc valide¿. dc l¡¡ ccuaeión.

o' 
E*trapolación paraD/dfucru dcr rilngo dc validcr. dc la ccuación.

: xxl;:[i;:i:t ffi í: tffi ::i ffi: :: :;ilf: fr i;i ::iliitt' Extrapolación ptrn lVd fuera d9l rango de valide/. dc la ccuacién. El lalor rcportndo

r 
no colrcsponde eNactamentc a la definición dc Kp. Vcr Trbh l.S.

,-,\,"-lffil'ff :'.T'lf lfi i:":::"'""esgeomérricas
De acuerdo con Brito-De la Fuente (19?2),la potencia consumida es una función nruy déb¡l
del ancho del listón helicoidal. Esta afirmacién se sustenta en el pequeno exponente de la
relación w/d de las diferentes correlaciones (alrededor de 0.2).'Cómo *u *ur.tra en la
Tabla 5.4, al pasar de w/d : 0. I a w/d : 0. 18, se obtendría un aumento en el valor de Kp
del orden del l2Yo' Esto permitiría explicar las discrepamcias de las conelaciones quu oo
tienen en cuenta este factor, como las de Káppel. Nagata y Patterson, aunque no las
correspondientes a las correlaciones de Chavan & Ulbrecht y Sawinsky et ul.

Brito-De la Fuente (lgg|)reportó un análisis del efecto del claro de pared en el valor de Kp
para impulsores de tipo helicoidal, que se retoma y adapta aqui a las condiciones del
impulsor lH2. Como se muestra en la Figura 5.4, los comportamientos predichos por las
diferentes correlaciones concuerdan en señalar que, a medida que el valór de D/d tiende a
uno, - esto es, a medida qtre el claro entre el impulsor y la copa se reduce - los valores de
Kp se incrementan de manera importante. Con base en este comportamiento, el valor de Kp
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Tabla 5.4 Exponentesde las relaciones geométricas para diferentes correlaciones deconsumo de ootencimo a I helicoidales de doble listón.
Correl¡ción(') Relnción Geométrica

cld hld wld
(0.09-0.2)

Dtd
(1.04-l. l )

s/d
(0.$1.0) N¡

Hall & Godfrev -0.6 t . 0 0,5 -9.57t'.c. -0.73 r . 0
Nagata -0,5 -7,ggE'c. -0.5 0.5

Sawinski et al, -0.45 t . 0 0.45 - l .oF.c. 1 . 0
Káppel -0,3 -4.7}t'�.c. -0.5 0.8

Blasinski &
RzYski

-0,53 t . 0 l 0 .14 -9.45F.c. -0.63 0.79
Shamlou &
Edwards

-0, t7 t . 0 0 . t7 -0.5 0.5
Chavan &,
Ulbretch t . 0 0.2óF.c. F.C. F.C t . 0
Chavan t .0 -0.7ü1c. F.C. t . 0 F.C.

Takahashi F.C. I . 0 0.2l ' ' ' ' F.C. F.C F.C.
Patterson

F.C
t .23 -0.91 l.23F.e 1 .0"-' 

: Función compleja dc la variablc que no p¡ede rcsolvcrsc como un¡ ñ¡nci&r exponcncial. El etponenterc¡rortado sc obtuvo.a panir dc suponcilos dirircnsiones dcl ¡mptrlsor fH2 y h¡ccr varis¡ la crncloción como,r.ur.a\ltrtt r.i,tl l lufuttción dc la vari¡blc p0rticular en cl rango scflalado. Postcriormcnte sc triio una rcgleeión pora dclenninar clc.rporrcncial quc nrcjor ajustaro los datos.('f : Vcr rcfcrcnci¿ls cn lu Trbtr 2..{
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Figura 5.4 Efecto del claro de pared en el consumo de potencia para la región laminar.

Predicciones de Kp para el impulsor lH2. Comparación de correlaciones.
(Metodología adaptada de Brito-De la Fuente, lggZ)
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predieho por la ecuació¡t de Hall & Godfrey tendería a incrementarse y no a disminuir
cuando se hiciese ln corrección de las relaciones D/d y w/d para ajustarse a las relaciones
geométricas del impulsor iH2. Consecuentemente, el error se incrementará con respecto al
valor obterrido experintentalmente y se concluye que esta conelación no se considera
satisfactoria para predecir el comportamiento del impulsor tFl2,

La correlación de Blasinski & Rzyski es la que mejor predice el valor de Kp, con un error
del I .4 %. Esta ecuaciórt, junto con las de Takahashi, y Chavan constituyen el grupo de
correlaciones para las cuales la geometria del impulsor IH2 permite hacer una estimación
válida (dentro de rangos geométricos válidos) del valor de Kp. De éstas, la de Chavan
predice un valor 38% menor que el obtenido experimentalmente. Por su parte, la ecuación
de Takahashi predice valores l0% más altos que el Kp experimental,

De la anterior discusión se puede concluir que el consumo de potencia para fluidos
Newtonianos no puede ser predicho en forma suficientemente precisa para aplicaciones
viscométricas a partir de correlaciones de consumo de potencia publicadas en la literatura.
Esto quizas pueda deberse a que la mayoria de reportes existentes tienen que ver con
problemas de mezclado en ingeniería, en los que una precisión de tl0% es suficientemente
buena para efectos de diseño, pero no son suficientemente precisas para realizar mediciones
reológicas, por lo menos, con el dispositivo IH2 ensayado.

5. 1.2 Fluidos no-Newtonianos (pseudoplásticos)

Los fluidos pseudoplásticos conforman, sobradamente, la clase más común de fluidos no-
Newtonianos. Como se mencionó en el capitulo 2, la mayoría de caldos de fermentación
miceliares y muchos de los que incluyen exopolisacáridos en su composición, presentan un
comportamiento de adelgazamiento al corte. Por este motivo, el desarrollo de la
caracterización del impulsor IH2 se desarrolló básicamente con este tipo de fluidos.

El análisis de consumo de potencia en fluidos pseudoplásticos se complica por la necesidad
de definir el número de Reynolds de manera conveniente. Para ello es necesario establecer
el valor de la viscosidad. Esta tarea no es facil en virtud'de la gama de gradientes de
defiormación (¡ ) generados cuando un impulsor gira dentro de un fluido con características
pseudoplásticas, De las diferentes aproximaciones ernpíricas o teóricas para estimar valores
del gradiente de deformación, se seleccionó el concepto de gradieñte de deformación
promedio (y,,,),.1 cual es el más ampliamente utilizado (ecuacién 2.13). Con ello es
posible estimar la viscosidad previa caracterización del impulsor con fluidos de
características reológicas conocidas. Consecuentemente, en la siguiente sección se
describirá el comportamiento reológico de los fluidos utilizados para la calibración;
posteriormente se presentarán los resultados de ta estimación de gradientes de deformación
en dichos fluidos con el impulsor lHz.
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5.1.2.1 Carncterización reológicn de los fluidos no-Newtonianos

En las Figuras 5.5 y 5.ó se presentan los resultados de los ensayos de viscosidad como
función del gradiente de deformación para los fluidos no-Newtonianos utilizados en este
estudio (ver Tabla 4.2 para la descripcion de los fluidos),

Todos los fluidos presentaron caracteristicas pseudoplásticas marcadas (adelgazamiento al
corte) en el intervalo de gradientes de deformación ensayado. El grado del adelgazamiento
al corte dependió tanto de la naturaleza como de la concentración del polímero. Se observó
un comportamiento muy diferente entre las soluciones de goma xantana y las de CMC, Para
las soluciones de goma xantana se apreció un comportamiento adelgazante al corte durante
todo el intervalo de gradientes de deformación ensayados. En el caso de las soluciones de
CMC se observó una zona de "meseta" o estabilización de la viscosidad a bajos gradientes
de deformación, pasando suavemente a una zona de adelgazamiento al corte a mayores
gradientes, En ambos casos la extensión del adelgazamiento (pseudoplasticidad) aumentó
con la concentración del polímero. También se observó un efecto de reducción de la
viscosidad con la temperatura a las dos concentraciones ensayadas de CMC.

Para el caso de soluciones concentradas de goma xantana se observó la existencia del efecto
Weissemberg, lo que denota la existencia de esfuerzos normales, aunque éstos no fueron
marcados. Adicionalmente, durante el desarrollo de mediciones con el dispositivo vane en
algunas soluciones concentradas de goma xantana y CMC, se observó que al detener la
rotación del motor, el momento de torsión no regresaba a lectura cero, sino que el
dispositivo de medición de torque detectó una lectura residual aún después de I hora de
mantener inmóvil el motor. Igualmente se observó la inmovilización de pequeñas burbujas
de aire en el seno de dichas soluciones por lapsos prolongados. Los fenómenos anteriores
permiten sospechar la existencia de punto de cedencia aparente en tales soluciones. Aunque
diferentes métodos han sido propuestos para evaluar el punto de cedencia aparente en
suspensiones concentradas (Bongenaar et al., 1973; Dzuy and Boger, 1983; Leong-Poi and
Allen, 1992; Velasco, 1994), en el presente trabajo no fue posible su determinación con el
impulsor IH2 por limitaciones técnicas con el equipo de medición,

El comportamiento reológico de soluciones de polímeros (así como de caldos de
fermentación miceliar) ha sido descrito por modelos relativamente simples (ver sección
2.2.2). Estos modelos responden a la necesidad de calcular el gradiente de deformación
promedio y el número de Reynolds en el sistema de medición. Los parámetros de diferentes
ntodelos para cada uno de los fluidos se presentan en las Tnblas 5.5 a 5.9. Se utilizó un
programa de computadora (SIGMA PLOT, v. 1.02 for Windows. Jandel Scientific) para
ajustar los parámetros por el método de minimos cuadrados. Como es aparente a partir de
las FigurRs 5.7 y 5.8, el modelo de la ley de la potencia ajusta bastante bien los datos
experintentales de viscosidad de goma Xantana para todas las concentraciones ensayadas,
aunque en todos los casos es posible observar indicios de la forma sigmoidal típica de la
Figurn 2,2. Modelos más complejos lograron un ajuste mejor a los datos experimeutales,
aunque la bondad dcl ajuste cte los diferentes modelos dependió del fluido particular. Por
ejemplo, cn el caso del fluido CX- I tos modelos de Carreau, Carreau-Yasuda, Cross-
Willianrson ajustaron prácticamente igual de bien los datos y superaron al modelo de la ley
?ó
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de la potencia, Contrariamente, la bondad del ajuste de los modelos de Carreau y Cross-
williamson, en el caso del fluido GX- 17, no fue tan buena como el modelo de la ley de la
potencia.

El ajuste de los datos de CMC al modelo de la ley de la potencia (Figuras 5.9 y 5.10) es
menos satisfactorio que en el caso de la goma xantana, puesto que la estabilización gradual
del valor de la viscosidad a bajos gradientes de deformación es mucho más marcada que en
el caso de goma xantana a una concentración similar. Modelos más complejos como el de
Carreau o el de Cross-Williamson, QU€ predicen la forma sigmoidal de las curvas, lograron
un ajuste más satisfactorio, aunque el de Carreau predice un cambio más moderado entre
las regiones constante y exponencial de las curvas, así como viscosidades mayores a las
reales a gradientes de deformación altos.

En forma paralela se decidió ajustar todos los datos mediante una regresión polinómica de
tercer orden, como se muestra en el panel b de las Figuras 5.7 a 5.10. Este procedimiento,
que dio excelentes coeficientes de correlación, se desarrolló con el fin de obtener una mejor
aproximación a los valores de Ks utilizando el métocío de Metzner y Otto, como se
expl icará posteriormente.

Tabla 5.5 Parámetros del modelo de la ley de la potencia.

Fluido K [Pa.snl n t-l Intenalo [s-tl f
GX-I 0.08764 0 .556 l 0 s  y 0.9971
GX-3 0 8665 0.373 l }<y  s  5000 0.998ó
GX-IO 3.7687 0 .31  r 0 t < l 0.9980
GX-I3 5.8825 0.285 0 . t < I 0.9975
GX-I7 9.2468 0.255 0 . t  <  I 0.9979

GX-20 26.221 0 . 1 4 3 o . r  <  I 0.9994
cMC-s/10 0.8828 0.588 0 .5  <  I 0.9657
cMC-s/2s 0.ó208 0 . 6 1  1 3 0,5  <  I 0.9728

cMC- l5lr 0 18.3848 0 .5 0 . 1  <  I 0 .9813

cMC- rslzs l  1.4008 0.453 0 . t  <  I 0.9729

En las siguientes líneas se intentará una comparación de los parámetros de la ley de la
potencia de los fluidos utilizados con valores reportados en la literatura. Las Figuras 5.ll y
5.12 comparan los indices de consistencia (K) V de flujo (n) de las soluciones de goma
xantana, respectivamente. El comportamiento de los datos de K obtenidos para goma
Xantana es consistente con el encontrado por otros autores, para soluciones de diferentes
tipos de gonra comercial. Se observa una marcada influencia de la concentración del
pofisacárido en el indice de consistencia. Los datos a bajas concentraciones (< 4 kdm'¡ son
muy similares para todas las preparaciones. Sin embargo, para altas concentraciones (entre
4 y ?0 k/m') los valorcs de K obtenidos con soluciones de Rhodopol (Dussap et al., 1985,
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Rcsultad<ls v discr¡sión

Tabla 5.6 Parámetros del modelo de Cross-Williamson.

Tabla 5.7 Parámetros del modelo de Carreau.

Tabla 5.8 Parámetros del modelo de Carreau-Yasuda.

Fluido Tlo I,o t R

GX-I | , 520 9.559 .  l0 ' * t46.7t8 0.524
GX.3 t t .973 3.650. l0 '" 40.988 0.ó65
GX-IO 1t7.973 5.040. 10-z 68 .61 r 0.808
GX-I3 I 1 0 . 2 8 8 7 .441. l0- ' 26.649 0.867
GX- I7 L 168 .  l0- ' 1.947. tO" 724.731 0.722
GX-20 30043 5 0 , 1 9 5 27 t0.68 0.893

cMC-s/10 0 .951 1.881 .  10" 0 . 1 3 9 0.722
cMC-s/25 1 .070 63997.  l0 ' 'u 0.834 0.4697
cMc-r s/10 70.400 3 .173 .  l 0 ' ' u 3.367 0.6972
cMC- rslzs 31,552 8.274. r 0''�'� 1.773 0.666

Fluido 1o I* t, n

GX-I 0,766 8,935.  l0 - ' 45.405 0.485
GX-3 4.889 |  .348 .  l0- ' 1 5 . 5 1 3 o.392
G X . I O 39.329 3  . 7  t 2 .  l 0 - ' 20.840 0.226
GX- I3 53.t21 3 . 0 4 4 . r 0 ' ' I  5 .  1 0 8 0.20 I
G X . I 7 479.7 2.262 . tO' 240,20 0.294
GX-20 8232.66 | .827 .  l0- ' 649.732 0 . 1 1 0

cMC-s/10 5,962 2.747 . r0- ' n23.89 0.705
cMc-s/2s 5.0321 L089 . l0-' t367 .79 0.693
cMC- l  s/10 51 068 3.667 .  l0-o 5.688 0.476
cMC-15/25 24.284 8.229 . l0-' 3.8074 0 . 5 1 I

Fluido I o 4,o r. a n

GX-I 43.972 1.340 .  l0 - ' s3.971 0 . 1 1 7 0.250
GX.3 I 13 .21 5.409 .  l0- ' 9 .771 0.t97 2.gg .  l0- 'u
GX-IO r  109.59 6.30r .  l0- ' 329,498 0 , 3 1 8 0.092
cx-r3 55.780 3.403 -  t0 '¿ r s . 8 3 l | . 847 0 . 1 9 7
GX.17 8 4 1 7 1 6.056 .  l0- ' 13721 0 . 1 7 9 0 . 1 3 6
GX-20 936.62 L825 .  10- ' s6.564 40.862 0 . 1  l 0

cMC-5/r0 0 .885 3 . 1  l 6  '  l 0 ' ' u o 324 r.045 0 .481
cMC-s/2s t ,909 4,680 -  l0 ' 'u 3 , 7 5 6 - 1 o " ' � 0 ,214 5,334 - t}' ' �
cMc-t 5/t0 68.947 l . l 1 9 . l 0 ' o 3.584 0.728 0 . 3 1 7
cMc- tstzs 32.51 g.gg7 .  l0 ' ' " t . 522 0.620 0.306
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Tabln 5.9 Parámetros del modelo polinonrial.

Fluido b(0) b(l) b(2) b(3) f
GX-l -0.9090 -0,5982 0.03740 -1 ,149 .  l 0 - ' 0,9996
GX-3 -0.031 I -0.6206 -0,0451 0.0125 0.9998
GX- IO 0.5748 -0.7444 8.9064 . l0' ' 4.749 . r0 ' ' 0.9999
GX-I3 4.77 54 -0.7728 -1.9085 .  l0 ' ' 8 ,6007.  l0 ' ' 0,9991
GX- I7 0.9933 -0.77 s9 -0.0444 2.0687. l0- ' 0.9997
GX-20 1 .4258 -0.8867 -7.0995 . r0'' 8.4285 . r 0-' 0.9999

cMC-s/10 -0 .1082 -0.1244 -0.1586 0 . 0 1 8 8 0.9998
cMC-5/2s -0.2552 -0 .21  l 8 -0.0604 | ,9633 . lo-'� 0.9984
cMC- r s/I0 |.3247 -0.4786 -0. I 102 0 .01 r4 0.9999
cMC- tst25 r .1066 -0.3959 -0 r 120 0  0 1 2 1 0.9998

citado por Tecante, l99l) y Rhodigel (Reuss et al,, 1982) son bastante mayores que los
obtenidos experimentalmente con Keltrol-T grado alimenticio en este estudio. Analizando
solo los datos obtenidos con Keltrol, es posible observar que el comportamiento
experimental se aproxima bastante al reportado por Sánchez (1991) en el intervalo de altas
concentraciones señalado. Los valores reportados porTecante (1991) y Brito-De la Fuente
(1992) son significativamente mayores que los de Sánchez (1991) para concentraciones
menores que 5 kg/*'. A 30 kg/*t, los datos de Brito-De la Fuente- (lgg2\ muestran un
menor valor de K que el reportado por Sánchez aunque aún son del mismo orden de
rnagnitud.

La influencia de la concentración del polímero en el indice de flujo es muy marcada a bajas
concentraciones de aquel. Como se aprecia en la Figura 5.12, hay una caída drástica en el
indice de flujo a concentraciones hasta de 3 kg/m', con una disminución mucho más
gradual a valores mayores de concentración del polisacárido. Contrariamente, a bajas
concentraciones de goma xantana el índice de flujo siguió un comportamiento muy similar
af reportado por Tecante (1991) y Brito-De la Fuente (1992), y completamente diferente al
reportado por Sánchez (1991), Esencialmente, el valor del índice de flujo para
concentraciones mayores que 20 kdtn' es el mismo para todos los reportes y correspónde
aproximadamente a 0.2,

La diferencia en conrportamientos reológicos para la goma Xantana puede ser explicada en
virtud de la diferencia de pesos moleculares de los diferentes productos comerciales. En el
caso del Keltrol-T, esta explicación podria no ser satisfactoria si se tiene en cuenta que el
producto debe cumplir con cierto tipo de especificaciones que probablemente hayan
permanecido uniformes en los diferentes reportes. Sánchez (1991) menciona una marcada
variación de las propiedades reológicas en la goma Xantana como función de la fuerza
iénica: un aumento en la fuerza iónica incrementa considerablemente K, mientras n tiende
a disminuir. La fuerza iónica (medida en un conductímetro) fue ajustada en 5.4 mMhos,
valor que equivale al de una solución de 2.7 kú^' de NaCl en agua destilada. Esta
eoncentración es más del doble de la agregada en el presente trabajo ( I kg/^t), y por
Tccantc(l9ql)y Brito-Dc la Fuente (1992r, En consecuencia, se esperaría que los valores

tt4
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de K reportados por estos últimos autores fuesen menores y los valores de n fuesen
mayores que los encontrados por Sánchez a la misma concentración del polimero,
encontrándose exactamente lo contrario" En cuanto a la temperatura, todos los reportes
mencionan ensayos a 25o C. El trabajo experimental de calibración del lH2 también se
f levó a cabo a 25oC, Brito-De la Fuente (lgg2) geportó una d_ependencia lineal de K y n con
la temperatura para una solución de goma xantana de 5 kglrn' dada por:

n  [ - ]  =  o .o9 l6  +  3  o ' lo '1 '0

K [Pa's"J = 5'08 17 -  5 '42'rc ' l '$

para20 s0 ["CJ <26 y |  5 l  [s ' ' l r  100. Deacuerdo con estos resuhadeis,  la inf lucncia t l r :
un cambio pequeño de temperatura (p.ej. I 'Cles despreciable Dado i¡ue l:r tnriar"riútr en
los valores obtenidos entre dif'erentes trabajos ño puede ser cxplicada. cs ¡lrobablc t¡ue se
deba a L¡na dif'erencia efectiva en el peso nrolecular de el polimero, o & lhctores espeeilieos
t)o tnenoiottatlas en los reportes respectivos. Pese a ello, la reproducibilidad de los datos
clura¡tte la realización de este trabajo fue excelente, por lo quÉ su us$ cü¡¡lo lluitlos de
calibracion se consideró adecuado.

Las Figuras 5.13 y 5.14 muestran los datos correspondientes a CtvlC A pesar ele que el
ajuste de los datos reológicos al modelo de la ley de la potenc¡a no lire el mejor, se utili¿c
este modelo para comparar los resultados obtenidos con olros reportes. l,as propiedades
reológicas de este polisacár'ido fi¡eron sinrilares a las desarrolladas con las soluciones de
goma xalttana, Los datos muestran la misma tendencia de incremento exponcneial en el
valor de K con un aumento de la concentracién del polimero, aunque los valores de K
encontrados para CMC son menores que para gcma xantana a la misma concenhaeion del
polimero, I..os datos de K de Brito-De la Fuente (1992) y Tecante (1991) son cons¡srentes
entre sí y el comportamiento es muy similar al encontrado en este trabajo. Pese a que los
valores experimentales son algo mayores, son del mismo orden de magnitud que los
reportados por Brito-De ta Fuente.

En cuanto al índice de flujo, la tendencia es muy similar, con una disminución pronunciada
de n a bajas concentraciones de CMC, alcanzátndose un valor estable a concentraciones
mayores del polímero. El valor final de n y la concentración a la que éste se alcanza son
diferentes en todos los casos. Tecante (1991) llega a un valor final de n = 0.9 a
concentraciones tan bajas como I kg/m3 mientras que Brito-De la Fuente alcanza n -. 0.7 a
5 kg/m3. En este trabajo, se estimó un valor final de n :0.4 para concentraciones mayores
que l5 kg/m3. Como explica Tecante, estos resultados no deberían ser sorprendentes si se
considera la gran variedad de preparaciones comerciales de CMC que puede ofrecer incluso
una sola compañía. Con esta gran variedad de sustancias de diferentes grados de
metilación, peso molecular y polidispersidad, no es de esperarse que tengan las mismas
propiedades reológicas, lo cual no constituye impedimento para usar estas soluciones como
fluido de calibración debido a la gran reproducibilidad en las propiedades obtenida para
cada solución preparada durante el desarrollo de este trabajo.
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S.1.2.2 Cerncterizrcién del impulsor IH2 con los ftuidos no-NewtoniRnos

La caracterización del irnpulsor lHz para fluidos pseudoplásticos se circunscribe a la
determinación de Ks como función de las propied'ades dll fluido, El valor de Ks es
inrportante puesto que es necesario para cleterminar el valor de i^,con el cual se calcularán
posteriormente las propiedades reológicas de las sustancias en las que se está interesado
(caldos de fermentación de 'tiicho¿tetma). 

El efecto del adelgazamiento en la constante Ks
ry deleryinó por 2 vias ditbrentes, ya discutidas en el capitulo 2: el método de Metzner y
otto (1957), y el propuesto por Rieger y Novak ( I 973). Lós resultados de ambos análisis se
comparan posteriormente, junto con los valores calculados a partir de conelaciones de la
literatura. Finalmente, se comparan los resultados obtenidos experimentalmente con Ios
reportados para otros trabajos en los que se utilizaron dispositivos helicoidales para la
evaluación de la reologia de caldos de fermentación.

Para seleccionar los datos a tener en cuenta en la determinación de Ks, se siguió un
procedirniento equivalente al desarrollado con los datos de fluidos Newtonianoi: en la
Figura 5.15 se graficó en coordenadas logarítmicas el consumo de potencia (p) como
funciÓn de la velocidad de agitación (N). La curva para cada fluido se ajustó al modelo p =
b(0)'Nb(l), en clonde teóricamente b( l) : 2 para fluidos Newtonianos en la región de flujo
laminar, de acuerdo con la ecuación 2.7. Para fluidos no-Newtonianos, la viscosidad
aparente, 4", varía con la velocidad de rotación del impulsor N, por lo que el exponente será
menor que 2. Para fluidos que siguen la ley de la potencia, en la región laminai de flujo, se
puede demostrar que tal exponente se encuentra entre I y 2.Los résultados de la rrgt.rión
se presentan en la Tabla 5.10. De dicha tabla se aprecia que todos los fluidos, inclúyendo
GX- l, exhiben valores.del exponente b( I ) < 2, lo que indica que el flujo está en la región
taminar' Sin embargo, los datos para GX-l se encuentran cerca det límiie de confiable,"por
lo que el valor de Ks obtenido con este fluido deberá ser tomado con precaución.

Tabla 5.10 Coeficientes de la regresión P = b(0).Nb(l) para los fluidos pseudoplásticos
utilizados en este estudio (ver Figura 5.lS).

Fluido b(0) b(r ) 12
GX- I 1 .3608 .10 ' l I  . 93  l 3 0.9901
GX-3 4.9682.10'r 1 .3573 0,9973
GX- IO | .8226.rc'z 1,2444 0.9976
G X - I 3 2.3752-10 'z t 2393 0.9993
GX-r7 3 . 3 1 8 1 . 1 0 - ' | .240s 0 9986
GX.2O 3.8699. t  0 'z l .  I  969 0.999 I

cMC-s/10 I  I  t 97 .1O ' ' � r . 5 7 3 0 0.9997
cMC-s/2s 8.  t960.10" ' |  6 1 6 3 0.9997
cMC-  l5 l t0 0 .  I  0335 t .4477 0.9967
cMC- t5/25 6 . 9  t g 3 . l 0 - l 1 . 5 1 3 6 0.9960
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5.1.2.2.1El método de Metzner y Otto

Metzner y otto (1957) propusieron el concepto de gradiente de deformación promedio
(1",')'Según los autores el gradiente de deformación furu ,n impulsor en flujo laminar es
directamente proporcional a su velocidad de rotación, siendo la constante de
proporcionalidad Ks fi.rnción únicamente de la geometría del sistema, y debe ser
determinada experimentalmente desarrollando por duplicado estudios de consumo de
potencia en el mismo sistema geométrico con fluidos Newtonianos y con los no-
Newtonianos. El procedimiento para calcular la función Ks a partir de medióiones de torque
(M) como función de la velocidad de agitación (N) para cuaiquier impulsor, se aplicará al
impulsor IHZ y por ello se describe a continuación.

Como seexplicó en la sección2.3.1, el valor de la viscosidad aparente para un fluido no-
Newtoniano puede ser obtenido con un impulsor cualquiera, previa calibración con un
fluido Newtoniano, mediante la ecuaci 6n 2.i :

2 r M
\ o p = T t ¡

t r  - G X I
A  . G X 3
v -  GX10
o - cx13
o  -  GX17
o - cx20
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P=-, 
, (-  {)cos(a+rzo')

6- , ,(+)cos(e+zto)

/u,= rni, - !
JA

en donde raiz es cada una de los valores o, 0, o 6. Como bs lógico, se obtienen 3 raices, de
las cuales algunas veces dos son complejas y a veces las tres son reales. Es necesario tener
cuidado para seleccionar la raiz correcta. Una vez que se tiene el valor adecuado de
viscosidad para la velocidad de agitación escogida, se reinicia el procedimiento, hasta
obtener la totalidad de las parejas (1,,, , N) para todos los fluidos ensayados.

En análisis posteriores se utilizará el modelo de la ley de la potencia. Por este motivo,
también se utilizó dicho modelo para el cálculo de las constantes Ks del impulsor IH2. El
valor de y* se calculará empleando la ecuacién 5.4:

Ec. (5.4)

Como se aprecia en la Figura 5.6 y en la Tabla 5.5, el modelo de la ley de la potencia
ajusta muy bien el comportarniento reológico de las soluciones de goma xantana en todo el
intervalo de gradientes de defbrmación ensayado pero no es tan satisfactorio para las
soluciones de CMC, particularmente a bajos gradientes de defbrmación, que es
precisamente en donde debe ser determinado el valor de Ks. Los parámetros K y n
generales para estas soluciones no describen adecuadamente ni la zona de meseta, ni la
zona francamente exponencial de las curvas. Para solucionar esta dificultad se decidió
trabajar únicamente con los datos de la zona exponencial de las curvas reológicas de tales
soluciones, y ajustar un conjunto de parámetros de la ley de la potencia mucho más
satisfactoria. Para ello, se dividió en fbrma arbitraria el intervalo de gradientes de
deformación de la caracterización reológica cornpleta de cada solución de CIvlC, y se ajustó
ef comportamiento reológico en la zona exponencial al modelo de la ley de la potencia. Los

l lesrdtados v disr.:usión

a-- z ( _.t¿\cose
\ 3 )

- - í r l

70,=L? l ' " '
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Resullados y discusión

resultados se presentan en la Tnbln 5,12, en donde ef subindice E indiea que Ic* parárrretro*
conesponden únicamente a la zona exponenc¡fif (altor grad¡€nt€f de defarmaerc:¡I
Asumiendo que los vafores de Ks obtenidos con los dos modelor ion m$y per€€¡dsl1 s*
utilizb el valor de Ks derivado con el modelo polinomiaf pre" r panir de las intervatos de
gradiente de deformación ele la Tnbtn 5,12. ealcular el eonespondiente intervals ds
velocidades de rotación para ef cual es válido ef modelCI reofogieo 3', Frlr tant€). la regresirin
para el cálculo de Ks.

Las determinaciones de Ks para algunos de los iluidos utilizados ffi musrtr&ft e$ tas
Figurns 5,16 a 5,19 para los dos modelos reolégicos r¡tilizados. en el panel I $€ ms€stra ¡a
totafidad de la eurva, mientras que en el panel b se nmplia la region inieial de Ia mi*ma
Como se puede apreciar en estas liguras, para cada iluido nredido eCIn €l impulsor ltlZ cn cl
intervalo de valores de N entre 0 y | 5 r p.s. aproximadamente , f,n e$ proForeianal ñ N.
como era de esperarse a parlir de la ecuncién 2,11. Los valores calcufados de Ks pera tadas
los fluidos no-Newtonianos se reponan en la Tnbln 5.11. Como se pu€de apr€e¡ar. ¡os
valores de Ks calculados con el modelo polinomial y con el de la ley de la potencia son
muy similares, lo cual justifica la suposición hecha para derivar el valor de Ks con el
modelo de la ley de la potencia con las soluciones de CMC

Un hecho significativo durante la determinación de Ks del fluido GX-l debe s€r
mencionado. Debido a la baia viscosidad de este fluido, los datos medibles de torque con el
ímpuÍsor fH2 estuvíeron en un intervalo de gradientes de defiormseién relativgmente alios.
Por tanto la estimación de Ks se realizó mediante una regresión entre dos puntos lo ct¡al
siempre da una línea recta. El valor de Ks estimado, se desvió excesivamente del
comportamiento de los demás valores obtenidos, por lo cual se decidié no considerar este
resultado en posteriores discusiones, Los resultados de Ks serán discutidos posteriormente.

Tabla 5.1 I Valoresde Ks obtenidos con diferentes fluidos no-Newtonianos para el
disposit ivo IH2

ftnota el interv¡lo dcl gradicrttc dc defornración en el cual se cunrple la rclación / uu = K, N, basado en
cl npdclo polinomful

VO

Fluido Ks (Polinomial) Ks (ley de la potencia) Interunlo ls-t l
GX-I I  l , 4 s 1 0 .  l 8 0 1 1 , . , , , 5  1 4 . 8
GX-3 32,74 3 5  2 7 0 (1 . , , , (  42 ,3
G X . I O 29 97 35 i l o < 1 o , , <  3 9 . 7
G X - I 3 2 8  9 1 34  3s 0 < 1,,,, < 74.6
G X - I 7 31 .67 37.63 o . l n , , .  8 4 . 5
GX.2O 5 6 . t 7 5 9  3 1 O < y , * <  7 2 . 5

CMC.s/IO B 32 .83 3 0 . 1 4 o <  l ^ , <  g 4 . g

CMC-5/25 B 3ó.09 3 1 . 8 2 o<  1 " , , <  93 .2
cMc-r5/r0 B 34  38 34,65 0 < 1 " , <  g g . g

cMC- t5t2s B 40,42 38,52 01 1,,, 1 104.4

1¡?



Itcsultatlos y cliscusióll

(A

0
0.0 3 . 0 6 .0 7 0

N [rpsl
Figura 5.16.a y,,,, calculado como función de la velocidad de rotación.

Impulsor IH2. Fluido: GX-3.

o Poli¡ro¡lrial
D Lcy de la potencia

l 0 2 ,0 4 .0 5 . 0

30

I
i ) a n
d  / !  |

0
0.0 0 5

N [r.psf
Figura 5'16.b Y.n calculado como fi¡nción de la velocidad de rotación.(Ampliación)

cálculo de la constanre Ks. lmpulsor IH2 Fluido: Gx-3,

t 0 1 . 5

y,,,= 39.7' l t t .N - 3,523.N:

7, ,u  =  36 .1  1 'N -  3 .29 .N:

o Polinomial
tr Ley de la potencia
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Resultados v discusión
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1 5 0

100
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0
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0

I

o

o
?6*= 62.11487'N -  3,3255.N?

y,,,= (r0.044.N - 2.(1063.N:

o

o
Le¡'dc la potencia
Polinonrial

0.0 |  .0  2 .a  3 .0  4 ,0  5 .0  6 .0  7  .0

N [rpsl

Figura 5.17.4 To" calculado como función de la velocidad de rotación.

lmpulsor lH2. Fluido: GX-20.

0
0 .0 0 . 5

N lrpsl

Figurn 5.17.b y,,, calculado como función de la velocidad de rotación.(Ampliación).
Cálculo de la constante Ks. Impulsor IH2. Fluido; GX-20.

¡
U,

a!

t . 0 1 . 5

K .  =  5 9 . 3 1

o l-,ey de la potencia
o Polinomial
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Resullados y discusión

0
0,0

0.0 0.s

r , 0  2 .A  3 .0  4 .0  5 .0  6 .0  7 .0

N [rpsf
Figura 5.18.4 yr,, calculado como función de la velocidad de rotación.

lmpulsor IH2, Fluido: CMC-5125. T:25o C.

'v ¡  50-

l  0  1 . 5 2 . 0  2 , 5 3 . 0

N [rpsf
Figura 5'18.b yo" calculado como tlnción de ia velocidad de rotación. (Ampliación).

cáfculo de Ks. lmpulsor rH2. Fluido: cMC -s/2s. T = 25oc.

y",  = 36.497.N -  2.  157.N3

o Polinomial
o Ley dc la potencia

K, =36.09

K" =. i  l . tJ2

o Polinonrial
cr Let de la potencia
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o
B

y",= 42,90'N - 0.53.Nr
y$,= 4(1,(rt).N - 0,303.N2

o
o

Polinonrial

Lr"v de la potencia

Resultados y discusión
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Figura 5.19.4 You calculado como función de la velocidad de rotación.

Impulsor IH2, Fluido: CMC-lSlZS. T = 25o C.

O

ii

0.0 0 . 5  L 0  t . 5  2 , 0  2 , 5  3 . 0

N lrpsf
FlguH 5.19.b Y.u calculado como función de la velocidad de rotación.(Ampliación).

cálculo de Ks, lmpulsor IH2. Fluido: cMC -ts/zs. T = 25"c.

o Polinonrial
cl Ley de la potencia
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Itcsultados v discusión

5.1.2,2,2 El lnétoclo de Rieger y Novak

La determinación de Kp para fluidos no-Newtonianos no es directa en vi¡rud de la
dif icultad para definir q,,. Para resolver este problema, Rieger y Novak (1973) propusieron
un ni¡mero de Reynolds especial, R€¡>I, basado en la ley de la potencia (ecuac¡Oi Z.l6), Los
resultados del número de potencia experirnental se presentan en la Figura 5.20 como
función de Rept . Los resultados cle las soluciones de CMC se dibujan eñ otro panel para
mayor claridad. A iguales Rept, el núrnero de potencia disminuye a medida que disminuye
el valor del indice de flujo n, indicando que Kp depende del indice de flujo, en acuerdo con
algunos repoftes de la literatura (Rieger y Novak, lg73; Brito-De la Fuenie, 1992).

A partir de un análisis de regresión de la curva de potencia para cada fluido en el intervalo
Rept I100, se obtuvieron los valores de Kp(n) que se muestran en la Tabla 5.12. Las
pendientes de todas las curvas en este intervalo tte Repl fueron esencialmente iguales que -
l, sugiriendo que los datos se hallan en la región laminar de flujo. Como se señaló en la
sección anterior, para las soluciones de CMC se utilizó únicamente el intervalo de
comportamiento exponencial del reograma (altos gradientes de deformación, o zona B), con
el objetivo de ajustar ntejor los parámetros del modelo de la ley de la potencia y así poder
hacer uso de este método de determinación de Ks. Al igual que en el método de Metzner y
Otto, el fluido GX-l se desvió significativamente del córportamiento de los demás fluidos
por causas ya discutidas, y por tanto no será tenido en cuenta en discusiones posteriores.

Tabla 5.12 Parámetros del modelo de la ley de la
MS-0/115 y DIN-I 14 y valores obtenidos de Kp

potencia obtenidos con los dispositivos
para el impulsor helicoidal lH2 con los

diferentes fluidos de calibración utilizados.

Fluido p lKg 'm ' l K lPa.s"l tt t-l lntervalo [s'r l Kp (n) l-l
GX-I 998 0.0876 0 . 5  5 6 l 0  <  I r44.7 |
GX-3 999 0 867 0 .373 l o < y s5.ó0
G X - I O I 003 3 769 0 . 3 1  | o . l < y 46,29
GX- I3 I 003 5  883 0  2 8 5 0 . t < I 41 .49
G X - I 7 ¡ 009 9 247 0.25s 0 . t < y 3 4 . 1 5
GX.2O l 0  t 3 26,221 0 1 4 3 0 . t < y t5.27

CNIC-s/IO B I 005 |  .503 0.48 t l o  <  r 72 .35
cMc-s/2s B I 003 r 007 0 . 5 r 5 l o < r 7 4.96
CMC-I5/IO B 1009 2t 948 0 399 1 , 0 <  I 38,64
CMC.I5/25 B r 008 2 l  . t 3 l 0 . 3 1  I l A s y 3 5 . r 3
Newtonianos(') 1 . 0 4 3 4 . t 1

Ver Tabla 5.2

()7



Resultados y discusión
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Figurn 5.2O Curva de consumo de potencia para los fluidos no-Newtonianos
usados en este estudio. Resultados para er impulsor IH2.
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Itesultados v disct¡s¡ón

Los valores de Kp de la Tabla 5,12 se presentan como función del índice de flujo del
modelo de la ley de la potencia en ta Figura 5.21. Los resultados experimentales fueron
ajustados tanto por una regresión polinomial de tercer orden, como mediante un modelo
sugerido por Brito-De la Fuente (1992). La forma de la ecuación y los parámetros de los
dos modelos se presentan en la Tabla S,13.

Tabla 5.13 Parámetros de ajuste para los modetos de Kp(n)

Modelo Ecuación Pnrámetros

Polinomial Kp (n) = b(0) + b( l )'n *

b(2)'nz +b(3)'nl

b(O¡ = -22 725
b(l¡ = 170.984
b(Z¡ - -815.077
b(3) = 900.988

Brito-De la Fuente (lgg}')
a - l

K , (n)<6a' t  s 'a '
a = 434.1 1
b = 23.955
c = 1.1 364

Como se puede observar en la Figura 5,21, ambos modelos ajusran muy bien los datos
experimentales para valores de n entre O.l4 y 1.0. En el modelo propuestn po, BritoDe la
Fuente, el valor a corresponde al Kp obtenido para fluidos Newtoñ¡anos.

A partir de Kp(n) puede obtenerse la funcién Ks de acuerdo coR la ecurcién l.lg:
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Indice de f lujo n

Figura 5.21 Valores de Kp como función de el índice de flujo, n. Impulsor IH2.
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Resultados y discusión

Para el modelo propuesto por Brito-De la Fuente, la ecuación anterior se convierte en:

I

K,= h  c) Ec. (S.5)

5,1,2,2,3 Compnrución de log vtforcs de Ks resuhnnles.

Los resultados obtenidos para Ks de las dos aproximaciones independientes discutidas
prcviamente se pre$entan en la Figum S,2l,r,junto con algunos dstos reportados por Brito-
De la Fuente (1992), para otrf, geometria de impulsor" En dicha figura, los punros
representan los valores de Ks obtenidos mediante el mé¡odo de Metaner y Otto con el
modelo de la ley de la potencia, mientras que la line¡ r€presenta la ft¡ncién de Ks obtenida
con la aproximacién de Rieger y Novak- siguiendo el modelo propuesro por Briro-De la
Fuente (1q9?). El acucrdo obtenido con las dos aproximaciones es sar¡sfactorio

Los resultados sugieren gue psrs n > 0.26 el valor de Ks es prúcticimente constantc, lo cual
está de acuerdo con repone$ previos (Rieger and Novek. t9?3), Para valore$ menores d€l
índice de flujo, Ks aumenta cons¡derablemente. En la Figun 5.12.b s€ comparan los d¡ros
exper¡mentales con los de diferente$ cotr€laciones para Ks encoilradas en lo literstura. eon
los valores geomüricos conespondientes ñl tH2. En el intervnlo 0.1 É n s 1.0" la mnyoria
de estas correl¡ciones sugieren valores constanles de Kq muy c€rcanos n los vniorer
encontrados experimenlalmente prra n>0 25. La conelación de ehavan y,Ulbrecht es ta que
parece ajustar rnejor lor datos para n>0"25" prediciendo un valor de Ks eorutante de 34 l,a
conelsc¡én de Brito-De In Fuente ( 1992), €r¡ una ñrene {irncién de n" según la cuat el valor
de Ks disminuye con el indice de flujo" Esto se presnta si y solo si el valor de c en dichn
correlación es menor que I Brito-De la Fuente ( 1992) r€Foil! en su trabajo que el valor de
c permanece conslante olrededor de 0,S14, mientras que el valor de b €s fu€rtemente
influenciado por la geometria del impulsor, principnlmentc pr la relneión Sd y solo nru¡.
débilmente por la relaeión wld" l'or lo tanto- tn tendencia de la conelaeion de Brito-tle la
Fuente es a aunrcntar el valor de Ks n medidn que el valor de n sc ineremeRtÍr. exaüarnenr&.
al co¡ltrario de la tendencia encontrüda en este rabajo Analieando euidadosamentc la
Figura 5.22.R' podria sugerirse que el ultico punto que hfice que la cunrs sea céncava haeia
arriba es el valor correspondiente al Ks para CX-20 (n=Q l4l) Si este punto no estuviese,
los datos ajustarian bastante bien con los reportados Fr Brito-De ia Fuente (lgg2).
obteniéndose valores de b = 49.20 | y c '= 0.8ló, los cuales concuerclan excelentemente eon
el reporte de este autor. Aunque los datos no corresponden a In misnla geometria y por
tanto no debet1an ser tratados coduntflnrente, se hnn utilizado con la intención de mosgar
una tendencia. El valor de Ks para el tluido GX-20 se obtuvo directamente por el método
de Metzner y Otto de los datos para bajas velocidades de agitación y con valores de torque
altos, por lo cual es dificil sospechar que hubo errores asociados con la precisión de las
medidas, tanto reológicas como con el lH2. Desafortunadamente, no se probaron otros
fluidos para valores de n<0.2, ni n>0.6 por lo que seria interesante conrplementar la
caracterización del IH2 con ¡nediciones adicionales en estos intervalos de indices de flujo.
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Resultados ¡' discusiórr

Finalmente, utilizando los valores de Ks obtenidos a partir del método de Rieger y Novak,
se recalcularon los valores de Np como función del número de Reynolds aparente, Re,,,
mediante el uso de la ecuación 2.20. Los resultados se presentan en la Figura S.23. Como
se advierte en esta frgura, los datos experimentales Newtonianos y no-Ñewtonianos son
colapsados en una sola curva adimensional. De manera similar a lo reportado por Brito-De
la Fuente (1992), se observó una extensión del intervalo de régimen laminar hasta Re<100,
tanto para fluidos Newtonianos como no-Newtonianos.

5.1.2.3 Comparnción de ls carncterizncién reológica con otros trabajos

Ef proceso de calibración reológica del dispositivo IH2 discutido anteriormente se realizó
con la expectativa de poder utilizarlo como un sistema apropiado para realizar mediciones
reológicas de caldos de fbrmentación miceliares. Para hacerlo, se utilizaron fluidos modelo
homogéneos. En la Figura 5.24 se presenta una comparación típica entre los resultados
obtenidos con un dispositivo reológico (MS-l t5) y con el lH2. Como se ve en dicha figura,
los resultados obtenidos para fluidos de reología compleja son bastante satisfactorios. Sin
embargo, existen reportes de acuerdo con los cuales, en términos estrictos, la anterior
caracterización reológica no sería adecuada para caldos con sólidos suspendidos, puesto
que éstos pueden hacer variar significativamente et valor de Ks obtenido con fluidos
homogéneos (Brito-De la Fuente, 1996). Sería necesaria entonces una caractenzación
reológica mucho más profunda para incluir el efecto de la concentración y tamaño de los
sólidos suspendidos en el comportamiento de la constante Ks para el impuisor IH2, lo cual
está más allá de los alcances del presente proyecto, Por lo tanto, los datos brutos obtenidos
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Resultados y drscusión

del reómetro (M, N, MnD parecen ser la única alternativa de reportar datos correctos de
propiedades reológicas de suspensiones miceliares. Desafortunadamente, los datos brutos
obtenidos con instrumentos de medida diferentes no son comparables, de manera que
aunque exactos, son poco útiles para hacer cualquier tipo de estudio o inferencia. Por este
motivo, cualquier aproximación, aunque sea burda, a una caracterización reológica de
caldos de fermentación, resulta muy conveniente. El lector debe tener en cuenta esta
intención al utilizar los datos reológicos obtenidos en este trabajo.

Reuss el al. (1982), reportaron la calibración de un disposit ivo helicoidal semejante al IH2
pero del doble de diámetro, para la determinación de propiedades reológicas de caldos de
cultivo miceliares de Penicillium chrysogenum y Aspergillus niger. En ambos casos, los
modelos de Casson, de la ley de la potencia y Herschel-Bulkley ajustaron igualmente bien
los datos reológicos en un intervalo de gradientes de deformación entre I y 20 s'!. Por lo
tanto, desde el punto de vista pragmáticp de la ingenieria, el modelo más sencillo (ley de la
potencia) serviría convenientemente para efbctos de cualquier diseño. Aunque no se
presentaron datos de calibración del dispositivo, en el reporte se muestra que los gradientes
de deformación alcanzados para el impulsor helicoidal utilizado llegan a 100 s'r, valor muy
similar al alcanzado en este trabajo para el impulsor IH2, Si se supone que el valor de Ks es
del orden de 35 (como es predicho por muchas de las correlaciones mostradas en la Figura
5.22b), entonces la velocidad máxima de rotación del impulsor para flujo laminar estaría en
3 r.p.s. aproximadamente, lo cual daria, para los valores reportados de K y n, Rer 100 que
coincide muy bien con los valores encontrados en este trabajo.

Kim el al. (1983), utilizaron un dispositivo helicoidal de dimensiones ligeramente menores
que ef IH2 del presente trabajo, para caracterizar propiedades reológicas de caldos de
fermentación miceliar. Para la calibración se reportó el uso de una solución de sacarosa de
0.225 Pa's como fluido Newtoniano, y una solución de 5 kg/m3 de goma xantana como
estándar de fluido pseudoplástico. Utilizando el fluido Newtoniano, se encontró que el
Reynolds laminar llegaba hasta 82, lo cual está en concordancia con los resultados
encontrados en el presente trabajo. Adicionalmente, la constante Ks hallada fue de 45.6
para la solución de goma xantana. A juzgar por la ausencia de información en el reporte, el
valor de la constante Ks se asumió independiente de las propiedades reológicas del caldo;
suponiendo que el valor de las constantes K y n no difieren excesivamente de las
encon t radasene l  p resen te t raba jo (  K=2  Pa ' sn ,  n :0 ,35  de lasF igu ras5 . l l  y5 .12 ) ,  e l
valor de Ks se encuentra en la zona en la que no hay variación sensible con respecto al
índice de flujo (Figura 5,22). De acuerdo con los resultados del presente estudio, la
suposición de Ks constante puede generar errores considerables únicamente cuando los
valores del índice de flujo para caldos miceliares se encuentren por debajo de 0.25.

Allen y Robinson (1990) utilizaron diferentes dispositivos de medición reológica para
medir propiedades reológicas de cultivos miceliares, entre ellos un dispositivo helicoidal de
dimensiones similares al uti l izado por Kim et ul. (1983). Para la calibración del impulsor
heliesid¡l utiliearon una serie de lluidos con indices de flujo entre 0,43 y 1.0. Valores del
gndiente de defornraeión asi conto del Número de Reynolds máximos fueron de 150 y 100
reipeclivamenle, fo cual cstá de acuerdo con los valores obtenidos en este estudio. Los
tut$res haeen un extenro an¿ilisis de la influencia de las propiedades reológicas (índice de
flulo * tr¡ntrr d* cedene ia apalentcl en el valor de Ks strtenido para el modelo reológico de
l{**
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Bingham, utilizando viscosímetros de impulsor, y señalan que el valor de Ks aumenta
considerablemente a medida que n disminuy.; purudójicamentó, para el impulsor helicoidal
sólo se presenta un valor de Ks = 30 basaáo en los iluidos pseudoplásticós, por lo que al
parecer se utilizó este único valor de Ks para el cáloulo de datos reológicos, De acuerdo con
los autores, difbrentes estt¡dios en la litei'atura muestran que la suposición de Ks constante
independiente de las caracteristicas reológicas del fluido es aproximadamente válid a para
impulsores helicoidales, lo cual está de acirerdo con sus datos experimentales, Si se toma en
cuenta que los valores de índice de flujo de sus fluidos de calibración, así como de los
caldos de fermentación ensayadot no ron muy bajos (n > 0.3) no es extraño que los valores
obtenidos de Ks hayan permanecido constantes.

Finalmente, Brito-De la Fuente el al. (1996) reportaron la caracterización de un impulsor
helicoidal con el objetivo de utilizarlo paia obtener curvas de flujo viscométricas. La
geornetría de este estudio difiere ligerarnente de la de los róportes mencionados
previamente y de la del presente estudio en que el impulsor helicoidal solo tienen un listón
y sólo tiene un paso en lugar de paso y medio en los listones de tos otros impulsores. El
valor de Kp encontrado para el impulsor es de 162,55, y se señala que es prácticamente
independiente de la escala, pues es similar al encontrado-paraun dispósit ivo l0 veces más
grande. El Kp es pequeño comparado con el encontrado p.r. el impulsor lHz,
probablemente debido a que solo tiene un listón. Reporta el autor que el valor de Ks es
fuertemente dependiente de las propiedades reológicas del fluido puru n<0.5. Sin embargo,
al contrario de la caracterización encontrada Jn el presente irabajo, el valor de Ks
disminuye a medida que el indice de frujo disnrinuye.

5.1.3 Conclusiones

Los fluidos empleados en la catibración del impulsor helicoidal presentaron diferentes
comportamientos reológicos. Se utilizaron tanto fluidos Newtonianos como no-
Newtonianos. Los fluidos Newtonianos utilizados tuvieron viscosidades que fluctuaron
entre valores medios (0' I Pa's) y altos (5 Pa's). Aunque estos valores son grandes si se
comparan con la viscosidad del agua, se seleccionaron por la necesidad de óbt.n., datos
confiables de torque para la calibración en condiciones de flujo laminar. Los fluidos no-
Newtonianos se caracterizaron como fluidos pseudoplásticos y se utilizó la ley de lapotencia para ntodelar su corttportamiento. Se detectuion efectos ocasionados por fuerzas
no¡ntales y punto de cedencia aparente, pero estos efbctos no fueron medidos. Lassoluciones de goma xantana mostraron un excelente ajuste a la ley de la potencia, con
valores del indice de flujo entre 0. 15 y 0,55, El índióe de consistencia oiciló para los
mismos fluidos entre 0.09 y 26 Pa's". Esencialmente, los datos reológicos fueron
consistentes con los encontrados en la literatura, aunque algunas variaciones no pudieron
ser explicadas satisfactoriamente. Para CMC, el comportañiento pseudoplástico se alejó
signifrcativanlente del modelo de la ley de la potencia, aunque fue óonsisténte con algunos
valores reportados en la literatura. Su comportamiento rcológico ajustó mucho mejor con
los modelos de Carreau-Yasuda y Cross-Witliamson. Se encoirtraron valores de K mayores
y valores de n significativamente menores que los reportados por otros autores. Todos los
datos de viscosidad como fi¡nción del gradiente de deformación para los fluidos
pseudoplásticos se ajustaron excelentemente a una correlación polinomial de tercer orden.

1 0 5
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La calibración del impulsor IH2 permitió establecer valores de Kp y una función de Kp(n)
como función del indice de flujo de la ley de la potencia por el método de Rieger y Novak,
Esta función ajustó muy bien los datos experimentales y permitió obtener una correlación
derivada para Ks. Los valores de Ks también fueron determinados siguiendo otra
metodologia (Metzner y Otto). Ambos métodos se correspondieron satisfactoriamente, Para
efectos de los cálculos reológicos, la fi¡nción:

K  .=23  96 .  ( l  r  l o ¡ *

será adoptada en el resto del trabajo. Los valores de Kp y Ks experimentales no fueron
predichos con precisión por correlaciones de la literatura por estar fuera de rango (en
algunas relaciones geométricas) además de que probablemente tales correlaciones ño son
suficientemente preoisas para aplicaciones viscométrioas, Sin embargo, los datos de Ks
predichos siguen la misma tendencia que los encontrados experimentalmente, volviéndose
constantes para valores de n por encima de 0,25.

Mientras en la literatura hay reportes de medición reológica con impulsores helicoidales en
los que Ks se toma independiente de las propiedades reológicas de la sustancia a medir,
algunos otros trabajos coinciden con los resultados del presente estudio en afirmar que el
valor de Ks es función del indice de flujo, aunque el incremento en Ks a medida que n
disminuye encontrado experimentalmente contrasta con el comportamiento inverso
encontrado por Brito-De la Fuente ( 1996).

5.2 SISTEMA DE MNDICTON DE POTENCI-A

La construcción del sistema de medición de potencia en línea en fbrmentadores de l0 L
constituyó uno de los resultados principales de este trabajo ya que permite adquirir
informacién valiosa sobre la energia entregada directamente al fluido y correlacionarlá con
otras variables como kr,d, propiedades reológicas, etc. permitiendo aumentar
considerablemente la comprensión de los fenómenos que suseden al interior del
fermentador. En esta sección se presentan detalles sobre la calibración del sistema, asi
como del impulsor lH3, para el cual se construyó una jarra especial de fermentación, con el
objetivo de caracterizar el comportamiento de este tipo de impulsor en fermentaciones
miceliares.

5.2. I Crlibrnción est{tica

Luego del montaje del sistema se procedió a calibrar estáticamente el torquírnetro mediante
cf sistema de pesas descrito en la sección 4.6. Las lecturas de torque se registraron
simultánesmen¡€ a través del amplificador anexo al torquimetro y de un milivoltímetro
corlsctado a l¡ salida análoga del amplificador. Los resultados de la catibración se muestran
Gf| lr¡ Ffurr,r 5.tS y 5,26. Como puede apreciarse en ambas gráficas, el desempeño del
EujfqetpdÉ'tlameRt€ linesl y reproducible en el rango de medicién de 0 a232 N.m (0 -
?$ lbfprlg], en f,ruerdo con lo señalado por el fabrieante. l.a sensibilidad del arnplificador
P€rr$tl* dt*etü c¡rnbio¡ minimos clcl torque de 0,02260 N.m (0.2 lbf.pulg.), mienrras que
*l rulitolllman daega vtriaciones ds lLasta 0. 1 mV, Dc acuerels con la-F'igurR S.2S, un
*üe
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cambio de voltaje de 0, I mV corresponde a un cambio en torque de 0.000686 N.m
(0.00607 Lbf'pulg); como las lecturas con el mil ivolt irnetro permiten una precisión 33
veces más alta que con el amplificador, se escogió hacer las lecturas en voltaje y utilizar la
curva de calibración para conve¡tir los datos a torque y, finalmente, consumo de potencia.

S,z.2Evnluncién del desempeño del torquímetro

Se realizaron ensayos de potencia entregada al fluido como función de la velocidad de
agitación para sistemas de tres turbinas Rushton (TR) y tres impulsores InterMlc (lMlG)
en agua, con un tlujo de aire de I v.v,m. tanto en el torquínretro, como en un dinamómetro
(Reséndiz et al,, l99l) disponible en la planta piloto del lnstituto de Biotecnologia. Los
ensayos se realizaron son el fin de determinar la velocidad de agitación adecuada para
entregar la misma potencia volunrétrica con TR y con IMIG. La temperatura se mantuvo en
promedio en 20 "C. Para cada velocidad de agitación se tomaron l0 lecturas y se
promediaron. Los resultados se rnuestran en las Figurns 5.27 y 5.28. La desviación
estándar en dichas figuras es de menor tamaño que los símbolos, por lo cual no se pueden
apreciar. El intervalo de velocidad de agitación para las turbinas Rushton se limitó, a
propósi to,  a un intervalo de 3.33 a 3.5 r .p.s.  (200 a2l0 r .p.m,) debido a que la velocidad de
agitación para los ensayos de fermentación se mantuvo siempre fija en 3.33 r.p.s. (200
r.p.m.). La potencia en el torquimetro se calculó de acuerdo con la ecuaciórt 4.2. La
potencia en vacio varió cada vez que el f'ermentador fue instalado en el torquímetro debido
a que la alineacion de los ejes de giro fue realizada manualmente, asi como a variaciones en
el rozamiento generado por el sello rnecánico de cada jarra. Por este motivo, el consumo de
potencia en vacío fue determinado cada vez que se realizó un cambio de jarra. Los datos
presentados en las Figuras 5.27 y 5.28 corresponden a la potencia efectivamente entregada
al fluido. Como se aprecia en las figuras, no hay un acuerdo absoluto entre las dos curvas: a
la misma velocidad de agitación, la potencia leída por el torquimetro fue siempre mayor a
la leida por el dinamémetro; posteriormente a la conclusión del trabajo se logró determinar
que el dinamómetro se encontraba descalibrado, mientras que los datos del torquimetro
fueron conectos. Desafortunadamente, la poiencia de las TR fue determinada originalmente
con el dinamómetro (0.056 Watt/L para 200 r.p.m.), por lo que la velocidad de agitación
tanto para lnterMlG como para el inrpulsor helicoidal IH3 fue determinada para entregar
esta potencia,  resul tando en 3.5 r .p.s (205 r .p.m.) y 0 983 r .p.s.(59 r .p.m.) respect ivamente.
Este error instrumental causó que la potencia inicial entregada a los caldos con TR lirese
0.0894 Watt/L en lugar de 0.056 Watt, o sea un 607o mayor que con los otros dispositivos,
aunque aún sigue siendo un valor extremadarnente pequeño comparado con los 2.5 Watt/L
que se entregan comúnmente en la industria.

De fa Figurn 5.27 es posible observar que para TR por debajo de 2.5 r,p s (150 r.p.m.) la
potenc¡a entregada al agua es menor que con los impulsores InterMlG, a pesar de tener un
númcro de potencia mucho mayor Esto se debe muy probablemente a que la caida en la
potencia gaseada es mucho mayor para la turbina Rushton que para el impulsor InterMIG,
lo cual parece verse confirmado por el hecho de que, al aumentar la velocidad de agitación
al mismo caudal, se disminuye el núnrero de aireación, por lo cual la caida en potencia se
disminuye y la potencia efectivamente entregada al fluido vuelve a ser mayor en el caso de
TR Durante la toma dc los datos li¡e posible observar inestabilidades en forma de
va¡iaeiones aleatorias en In leetura de potencia para 'IR. particularmente a bajas
r0*
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Figura 5.27, Deterntinación del consumo de potencia en agua para sistemas con 3 turbinas
Rushton (T R ) y 3 impulsores lnterMlG (IMIC), utilizando dos sistemas de
medición de consumo de potencia. I V,V.M.
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velocidades de agitación. Esto se ve reflejado en la Figura 5.28, en donde es posible
observar que la curva del número de potencia es muchohenos irregular para el caso de
IMIG, probablemente debido a que el ascenso de las burbujas afecta mucho más a la TR
por tener mayor superficie horizontal expuesta al gas, comparada con el impulsor IMIG.

La tendencia de la curva generada para 3 IMIG y 3 TR parece ser diferente a la reportada
porArgüello (1993) para impulsores individuales (Figura 5.28); aparentemente el valor de
Np para Re >2'10'permanece estable para los 2 tipos de impulsores cuando se usan
individualmente mientras que la estabilización del Np aún no es evidente cuando se usan
impulsores multiples en la zona mencionada. Desafortunadamente, los intervalos de Re
reportados por fugüello son diferentes a los utilizados para la evaluación del torquímetro
en el presente trabajo, por lo que la comparación se basará en los valores de Re uiilizados
experimentalmente en las fermentaciones. A Re = l.8.l0a se encontraron valores del Np de
I1.5 para TR, mientras gue para IMIG, 0 Re = 4,104,e| valor de Np fue de 0,98. fugüello
reporta que el Np no gaseado a los mismos valores de Re para un solo impulsor TR es de
4.8 y para IMIG 0.53, mientras que con aire a I v.v.m estos valores caen a 3.0 y 0.24,
respectivamente. Si los 3 impulsores se comportaran idéntica e independientemente, la
potencia aireada de 3 impulsores deberia ser 3 veces la potencia aireada de I soto impulsor,
y por tanto Npt¡ inputsor*y'Npo inrputro4 debería ser 3, En el caso de TR esta relación es de 3.83
y para IMIG es de 4.08. Este resultado indica que la aireación afecta en menor grado la
potencia entregada al fluido para sistemas de múltiples impulsores que para sistemas de un
solo impulsor, probablemente debido a que los impulsores superiores reciben menor
cantidad de gas que el inferior, puesto que éste se ha encargado de realizar una dispersión
parcial del gas en el medio líquido. Para trabajos posteriores, sería interesante comparar
estos resultados con los obtenidos para impulsores duales y analizar si las potencias para el
segundo y tercer impulsor se ven afectadas igualmente por la aireación.

5.2.3 Impulsor helicoidal IH3

Uno de los objetivos principales del presente trabajo consistió en evaluar el
comportamiento de fermentaciones de 7l harzieuntn a nivel de l0 L, utilizando diferentes
impulsores, entre ellos un impulsor helicoidal, Para este fin se construyó un impulsor de tal
tipo, que se denominó IH3 y cuyas características geométricas se presentan en las Figuras
4.1 y S.29.

Flores (1995) señala que los caldos de cultivo de 'l'richoderma 
tienen propiedades

reológicas que carnbian desde muy sirnilares a las del agua, hasta suspensiones
pseudoplásticas de alta viscosidad con punto de cedencia aparente. Desafortunadarnente,
los fluidos señalados en la Tnbla 4.2 no pudieron ser empteados para la calibración clel
impulsor lH3 debido a que la escala de este últ irno disposit ivo (10 L) obligaba a un gasto
elevado de goma xantana y CMC para preparar las soluciones de calibracién. poi este
mstivo, y teniendo en cuenta In disponibilidad de reactivos en la Planta Piloto del Instituto
de Niotecnologia, para la caracterización del impulsor IH3 se seteccionaron los fluidos que
3c li¡tsn en la Trblr 5.1{ l,as propiedades reológicas de los fluidos de calibración
pradoplÁ¡tiess (C4 a Cé) fueron muy bien modeladas por la ley de la potencia (ver Figura
eJ0l l"o* pnrámelroi del rnodelo de la ley de la potencia se presenran en ta Tabln s.lS.
il*
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Figura 5.30 Reograma de los fluidos de calibración para el impulsor IH3.
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Tabla 5.14 Propiedades fisicas de los fluidos de caraeterizacióndet impulsor IH3.

El procedimiento seguido fue similar al utilizado para la caracterizacién del impulsor lHZ:
se tomaron medicio¡es de torque como función de la velocidad de agitación para los fluidos
corespondientes. El torque se convirtió a potencia utilizando la ..uai¡én 4,2, Los
resultados de esto$ ensayos se muestran en la Figurn 5.31. Es interesanle notar como, para
fluidos de propiedades reológicas tan similareicomo C4, Ci y C6, es posibte apieciar
diferencias importTles en la potenc¡a entregada por el impulsor lH3 a cada uno dé ellos,
probablemente debido a sus altos valores Oei ¡n¿¡te de consistencia, K. Sin embargo, purá
fluidos de baja viscosidad a m.uy bajas velocidades de agiracién, la potencia perüida'por
rozamiento en los sellos y rodamientos es muy simitar i la entreguia y están cerca del
límite de detección del torquímetro. En consecuencia esras leciuras hechas en tales
condiciones deberian tomarse con cuidado. Como fue imposible eliminar los sellos
mecánicos por la necesidad de mantener esterilidad en las ferminraciones, el torquimetro se
ve limitado para desarrollar rnediciones precisas a baja velocidad de agltacién. Cualquier
mejora adicional .que se haga cn el ctiseño de un seilo con menor roiamiento pe.niitira
incrementar apreciablemente la precisión de los datos en las concliciones mencionadas.

Los datos de potencia como fi¡nción de la velocidad se dibujan nuevamente en la Figurn
5,32 pero en escala logaritmica, con el flin de seleccionar los datos adecuados paia el
análisis de flujo en la zonA lantinar, E¡t esta figura se aprecia que las curvas para todos los
fluidos, excepto el agua, tienen pendient", ,n"nores que 2, indicativo de .rtu, en la región
laminar de flujo, por lo menos a bajas velocidades d-e agitación. La Figura S.33 muestra
una representación del número de potencia (Np) como función de Repr. 5e upre.ia en dicha
figura que los datos para agua efectivamente se encuentran en la ronu de flujo turbulento,
con un valor aproximadamente constante de Np de 0.4. Los datos pár. el fluido
Newtoniano SAE-350 y para los fluidos pseudoplásiicos siguen el mismo comportamiento
encontrado para el impulsor lH2'. para Rq,' bajos, el valor del Np es inversamente
proporcional a Repr , igualmente, los valores de la constante de proporcionalidad dependen
de las caracteristicas reológicas del fluido en cuestión, disminuyendo apreciablemente a
medida que el índice de flujo dismirruye, tal como se señala en la Tabln S.iS.

l t 3

Denominación Componente Concentración

lKg.m-31
Comportnm.

Reológico
Densidad (25oC)

lKg.m-31
SAE-350 Aceite mineral Newtoniano 9t9

C4 Carbopol pH 4.73 2.5 Pseudoplástico 999

C5 Carbopol pll 5.20 2 .5 Pseudoplástico 999

C6 Carbopol pH 5.97 2 .5 Pseudoplástico 999
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Tabln 5.lS Valores obtenidos de Kp para los diferentes fluidos utilizados como función del
índice de flujo. lmpulsor helicoidal lFI3.

Fluido o [Kg.m'31 K lPR.s"l n t-l Intervnlo ls-rl Kp (n) t-l
sAE-3 s0 9 t 9 2,s98 1.00 0.01  <  I t4t,72

c4 999 48,5s5 0.200 0,01  <  ¡ I  0 . 7 1  8
C5 999 55.e57 0.234 0 .01  <  I t0,6497
c6 999 45.048 0.260 0.01  <  I 1 6 . 0 8 6

Para analizar lcls resultados de la caracterización del irnpulsor lH3, se realizó una
comparación con los resultados obtenidos por Brito-De ta Fuente (lgg}) con un impulsor
muy similar al utilizado en este trabajo, Las características geométricas de dicho impulsor
(denominado HR-lB por el autor) se señalan en la Tnbla 5.16, Como se aprecia en dicha
tabla, las relaciones geométricas de los dos trabajos son muy similares entre sí, por lo que
seria de esperar que los resultados de la caracterización también lo sean. El valor de kp
para fluidos Newtonianos obtenido por Brito-De ta Fuente corresponde a 135.2 para Re <
10, valor muy similar al encontrado en este trabajo, aunque con un intervalo ligeramente
mayor (Re < 30). El incremento en el valor de Kp podría explicarse por la ligera reducción
en la relación D/d, así como en un incremento ón la potencia eniregadalebido a que
durante las pruebas se incluyeron dos (2) electrodos de oxígeno disuelto para simular ios
electrodos de O,D. y pH, a efbctos de asemejarse en li medida de lo posible a las
condiciones de fermentación. Este par de electrodos actuaron como deflectores,
incrementando ligeramente el valor de la potencia entregada por el impulsor al liquido.

Tnbla 5.16 Características geométricas de los impulsores IH3 y HR-lBt.

Brito-De la Fuente (1992).

En !a Figura 5.34 se presentan los datos experimentales de Kp(n) como función del índice
de flujo. En la misma figura se representan los datos encont;ados por Brito-De la Fuente
con el impulsor HR-lB así como la correlación desarrollada por el mismo autor. Como se
aprecia en dicha figura, la correspondencia entre los datos de Lste trabajo y los de Brito-De
la Fuente es excelente. Con base en este hecho, aunque en este trabajo no se utilizaron
fluidos con valores intermedios del indice de flujo para ajustar una correlación propia para
este impulsor, es razonable suponer que el comportamilnto con valores intermedios del
indice de flujo también es similar.

En algún momellto durante el desarrollo dei proyecto se pensó en utilizar el impulsor
hef icoidal lH3 para desarrollar las ¡nismas funciones que el'1H2, es decir, utilizarlo como

il4

Impulsor Relación geométrica

Dtd s/d = h/d w/d b/d N a
HR.IB 1 ,  1 3 5 I 0 . t  62 0. r460 3

IH3 I  | 1 0 5 | 026 0 . r 6 1 6 0 1053 t
J
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reÓmetro para determinar - en línea - las propiedades del caldo de fermentación. El caldo
inicial tiene características similares a las del agua, por lo que el impulsor estará operando
en régimen turbulento y no sería válido utilizarlo para determinar la viscosidad del caldo. A
medida que transcurre el tiempo de fermentación, la viscosidad del caldo aumenta, pero aún
así seria necesario operarlo a velocidades de rotación muy bajas; daclo que el dispoiitivo de
regulación de velocidad es inoperable por debajo de 5 r.p.nr- la operación del torquimetro
como reómetro sería imprecisa tanto por la velocidad de agitación, como por los datos de
torque obtenidos, por lo que, desafortunadamente, la idea tuvo que ser desáchada para este
tipo de caldos, aunque para caldos más viscosos (como los de goma Xantana) podría ser
viable.

Los valores de Kp(n) obtenidos se utilizaron para calcular et valor de Ks por el método de
Rieger y Novak.Lse compararon con los obienidos experimentalmente ior el método de
Metzner y Otto (Figrrra 5.35), siguiendo la misma metodologia que yu ir explicó para el
inrpulsor IH2, Los resultados de los cálculos se presentan en ia fanm S.lZ y án la ñigura
5.36. Como se aprecia en esta figura, el ajuste de los datos al modelo de Brito-De la Fuente
para valores de índice de flujo bajos es menos satisfactorio. La tendencia de los datos
pareciera indicar que el valor de Ks es aproximadamente constante aún para indices de flujá
tan bajos como 0.2, lo cual correspondería con los resultados de Rieger y Novak, peio
estaría en desacuerdo con el modelo desarrollado por Brito-De la Fuénte (lgg¿). En el
presente trabajo.el ajuste es aproximado, en virtud de que no se experimentó con todo el
intervalo de índices de flujo, por lo que no existe run.ru de resolver entre uno u otro
modelos' Se recomienda un mayor trabajo en este sentido para completar ta caracterización
de este impulsor en la zonade fiujo laminar.

Tabln S.l7 Constante Ks para et impulsor IH3 con los fluidos de calibración.

Los valores de Ks obtenidos con el método de Rieger y Novak corresponden bastante bien
con los valores calculados por el método de fuletzner y otto. Debe recalcarse que los
métodos son completamente independientes, por lo que los resultados obtenidos no
necesariamente tienen que ser concordantes. En forma idéntica a como sucedió con el
impulsor lH2, los valores de Ks calculados por el método de Rieger y Novak son
sistemáticamente menores que los del método dá Metzner y Otto, aunque la razón de este
comportamiento no aparece clara.

Finalmente, en la Figrrra 5.37 se representaron los datos de número de potencia como
función del número de Reynolds aparente, Reo, el cual se calculó utilizando los valores de
Ks obtenidos por el método de Rieger y Novak. Como puede apreciarse, en forma similar al
impulsor lH2, los datos se colapsan en una sola curva ;'sin embargo, "l ¡.ungo de Re, para el

n 7

Ks (Rieger y Novak) Ks (Metzner y Otto) Diferencia Vo

0.2003
0.2336
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cual el flujo es laminar se extiende únicamente hasta 30 - 50 y no hasta 100 como señala
Brito-De la Fuente, lo cual puede deberse nuevamente a la interrupción de flujo causada
por los electrodos actuando como deflectores.

5.2,4 Conclusiones

Se montó exitosamente et sistema de medición de potencia en linea (torquimetro) en
fermentadores de l0litros de volumen útil. La inclusión de un milivoltímetro para la toma
de datos permitió incrementar 33 veses la precisión en las medidas. El sistema es capaz de
detectar torques hasta un máximo de 2.82 N'm, con una resolución de 0.02?6 N'm. Dado
que la resolución del tacómetro es de I r.p.m., el sistem a es capaz de detectar diferencias de
0,00237 Watt en la potencia entregada al sistema. Desafortunadamente, la potencia perdida
por fricción cambia cada vez que se utiliza el sistema, debido a que la alineación de la
flecha con el torquímetro debe ser ajustada manualmente. Cualquier leve desalineación
generará un torque adicional que será medido por el torquímetro. Adicionalmente, cada
jarra tiene su propio el sello rnecánico y rodarnientos, por lo que el rozamienlo en vac¡o
variará para cada jarra. Por tal motivo es necesario determinar la potencia perdida por
fiicción experimentalmente en cada ocasión, desocupando el fermentador a través de la
llave de toma de muestras, una vez que se haya terminado el proceso de fermentación.

Se determinó la potencia inicial de trabajo con 3 TR y 3 lMlG. En ambos casos, la potencia
entregada fue mayor que el triple de la potencia entregada por un solo impulsor en
condiciones gaseadas, indicativo de que la aireación tuvo menor influencia sobre el
segundo y te.rcer impulsores que sobre el impulsor del fondo. Por una descalibración en un
equipo previamente existente, la potencia entregada por la TR correspondió a 0.0894
Watt/L, valor 60% mayor que el entregado por los impulsores IMIG. Ambos valores son,
sin embargo, extremadamente bajos comparados con las potencias por unidad de volumen
entregada a nivel industrial que se consideran típicas (0,5 - 3 Watt/L).

Se construyó un impulsor helicoidal para desarrollar con él fermentaciones a nivel de l0
litros, La caracterización de dicho impulsor (lH3) se llevó a cabo parcialmente ; pese a ello,
los resultados muestran excelente concordancia con los datos reportados por Brito-De la
Fuente (1992), lo cual no resulta sorprendente si se tiene en cuenta que el impulsor fue
construido con base en el trabajado por dicho autor. Las pequeñas desviaciones encontradas
se atribuyen a variaciones en la configuración geométrica de la jarra (algunas variaciones
en las relaciones geornétricas y la presencia de electrodos que actuaron como deflectores en
las mediciones).

5.3 EFECTO DEL TIPO DE IMPULSOR SOBRE EL CRECIMIENTO, LA
REOLOGIA Y LA PRODUCCIOñ¡ DE AROIVIAS POR Trichoderma harzianum

En esta seccién se presentan los resultados de r¡na serie de fermentaciones de Trichoderma
harzianurn en media con aceite de ricino, llevadas a cabo con los tres tipos de impulsores
señalados en la seccién 4.4 Se determiné el efecto del tipo de impulsor sobre el
erecimiento y producción de aromas par 'l'r'ichodermu, 

asi como cambios morfológicos y

l l 9
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reolfigieos en cl ¡ranscurso de fos sultivor D¡da q¡¡* r?G €;r¡$e intbrr¡w:lcn di*p+zubtr
sobre los efeetos de fa agitación sobre eul¡ivor de L iwrcv¿ts,ilm. Fm re*n¡fsad+* *, s*snp*Éar*
eon lo$ obtenidos para otro t¡po de cultivo$ eil la tilera¡ura

5.3, I Efecto dcl lipo dc impulsor robre el cree imitnta ¡' prdurci6rr d* ¡rsm** pr T"
hanianum

Las FigurÍs 5.38 a 5,4A muestran los resuhados dc u¡iliz¡r diferer¡r€s saftf¡g{rrlc¡sn€* ds.
ímpuf sor en los cuhivos con 'lhich¡xlcrnm hanietnum mafleü¡crdo peneia.* vafum€rica*
iguales. La evolución de la biomasa en los tres cultivo* (Fignr¡ t:t rl fue diferenre.
dependiendo del tipo de impulsor utilizado El ¡nieelio iniciefmenre sr€€ia süñ $m
tendensia exponencial hasta un valor máximo, llegnndo I unA fa¡e s$aciona¡ia cfara¡nrme
definida entre las 50 y 60 horas de cultivo (Figur* 5.3ü.b). Tanro [s biomas €snu] lfr
velocidad específica de crecimiento máximas mo$traron variacione$ impcnanl€* efi Isf tr€r
tipos de fbrmentacionss, como puede apreciarse en la'fnblr 5.lt.

Tnbln 5,18. Valores máximos de las cinéticas de cultivo de'lTiehexlerma Inreiernnm,

En la figura 5.38.b se aprecian diferencias en el inóculo entre las fermentaciones con TR y
las demás fermentaciones. Dado que todos los inóculos se prepararon de la misma forma, ei
probable que las diferencias detectadas sean originadas por la toma de muestra: debido a la
baja concentración del micelio en ese momento, es muy probable que la presencia de
cualquier pequeño cambio en la cantidad de micelio en las muestras origine un cambio muy
importante en la concentración celular. Es interesante notar que aunque los datos señalan
que aparentemente la TR tuvo la mayor concentración de biomasa en el tiempo de
inoculación, la velocidad de crecimiento fue la menor y lo mismo sucedió con la cantidad
de biomasa total, comparado con los otros 2 impulsores. Este fenómeno no puede ser
explicado por problemas de baja concentración de sustrato, puesto que la cantidad del
mismo se encontraba en gran exceso; es posible que esta disminución en la velocidad de
crecimiento pueda deberse al efecto de esfuerzos mecánicos generados por el impulsor
dentro del reactor.

El crecimiento del hongo estuvo asociado a una caida de la TOD debido al consumo de
oxigeno por parte del microorganismo (Figurn 5.39). El final de la fase de crecimiento
coincidió con la caida de la tensión de oxígeno disuelto (TOD) por debajo del l0% de
ssturac¡én con aire. Esta caida de TOD fue más pronunciada con los impulsores InterMIC,
debido probablemente a la rnayor biomasa y velocidad de crecimiento comparada con los
eultivos de T& ya que la capacidad de dispersión de oxigeno en el cultivo para arnbos tipos
de imrplsor pareüe srsr muy similar (Dawsein, t 990).

tSr

lmpulsor Fnrrr
lh ' r  I

Biomesn
lelL pcso secol

Aromr
lms y-decdretonn lll

TR 0,0 t  53 ó.  t3 | 96.5
IMIG 0.043 8,30 | 30.9
tH3 0.04 t I  t .08 57. r
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Figura 5.39 Evolución de la tensión de oxígeno disuelto (TOD) durante
cultivos desarollados con diferentes tipos de impuslor.
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Flgurc 5.40 Perfiles de producción de aroma en los cultivos de'l'. harzianum
utilizando diferentes tipos de impulsores.
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Es interesante notar que los cultivos con el impulsor lH3 presentaron los mayores valores
de la TOD y de la biomasa. El tercer objetivo específico de este trabajo involucraba medir
el efecto del impulsor sobre los cultivos y no el efecto de la tensión de oxigeno disuelto en
los mismos. Por lo lanlo, e.striclantenle hablundo, hubiese :;ido nece.sario monlar ttn
.sislema experimental que permitiese manÍener la 'l'OD con:;tante en toclos los mltivos.
Dado que esto estuvo más allá de las posibilidades del proyecto, se decidió realizar las
fermentaciones en condiciones tales que los k¡,a de los diferentes fermentadores fuesen lo
más similares posible, Durante la construcción del fermentador para el impulsor helicoidal
se partió del supuesto de obtener bajos k¡.0, con base en la l imitada capacidad de dispersión
de gas de este tipo de impulsor. Reportes de la l i teratura demuestran que la capacidad de
transfbrencia de masa durante aireación de fluidos Newtonianos y no-Newtonianos de baja
viscosidad con este tipo de impulsor a bajas velocidades de agitación, depende casi
exclusivamente de la capacidad de burbujeo de gas del difusor, ya que el impulsor
helicoidal ejerce poco o ningún efbcto sobre la dispersión y ruptura de las burbujas
(Tecante, l99l; Tecante el al., 1991, Tecante y Choplin, 1993). Incluso, a bajas
velocidades de agitación se puede promover la coalescencia de las burbujas, disminuyendo
el valor efectivo del kr.a. Utilizando los resultados del trabajo de Tecante (1991) se calculó
el coeficiente de transferencia de oxígeno que tendria el fbrmentador con el IH3 en agua,
uti l izando las mismas condiciones de fermentación de TR (0.056 W/L y I v.v.m.),
obteniéndose un valor de 32,9 h'r. Este valor era aproximadamente la mitad dei kra medido
en agua durante el desarrollo de este trabajo por técnica dinámica en fermentadores con TR
(53.6 h-'). Era probable que el valor obienido con el IH3 fuese menor debido a que el
difusor utilizado por Tecante (1991) fi:e de tipo anillo, el cual da una distribución de las
burbujas más uniforme que cuando se usa un difusor de punto. En vista de que las
fermentaciones ya realizadas con TR indicaban una gran demanda de oxígeno por parte del
microorganismo, para mejorar las condiciones de transferencia del ferméntador hlticoidal
en este trabajo, se decidió cambiar el sistema de difusor de punto de I mm de diámetro de
las janas con TR e IMIG colocado 0.5 cm bajo el impulsor del fondo, por un sistema de
diseño propio consistente en cuatro cilindros de acero inoxidable sinterizado de Z pm de
diámetro promedio de poro, colocados en cruz con ángulos de 90", como se mostró en la
Figura 4.1. En este caso, la calidad de dispersión de aire y el tamaño de las burbujas fueron
visualmente mejores que los obtenido con TR e IMIG, resultando en rnayorei TOD y,
consecuentemente, mayores concentraciones de biomasa durante el cultivo, comparado con
las configuraciones de TR e IMIG, Debe señalarse que la hidrodinámica del cultivo
conducido con lH3 fue visualmente más semeiante a la de un f'ermentador de columna de
burbujeo que a la de un fernlentador agitadó mecánicamente. En tales condiciones, la
principal influencia del impulsor helicoidal parece residir en la dispersión de la fbse
orgánica (aceite de ricino) y en un excelente mezclado del caldo de cultivo.

Para comparar la transferencia de oxigeno durante los cultivos, se hicieron algunas
mediciones del coeficiente cle transferencia de oxígeno kla en los 3 fermentador"s,
utilizando el método del balance. Los resultados se presentan en la Tabln 5.19, Como se
puede apreciar en dicha tabla. los valores de k¡.a fueron nluy similares para IMIG y TR,
mientras que el valor obtenido con el lH3 se incrementó rnuy significativamente a un valor
algo mayor del doble de lo obtenido con los otros dos inrpulsores, lo que demuestra la
eficiencia del difusor en la dispersion de aire. Desafonunadamente, es muy probable que la
mcisrn en l¡ transferencia de oxigeno haya podido influenciar fuertemente el
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comportamiento de las cinéticas, interfiriendo o enmascarando el efecto del impulsor que
fue el objeto de este estudio, En el caso de la biomasa, es muy probable que el incremento
del25% en la biomasa para et cultivo con IH3 con respecto a IMIG y 4l;/ocon respecto a
TR haya sido el resultado de un efecto conjunto entre una mayor TOD en el catdo de
fermentación y un mejor mezclado del impulsor helicoidal. El efecto del impulsor queda
demostrado en la comparación entre los impulsores IMIG y TR en lós cuales la
transferencia de.oxígeno y la TOD fueron muy similares, pero hubo un efecto significativo
sobre el crecimiento del microorganismo. Serán nece.arios estudios posteriores a TOD
constante para corroborar estas hipótesis.

Tabfa 5.19 Valores medidos de kr,a durante cultivos de'l'. harzicnntm con diferentes tipos
de impulsor,

Impulsor kua fh'rl
Tiempo de cultivo

thf
TR 59.6 25

IMIG 63.8 23.5
IH3 143 .8 25.5

En todos los casos se apreció un descenso en la biomasa expresada como peso seco después
de la fase de crecimiento (F¡gura 5.38). Esto pudo estar asociado a difeientes fenómrnor.
En cultivos anteriores desarrollados en nuestro laboratorio se observó que, durante la fase
de crecimiento, el micelio experimenta un considerable engrosamiénto, posiblemente
asociado a la incorporación de ácidos grasos dentro de las célulai como material de reserva
(Serrano-Carreón et al., 1997). Cuando el crecimiento se detiene (probablemente asociado
con limitación por oxigeno y a mayores tiempos de cultivo, agotámiento de la fuente de
nitrógeno) es posible que las células adelgacen como resultaáo del catabolismo de los
lipidos acumulados, Por lo tanto, aunque el número de células prácticamente no cambie, el
peso seco del conjunto experimentaria una caida sensible. El metabolismo de los ácidos
grasos mediante B-oxidación, cuando el crecimiento se detiene, también permitiria explicar
la presencia de y-decalactona como metabolito secundario, por cuanto la bioconversión de
la y-decalactona a partir de ácido ricinoleico involucra una serie de B-oxidaciones sucesivas
(Figura 2.1).Otra explicación posible de la caída en el peso seco podria asociarse a muerte
(ruptura) celular por limitación de oxígeno en el cultivo. Debido a que el micelio crece
principalmente en forma de agregados (¡4ntmos), una baja en la tensión de oxígeno disuelto
en.el medio podria incrementar las limitáciones de transierencia de oxígeno naiia el interior
del agregado (Gosmann y Rehm, 198ó) resultando en ruptura de las células localizadas en
el interior del grun o y, probablemente, en una desintegración del agregado, que además
disminuiría la viscosidad del medio. Los nlismos efeótos de caida ei el 

'peso 
r;.; tdisminución de la viscosidad podrian ser el resultado de daño celular por lbs esfuerzos

(sfress) mecánicos generados por el impulsor dentro del recipiente del bultivo, como ha
sido descrito para otros cultivos miceliares (Reuss, 1988), Finálmente, debe señalarse que
los cultivos con IH3 tuvieron una excelente homogeneización mientras,'por el contrario, ios
cultivos con TR e lMlG presentaron una gran cantidad de zonas poco mezcladas o
completamente inmóviles (zonas muertas). Este fenómeno puede apreciarse claramente en
la Figuffi 5,41. Otra posibilidad de la caida en peso seco para estos últimos cultivos podría
124
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residir en el hecho de que la muestra tomad a para la determinación de biomasa no fuese
representativa de todo el caldo. A pesar de que se realizó un ligero incremento de la
velocidad de agitación a la hora de tomar la muestra (con la finalidad de homogeneizar el
caldo), no fue posible evitar totalmente la presencia de zonas muertas puesto que hubiese
sido necesario aumentar excesivamente la velocidad de agitación, resultando
probablemente en daño miceliar e influenciando de manera impredecible el
comportamiento de los cultivos, Este último Íazonamiento no es aplicable para el cultivo
con el IH3 puesto que la homogeneidad de estos caldos fue excelente. Finalmentc,
observaciones directas del cultivo perrniten señalar que el efecto de disminución en la
biomasa pudo ser reforzado por un incrernento en el crecimiento del microorganismo en las
paredes esfáticas del reactor (bafles, zona central de los impulsores, sensores, etc.), así
como una pérdida de la biomasa por arraslre del aire ; cuando las burbujas de aire lograban
atravesar la fase aceitosa, estallaban al contacto con la interfase gas.liquido, anrjando algo
de la biomasa hacia las paredes del espac¡o de la cabeza del reactor. S¡ bien esios ctbctés
pudieron ser visualizados, no pudieron ser evaluados cuantitativamente.

La Figura 5,40 muestra la produccién de aroma para cuhivos con los tres impulsores
estudiados, El aroma es producido principalmente después de que ha cesado le fase de
crecimiento, indicativo de un metabolito secundario. Debe señalarse que aunque se
encuentran trazas de 6PP, la principal molécula de aroma producido es y-decalactona (ver
Figura 4,7),La presencia de 6PP puede ser explicada si suponemos que proüene del
inóculo, en donde es producida por el hongo fl partir de glucosa (Senano-Carreén et ctl.,
1997), En un reporte previo (Codoy-Silva et al., 19971, se habia hipoterizado respecto a ls
síntesis de 6PP en los cultivos con el IH3; sin embargo. resultados posteriores confirmaro¡
que el aroma producido en los tres reactores es el mismo, correspondiendo a T.decalactona.

En general, la tendencia para la producción del compuesio de aroma es incrementarse hasta
un valor máximo, el cual depende nuevamente del tipo de fermentación- Parece ser que
mayores TOD tienen un efbcto desfavorable sobre la produccién de aroma (ver Figurfis
5.39 y 5.40). En el caso de TR, en donde la TOD cayó prácticamente a cero, la
concentración de aroma fue la mayor (197 mgll), mientras que para el IH3 (con la mayor
TOD en la fhse estacionaria), la concentración de aronra máxima fue de sólo 5T nrgll. Sin
emoargo, en los cult ivos con lMlG, tos cuales tuvicron una oa¡da similar en la TOD a la
exhibida por los cultivos con TR. la concentración máxinra de aroma fue de 13l mg/L,
indicando que no solo la TOD sino también la hidrodinámica del reactor afecrá la
producción de arotna en fornta impor-tante. Como se señaló en el capitulo 2,la diferencia en
concentraciones máximas de aronta en el biorreactor también pudo ser el resultado del
cambio en la morfología del microorganismo : debido a limitaciones difusionales dentro de
laspelolillcts,la única biomasa disponible para producción de aromas seria la localizada en
las capas externas de la pelolilla, resultando en menores velocidades de producción y
menor concentración final de producto.

Con TR y el impulsor helicoidal se aprecia una ligera caida en la concentración de aroma
en el caldo de cultivo en las etapas finales de la fermentación. Como primera alternativa.
esta caída podría ser el resultado del arrastre de la rnolécula volátil en la corriente de aire
que abandona el reactor. Para deterrninar la cantidad de aroma que podría perderse por esta
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via, se montó el sistema de fbrnrentación con el rnedio de cultivo reportado previamente, y
se le adicionó una cantidad conocida de y-decalactona. La corriente de aire de salida se hizo
pasar por un condensador de vidrio enfriado con agua a OoC y posteriormente se burbujeó, a
través de un tubo de vidrio, entre un balon con aceite de ricino, con la finalidad de
recuperar el aroma que estuviese siendo arrastrado. Los resultados indicaron que aunque si
escapa aroma, la cantidad que escapa corresponde a un cambio total en la concentración de
aroma en el reactor de l S6mg/L en 196 horas de cultivo, lo cual es, para efectos prácticos,
despreciable. Lo que no resultó despreciable fue la evaporación de 2.46litros de agua del
reactor en el mismo periodo. Esta disminución del volumen, aunado con la correspondiente
a la toma de muestras, podría lracer completamente falsa la cinética medida Para evitar
estos inconvenientes se montó un sistema de pre-humidificación del aire, con lo cual se
consiguió disminuir satisfactoriamente los efectos mencionados. Las posibilidades
anteriores no explican los datos de reducción en la concentración de aroma
satisfactoriamente. Otras probables explicaciones podrían ser que et micelio lo utilice como
fuente suplementaria de carbono, lo cual es poco probable puesto que el aceite de ricino se
encuentra en gran exceso. O bien que esté siendo degradado por enzimas liberadas al medio
de cultivo. Finalmente, la caida en la concentración de aroma podria asociarse con un
efecto hidrodinámico de los cultivos: la molécula del aroma es no polar y por tanto, es
probable que se concentre en la capa de aceite de ricino que por su menor densidad, tiende
a establecerse en la parte superior de la jarra; dado que la toma de muestra se realiza por la
parte inferior de la jarra, la presencia de zonas muertas en TR y la baja viscosidad de los
caldos con IH3 pudieron hacer que el aceite no alcanzase el punto de toma de muestra,
disminuyendo la concentración medida en el reactor. En esros casos, no se hicieron
mediciones para probar las diferentes positlilidades

5.3.2 Efecto del impulsor sobre la reotogía y morfología del microorganismo en
cultivos de li hanianum

Durante el desarrollo de este trabajo se observaron efectos importantes de la geometría del
impulsor sobre la morfologia y reologia de los caldos de fermentación. Como puede
apreciarse en las Figuras 5.42 y 5.43, hubo marcados cambios de las caracteristicas
morfológicas de cada cuttivo a lo largo del mismo. Inicialmente, se observan hifas delgadas
y muy poco ramificadas debido a la germinación de las esporas. A las 25 h, el micelio se
aprecia nrucho más ramifrcado y el citoplasma se observa uniformemente teñido, l lacia las
48 h ya ha habido esporulación, ocasionada probablemente por deficiencias en [a TOD en
el caldo. En forma similar a la reportada por Flores (1995), hacia las 78 h de cult ivcl.  el
diámetro de las hifas aumenta notablemente, lo cual fue atribuido por la autora a un proceso
de acumulación l ipídica en el interior de la célula. Edades mayores del cult ivo
corresponden a un micel io más delgado, mucho menos ramif icado y con un citoplasnra
visiblemente vacuolizado (190 h). Estas variaciones morfológicas fueron nluy similares
para TR e [MIG. En anrbas f iguras se incluye una imagen f inal (con menos aumento) en la
que se aprecia el crecimiento del microorganismo en forma de red con forrnación de
agregados Q¡rumos) más o menos densos de caracteristicas variadas. Este crecimiento surge
del entrecruzamiento de ias hifhs durante el momento de la germinacion, como re upre.iu
en la primera imagen de la Figura 5.42 Como se comprenderá, este prinrer desarrollo se
l leva a cabo en condiciones hidrodinámicas muy suaves en los matraces Fernbach durante
las72 horas del inóculo. en t lo¡rde se favorece la formación de agregados. por la carencia de
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algún elemento disruptor (impulsor); adicionalmente, este fenómeno es muy sim ilar para
los tres tipos de cultivo.

El desarrollo del microorganismo en el cultivo con lH3 también se inicia con la formación
de agregados pequeños en el matraz del inóculo. Sin embargo, el crecimiento en forma de
pelotilla en el cultivo con IH3 prosigue durante todo el tiempo de la fermentación y es
similar al observado para otro$ cultivos miceliares desarrollados en fermentadores de
columnas de burbujeo (Berovic et al,, 1993). Como ya se ha mencionado, bajo las
condiciones de fermentación, la principal influencia del impulsor helicoidal pareció ser un
mezclado excelente del contenido del reactor. Como puede divisarse en la Figura 5.44,
cada pequeño cúmulo de micelio tiene caracteristicas similares a las de una pluma, con
largas y delgadas hifas laterales de crecimiento radial. Este crecimiento puede ser modelado
por una ecuación cúbica (Shuler and Kargi, lgg}) de la forma :

en donde \/ es una constante que depende de la densidad del hongo y de la velocidad de
crecimiento radial de las hifas, Los datos de crecimiento con IH3 fueron ajusiados por
medio de regresión por mínimos cuadrados, obteniéndose la ecuación :

r  =( <u 8e r)  ,  *  5 0887 :  lo l i l )3
\ 3 )

En donde X está en [g/L] y t en thl. El modelo y tos datos experimentales se presentan en la
Figura 5.38 ¡. Como puede verse, el acuerdo entre el modelo teórico y el resultado
experimental es satisfactorio. Sin embargo, aunque en las fermentaciones con TR el hongo
no tuvo morfología de pelotilla, el crecimiento en esta jarra durante las primeras 50 h de
cultivo también se ajusta a la ecuación cúbica anterior, con Xo = 0.45 y qr:3.23.10'2. Esto
sólo es un indicativo de que múltiples morfblogías de crecimiento pueden asociarse con una
misma ecuación cinética.

En cuanto a las caracteristicas reológicas del cultivo, en las Figuras 5.45 y 5.4ó se aprecia
que los caldos de fermentación desarrollados con IMIG y TR presentaron maicadas
caracteristicas no-Newtonianas pseudoplásticas. En dichas figuras se presentan los
resultados brutos obtenidos directamente del reómetro con la intención de evitar
alteraciones de comportamiento originadas en cualquier limitación o imprecisión en la
calibración del dispositivo de medición reométrica, Se aprecia una estabiliración de la
relación torque/velocidad de agitación (equivalente a viscosidad) a altas velocidades de
agitación (N>l r.p.s.) debido muy probablemente a que a estas velocidades el dispositivo
excede el intervalo de flujo laminar. La viscosidad de los caldos obtenidos con el impulsor
lH3, medida con el dispositivo vane, estuvo por debajo del limite de detección del
instrumento (en ese momento no estaba disponible aún el dispositivo helicoidal IH2). En la
Figurn 3,41 se presenta una medición desarrollada con el dispositivo t,ane en un caldo con
fH3 a las ?2 horas de cult ivo (aproximadamente 5 glL),Aparentemente, el caldo mostró
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una tendencia dilatante, caracterizada por un incremento en la viscosidad aparente con un
aumento en i*,,Aunque este comportamiento ha sido observado en suspensiones de
esferas de PVC (Hoffman, 1972) y de poliestireno (Gadala-Maria and Acrivos, 1980), el
autor considera que el caldo también debería mostrar caracteristicas pseudoplásticas aunque
mucho menos marcadas que con los otros tipos de cultivos y que el comportamiento
observado es derivado de la insuficiente sensibilidad del instrumento de medición, así como
de la baja viscosidad del caldo. Un fenómeno similar se aprecia en el caldo de cultivo de
TR a las24 h (Figura 5.46) en las regiones de altos Í,,, probablemente debido a que el
instrumento se encuentra fuera del intervalo de flujo laminar en que son válidas las
mediciones reológicas, Para con'oborar este f'enómeno. se necesitan más mediciones con un
instrumento más sensible.

La baja viscosidad de los caldos con lH3 comparada a la obtenida en los desarrollados con
IMIG o TR se debe muy probablemente a las diferencias morfológicas entre los tipos de
cultivo, ya que la concentración de biomasa fue mayor en cultivos con IH3. En este último
caso, el micelio creció en fbrma de pelotillas, probablemente asociado a condiciones
hidrodinámicas mucho más suaves a las creadas con los otros impulsores, aunque la
potencia por unidad de volumen fuese sinlilar (Figura 5.4S), Este resultado no es nuevo,
pues para un mismo microorganismo, se ha reportado que la morfologia de pelotilla es
mucho menos viscosa que la fbrma filamentosa (Kim et al., 1983). La baja viicosidad de
los caldos, junto con la mejor dispersión de oxígeno, pueden explicar lai mayores TOD
obtenidas en los cultivos con IH3, Dado que en este trabajo no se hic¡eron determinaciones
morfológicas cuantitativas, no es posible intentar una correlación entre aspectos
morfológicos y reológicos, más allá de los comentarios realizados.

Utilizando los resultados de la calibración descrita en la sección 5.1, se calcularon los datos
de la ley de la potencia a partir de los datos de las Figuras 5.45 y 5.46. Como primer paso
fue necesario determinar el valor de n, combinando las ecunciones 2.9, 2.13 y 2.14 se
obt iene:

.?!! ,, = K(K, N)' '
K Nd l  

\  J Ec. (5.6)

o equivalentemente,

Ec. (5.7)

Consecuentemente, a partir de la pendiente de cada reograma (M/N r,,s N) en coordenadas
logaritimicas (Figuras 5"45 y 5.46), es posible obtener el valor de n mediante la ecuaciórr
5.7. En tales reogramas solamente se consideró la parte rle la gráfica que ajustara los datos a
una línea recta y se trazó una línea para identificar el correspondiente intervalo. Una vez
determinado n, se calculó el valor de Ks con la ecunción 5.5 y se determinó el valor de K
para el :modelo de la ley de la potencia a partir de la ecuación 5.7. Los resultados se
presentan en las Figurns 5.49 y 5.50 como función del tiempo y de la biomasa,
r€spectivamente. El índice de consistencia K varió considerablemente a io largo det cultivo
siguiendo un devenir simitar tanto para IMIG como para TR (Figura 5.49). Inl"cialmente, el

1 3 5
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Figura 5.48 Evolución de la pofencia entregada al cultivo por los diferentes tipos de impulsor.

valor de K se incrementó, probablemente debido a un incremento en la concentración
celular; posteriormente, K alcanza un máximo, para después descender sensiblemente
hacia el final de la fermentación. El momento al cual se alcanza el punto máximo y la
magnitud del mismo dependen del tipo de impulsor. Es interesante observar que durante las
primeras 100 h de cultivo el caldo con IMIG es mucho más viscoso que para TR, mientras
que lo contrario sucede en las etapas posteriores del cultivo. Es posible que la caida en el
valor de K sea debida a cambios morfológicos, por cuanto en las etapas finales de la
fermentación la diferenciación celular ha originado hifas más delgadas y mucho menos
ramificadas que en las etapas tempranas Jel cultivo, .unqu" lu disminución de la
concentración de biomasa podría estar jugando un papel importante en este efecto. En todo
caso, la caida sensible en la viscosidad del caldo con IMIG podría ayudar a explicar el
incremento en la TOD de las etapas finales del cultivo, por un aumento en el coeflrciente de
transferencia de oxígeno como resultado de la disminución de la viscosidad del caldo.

Los vaiores de n disminuyen desde 1.0, al comienzo de la fermentación, hasta valores que
oscilan entre 0,1 y 0.2 en las primeras 60 horas de fermentación y se mantienen "n ese
intervalo a lo largo de todo el cultivo. Otros cultivos también mantienen el valor de n
constante durante el transcurso del cultivo (Kim et al., 1983 ; Gavrilescu e/ al., lgg1). para
IMIG hay un leve incremento de n a partir de las 96 horas, probablemente asociado con
cambios morfológicos del micelio. Los valores de n son lo suficientemente bajos como para
hacer que el valor de Ks del impulsor lHz sea influenciado fuertemente por las
características pseudoplásticas del caldo. Aunque en otros trabajos han reportado valores
de n en un intervalo similar (n<0,2) (Reuss et al., lg82; Kemblowski and Kristiansen,
1986 ; Gavrilescu el al., 1992 ; Flores, 1995), en muy pocos tiabajos se ha tenido en cuenta
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el cambio de Ks con el índice de flujo a efectos de medir las propiedades reológicas de los
cultivos. Por lo tanto, una de las consecuencias más importantes de este trabajo podria ser
que algunas de las mediciones del índice de consistencia (K) realizadas con impulsores de
cualquier tipo (en caldos muy pseudoplásticos) podrían estar equivocadas y serían
realmente mayores que las reportadas.

La representación de tos datos como función de la biomasa para turbinas Rushton (Figura
5.50), permitió establecer una correlación de tipo exponencial entre K y X de la fbrma
K = Ko Xe, muy similar a la encontrada por otros autores (Reuss et al., 1982; Kim et al.,
1983; Allen and Robinson, 1990). Para IMIG no fue posible desarrollar tal forma de
correlación, debido a gue los valores obtenidos después de las 96 h siguen una tendencia
muy diferente que los valores previos. Los valores de K previos a las 96 h de cultivo siguen
prácticamente la misma tendencia que los de TR. Sin embargo, en las horas siguientes, el
caldo se vuelve mucho menos viscoso y K tiene unfl tendencia muy diferente a la de las
prirneras horas de cultivo, aunque nuevamente se incrementa con la concentración eelutu
en forma aparentemente exponencial. Esto demuestra que, además de la concentración de
biomasa, la morfologíajuega un papel importante en el comportamienro reológico de los
caldos de cultivo miceliares. Aunque se aprecian algunas diferencias en el grado de
ramificación del micelio entre las 98 y 122 h en los cultivos con tMtG (Figun 5.43), se
necesitan estudios morfológicos detallados para obtener una mejor comprensién de los
fenómenos involucrados en la reología de estos caldos.

Por otro lado, n decrece rápidamente con la biomasa y adquiere un valor más o menos
constante (Figurn 5.50), La línea no fue ajustada por ningún procedimienro de cálcuto y
simplemente es una intención del comportamiento. Diferentes reporte$ señalan un
comportamiento similar de n con la biomasa (Reuss et sl., 1982; Allen and Robinson,
1990; Pedersen el al., 1993), Sin embargo, ninguna ecuacién ha sido derivada a partir de
los resultados en dichos trabajos y, por tanto, no es fiflcil hacer conrparaciones. Lo único
claro es que la concentración de biomasa necesaria para alcanzar un valor estable de n es
relativamente pequeña (del orden de 2 a 5 glL).

Finalmente, se intenta una comparacién de los datos reológicos hallados en este trabajo y
los encontrados en reportes precedentes. En la Tnbla 5.20 se presentan los resultadoi
obtenidos por Flores ( 1995) para caldos de cultivo de I: harzianunr en las mismas
condiciones que las de este trabajo. Debe notarse que con TR nunca se alcanzó una biomasa
de 8 glL durante el cultivo, pot lo que se utilizó la correlación desarrollada para calcular la
K en tales condiciones. Como puede apreciarse, no hay un acuerdo satisfactorio cuando se
hace comparación por concentración biomasa o por tiempo de cultivo. En términos del
tiempo de cultivo, el caldo de Flores fue mucho más viscoso y menos pseudoplástico,
mientras que por biornasa, los caldos obtenidos durante este trabajo serian casi 3 veces más
viscosos que los obtenidos por Flores a la concentración de biomasa señalada. Como
explicación de este fenómeno, se propone que, debido a la inhomogeneidad del reactor, la
toma de muestras pudo ocasionar variaciones importantes entre la biomasa y reologia del
caldo reportado por Flores y las medidas en este trabajo. Como no hay manera de lograr
una homogeneización total con TR sin afectar las propiedades reológicas a medir, el
problema resultó prácticamente insoluble, sirviendo para realzar las dificultades de cultivo

t 3 9
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con este nticroorganismo y la importancia de utilizarlo como modelo para mejorar aspectos
de mezclado y transferencia de oxigeno en tbrrnentaciones miceliarei. n¿¡.iónalmente, es
muy probable que el dispositivo vone sea mucho más influenciado que el disposiiivo
helicoidal por acción del índice de flujo del caldo, por lo que el valor real de K sería mucho
mayor al reportado por Flores ( l99l) y por tanto, se asemejaria al valor encontrado en el
presente trabajo.

Table 5.20 Comparación reológica de caldos de cultivo de 'f. harziarrum con TR a las 168
h de cultivo.

5.3.3 Conclusiones

La morfología de ?i harzianum, así como su crecimiento y producción de aromas en cultivo
sumergido resultaron diferentes en cada tipo de fermentación. El impulsor helicoidal IH3,
equipado con un dispersor de gas particularmente eficiente, dio el máximo rendimiento eá
biomasa, el cual es cerca del doble de la cantidad de biomasa obtenida con turbinas
Rushton. Muy probablemente este hecho se deba a un efecto combinado de mejor
homogeneización del impulsor IH3 y una mejor transferencia de oxígeno y mayores TOD
debidos al difusor sinterizado utilizado en este tipo de fermentación. El aioma mostré ser
un metabolito secundario, En el fermentador equipado con el IH3, la concentración det
aroma fue la más baja entre los 3 tipos de impulsores probados, probablemente debido a un
fuerte efecto de la TOD sobre la síntesis del aroma. Otras posibles razones causantes de
esta diferencia en concentración de aroma incluyen efectoi tr¡¿ro¿inámicos que pueden
causar limitaciones para una toma adecuada de muestras representativas, así como
variaciones morfológicas en virtud de las suaves condiciones hidrodinámicas (crecimiento
en forma de pelotillas). De otro lado, las TR probaron ser et mejor tipo de impulsor para la
producción de y-decalactona, obteniéndose una concentración máxima de este aroma de
197 mglL, Los impulsores IMIG dieron concentraciones de aroma y biomasa promedios
entre los dos extremos mencionadoó. En los dos últimos casos el milelio creció en forma
más ftlamentosa, con presencia de gntmos más o menos densos. De esta manera,
aparentemente un cambio del tipo de impulsor se convierte en una forma de mejorur .i
comportamiento de fermentaciones para la producción de aromas. Sin embargo se requieren
más estudios para comprobar ésta hipótesis.

Las diferencias obtenidas en morfología y concentración de biomasa resultaron en
marcadas diferencias del componamiento reológico de los cultivos, Mientras los cultivos
con el impulsor helicoidal probaron ser de baja viscosidad, los cultivos con TR e IMIG
mostraron características no-Newtonianas pseuioplásticas, que fueron ajustadas al modelo
de la ley de la potencia. Et indice de flujo en estos 2 tipos de fermentaciones llegó a valores

Autor
Criterio de comparacién

Biomnsa : 8 e/L Tiempo : 168 h
K n K n

Flores ( I 995) 3 l 0.24 3 l 024
Este trabaio 8 .9 0. r5 2 , 1 0 . t 2

t40
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trn brjos cortio 0.1, mientras que el indice de corrsistencia mostró una dependencia tanto de
It biomasa como del tipo de impulsor y de la edad de cultivo del micelio.

Una evaluación completa del efecto de la hidrodinámica del reactor en la producción de
aromts en cultivos sumergidos requiere un estudio paralelo del efecto de la TOD sobre la
misma. Esta evaluación se está desarrollando actualmente como parte de otro trabajo de
maestria en el laboratorio.

t4 l



6. CONCLUSIONES GENERALES

En este trabajo se estudió la influencia del mezclado sobre el comportamiento de caldos de
fermentación altamente viscosos utilizando como modelo de investigación cultivos de'I'richoderma 

harzianum para la producción de aromas, Para tal efecto se escogieron como
variables de análisis, las cinéticas de producción de aroma y biomasa, así como la evolución de
la morfología del microorganismo y el comportamiento reológico de los caldos desarrollados
con tres diferentes geometrías de impulsor. Como parámetro de comparación se mantuvo, en
todas las fermentaciones, el mismo valor de potencia volumétrica inicial (alrededor de 0.0ó
W/L). Se encontraron resultados muy interesantes, los cuales son útiles para entender la
cornplejidad del mezclado de caldos no-Newtonianos altamente viscosos con impulsores que
generan altos gradientes de deformación, así como con impulsores de proximidad. Los
resultados también se emplearon para realizar mejoras en el diseño del reactor y aventurar
sugerencias sobre algunos temas dq investigación. Las conclusiones del estudio se delinean a
continuación:

La técnica de determinación del comportamiento reológico mostró ser un campo vasto de
investigación por si sola. Un análisis de la literatura permitió concluir que no existe un
dispositivo reométrico adecuado para hacer medicion"r áe caldos de fermentación miceliares
debido a sus características heterogéneas, por lo que se decidió utilizar un viscosimetro de
impulsor. Se seleccionó el impulsor helicoidal por sus ventajas sobre otras geometrías, Se
diseñó y construyó un dispositivo de doble listón helicoidal para desarrollar mediciones
reológicas y se montó la metodología para evaluación de la viscosidad de caldos miceliares.
Este dispositivo (IH2) combinó las ventajas de bajo volumen de muestra (100 mL vs 600 mL
del dispositivo vane), con la eliminación de los problemas de sedimentación y separación de
fases de los dispositivos tradicionales. La calibración del impulsor IH2 permitió determinar una
influencia marcada del índice de flujo sobre el valor de la función Ks para valores de n
inferiores a 0,25. Es común encontrar reportes que presentan datos reológicos de caldos de
fernrentación con n < 0,25, en los que se ha tomado Ks como un valor constante. En tales
casos, los datos de K calculados probablemente estén sujetos a considerables errores. El
proceso de calibración reológica con 14 fluidos de diferentes propiedades reológicas (4
Newtonianos y l0 no-Newtonianos pseudoplásticos) permitió concluir que con el dispositivo
IH2 se pueden obtener determinaciones precisas de consumo de potencia y viscosidades de
proceso.

Se logró desarrollar exitosamente un sistema de medición en línea de potencia en
fb¡'mentadores. La inclusión de un milivoltimetro para la toma de datos incrementO ¡¡ veces la
precisión en las medidas, permitiendo detectar torques hasta un máximo de 2.82 N.m, con una
resolución de 0.0226 N.fit, correspondiente a incrementos de 0.00237 Watt en la potencia
entregada al fluido. Con este sistema se determinó la potencia inicial entregada por 3 TR o 3
IMIG en agua en condiciones gaseadas. En ambos casos, la potencia entregada fue mayor que
el triple de la potencia entregada por un solo impulsor, indicativo de que la aireación tuvo
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menor inf'luencia sobre el segundo y tercer impulsores que sobre el impulsor del fondo. Por una
descalibración en un equipo previamente existente (dinamómetro), la potencia inicial real
entregada durante fermentaciones con TR correspondió a 0.0894 Watt/L, valor 60% mayor que
el entregado en el caso de IMIG, Ambos valores tLeron, sin embargo, extremadamenie bajos
comparados con las potencias por unidad de volumen entregada a nivel industrial.

En cuanto a los resultados de las fermentaciones, se encontró una marcada influencia del tipo
de impulsor en Ia morfologia y las cinéticas de crecimiento y producción de aromas en cultivo
sumergido por T'. harzianum. Con los tres tipos de impulsores el aroma obtenido fue y-
decalactona. Este aroma estuvo asociado con el uso de aceite cle ricino como fuente de
carbono, y su producción mostró un comportamiento típico de un metabolito secundario. Se
obtuv¡eron algunas trazas de 6-pentil-o-pirona, probablemente producidas durante el inóculo
desarrollado en un medio con glucosa como fuente de carbono.

El impulsor helicoidal (IH3), generó el mayor rendimiento en biomasa, seguido por los IMIG y,
finalmente, las TR. Por su parte, la concentración del aroma en los cultivos siguió un orden
exactamente inverso. Estos efbctos probablemente estén asociados con la mayor tensión de
oxigeno disuelto en el medio de cultivo de los caldos con el IH3, ocasionada a su vez por una
rnejor transferencia de oxígeno gracias al difusor sinterizado de este fbrmentador. Se requiere
más trabajo experimental para corroborar esta afirmación.

Los cambios morfológicos observados en el transcurso de las fermentaciones para TR e IMIG
fueron muy sintilares, con un crecimiento en fiorma filamentosa y con la presencia de grumos
más o menos densos, Por su parte, los caldos con el impulsor helicoidal lH3 desarrollaron una
morfología de pelotilla, debido a las condiciones hidrodinámicas mucho más suaves existentes
en el cultivo.

Los caldos de fermentación con IMIG y TR rnostraron caracteristicas no-Newtonianas
altamente viscosas, que fueron ajustadas satisfbctorianlente al modelo de la ley de la potencia,
Contrariamente, los caldos desarrollados con el impulsor IH3 probaron ser de baja viscosidad.
Los valores de K y n clependieron de la geometria de inrpulsor utilizada, En general, el indice de
consistencia (K), se incrementó en fornla exponencial con un aumento en la concentración de
biomasa. Sin embargo, este parámetro no siguió exactamente el curso de la cinética,
apreciándose una reducción en su valor a partir de cierta edad del cultivo dependiente del tipo
de irnpulsor. Tal reducción pudo estar asociada con caracteristicas morficlógicas o fisiológicas
del microorganismo no determinadas en este trabajo.

El índice de consistencia (n), decreció rápidamente con la biornasa hasta adquirir un valor más
o menos constante alrededor de 0. 1- 0,2. La concentración de bionrasa necesaria para alcanzar
un vafor estable de n lhe relativamente pcqueña (clel orden dez a 5 EL).

tr inclusién del difusor sinterizado, pese a que sirvió para rnejorar la transfbrencia de oxígeno
en el fermentador helicoidal, no fire rnuy aftlrtunada porque no permitié obtener conclusiones
lbsolutes *obre *t efeelo cle este tipo de irnpulsor en las fermentaciones. Por lo tanto, se
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necesitan estudios adicionales en los que se utilice el mismo tipo de difusor y/o se mantenga la
tensión de oxigeno disuelto constante, a fin de desarrollar una evaluación completa del efecto
de la hidrodinámica en el reaotor sobre la producción de aromas en cultivos sumergidos y sacar
conclusiones concretas sobre la influencia real del tipo de impulsor sobre el comportamiento
global de las fermentaciones con ?" harzianum,

Finalmente, con los datos obtenidos se puede señalar que el uso de diferentes tipos de impulsor
resultó en una estrategia efectiva para el control de procesos con caldos miceliares altamente
viscosos, ya que se lograron cambios considerables en la concentración de biomasa, morfologia
y viscosid-ad de los cultivos con solo cambiar el tipo de impulsor, aún a la mismu pot.n.iu
entregada al cultivo, Curiosamente, en el sistema IH3, con el que se logró un mejor mezclado y
mejor transferencia de oxígeno, se obtuvo el rnenor rendimiento de aromas, probablemente
asociado con un cambio en la morfología del microorganismo y con mayores TOD. Esto
plantea la conclusión de que no siempre un mejor mezclado o transtbrencia de oxigeno implica
un mejor desarrollo del proceso. Por tanto, la evaluación experimental del efecto del mezclado
siempre es necesaria para poder escalar o desarrollar mejoras en un proceso de fermentación.

l-k
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7. RECOIUE;YDAC|O:\ES

7,1 MODTFICACIONES POSTERIORES AL SISTEMA
REOIÓGICA,

DE MEDICTÓX

Se encontró que el dispositivo lH2 no es suficienremenre sensible para caldos de baja
viscosidad. Por lo fanto se sugiere cambiar las relaciones geomérritas del dispositivb para
incrementar su sensibilidad. Por ejenrpto, se puede disnrinuir el paso del lisrón helieoidal {s) y
aumentar la altura (h) o el diámetro (d) def dispositívo, aunque esras útrimas modificacionei 

'

aumentarían necesariamente el volunten de la muestra necesario para hacer la determinaeién
reológica,

Seria muy útil construir un dispositivo que permitiese la adaptación en tinea del reórnetro sl
fermentador. Los problemas a superar son el mantenimiento de la esrerilidad y la posibilidad
de esterilización del dispositivo lH2. Estos probtemas pueden ser sotucionados con un sistema
de derivación del caldo hacia un pequeño recipiente anexo, en clonde se ubicaria el dispositivo
lH2, de modo que todo el sistema sea esterilizado inicialmente. El recipiente se llenaria por
gravedad, y se vaciaria por inyección de aire a presión previamente filtrádo. Para manrener la
esterilidad, el IH2 contaria con un dispositivo de sello mecánico forzado por un resorte, et cual
sería liberado en el momento de realizar la medición, y el roce se eliminaría elevando el lH2
mediante un sistema neumático semejante al descrito por Reséndiz et al. ( l99l ), que
funcionase con aire estéril; posteriormente se montaría el cabezal de medición y se realizaiia
la determinación reológica. Dos conexiones para vapor podrian asegurar una esterilización
después de cada medición, Tal dispositivo no sería extremádamente costoso y podria eliminar
los problemas de toma de ntuestra para determinación de propiedades re"olbgicas, aún en
cultivos de t L.

Se recomienda seguir trabajando para completar el protocolo de comunicación entre et
reómetro y el cornputador para poder desarrollar estudios de reologia dinámica oscilatoria.

Se sugiere utilizar el impulsor helicoidal lH2 para determinar la sensibilidad del micelio al
esfuerzo de corte. En un experimento preliminar tipo (no reportado aquí) se filtró micelio de
cierta edad de cultivo y se sonretió a agitación con el iffZ a diferentes velocidades de
agitación durante períodos de 30 minutos, en los que se tomó muestras de 2 mL cada 5
minutos, cada muestra se centrifugó en tubos de Eppendorf a 14000 rpm y en el sobrenadante
se cuantificó la liberación de ácidos nucleicos y proteinas por medio espectrofbtometría. Se
encontró una relación lineal de la absorbancia con el tiempo, y con el aumento de la velocidad
de agitación. Ensayos similares realizados en el torquimero podrian servir para enco¡trar
bases de comparación entre diferentes tipos cle impulsores a diferentes potenciai entregadas al
l{d.!: 

'l 'al 
comparación podria, por ejemplo, evaluarse en términós de la función de disipación

Pftd't" propuesta por Jüsten et ul, (1995), la cual ha tenido en relativo éxito en diferentes
reporles de la literatura.



Recomendacioncs

?.2 MODIFICACTÓX DEL DISEÑO Y OPERACIÓN DEL BIOREACTOR.

El cambio realizado en el difusor con el objetivo de tratar de eliminar las limitaciones de
transferencia de oxígeno en el fermentador equipado con el IH3 no permitió una comparación
rigurosa de los tres tipos de impulsores. Para subsanar esta deficiencia, se recomienda instalar
el mismo difusor en los tres tipos de fermentaciones (difusor de orificio) y realizar con el
nuevo difusor fermentaciones con el impulsor IH3 para comparar los resultados con los
obtenidos en el presente trabajo. Para eliminar el problema de transferencia de oxigeno. se
deberia montar un sistema de control que mantuviese constante la TOD en todo momento y en
todas las fermentaciones. Este montaje podría permitir estudios adicionales sobre el efecto de
diferentes niveles de TOD en los cultivos. Durante el desarrollo de este trabajo se realizó t¡n
primer intento (sin éxito), de montar tal sistema de adquisición y análisis de datos por
computador que permitiese mantener un control y vigilancia permanentes de los procesos
fermentativos en el dispositivo fermentador-torquimetro, pero se detectaron problemas con la
comunicación entre el torquímetro y la computadora. Por tal motivo se recomienda instalar
una tarjeta de adquisición de datos extenra. El sistema de control deberia ser capaz de adquirir
datos y controlar los siguientes parámetros : TOD, pH, T, presión dentro del fermentador, flujo
de gases hacia el sistema, composicién de los gases de entrada y salida del fermentador,
velocidad de agitación y potencia suministrada, Esto permitiría obtener mayor cantidad de
información y permitiria eliminar cualquier posible error humano, además de agilizar el
tratamiento de datos y el análisis de los resultados.

Con el objetivo de mejorar la precisión relativa de las mediciones de potencia entregada a los
caldos de tbrmentación, deberia trabajarse sobre el diseño de la tapa del fermentador, creando
un sistema que permita disnrinuir el roce existente en los rodamientos y el sello mecánico de la
tapa.

Se recomienda realizar una limpieza exhaustiva de los frltros de acero sinterizado ubicados en
el difusor del fermentador helicoidal antes de cada fermentación, puesto que se observó que
con el tiempo se va taponando, lo que origina que el tamaño de burbuja sea cada vez más
pequeño. Dado que la fuente de carbono, el aceite de ricino, tiene una densidad menor que el
agua, y atrapa una gran cantidad de aire, el mezclado de esta capa aceitosa se hace más y más
dificil, impidiendo el contacto de las células con el sustrato lo que origina una esporulación
temprana del caldo.

Con el objetivo de acercarse más a condiciones de tipo industrial, se podria pensar en trabajar
con impulsores de diámetros mayores lo que, adicionalmente, haría que la medición de la
potencia entregada al caldo, con el torquímetro, fuese mucho más precisa

Finalmente, para desarrollos futuros, se sugiere inicialnlente trabajar con un medio de cultivo
honrogéneo antes de intentar estudios de 4 fases co¡llo sucedió en el presente trabajo, lo que
haee mucho más dificil la intcrpretación de los resultados.
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7.3 MODETOS BIOLOGICOS Y TECNICAS DE ANALISIS.

Se podría trabajar con ¡nodelos biológicos diferentes para evaluar el efecto de difbrentes tipos
de impulsor en cultivo sumergido. Por ejemplo podria utilizarse otro tipo de hongos o
bacterias productoras de biopolimeros (Xcnrtomona.s, Azoktbacter vinelandii, etc),

Adicionalmente, se espera que los resultados de estudios de análisis de imágenes estén a punto
en un tiempo cotto para poder obtener intbrmación más concreta y cuantificable sobre efectos
morfológicos en la reologia de este tipo de caldos. Estos estudios, podrian también evaluarse
en términos de la 'función de disipación mencionada en el párrafo final de la sección 7,1 lo
que, junto con los resultados de liberación de nucleótidos y proteínas, podría aportar una
nueva metodologia para la comparación de impulsores en términos de sus efectos sobre
microorganismos vivos.
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