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Resumen 

Resumen 

Muchos procesos de las industrias química. de alimentos y farmacéutica requieren de la dispersión Y 
del mezclado eficiente de varias f'ases para satisfacer la demanda del microorganismo por el oxígeno 
y sustratos. con el fin de que éste desarrolle adecuadamente sus actividades metabólicas y tener con 
ello un proceso con alta productividad. El aroma frutal y - decalactona (característico a durazno) es 
producido por Trichoderma har::ia1111m en una fermentación aerobia donde se utiliza aceite de ricino 
como fuente de carbono. Este microorganismo es un hongo filamentoso que conforme va creciendo. 
provoca que el cultivo se vuelva más viscoso y. en consecuencia. se hace más dificil el proceso de 
homogenización de las fases involucradas: dos líquidas inmiscibles. una gaseosa y una sólida 
(biomasa). razón por la cual este proceso se utiliza como modelo de estudio para analizar los 
problemas de mezclado que ocurren en los biorreactores que involucran varias fases. 

En este trabajo. la dispersión de las fases orgánica y gaseosa en medio acuoso se cuantificó por 
análisis de imágenes/microscopia en un tanque agitado mecánicamente. Asimismo. se caracterizó la 
dispersión del aceite de ricino y de la biomasa en función de la potencia volumétrica en sistemas 
modelo de dos. tres y cuatro fases. utilizando dos configuraciones de impulsores (turbinas Rushton e 
impulsores lnterMIG) y simulando dos condiciones del proceso: al inicio. con alta concentración de 
aceite (15 %)/baja concentración de biomasa (1.4 g/L), y al final. con baja concentración de aceite (2 
%)/alta concentración de biomasa (10.6 g/L). Las turbinas Rushton fueron más eficientes en la 
dispersión de aceite en ambas concentraciones de este componente. En el sistema con alta 
concentración de aceite (15 %). la presencia de aire y biomasa causa un ef'ecto negativo en la 
dispersión de aceite y se observa el fenómeno de segregación, mientras que en el sistema con baja 
concentración de aceite. la presencia de biomasa favorece la dispersión del aceite, actuando como 
acarreador. Por el contrario, en el caso de los impulsores lnterMIG, para ambas concentraciones de 
aceite, la presencia de aire no tuvo ningún efecto. La biomasa en el caso de 2 % de aceite funcionó 
como acarreador, mientras que en el sistema de 15 %. constituyó una barrera más para la 
homogeneidad del sistema. 

AJ cuantificar la dispersión del aceite y de la fase gaseosa a nivel microscópico se observó que hay 
burbujas dentro de las gotas de aceite. hasta en un 40 %. La presencia de biomasa disminuye el 
tamaño de gotas y burbujas y aumenta hasta tres veces el número de burbujas de aire dentro de las 
gotas de aceite. Conf'orme aumenta la concentración de micelio en el sistema. el tamaño de las gotas. 
así como el de las burbujas disminuye y la proporción de burbujas dentro de las gotas se incrementa. 
En los sistemas donde el glicerol o la carboximetilcelulosa (CMC) se utilizaron como agentes 
espesantes, también se observó una disminución significativa en el diámetro de las gotas de aceite y 
de las burbujas de aire además de que el número de burbujas atrapadas en el aceite fue hasta 4 veces 
mayor. En el sistema con CMC. el diámetro Sauter (d32) tanto de las burbujas libres. como de las 
burbujas dentro de las gotas disminuyó entre 1.5 y 2.8 veces con respecto al sistema acuoso, 
respectivamente. 

Dependiendo de la concentración de aceite y de biomasa. los resultados del análisis macroscópico 
señalan la existencia de una emulsión aire-aceite y la segregación de las fases. Los resultados del 
análisis microscópico indicaron la presencia de burbujas dentro de las gotas de aceite y fue posible 
visualizar claramente las interacciones de las fases liquida. gaseosa y biomasa dentro del tanque de 
mezclado y establecer que éstas interacciones son altamente complejas. 



Abstrae/ 

Abstract 

Many processes in the chemical. f"ood and pharmaceutical industries require an efficient dispersion 
and mixing of'various phases to satisf'y the microorganism demand f'or oxygen and substrates, so that 
it can adequately develop its metabolic activities and achieve a high productivity in the process. y
decalactone (peach-like aroma) is produced by Trichoderma har:ianum in an aerobic f"ermentation 
process where castor oil is used as the carbon source. This microorganism is a filamentous fungus 
that develops highly viscous broths making difficult the homogenization of'the involved phases. In 
this quite complex process, f'our phases are usually involved: two immiscible liquid phases, one 
gaseous and one salid (biomass). This process has been chosen as a model to study and analyze the 
mixing problems that would affect bioreactors when various phases are involved. 

Successful dispersion of' the phases in a f'ermentation process is quite important and theref'ore it is 
relevant to analyze the role of'all the factors associated with the growth of'the microorganism and the 
different aspects of"dispersion. Dispersion of'the organic and gaseous phases in an aqueous medium 
was quantified by image analysis in a mechanically agitated tank. Castor oil and biomass dispersion 
was characterized as a function of' the volumetric power drawn in model systems of' two. three and 
f'our phases. Two impeller configurations were used (Rushton turbines and lnterMlG impellers). 
Two stages of' the f'ermentation process were simulated: the beginning (15 % oil and 1.4 g/L of' 
mycelium) and the end (2 % oil and 10.6 g/L of' mycelium). It was found that: a) Rushton turbines 
were more efficient than InterMIG impellers; b) the presence of' air and biomass in the high oil 
concentration system (15 %) hada negative effect on oil dispersion and segregation was observed; e) 
the presence of'biomass in the low oil concentration system (2 %) f'avored oil dispersion as biomass 
acted as carrier; d) air had no effect on dispersion when InterMIG impellers were used in both oil 
concentration systems. 

The microscopic quantification of' oil and gaseous phase dispersion revealed that: a) bubbles were 
trapped within oil drops: up ·to. 40 %; b) biomass presence reduced drops and bubbles size and 
increased up to threef'old the· númber of' bubbles trapped in oíl drops; e) as mycelium concentration 
increased. oil drops and bubbles size decreased but the rate of" bubbles in oil drops increased too: d) 
in systems where glycerof · or ·. carboxymethylcellulose were u sed, there was al so a significant 
reduction in the drops and bubbles size and the proportion of'bubbles trapped in oil drops was up to 
f'our times higher. as compared to aqueous systems. 

The macroscopic analysis showed the presence of' an air-oil emulsion and phases segregation. 
depending on the oíl and biomass concentration. The microscopic analysis showed that bubbles 
were trapped in oil drops. Both results are very useful to visualize more clearly the interactions of' 
the liquid. gaseous and solid phases in the mixing tank. which are highly complex and worthwhile to 
be observed and studied further. 
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Introducción 

l. Introducción 

Muchos procesos de las industrias química, de alimentos- y farmacéutica requieren de la dispersión 

de una fase inmiscible en una fase acuosa, la cual determina et"á~ea interf'acial para la transferencia 

de masa y la productividad del proceso. Entre los líquidos· inmiscibles que más se utilizan en 

diversos bioprocesos. como sustrato o como fase inm_iscil:>le'..par~_;:extraer, concentrar o eliminar 

efectos tóxicos. están los aceites. Tal es el caso de la p~c:iclucC:ión d.e antibióticos y otros metabolitos 

' . ,- . ·<<· ,-~:~;;.·:~·>'.:~~~:~·:\;··:·:~~:::· '5-<·- . - .· - - : 

La dispersió~ deiill~-~a~~i~~iscible en una fase acu"osa y la dispers.iÓn ga~ - líquido son operaciones 
·. ' '' __ , ... · .. _,_;,\: . . . -·. ' . - ',. - ,. -- . ·- - .. 

muy import~lltés -~11-di~ers~; pl"oC:~sos quh..:.iC:os y erí las fér~entaC:i~nes aerobiai;. _dé:>r~de es necesario 

dispersar. efici~lltenien~e et aire :. aL cultivo_; p~ra •••satisfacer _ la de~anda de · oxígenci y ___ que el 

microol"gani~~ci d~~c:>iie' ~décG!lcii'l~ellte si'.i~'acúvi~ades T.;etilb'óHca~'('I"atterson •. 1991 ). En el caso 

de las fermelliadollé~ aér~bia'.sºd:n:i IÍqi.iicl~s in'r;.;i~cÍbíés. se pre~ellt~ll- a~bo~ tipos de dispersión y la 
-•-.•-• -•-·r·-- ;:-----·-'· •••'~-·---- ---•·-~- • •7' '••••-·--~·· ••--- , .. ,..., ___ ., ~·--. 

mezcla de do~•ía'.sé•s'1iCIJ;~~-Y:~~!l-g'!l~eb~: ;cd ~Íoii-Í¡s~ÚÍ"a~~'.sÓlida) por su parte complica la 
_;_.~·,. '.'.:.'·(--·~,'. ;Fr';<< ~~::f;·-- . .': .. (:. -· ;_.: -'~~-;::º,,- "":'-

disponibilidad_ d_e ! o,¿fgellc:)> y cllutrielltés·:·, < Elt proce5o'~ de : producción de aromas frutales por 
;~._,_-- :.-:::-.-:,k ·,--::.e'-. :: : .; - '.-.. '_;.-~ i ,_' " - .. _,;.,:¡. '•.: "·' ~' ,_-_ .. 

Trichoderma_ há~z_1C1,~j¿m_ (seIT_ano~Carr~ón et ~1.:: l 9S)7fés ·'iíila fermérítación aerobia donde se utiliza 

aceite de ri_ciilo con1ci fuente de carbono y el microorganismo es un hongo filamentoso que conforme 

va creciendo;: vuelve más viscoso el cultivo y, en consecuencia, se hace más dificil el proceso de 

homogenización de las fases involucradas. Esto implica un proceso de cuatro fases. 

hidrodinámicamente complejo, heterogéneo y altamente viscoso (Serrano-Carreón et al.. 1997) que 

fue utilizado como modelo de estudio para una mejor comprensión y evaluación de los problemas de 

mezclado que afectan a los biorreactores que involucran varias fases.,--
\ 
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/11trod11cció11 

La eficiencia de la dispersión de la fase inmiscible (aceite). de la biomasa y de la fase gaseosa se 

evaluó en este sistema modelo en función del suministro de potencia. de la composición y 

características fisico-químicas de la fase acuosa. del contenido de aceite. de la aireación y de la 

presencia y:concentración de biomasa en el sistema, con respecto al grado de dispersión líquido

líquido, e lí~llido-líquido-gas y líquido-líquido-gas-sólido. También se estudiaron variables que se 

pueden manipular en ·el reactor como la configuración de impulsores para mejorar el proceso de 

formentacié>n. 

Con la información obtenida se busca entender las complejas interacciones entre las fases~ obtener 
,, . ·- . 

·.,· .. - '· .. . - . 

conclusiones sobreJos mecanismos y fenómenos que se presentan durante la dispersión de aceite de 

ricino y del. aire'·. en' un sistema de hasta cuatro fases y conocer de manera·. detallada el · .... ,... . . - . - . 

comportamient6 el.el mez'~l~do, de la~ fases involucradas que. afectan la productividad de cultivos 
·,·. ··-·-- .. ·_.;:· . 

como los de .. Trichoderma harzianum. 

4 



Marco general y antecedentes 

2. Marco general y antecedentes 

2.L Mezclado 

La operación de mezclado es ampliamente utilizada en todos los procesos. que involucran cambios 

fisicos y químicos. Es una de las operaciones unitarias.más universales, ya que f"orma parte i~tegral 

de casi todos los procesos de las industrias química, de alimentos, farmacéutica, papel; plástico, hule. 

petroquímica y mineral (Holland y C::h!'ipmim •• •1966). Práctiga~~nteno existe i~dlls~ri~ en la·~ue no 

esté presente el mezclado coriio p~&'.~ fund.~inefltal de alg'ún p~oc~i¡o (TreybaJ •• ! ~80), si bien· «:!;cierto 

que gran parte cÍ~l co~o~ill"l!e~t~ ~~~e;~do alred:d~; ~~ es~e :e~: s~: ~~ de~rr~ll~~o en Ía i~dustria 
química. 

El mezclado puede definirse como .la.integración.de .. dos o más porciones diferentes de un·material. 

de manera qu':' se al~ance; ~n nivel. dese~~O de unl~~rritid~d.risica O ~¿i~ica en ~t ·proCltJctO final 

(Holland y Chapmán. 'i 966) .. ··Dentro de está definición estii implícita la agitación ;neciinica,· la cual 

se puede .·llev:r :·~áb~ ~edia~tei,;.puisol-~s.~~Ú~os;~ivo{dt!{~r~kue"en 1~·~isp~r~i~J1d~ .sltidos; 

líquidos o gases en tÍquidos, ád~m~s d~ au~elltar la tran~fere~cl~ d~ fll~~á (Old~hue. 1983; Myers et 

al., 1996). 

En la práctica, las operaciones de mezclado se pueden utilizar para: 

:.;;.. Suspensión de sólidos 

:.;;.. Dispersión liquido-liquido con transferencia de masa 

Dispersión gas-liquido con transferencia de masa --~··, 

\ 

·.".1 '\ 
.:...!.'i 
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Marco general y a11tecede11tes 

l>- Transferencia de calor 

En su mayoría son operaciones complejas, ya que involucran dos o más de estas aplicaciones 

simultáneamente._ En los_ procesos': bié:>tecnológit;os, la--dispersfón del gas en él seno del líquido 
,· '- . - : 

(transferencia. de oxígerÍo).\y el'contaciC>/erttre:fases (h~~ogen,;idad{:s~n los objetivos más 

importantes del ~~~;;Í~d~.' d~b;~~ a-. los ~e~~~;i~i~~~~~ ~et~b~lico; de .;~;~~no •por parte de los 
····:--f·-::,_ .. 3.-:,.,:~ --._h'."' '- . --,.l .... ,_,.::" .. 

microorganismos y a·l~for,;;~cÍÓ~d~grá.c:ÍÍentes (oxígeno~ pff.nutrlerÍtes) e-ri ·~l.bio~eactor> En estos 
. ~ . ~ . - . . - . . 

sistemas, el empleo de i~~~¿\~s ~gltild·~~ niecAnicamente es común ;~ q{i~ f~~ri·;~(:',; la irite~ac;;ión 

entre los fluidos, mejora#c:io elcontacto interfacial de los componentes'(Tatterson, 1991); 
"··-:..' 

más · de una d'ase. Las 

; - ,:<.\~.->~-,:~-~ --· ·- . 
Prácticamente tC>d8.s i I~~ ~e;;ri~i;t~~iones involucran el mezclado de 

la dispersión d~I al re ii~'~na: f8.~~-co~Íi~ua con el fin de transferir oxígeno y lograr.18. homogeneidad 
., <-'" .-;, ... , 

del caldo de 6úitivo:t_c.¡t\í-i'd6' 1C>s 'ffiicrC>c:>rganismos que se cultivan son hongbs fllarrie~tosos, éstos 

crecen con rri6riC>16g;~s;'~~-ri-t~1~J~'.~~'.:~rovocando caldos altamente viscosos y no:;:nev.::ió~ianos, donde 

la transfe;~ll~i~- ci,;.~~~~'~ I~; hoÍfiogeneidád del sistema son más complejas y;,Hi'ríitadas conforme 

avanza'~1-pro~~~o-(d&i ;y~i._ o 99SkLPor otra parte, en muchas fer..;,érítaci<lnes se usa~aceite como 

fuente de carbC>n~. fase extractiva o para mejorar la transferencia de ma.sl. ~n;-~stC>~ ~i6proce5os, es 
-- -

necesario además, un contacto eficiente de las fases liquidas (Va~dar-S~kan,:1998). 

2.2. Dispersió11 líq11ido-líq11ido 

Cuando dos líquidos inmiscibles se agitan. se crea un sistema en que las gotas de uno de los liquidos 

se dispersan en la fase continua del otro. Este tipo de sistemas es frecuente en las industrias quimica, 

de alimentos y farmacéutica. Se requiere de un eficiente contacto entre las dos Cases y de aumentar 

r--. 
\ 
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Marco general y a111ecede111es 

el área inteñacial para que las reacciones y la transf'erencia de masa se lleven a cabo sin limitaciones 

(Tsouris et al.. 1996), lo cual se logra en general con agitación mecánica. En estos· procesos es 
-~'...:.__ 

importante operar a una velocidad de agitación que permita que las dos f'a,ses.estén:bfon:¡:nez~fadás y . 
que la fase dispersa esté completamente incorporada en la fase continua,(A!lllen~nteyHuang, 1992). 

En los últimos veinte años se ha prestado mucha atención al us()'.déisist~·mas de 'dos'f'áses líquidas. 

Estos sistemas pueden consistir de dos soluciones acuosas poti'lri~~i~l~.~ d~'uná ~<'.)l~~i'ó~'~<'.>Íimérica y 

una solución de. sal. o de una fase acuosa y otros 1iql1idos{iil~i;.;;;¡¡;1es () 5(:;1~e~tés tales como 
,,_.:::·· 

alcanos, alquenós,' e~t_re otr6s (v~.i 's¿;~~b~ek el al .• 

1993) .. 
•• '.'< '~ • 

La aplicaciÓn•~e-~<'.>1?e~~~s ~rg~~kos _en reacciC>~~s bibc~t~titi6a'~ ~ ~ei~e~t~bi~nes es una técnica 

muy·. útil . p~ráXJejorarJ lá.'disp~nibilidad de~.ateri~fo~ /poco :sC>tu~les'ell ~gu~ "Y qu~.- '.en·. algunos 

procesos, .el·. ~~;~t~~j\'1l1:;~~i~~ér. t~~~~-:·pa~~ ~)·~;2~¿;f~~~~i;~~·~t;c/~~i;Ti~~· ¿~an'· S~~sbeek. el al., 
'':· ~ ,'·. . ''.; .·•. -. '¡.·'; :-:--: .:· . 7. ·~;::.'-.:' - • 

1993; Kollmer .• e1·c;¡:~·-:i999).02:Estos·sist~m'as'de\16s'.ra~es'1ic¡{;iciíl5;ct3'~bi.énse·ílá~~í:í1icadoet1.otros 

procesos.• bfoteéil~iógici;{~¿;~o·én 'iaZprocl~~~l~~- c1~+,~tibl~~i~~~y(E¡¡t;;')1 iY~Ma~itú~a/; 1997); el 
-.:." >'·"" .. -,, •. _>·: .- .,: ·>X)·;· -. - ·;>::~:;-,·,.. --~, ,·· '.;<--. 

tratamient6 'd;;·3gJ~f~!ii~~~le; (S"i!tb y Val~aj;·· i 99s): .·.e~ la f'ei~enta~í'ó~:e~t;~c~!.V'.a' (Serrano

Carreón e tal:; 2002). ~n l~;~s~'erificá:~iÓ;;·d~~á~ldC>;grasos · (Ur{ita y TakalshÚ 200 Í) y ¡)lí:~iº ;Jl~j~~a~ la 
,-,: .",,'_;~·:.:::-.' ''"" e >;,e'- -- •,,, 

velocidad de súministr,o•de oxígeno a la fase acuosa en los bioprocesos aeróbicos. donde el oxígeno 
e•-,._: .::;; 

puede ser un.f'ác"t~~ tirriúa'~te. La litilización de dos fases líquidas puede influir en estos procesos de 
,¡-. ·:·,-·_ "! 

dos maneras diferentes. Primera. es posible airear una f'ase líquida y conducirla a través de la otra 

que contiei;;e el biocatalizador. Segunda. puede f'ormarse una emulsión y airearla para dispersar aire 

o aire enriquecido con oxigeno al sistema (van Sonsbeek el al .• 1993). 

7 
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En las fermentaciones extractivas, se utilizan aceites y solventes orgánicos inmiscibles cuya 

selección depende de que el producto preferentemente se disuelva en el solvente (Mattiasson y 

Adlercreutz, 1987; King et al., 1989). Un ejemplo es el proceso--de producción del compuesto 

aromático 6-pentil-a.-pirona, 6PP (aroma característico a coco) por el hongo Trichoderma har::ia11um 

(Serrano-Carreón et al., 1997). Esta -lactona es tóxica para T. har::ia1111m y puede inhibir el 

crecimiento del hongo a concentraciones de 100, rllsJL'fde~;~pp (Prapuna et a1 .• 1992). Una 

alternativa es utilizar una segunda fase líquida -en J~'f#¡_;'~¡ Í~ pirona sea soluble, evitando así la 
- ~·.,. 

toxicidad. Un solvente líquido ideal es el aceite de ~iC::illo (Serrano-Carreón et al., 1997), ya que 
:'."é-';:. •• '.:.~_,· 

también púede servir corno fuente de carbono prii'i'cip~{ A rn~dida que la f"ermentaci.Ón ¡¡_;'a_~~~. ~I ' 
.·J --"·:,.-.-'-·,· .. t.-· .... 

aceite_ de ridno se consume. Al final del proce~Ó~ la pi~ona puede ser extraída de',l~'.f"tis¡;, de a~.;it.;, la 
~ . . . ' 

.'i 

cual esta ~ltam~nte enriquecida con I~: 6PP. - _Otra propuesta en este --proceso- es ·et'uso -de n-

hexadeca~a,:~omo. _fase extrayente, pr6~~dirniento que logra incrementai: •. _h~s:a nueve veces la 

concentraciÓ~ d¡,,<6PP en los ·cultivos c,C,~-:s~l'lente con respecto a los -cultiv~s _sin solvente (Serrano-

- --- - - -

Otro eje~plo es elcu~cid~ 1d/~ertlu6roj;rbonos, lo.s cuales fuf'Ícionancomo portadores de oxígeno, 

aprovechando la alta'S()lubilidaddel oxigeno en' ellos, que puede ~e~/li:-:ta ocho veces más que en 

agua (Ju ; · Hc:Í; 198~) ii¡, ~/ ;;,'?, 1 ~9~j: •• Se -puede suministrar o~í~~rio a cultivos de E. coli a 

velocidades signifi~~tl~~~~ri¡:;·-~'~s af~ti; con respecto a una columna de burbujeo convencional en la 
~< - . . . ' . ' -

presencia cÍ~i. ~erlt~~~6~a~b6~c/.:'.)C,_ ~ual se logra, además, con un menor consumo de energía 

(Darniano ; '$~;~ -\9s'~j. T,,;.dl6ionando perfluorocarbono al caldo de fermentación es posible 

incrementar h;~t~-~i~¿'~ ~~~es Í~ producción de un antibiótico (Elibol y Mavituna, 1997) y en un 

sistema de perfluorocarbono saturado de oxigeno y medio acuoso con bacterias como fuente de 

__ .,. 
\ 
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nutrientes, se ha logrado el crecimiento de nemátodos en una fbrma significativamente mayor al 

obtenido en el cultivo control limitado por oxígeno (Jewitt el al., 1999). 

Por otra parte, los aceites· han. sido .. u!iados coi:rio fuente, de C:arb?nC> tC>t3.I (R3.ttl~d~e. • I 9?~> .º parcial 

(Rols y Goma; 199 Ú p~r~ r3.~or~cer 1~ ~rodu'C:ciór'.\-f~ ~;titbC>li~os ~~c~rÍd~ri;;~:. en° 13,'pro~~~ció~ de 

Ji pasas'. cDal~aJ'
0

~/fa:j~f~~~j~i;~~~¡~~~tié~t~r~;~~~,:-;;_:~;}i99s)'.:fEl1~f;~~~';¡~~~Í~ri.b~mi~~eliares 

:~:.:.:jtt&~::t\1~;i~lff.P~~jf ;~ib'~~~\J~;~W~Llf2Eiát~~'~l~r:.~~::: 
2, > "~-·-:!~:=..,~;'>s~\ - -·,:;_~77- ~ -~-:~· ~ ~;o-','"ó"".'. ~-<)':· :--'-;-:-:.,-·- ~ <:::: ~o •• _.;,: -;_~ :_.·:::·_':·- -·<· ·,,~---~·;;¡:e:.: 'xf·--:-,;:.:. - .;,.:.~"" ,;·'--;:.~.: "' ~--' --- -7' .-r_; -

industria ·de .'tos: a~iibióticos :. (Elibo1, y M~~it~r.~ '.19~7>;. mejor3.n ;ta, ¡:;t-oducción cdé · compuestos 
·-:-·:::- --~;\': ·;,•",. ..:"'~- -:-·-,< ···i-~é'.f- 0 ' ~~;:.'. ···'..- ·~--

sotubtes en 3.ceites cK.~lid~i1 ei ~1.> 2000) .·;;, J,~ed~ri· 5;;;iVir. ~orno ras~.· e~niyente ·de nl'etabolitos cuya 
•. ;.-- _, !. -·-:-.:· -

prod~cción ~é enci.1;;;;t;aiirr;itacl3. ¡:>C,r: .a. í6'~iC>i<l3.<l d~t'própio' ~~titb~lit6'cl..Je ii:..hib~ ei C'r~cim{ento de 
. :· '· :.: '.'- {:,,~,: -.:-·;: ... -., -._. ·-.. _, <\;· .. ·;:;~": :.· i _ .. ·:::.· . . : -'.~·:.: ,,-- ,;:;·: .:;-/·· ,:., :··:;-~,~-,- ~:._·:::_..,_ :· _¡: ·- ·---~.t-'\<:' ,-~.--·--:,·:.:: .. o,:"·:··-:,;_,,, .. ·-\~;,~·':-',,-:~!~_-."'.-',.:_;::_< ~-<·.·.-,~ ·::-·:,· .. -.:-.:.:; ·. : . ..,_ -... 

acuosá con. 1.Jri3.{t,¡ic;16~ia. st1ira.í6~ieci.ictC>rá ¿¿~6 .· bi;;éát3.li~d~·; -~~ c'c>nt~<::t~?~~ ífn~i.i3.se .•·oleosa 

:::~::~ti:Jf~if0iÉ~~;~i~}~·~¡¡~fii:~r~~~!l~!il~~H~~~~~~t2t~::'. 
coenzi mas .·y.alguno~·· pro~~ctC>s fariñacél.Jticos•. (Va~~~iÜ.me;"~t S>9i):yicoritribÜ~~~··~?ia .i~ot;;cción . y 

>t ., (: • .; . .., ", -"· ''\~->-< ;_;>}.... ··"· ... -: ~:';;~.-. :-., .' -, ... -rt :· < ._.,,, 

estabilidad ~e. ~:~~~~.~~~i¡~b~~~idó~··p{,; fris,~~ti~~ié>~;.~~0.~.~§ .• ~.~;·~.asf.·~~i.~~~~:~~f§a~~~*-ºtéc,Ütas 
biológicas. ccilayen,'.1999). · •:A,si111 ism.o,•·.~{iharei)ortado'due;•tcisfacéi1es',tam~i~~.-~~jor~11 ta 

... ·' ··_,::~:"~.' .·· - -':; .. -};-> - ·- ~' .. :<.;~;~: ·, r 

transferencia de oxígeno a) lograr uná.m'ayor solubilidad del oxígeno en la fase aceitosa (Rols y 
' . . - . ·,. - .-;' ·• • ,. - '. ' --~ ; '•. . •. ' . .; -· '.- '', '· -- ' • •, o· " .: .. - . :. <' ';-. • 

Goma, 1991): 16 c,:¡~I s~ d~be a.ii~a.·n;ay6/;c,).:ibitidaéi del oxígeno en aceites que en agua (Liu el al., 

1994 ), no o~starit~ q~~~ ~~;a' fu~iii.~~liz~I~. el microorganismo requiere más oxígeno que cuando 

consume ciubohid~~to~ (~t~~ell, ~·987): 
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En las dispersiones liquido-liquido. el tamaño de las gotas es una medida del grado de dispersión del 

sistema y tiene un papel muy importante en la transf"erencia de masa (Shimizu et al .• 1999). La 

distribución del tamaño de las gotas está determinada tanto por la fracción de la fase dispersada. 

como por las propiedades de ambos fluidos (viscosidad, tensión superficial, hidrofobicidad). la 

relación entre las f"ases, el ef"ecto de aditivos y dispersantes, la geometría del impulsor, Ja.potencia 
,_,. ,pe•. ' 

aplicada al sistema. además de la tensión interfacial. de la geometría del sistema Y::'d~' la · c;:nergía 

provista al mismo (Tsouris et al .• 1996; Zhou y Kresta,.1998b). Asimismo;.lil. distrib~;;ión del 

tamaño de las gotas está también determinada por el equilibrio dinámico Jentre ;, ia '~ptura y 
- ,. ,, .:. ~; .. ·'- :;-

coalescencia de las gotas (Zhou y Kresta. 1998a). La prese~ciaode:~l.i~factantes: ele6trolitos y 
l·. '- ·/"'.:::. ·.:,_\'.:. 

algunos otros compuestos presentes en el medio de culti~o illfli.lyell 1:a.T;biél1 en· 1a.··distribución del 
,·•' .,•, ' ··,··; ••" '.> .,•,.,,,- C7 • , - ••• • ,•¡ "' 

tamaño de las gotas (Kawase y Moo-Voung. 1990). asl b6~() l~ t~~s~nciii ~~ ~~::t¡.fa;a~ ~óli~a~ylas 
:: :'" ·- ·. "~--· 

propiedades fisicas de éstas (Ozkan et al .• 2000; Kawase et al;;· 1997): 

2.3. Dispersió11 gas-liquido 

La dispersión gas - líquido es la operación unitaria que genera la dispersión ele burbujas de gas en 

una f"ase líquida continua. Algunas operaciones industriales como la oxidadón);~ hid;()genación, el 

procesamiento de poli meros y las formentaciones aerobias requieren del co~t~~to·;~:~:un ·gas con el 

líquido y la f"orrriación de una interfase para que las reacciones y la transfor~~ci'.ii'.'~~:~~~a se lleven a 

cabo. Sin c;:mb~_~S()• .C::ll l()s cultivos sumergidos. se debe suministrar ai~e c.;i:i~inl.l~inente, ya que por 

su baja sol.ubilidad en agua. el oxígeno es el elemento más dificil_ de abas~~c.~r ~l cultivo (Atkinson y 

Mavituna. 1991). 

¡ 
.:.l°~ ~ 

.. -----'-
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El gas. convencionalmente suministrado a través de difusores, es dispersado por agitación mecánica 

en forma de burbujas. El impulsor mecánico es el generador de burbujas más utilizado. con el cual 

las. burbujas se rompen en más pequeñas. lo que incrementa el área de contacto entre las fases 

líquido-gas y se tiene una mayor relación área interfacial/volumen (Roman y Tudose. 1997). Las 

burbujas'. generadas ascienden y responden al patrón de flujo del líquido, creado también por el 

impulso.r.• 

Por otra parte, la tiansformación:del. caldo de fermentación de los cultivos miceliares, desde uno. con 
·:·,:·-·.-, ~.-,.- .~:::- .. _.~:n··~·-_.,, ·~ 

características lle~,~~~~~~sid;;'fb~j;.: ;$i;c?sidad •(al·· inicio., del .cultivo) .. hasta u~a .' ~~spti~~ión de 

:::;:";1·~.2~~~~t~~~~;~~~~~~3~!,~~FEiltEE'f~fi\~~~·~:~~~~::~:::·:: 
,, :;_;::~'~: :~~.;:.:·:·,._ .:.::L- - ~-~. ·-::<<\:·:~: -',:: .;>~;;· ·;··,:::1 •..• ;;-, :~., e:: •. _.,-,:::> ·{·!'. ,._ ... ·, -.::,,".;·:<· · .-,, -.-. 

la transfeiellhiii ~;<le\; in~t~~il ,)'', cálor.. • Estas·•'zonas~ sii;ic ~~.vi~}ento' dan•• P<;>~/r~suil:ado ··un pobre 

desempeñ6' ci~·iaJ~~~'.en~a~(~~~~~~;~~~~B~~~~·~r;,B~j~~ ~e~~i;;,i~~.i?s ;; i.=e>ci~C:~ivict~d~~:.·. 
::·:,'.: '·>t o·.::-_-:_:.:,.,;~_,:_; __ ;<" .. _. e-·-.· :.,;{-'Y·"·'"· - --·:,-,-_:_,. ._,_. ··-·-f .. " ~ .:,,; - . 

• _ > .. - ).:.__ ,:-.:~:- - :;f:~~~·:_:_ ~-:/:'. : .. · -, "->' 

Una manera de ~0Ji~61~r tá hiéirodiruimica del ;e~~te>'~ &;hsi~te eO: variar la veloCidad de agitación. 
·,.',_,:.:_! 

Sin embargó;' tá' ~piicacióddéaltos:e~túc!i'z:o~ '.~~~áriic~sp.ied;; dañar al microorganismo (Vardar-
-; ~.. >;. "; 1. 

Sukan, 1985)~ principalmente a microorganismos filan'ieJ;tosos. Otras estrategias para mejorar la 
:."· • .- ,, '' -- ~~:· J ' ' ':-;.; -- -

transferencia de'oxígeno son: cambiar el tipo>?eirnpulsor utilizado o incrementar el área interfacial 

gas- líquido. 

En las dispersiones gas-líquido. el área interfacial está directamente relacionada con el tamaño de la 

burbuja. 10 cual está determinado por un equilibrio dinámico de ruptura y de coalescencia de las 

burbujas y por diversos parámetros fisico-químicos y reológicos del fluido. hidrodinámicos y de 

,. 
\ 
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operación, tales como la velocidad de agitación, del flujo de gases y la geometría del impulsor y del 

tanque (Tatterson. 1991). 

La distribución del tamafto de las burbujas también está determinada pcir tl'I. c;:¡mposición .del medio 
;-.'" :<>-". __ ,," 

(Buchholz et al.: 1,979) y la presencia de microorgallisrnC>sYme:ta:bóÚto~ o' prC>t~íria'.~ p~oeilicidas por el 
· •;9· -~. '" "--;; ... ·-;, •-' '' - -"·: ,.--~ ·,,o: cc-·c .. .,".,.-,_.-••. _..,_" ·."'''!·'~'-~- :·· ··'·";: · · ~ 

:::::.]"J·~~f lr~~.~:·: .. ::'.::1;#;ttff ~~~~§~r,~~~~~·~·:~~~~~t:: 
Weiland/ 1983): \~~ i~¿,r_;me~!() ell t~~~i~~()s'~~;.d, ·~~i sis~~.~;;·~~~~~~~~·.;.fc~alesc~~cia y disti;inuye el 

kLa expC>nenC:ia:lmente (T~ffile y Pinho. t97o). En a:qi..eiÍó~biC>'prC>ce~o~dond;;;ha}uñ incr~ntento en 

la viscosidad aparente (al generarse mayores concent~aciones '.cett'.ilares) conforme avanzá' el proceso 
:;,,:;-· 

(Cui et al .• 1998), el tamaño de las burbujas se increm~llta,:h~y "1áyC>r c'Oat~~C:encia entre ellas y el 

área superficial específica se reduce (Kawase et al, t 997i Tuffile y Pinho. 1970). 

2.4. Dispersió11 111ultifásica 

La dispersión de varias fases está involucrada en varios procesos industriales.como la hidrogenación. 
- .~-' 

los cultivos miceliares y los procesos oxidativos; d~ fl6tab'iólí ¿;n eÍ tratii'rnierito de ag~as residuales 
' : ' • • • ' ' 'r •' • • ' "', ' '•• ' • '• • - - -,· ·~'-'." .: • 

(Nienow et al .• 1986). La fermentación de F'se1~Cio/,,;.;,,a'sol;¡o;,;.;¡:aií; pa~a p~()d~éir ~11 biosurfactante 
':.: _·, :;.3--~· . -~ ·.,; ~ - : ~~; .>; ', 

es otro sistema multifásico, donde se .:.íni~ rÍ~octañC> C:C>mo ~ü;,tr~iC> 'cir~á~i~o'. 2~1 ;(;Ü~I incr~inenta 
.. _¡. -~ 

significativamente .el C()eficie~~e d~ t~ansf~rencia de oxígeno (van der Meer et al., 199;?).'~! 

. >·' 

Por lo general, ·]as· ·ie~~-~~~aciones con hongos filamentosos involucran dispersiones multifásicas y 

complejas {Jüsten ~~~/.,- 1'996) y son ampliamente utilizadas para la producción de una gran variedad 

de metabolitos primarios y secundarios, entre los que se incluyen enzimas industriales y antibióticos 

12 
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(Pazouki y Panda. 2000). En cultivos sumergidos, estos hongos pueden crecer como micelio 

disperso o como pellets (agregados de hifas densamente empacados). en función de los -factores que 

afectan el crecimiento celular. su morfología y rendimiento (Nielsen, ___ -1996).' ;_,,Er_:crecimiento 
-.;~>-? .. :·-· 

filamentoso aumenta la viscosidad del medio y el cambio en la morfología' afecta el _co~suino de 
~~. ,c;O;' .• , .. :-'-:.·-.-

nutrientes y la velocidad del consumo de oxígeno (Cui et al .• 1998).00"Hacia:é1 finaJ-,del proceso. 
';",~-~-;-, "C' •: y•i'.'.:'.:;~-f-z'.~: ~- ;"!0 ~·· " :1:·•0- · ' • C;'~ .' ~ , • 

donde se producen los cambios más drásticos en los diversos pará~etros flsiéó'...c¡~¡.;.¡~¡;s' C:viséosidad, 
;.: ;, -,•7. ·; ·~· 

cultivos filamentosos. se_ reduce la capacidad _de iransferencia'de- má:sa:-(Nieno'W: , 199ob; Galindo et al 
·-::..-:-; '~.{· ,__-;_,.;~,- • ... é ·-•;:.,,.;:;: -~1'-·---~.--- -·- ; . . • ;¡ _,.-,_. -·.-;_·.¡~. - ·-.:;; "-:.--:~:-~ 

1996; Rocha-: vaiadez et )Ci1 .• Z2000);:: r~qliií-iericio_, ériióf;ces; i:iri m'ayor ~;,ininistio';ci~'.- energía para 

mantener el in~zcl~d~, ~ ii~¿~~iÓri: ~d~~~~dJ~'(P~;i~~i ~ p¡,_~d~; 2006).;, ' ' 
. : --,: .,:-~- '·; ;- _· ' - - '-, "' ' -__ ::_~~-~----~-·.: . :.<'.};~:·'.:-.. -~- "·' ·. ·: '\'.' ~- -:. .. :_-:;-: ' -; :~:;·.. :·· . 

~·-,-~\{ - ' -:-)/:~ . , . ':.:'>(}?t'. ~:'.;_-;;·:~:-:~·'.: .. ::~~-
Un ejemplo de cult'i:_;g'•rit¡cdi~• qiie'_i~vól~c~iie'í~.;zC:13-cic;_'ci(! ;aí:-ia's fa'~és.~sla: prod~C:ciÓn-de aromas 

,:-·. ___ ;. --~, • . .• -," ,. 't . ' . '"· 

frutales por rJ.ichiJde/-~'))"_h¿j;;J:;c;,ºi'¡,i,,, (B6~~~r~e (?/'al:; 1997): _- -Este hong~' filarn.;ntb~6) en 'pr.;sencia 
' .- , · J:;L, · ~<: ,.~ .:"·" .·: :if./~;¿\: .,.\;.::·: .-,.~ ... ~ .::::~;-, , ;,_:,_(·- ?::.,.-. ---\-.; 

de glucosa como fue'nie;de carbono,'; produce lá 6-pentil-cx.-pirona, 6PP;!•Jilcfolla con aroma a coco 
. :/~; :-.<_':··,l.-... ·,_,·,·:_ .. ~,-.,;~·---··,';.•·_-'.c.';,;· •. ;·-':' . ·.;·:"' ... :··.·, .·: ~'"- -.---" '.-'.······ ~-

(Bonnarme ~-,~,.~ Í9Sl7);'.~ien'ti3-~c)~'e eri cu'Ítivos con aceite de· ricino/~~-p;~d~ce 13- y~de6113-C:iona, 
·' .. ·.;,· ·-, -:\:· c·r'.', 

compuesto con ;'a'r6';;;~~~:a_;•¿•ci~~Ü~b· -•-(Serrano-Carreón et al.~ 1997).i C E~te 
·'·'... -~; . .::-:.'- ,:-.::">.f->·· .,- _.- ...... · .).:_ .· \.-\.>.:·::· 

hidrodinámiC:~rl1~~1i:i 'é;'c)tii'~Íejo, ré~~iere del mezclado de cuatro fases: - aceite -- de 
. ·-·:;'"·-· ·-·· ·"' ·,:·_: ......... . 

es 

acuoso~ rniC:eli() -Y~ air'e; ;3-c1é·rriá~~-de' generar caldos viscosos no-Newtonianos; con ~;¡;blem~'sc de 
'- • .• o~-c• .-'~,. O• • ¿ ,• , -, ·' , 

heterogeneidad·y,de tránsfer'enCia de oxigeno durante el proceso (Serrano-Carreón et al .• '}997): Se 

han reportado diversas e~trategi3.s para disminuir la heterogeneidad del sistema. increme'ntar la 

transferencia de oxígeno y mejorar las condiciones hidrodinámicas que afectan la producción de la y-

decalactona en biorreactores (Serrano-Carreón et al .• 1997; Godoy-Silva et al .• 1997; Rocha-Valadez 

et al., 2000). En este trabajo, la fermentación de y-decalactona se utiliza como modelo de estudio, 
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con el fin de analizar la dispersión de las fases inmiscible, gaseosa y biomasa en forma más detallada 

y obtener mayor información sobre el comportamiento del mezclado de las fases. los parámetros y 

mecanismos que afectan la dlspeisiÓ;;.; y la productividad de los cultivos. 

2.5. Inipulsores 

Entre las estrategias propuestas para: controlar la hidrodinámica de estos cultivos complejos y 

disminuir las limitaciones por oxígeno está el' modificar el tipo y/ o diámetro del impulsor, para lo 
. ,_-·· .:· .,·:,-- '. .. - .' - ' .. -

cual se debe analizar cuidadosamente la elecció~ .?e k1s impulsores~ ya que su eficiencia dependerá 

de las características del sistema, la· reología ·del ·_.:cultivo; el tipo :: de miéroorganismo y los 

requerimientos de agitación y aireación. 

Los impulsores desempeñan dos fimcio..;es esenciales · en todo bio_rreactor: dispersión de aire 

(transferencia de oxígeno) y la e!ilTlinación y/o ;educción de gradientes : -y ·zonas "muertas" 

(homogeneidad en el medio)< N.; o6sta.:ite, durante el proceso, alg~n~ d~ estas ttnci~nes puede estar 
:· ~ .:.-

1 imitada por _las. caract~ristú::ii:'-re-.;lógicas de los caldos. la escÍlla.--;'de''oper:ación, la demanda 
e -~'.";'._-~ • 

microbiana_de:o~í~~~-?:y:·1i1'~~n~ibilidad al estrés mecánico (Nienow~":i99oa)~- ·En función de los 
-- ·--,''-·' 

patrones de_ fl~j<;i;gen'er:acio~/- tos i~pulsores generalmente se clasifican en dos grandes grupos 
;··\<~ :.·~>:' - ·:.~¡f7::·, 

(Oldshue, i:'.1983): 0tos·' ~t'.íe:}-~r.jp~rcionan flujo radial (con altos gradientes de deformación), 
• ::.:: ,: ,:'-,.,-:;:.-, > - .'-:-.~t- _•:e --,~ -. ~;;c,-,-

recomendados pÍLt'a·tas'disp~rsiones gas-líquido y los de flujo axial (que producen bajas velocidades 
,,':'.::._· './·'; -··\·;,; :· 

de deformacié>n) a~ecuad~s para bombear fluidos. 

La potencia es una variable muy importante en los procesos de la ingeniería química y bioquímica 

para evaluar el desempeño del agitador. Se define como la cantidad de energía necesaria, en un 

·--, 
--- -~ -·~ ~=~ J 14 
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período de tiempo, para generar el movimiento del fluido dentro del biorreactor, tanque de mezclado 

o reactor químico, generalmente efectuado por agitación mecánica a través de impulsores. Es 

fuertemellte dependiente de la hidrodinámica existente en el seno del reactor, la cual varía en función 

del tiempo de cultivo, de las características reológicas del cultivo. las condiciones de operación y de 

las características geométricas del tanque. 

La potenc.ia dete~i~a. ~n gran medida. la cantidad, calidad y costo.del producto y de la operación 

del proces;;: .:·p~~·~11;;,.:t}s;:cl¿;~e~blt} que los procesos de mezclado se desarrollen eficientemente y se 
.~· ~:,_ · .. ' 

gaste el friíllifriri>d~ ~~er~ía ~~r~ lograr el objetivo. La potencl~ i~~bié~ ~~utili~ad~corrio criterio de 

escalamienio.' de~ermina la transferencia de masa y calor, así co~o lostié'~pos de mezclado y de 

circulación (Charles. 1985). Comúnmente se le refiere .como po~e~cia v'6iuoiétrica cPIV). 

2.5.1. Impulsores de flujo radial 

LOs impulsores de flujo radial generan corrientes de flujo en dirección radial o tangencial 

(movimiento transversal y de rotación) con poco movimiento axial y altos gradientes de 

deformación; por lo que han sido considerados apropiados para dispersiones gas-liquido y liquido-

liquido (Myers et al., 1996). 

La turbina'Rushton,·: el :impulsor más conocido y empleado tanto en la industria como en la 
, .. ·.:."<."::.: .. :: .. y.···>>·--:.·:-:_:···, 

investigación,\;~h~~e~e ~·e~t~ .grupo de impulsores. Esta turbina ha tenido una gran aceptación en 

los proces~s:cÍe :·~elc1:1~o· debido a que resulta especialmente adecuada para dispersar gases en 

líquidos (Nienow, I990b). Esta capacidad de dispersión radica en la generación de altos gradientes 

de deformación detrás de las paletas del impulsor. El disco de la turbina obliga a la corriente de aire 

. ':.J 15 
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alimentada a pasar por la región de las paletas. zona de alta defbrmación, incrementando la 

turbulencia y al área interfacial de contacto entre las fases líquida y gaseosa. logrando un incremento 

en el coeficiente volumétrico de transferencia de oxígeno. Sin embargo, su uso y ef'ectividad en 

cultivos reológicamente complejos ha sido muy cuestionado. El pobre mezclado generado en zonas 

alejadas de los impulsores y aledañas a las paredes del reactor ha demostrado que el uso de las 

turbinas Rushton es desfavorable en relación a otros impulsores evaluados. a pesar de los altos 

gradientes de deforrnación generados por estas turbinas. mismos que f'avorecen la f'ormación de 

pequeñas regiones de excelente microniezclado (Buckland el al., 1988; Amanullah el al.. 1998). 

Otro aspecto a considerar es que los. números de potencia de estos impulsores· son altos (respecto a 

los impulsores axiales) debido a que u~~'~orción significativa· de la potencia sumirti~tra.da~e ,d.lsipa a 
: ,··; .; - 1~','., 

través de vórtices en las regiones próxifrias a lo~ impulsor~s {Myer~ el al.; 1996; Ni~rto~;:: i 996). Al 

incrementar la aireación se favorece la f'ormaciónde,region~s·d~baja ~;~siÓn 'd~i~á~ de·l~~.paletas. 
mismas que atraen al gas alimentado (cavidades ai~eadas), p~C.vricand~ ~~i J~á ~~í~asignificativa en 

los consumos de potencia (Nienow, 1996). 

Por otra parte, el flujo radial provoca la f'ormación de compartimientos en el biorreactor debido a la 

poca interacción vertical (axial) entre los componentes del medio, además de que los impulsores de 

este tipo son considerados impulsores de alto estrés hidrodinámico. 

La dispersión de gases en fluidos de elevada viscosidad implica la formación de cavidades de aire 

más grandes y estables que se forman detrás de las paletas. mismas que se incrementan conf'orme 

aumenta la viscosidad y las cuales resultan ser prácticamente independientes del flujo de aire. 

Como consecuencia. la aireación provoca mayores caídas de potencia en los flujos viscosos. respecto 

a los de baja viscosidad. empleando velocidades de agitación similares (Nienow. 1990b). 

16 
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La capacidad de bombeo de las turbinas disminuye a medida que aumenta la pseudoplasticidad. el 

punto de cedencia y la viscoelasticidad (Nienow y Ulbretch. 1985). Asimismo. la potencia 

suministrada en fluidos Newtonianos viscosos bajo condiciones aireadas y utilizando turbinas 

Rushton disminuye hasta alcanzar un valor minimo. típicamente. alrededor de la mitad del valor 

obtenido sin aireación (Ozcan el al .• 1990). 

2.5.2. In1pulsores de flujo axial 

Los impulsores de flujo axial generan corrientes de flujo paralelo al eje de la flecha que gira 

(movimiento longitudinal). por lo que son considerados adecuados para generar flujo y/o 

movimiento (Galindo el al .• 1996). La mayoría de los impulsores axiales son empleados en sistemas 

donde se requiere mantener partículas en suspensión y a la vez dispersar aire. Este es el caso del 

tratamiento de aguas residuales, cultivos filamentosos e hidrogenación de aceites vegetal~s.' erÍt~e 

otros (Treybal, 1980). Una gran variedad de diseños axiales se ha empleado debido a sus 
>' '·~:- ~::y '. . ·::< . ~: :,, ~ .:. _· "''.<·, 

caracterÍstic~s 'de fli'ij<>':Y:~ezclado. donde destaca la hélice o propela marina. la turbina con paletas 

inclinadas;}los; tipC><;•hyclróf'C>il .. ; Prochem Max.flo Tm y los impulsores In1erMIG. Tales 

caraé:teristfc{ii,5 ¡séb~ait: e~- la combinación de algunas de las siguientes cualidades (Myers el al., 

1996; Nienow, .1996): 

Mejor iilteracción entre fases debido a los patrones de flujo generados. 

Reducción notoria de las regiones de baja presión, así como la f'ormación de cavidades y/o 

vórtices aireados detrás de las paletas del impulsor (bajos números de potencia). 

Dado que las caídas de potencia son mínimas. la transf'erencia de masa y la capacidad de bombeo 

se mantienen relativamente constantes durante el proceso. 

,---····-.·.·: 
\ -:--~. 
~~-- 17 



Marco general y a11tecede11tes 

• Los bajos números de potencia generados permiten emplear impulsores con una alta relación 

diámetro del impulsor/diámetro del tanque (Drr). así como altas velocidades de agitación. por lo 

que se pueden aplica~··flujos de aire relativamente altos sin "inundar .. el sistema. 

• Son considerados com·o impulsores de bajo estrés hidrodinámico. 

Por el contrario, algunas de las desventajas que presentan estos impulsores son: 

• Bajo rompimiento de las burbujas de gas, lo que disminuye el áreainteñacial gas-líquido. debido 

a que los impulsores generan bajos gradientes de defbrmación. 

La oposición de flujos por parte de los impulsores (descendente) ;y del · ccm~ta~te burbujeo 

(ascendente) generan frecuentemente cambios bruscos en los ·p~~~~nes ··de'.:flujo' del :si.stema. 

ocasionando inestabilidades y vibraciones dentro del biorreactor. 

Con referencia en particular a los impulsores InterMIG deberá ntencionarse que .pr~sentan un diseño 

de dos paletas, una interior y otra exterior. con inclinación en ~entid()~ opue~t~J~" 1<>:.~u~Í les permite 
--- ,-_'":', ,... • • < ~- ·;..~--

generar un patrón de flujo de tipo axial. Además. su relación d~ dián'ietros ¡;ntre0.6 y o~9Ies permite 

producir una disipación de energía uniforme y por lo ian°í~;: ~~~¿i~~~':;;a'r' :~j~~ (¡Lle l~s ih"i'¡>utsores 
'·-,- ·_/ ~-, • -.- -. ~ --- - '• - o,;-o, + --;:: • ~ •••• -

radiates,•teniendo,i:iéi't-í¡>ós··<lecrit'ezct~é!o~me~o~es{Ki¡>ke::19s4)~'7Este'tipo'Cieith:piíisdrtiaresu1tado . 
.. ;::_· 

apropiado para ~1.n.:;~~~tí.i~~\en; p~ocesos que manejan viscrisidades medias y. altas. y~ que 

proporcion~ ~~a·ri:i~jbl~;~;;-~r.{.i~~'6iide masa y calor. Á nive.I i~c:l~strlal, se ha impl~mentad() ~~uso 
en alguno{: p.roc~:()t·'cle·. ,fermentación, rindiendo beneficios por el significativo aumento en la 

productividad (Sittig. 1983; Kipke, 1984). 

Los impulsores InterM:IG se recomiendan en sistemas de dos f'ases (líquido-líquido o gas-liquido) 

para desarrollar condiciones de homogeneidad dentro del reactor. No obstante. para que la 

18 
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dispersión se lleve a cabo eficientemente en estos sistemas. es necesario aplicar mayor energía que la 

aplicada por los impulsores radiales. para que la dispersión tenga lugar y se mantenga el equilibrio 

entre la .;oal~s~;;~~ia y la ruptura (Hentrich. 2000). 

Nienow (1990b)',·comparó el desempeño de impulsores axiales con turbinas radiales en cultivos 

filamentC>~s·<f~"_P. chrysoge1111m: y St':eptomyces avermitilis. El crecimiento filamentoso originó 

cambios drásticos en la reologia de los caldos. lo cual generó caídas en la potencia ya que las 

cavidades· de aire fueron más grandes y estables, independientemente del flujo de aire alimentado 

(Nienow. 1990b). En estos cultivos. los sistemas axiales fueron mejores para la homogeneidad del 

medio y el macromezclado del sistema. producto de los patrones de flujo generados. 

2. 6. Caracterizació11 de las dispersio11es 

Una fbrrna de caracterizar la dispersión multifásica en tanques agitados es medir la. energía 

suministrada al fluido por medio de la agitación mecánica. Por muestreo es posible conoc~r ~I grado 

de dispersión de las rases y relacionarla con la potencia suministrada al fluido contenido ·en el 

tanque. 

Sin embargo,. estudiar las.·dispersiónes desde'este enroque macroscópico; nó reporta información 

sobre el área de trnnsferencia de m~s¡i_. Ap~sar de que las dispersiones IÍquidC>"'.uq~ido y gas-liquido 

son ampliament~ ~tilizacla~ en procesos industriales, los estudios enfocadC)S par~ cuantificar el área 

de transforencia de m~sa. especialmente aquellos donde se involucra una fase in miscible y/o una fase 

sólida. son muy escasos. 
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Otra fbrrna de medir el grado de dispersión de un sistema se lleva acabo midiendo el tamaño de las 

gotas y de las burbujas (Dalmau et al .• 1998). El tamaño tanto de las gotas como de las burbujas 

proporciona información del área interfacial y está relacionado con la velocidad de transferencia de 

masa. así como con Ja velocidad de las reacciones que pueden ocurrir en el proceso (Podgórska y 

Baldyga. 2001). 

Para estudiar la estructura de las dispersiones en forma más detallada (a un nivel microscópico) se ha 

utilizado la técnica:de video/análisis de imágenes (Pacek et al .• 1994; Galindo et al .• 2000) con lo 

cual es posible tener.·ir;formación de la distribu~ión de tamaños de gotas y/o burbujas en línea y sin 

interferir con. lc>s ~~¡i<l~es ~e ~~jo de la ~i~p~;sión. ad~~ás de p()cÍer relacionar. esta información con 
,';, • ,., -·- ' < -- ;--" ~--;·;----- :'.:"',;_:·., ; • ,.-? . '':,:~ .-' "-ot·" • 

. ' --~-, ;~~~:.. ''.·,;·:;:; -- . ', 
mismo. Estos: lil.lto;es de~~CT,n,iflafon los' taió~úios de gotas de ácido oleic~(erifüncióf; de la \felci'?idad 

de agitación y .;r;c(:;r;tr~roh 'éi~en<l:<lbst~.:.'te que los tamaños de gotas dt: á.<:iclo ol~icc:> sé>n mayores. a 

bajas veloci.dades .de agii:ac:ióf1 (3~0 · rpm)~ se obtuvo una mayor producciéni d.e Ji pasa. 

La forma más se.:.cm~·~~'reprJientar la distribución de tamaños es en función de la densidad de 

probabilidad y se construye a través de una tabla de frecuencias y su histograma correspondiente. 

Las frecuencias pueden ser absolutas o relativas y se obtienen clasificando los tamaños de 

gotas/burbujas en los intervalos establecidos. Presentando los datos en forma de distribución 

acumulada de volumen. se puede observar la importancia de cada partícula y la forma en que el 

volumen total de la fase dispersa se distribuye en un eje de tamaños de gotas o burbujas. Aunque Jos 

¡-
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objetos pequeños (gotas/burbujas) abunden, sólo representan una pequeña parte del volumen total de 

la fase dispersa (Ramkrishna et al., 1995). 

La mayoría de. 1-~~. técnicas ;desarrolladas para determinar el tamaño de las gotas .o burbujas en 

dispersio11e,s s~ h~r'i: l.Jíilizadci pa~~-si~;emas de dos fases (gas-liquido, liquido-liquido).' La~ ql.Je sólo 

deterrninan'~I áT~~ i~t~~a~i~t;;p;¿po;~ionan poca información sobre la dispersión, ya ~Je 
·''" . ·, ,"<"·:· ·.··'-', 

obtener valores• sirrin~~e~ cie1 arei.interfacial para distribuciones de tamaños dif'erentés'.:" E:t .diáinetro 
~:_·~-~~·· ··: .. ·.~\~:~::f.,L·~~;~_ --,,-,~·-""·,. --/>);~- -:":,_'::· - ·;!'. --- ·~- ·-·-,~-

promedio es la'cantidad 'cÓnvenciOnal qué caracteriza a un conjunto de gotas o burbujas y es un valor 

que proporci~:a ~~f~~;.:~~ión' so~;~ IJ:~·-~:J'i~~~ ~e lás dispersiones, ya que se i6~:~ e~·;¿~sideradón el 

diámetro d: burbujas/gotas del conjunt~ y el· n~~~;o d~ ~bjet~~que f6~~~n·'~I ~6nJ¿~t~ ~e· ~a~os. La 

selección del tipo de diámetro promedio ·~~e'[:Jn'.~j-lr ~~é~~~ib~'. ~(.;o~junto de :~atO'~e!{depende del 

campo de aplicación (Tabla 1 ). 

- '. :;.· -, .. 

Entre las técnicas para determinar el diámetro d~ 1ls gÓta~· o :¡)Jibuj~s está~> la ,.ii~dición de la 

transmisión de luz a través de una interfase (gas~Hquido o liquido~Úquido) (Rebelein y Blass, 1986) o 
---.,,. - ~ -<~~:,} , -- ;\_,::};-: .'-'t..-

ª través de una sonda capilar de bci~o (Bae•yéTavlarides;·j9s9);:0:midiendo:'cta\dife'rencia de la 
- •- ' .···-,·-·- - »>·· .,, . ·-·'<-· __ ,-,- .... ·. -·-·-· •,,-,._, - -- _-.- .. _-_c. _ _;.-.''··- ' --

contador Coulter y la ad,ición d::rii,ateriales condtictivos (Bae y Tavlarides, 1989) y por fotografia 

directa (Chen y Middl~fr'..a~;1967; Coulaloglou y Tavlarides, 1976). Algunos de estos métodos 

como los ·.de tÍ-an~~:j~'i¿~.:1~·, luz y reacción química sólo determinan el valor del área interfacial, 

mientras que,.' las técnicas basadas en toma de muestra, perturban el flujo y rompen el equilibrio de 

rompimiento y coalescencia o modifican la distribución de tamaños. La aplicación de estas técnicas 

al sistema multifásico de la y-decalactona no es adecuada, puesto que las gotas del aceite de ricino y 
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las burbujas de aire son de gran tamaño o sufren deformaciones al pasar por el capilar y modifican su 

tamaño real. 

Tabla l. Tipos de diámetros promedio (Bayvel y Orzechowski. 1993) 

Diámetro promedio 

·s¡n.-boí;--······---·······-··Ñoñli>~e-······································· Aplicación 

·<i·;·;·······································Arltméi.ico········································· Comparación simple entre sistemas dispersos 

dzt 

Superficie 

Volumen 

Superficie relativa 

Volumen relativo 
(Probert) 

Superficie-Volumen 
(Sauter) 

Masa · .. · 
(Broucker o Herdan) • 

. 
-_' '-;'· 

Area superficial, f"enómenos de superficie (e.g. 
absorción. vapoñzación) 

Control'cie.volumen, fenómenos volumétñcos 

be~i~t~~~~~ión de gotas, adsorción 

J:;vaporación. difusión molecular, combustión 

fr~~sfe~~ricia de masa y de calor. 
.;:-., 
: ___ ;! ... : 

Fraccionamiento de gotas, combustión 

Entre los diáme~~~s pr°"TC!clio co~slde;adri~. e_I diámetro Sauter es el más utilizado, al relacionar el 

área interf"~cia.t (a_) ~i)~ ii~icl~d :_d~,v~Í~~~~ y eJ área para la transforencia de masa (Zhou y Kresta , 

1998b). Sin ~mb~go; ~;-'diáÍ-rí~t~;,:sa.uter por sí sólo no puede caracteñzar una dispersión, en vista de 

que es posiblé.obterier:Ún ritislho valor del diámetro promedio para dispersiones con distribuciones 

de tamaños dif"~~~~i~~ <(,iÍt~·u) Kresta • I 998b ). Por tanto, para un mejor entendimiento de las . - . -

dispersiones, además de~medir el diámetro promedio, se cuantifica toda la distribución de tamaños. 

El diámetro Sauter se obtiene a partir de mediciones del diámetro de gotas o burbujas. Por 

!, 
\ ' .. \ \. ¡ .. '-

.,.._-
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definición, es mayor que el diámetro aritmético d 1o y está altamente influenciado por las 

burbujas/gotas de mayor. tamaño (Machan et al., 1997). 

El diámetrc:; s~t.lt~~ ~;;defi;¡;;;·par;. c',;atqt.iler distrlb~ción de valores discretos de la siguiente manera: 

i:d~ 
d32=~ (1) 

'Ld~ ...... 
en donde, n es el número de objetos en la población, d; es el diámetro de la gota o burbuja i en µm. 

La relación entre el diámetro Sauter (d32) y el área interfadal por unidad de volumen, a, es: 

a= 6cj> 
d,, 

Donde cj> es la fracción volumétrica de la fase inmiscible. 

(2) 

Para estimar el dh~metro·Sauter se;u¡Hizan·aí~nas correlaciones donde· se considera •. la energía de 

disipación, la den~icla~ ~~ 1Z\f-a~~ d~ll;i~~i~ l'.l ten~ión superflcial (gas:-Hquido) o interfacial (líq~ido
líquido) . como . fu~ción d~i ;n:iism6¿cti~m;t~o' Saut;r (Zh~u ··y Kresta, ••· l 99Sa).• ~ sin. en'.tba~go, •. tales 

-,;"-:::..;:·:_ __ --:y~::--~~·";·-.c-, . __ _ ___ -_··~'~: -.:-:C{'-./~C:.·:.- ;';-_.::, ·::~~-._, c.-;_:_-:-. ;_.c·:c~:~·-- -_.•:,,.:::-:-·-· ::~·-_. 

correliÍciori:es .·· esi:iif1;de~rróililCiils. bajo condi~iones :que gerteralment~ .·no. aplica:~)J;ilri sistemas 
. . . . - ,. ' . ··. ·- . - ·-- .. - . . • '-'.· •.. ~-- .. ~.' ~· , .• , r .... -·•' . ' . :. o- . - ': ., •. ' - -· " .. ·- • - •• ·.; . . '· • 

- , __ , --,-:0 :.----,'""'.7! C,,~,~-~,~~ ·~ ~ ·- o---,- ·'"-~- ~-:~~-.- ---o:~--~¡_~-.:..:c·~_.;_. ___ - -·, .~ 

biomasa modifica l'.l~P~~pléd~cfesré61Óí;ii~as del·sistema. Además, debe considerár~e· hlp~t!s~llc.ia .de 
-· {""·· ;-.-~. : ,'·· ~ ;. '~ ',.,-e ' ~,· •. -

compuestos q~e ri-.cil:i¡fi¿¿¡.;:la~~~~~ÍÓn superficial, como proteinas y enzimas •. e:.Ct~1lbc;.1ular..;'s'.. ••Por 
"'. , ~- : ' ' ' . ' . "•. . ' " ' . , . . .-

tanto, las técnié:as'·rriás adeéuadas para caracterizar dispersiones multifásicas, son las que presentan la 

cualidad de ~Ja~ii;i.carla.distribución de tamaños de gotas y burbujas, en presencia o no.de sóÚdos. 

Tal versatilidad sólo la presentan las técnicas basadas en fotografia y en el procesamiento digital de 

imágenes por medio de una computadora. 
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2. 7 Análisis de i111ágenes 

Una imagen es la representación visual de un objeto o un grupo de objetos. El análisis cuantitativo 

de las imágenes empezó en la década de los·6o·s con mediciones manuales de los objetos (ver 

revisión de Brito-Albavera, 2001). Estas m.e<;ticiÓnes posteriormente se sistematizaron con él uso de 

una computadora. El análisis de irríágeriés ·~~~\a·~~r~~t~rlzación de dispersiones ha sido llsado·Ciesde 

hace muchos años para evaluar\~is~~;~i~~~~ ;~~~líquido y líquido-líquido. 
._. ;.:-·.{. ~.' . . 

por medio del 
.-· ~ ,,,-..-,,, ;:. ~ ... 

dimensionamiento nÍariJ~l 'cie ~C>t~~ o'b~~buj~~·d~ 'f().:b_s"i~fÍas tomadas en ta pared del t;.r;que (Clten y 

Middleman,'1967):~; ~í~ ~'~~~r~:;;,.::f;:~=lí~i:' ~~~-f~~~~atlás··· d~ dispersiones .es• ~~,~~Í:~(). tedioso, 

que requie.re. d~'~i~_~i·'ti~:i~:~ll;:··t~~a~-;~~C>¿rafia~ •.. ;~~ela;l¡s····y··:11¡.i~~;ar .·¡~ ~éc;~ica de 

procesarrii~~~o 'di~i~~í ,/d~. i~1~~1le~ {cc;ri~ist~ } ~n : tiria cÓrribinación . del .. vid~o . ; ~~~ técnicas 
''::'>"·~:···.»· "/··.: -, ·-, ··:.'•' ' ,,.. ___ · .!.;:, -.. ' 

computacio~~l~~{t~'~J:¡Í i~c;uii~ ÍacuantifiC:~ciÓn d~ los ~amaños ele gotas. (Pacek .et al., 1994) y 

burbujas (Macho'n ~Íál,; 
' . ' . . . . 

. . 

Para que una•imagen pi.'.a~da se~·procesada,con .:.na computadora. necesita ser digitalizada. es decir. 
º'"··,· 

convertida eñ''. h~~ rC>r~~~~'u.:n·~;ica;r' Par~ ello; se. divide en. tina cuadrícula bidimensional. .• A cada 

pequeña regiÓnse te) lama plxel .• caclii' ~ixel.~e reconoce por su posición en la cuadrícula y ~ontiene 
.-·~ ·.·,.::: ... ~~!,'.~-·-. ::::::c:'Y 

la información de' 1Jrr;ióosidad y déi1(); ¡;o~e~poildiente a ese punto de la imagen en bits (la menor 
~O--"- '~~,__,<-,,··~ '-~-· 

cantidad de i~foi~a~i¿,;;: ~~66.:.6cid~ J>6f', t:ina computadora). Dependiendo de la resolución de la 
' . : .:· -<, "'." . :.: \·::-- ;; . ~·' - ·'· . :~ 

imagen es el núm",;r4d_e,bit~~q.i~ lo repre~entan (ver revisión de Brito-Albavera. 2001). 
-~:.:-··-~:' >{::':-;·;\:·;~_>·:· .:~.-,.- .. <.;: :· .. ·_ 

Pacek et al. (l9~4jtiescri6ieron una metodología para cuantificar gotas usando una técnica de 

análisis de imágenes/videograbación. Esta consistía en un estereomicroscopio que tenía acoplada 

,------- -
' 

t f;'/¿_ 
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una cámara de video que enviaba su señal a una videograbadora. Las imágenes grabadas se 

desplegaban en una computadora donde se median las gotas manualmente. Machon et al. (1997), 

utilizando el mismo equip.o, cuantificaron los tamaños de burbujas como función de la tensión 

superficial. DalmaÜ et ,al. (19.98) midieron los tamaños de gotas de un sistema modelo de tres fases 

(medio acuoso; ~¿el~~ i-'~~~~):p~;a la producción de una Iipasa. Recientemente, Galindo et al. (2000) 
.. ''· ,.-:.~:.·>'- ... :,,~. \; ,--~,_··"".;-0!,--:: --.:: -

demostrarcn:.,18.;'.·fii.itÍbÚictll.did~:'Ia .técnica para estudiar dispersiones de hasta cuatro ··fases. El 

procesami~ri16\:1~'i~~ iri;Á~e_~~s";~s completamente digital a través de una cámara co;.,ec~~~: a una 
:: .. :· ~-·>' ·~:...> ;/'.<'· ',;,; ___ : ;·~: -,.,_._ -

tarjeta que ~a:?tilia'1iis'~fiii~~;cle video y 1as transfiere a 1a computadora, sin requerir ii~ si~1erTi3. de 
~ -· -.,_. :-.~-·-·.:...'.-:- ---'.~; .. >t;:--~-~--':.,- ·=-·,;-r:- ·---"--

videograbaciói;:;[~ErÚcbÍaborac.iÓn con el Laboratorio de Imágenes del Centro.1de Investig3.ciones. 
" ~' ·.:.'<~-~ 

Aplic3.da~ y'oeslirr~lío;i'e;;~~íó~ico - UNAM, se diseñaron algoritmos pani:6bt~n'.:';hri:.'áge'ne!> de 
·,·:~·t,~:--."" :1::.t ~: .. :::~·_::"··.·.<.::' .. :~.}<" :)>:--, ~,<:;>~-·,., ._ - <->:~"-~?--;:.:-:-->.~~-;-":' .. ;·::,.~--::~;.;< .. ':;, ~-

calidad (Brito::.Aibaverá;_200I;:Taboada•~t al., 2003). Bajo este mismo principió:' en el'Iaboratorio 
" ·-,.~ 1 • .'~ -, ¡,"; •, :. -· ' ''; -

del Dr. Galindo·~e h3. des¡\'rroÚadc{eqUipo para llevar a cabo diversas investigaciones relacionadas 

con el terfia~d~ 'cii~~ér;i<:>;.ie~ rn~IÚl'"il~ic~s. particularmente aquellas involucradas en procesos de 

f'"ermentación: 

El análisis ;de' hn~~enes :,~n la;'.c,iracteriza~ión ·.de dispersiones permite obtener imágenes del 

experimento e11 Üne~. :sin. n~cesidad d~,una:tcíma de muestra y la captura casi instantánea de 
'-< ",-·"•e ;• 

imágenes de,Ja_;distri~l.JC:ión de;tarnafi(;5 cie' gotas. Ello permite un análisis cuantitativo de Ja 

dispersión, 'a:Sí c:?~~~d~2i~'~si~ct~,:~ de la misma, describiendo la presencia de burbujas en gotas, 

gotas en 'gota~.'; il:i~er~~cion~s aceite-micelio-aire y también permite cambiar de magnificación 
.: .' ·-_.",·,·-·'" 

rápidament~, para un análisis más detallado de distribuciones muy amplias (Brito-Albavera, 2001). 

En los sistemas multif'"ásicos de gran complejidad y con la presencia de la biomasa, el estudio de Ja 

interacción de las fases no ha sido sistemático y la inf'"ormación sobre la medición del tamaño de las 

r-~:--·- 25 
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gotas o burbujas es muy limitada. Galindo et al. (2000) utilizaron el modelo de la fermentación de y-

decalactona y la técnica.de análisis de imágenes para determinar las distribuciones de tamaños de 

gotas y burbujas corno función de la concentraCióri de aceite de ricino y de biornasa. Se observó un 

incremento e~ el ta~año:de la~·~¿t:s d~ aceit~ 3.1. incrementar la concentración de la fase dispersa en 
V ;· ... • • •• •• • •• :·· ,_ ••••• , ·---

los sistemas' ~edio ~¿ub'~e;,":..~C:~i~; y rne~io ~C:~osáia~eite-aire. Tanto la presencia de biornasa corno el 
• • • .- • •" ' ',_ "• • -'';'\ '"7'".; ::•-:.> • "", ?~··.:,., ~:::~•; -•, - ::'' ';_' •.;.¿e~·· '~!~f::• : • ·.,~ ,;, •• •' :, •7,;:i '' Oin>;-- - •-• 

incremeñto'C:~ la ~a·ri'cerit'radóii;'<lé':i3.''~is~a ~it el ''sistema, originó una disminución en el tamaño de 
__ ;¡_,_ ,·_,¡, ·,.,.. ··.;-.-

las gotas de a.~eiti.ci ~¡:;·~%b6~ slst~ii;~;;'(~~ri'~ siñ 3.i~~})üi:~os estudios en el grupo de investigación se 
. ·. > <'. ···.,-;,_'::~>·-~:·~:)_:~·_ -~·' ·-·.'-·:.·:.~--·>~.:-·.-:--~: .. :~·:·~~·~,\ .'.:-_:~·~_;.~_: __ º .,. •'·''"·"'º ·_ -,. ·-·· ._, .. .- ' -·,, - -

realizan para. evaluar.· el' efecto··de otros· parámetros en la 'dispersión· del .:·aceite·:de: ricino· y: del ·aire, 
,-,.,_~,. , •\ O , "-,';.;":',~:.S~;~,.;:' :e--• ---~·'c.~- ~;o-- ••. """ '••. -"".;.-~.- --'?:~.\ :. -==;" ,, --.-. ,>, ... -·,"-'".'-e:'.~-;':~.': ., "'° .-~~-·' 

tales.corno la morfC>iQ'gía ~iC:etfar del. llC:.ngo.(Lucatero/ 200:i) yla presencia éte age~tei te~soactivos 
-· ·: -;.: . ·> :. ·::: .-·»::-:::~:~-(-,.;~~'«· 1/}::} ... ~T~:~:--~:<:r;:;,¿:.:~·tx:>:'.;- ·~·.::-.:/~··-< :·~·.:.:\>_.-_:/(«:.'· _._\ :-;;;_:,.¿::.:~:'"~ .::·.~:?':·;:-> .:~:;:::,_~_ .. ;.::j; ~:·<:~'.~;;:,~_:\~)~~ \f:t? :(.!i~~~-~:·:~~\;.~·i:'..:~?:·~ ;~,-~;·!;::- 1 ··.:~: __ ·,/::> · ;~:.,:~ _:: :'.·::.:·-~ _ 

(Pulido, 2003). ; Con; el, fin .. de tener. información más ·detallada sobre)os parárnetros:que:influyen en 

ta disI>ersióll.de,1~·;:~lH7;,~.!~fif:1.e:;,d~j:.~;.~~··~-~nt0~d~~1.~~~~r"1~~:~'.i¡i~r~1~i:~?7~;~;~~?~~he11 ·~ntre 
las .fases~ · eti ·este .. '.trabi:'jo;•; se· caract,e,ifaaron.{ las:;dis¡'.>erni°'nes·;Hquido~liqu1do ''.Y·::Hquido~gas . por 

observacl~nei; micí-~~cÓplc¡:.'~:'de ;!~cgC:,úfs{dé ;·iJeii~" y'ici~!Ía~'., ~J~l>aja~ ·~e/g~~ i<li;,-per~~s:' .. ••Estas 

observaci~~e~:; 1'.>,ost~~.~f%~~ie\·.~~ •• ~;~:~~~r?;;~~~ia;~te~:;~~fi~i~}ci~Jr;~f¡~~·~~-:~~*¡º';~~:ión ·~de·. ta 

viscosidad d~I ~istema;· ge~erada ,pÓi,; la . p~esenci¡ de bion{as;¡ (>; p_;r I~; pr;;sencia de; otros· agentes 

espesantes ·en .· 1~.:;?~si;:cl.í,~k{~~1"\•si·;¡gFi'. :.~~i0ti~111d:~/5:~/;~~~~{~d~§ .. ;{;i:t.~1·~ macroscópico la 

dispersión. d¡I' a~~it~j_d~ f;~J'n~}Y;,~~~)f_í,i~f ~~ ·~~. ~-~ii~ll-.d~.A ·;.~~~ri~i~_'-'Ótu~ét~ica en sistemas 

modelo de ét'os, t~'tis ~ cli~fi.'bf-á;e's~~\.it;;'ú;;,i~dC:.do~~6¡'ifig.:Í~a~i6ri~~ ci,;' imputsC>res (turbinas Rushton e 

impulsores Inte;~G) y'~i·::~l~~dci''ci~~~c~·~~¡tio~~s d~I ~;~~es~;·al lni~iC>, con alta concentración de 
. ' . . - . . .- .. ' . . ' '' .:.::-:,~ . -. . . ": . .· . ' 

aceite (15 %)/baja é:o.ncentración debiomiísa(L~ gtL>. ~al fin~!. co~baja concentración de aceite 

(2 %)/alta concentra~i~ri d~ bio~asá O 0.6 gfL): 

r---·· 
'i \' 

--\ 
_: __ .. {?ij 
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3. Objetivos 

General 

Analizar el comportamiento de las dispersiones de aceite. biornasa y aire en un sistema modelo 

de fermentación que involucra hasta cuatro fases 

Objetivos particulares 

• Desarrollar un fluido experimental 111odelo,que simule las características de un cultivo de 

Trichoderma harzia1111m creciendo en lln aceite .vegetal. 

Caracterizar la dispersión d'et ;~eit~y la ~ic:,·~~~~·i...a: niv~I rriacroscópico- en sistemas modelo 
. '•' e-·~ ·• { ' . 

de complejidad, c~e,ci~~te.X?+f~~.~~~i~.;; ·~é~~~c~it~~~i~e. ••agua~micelio. agua-aceite:-micelio. 

agua-aceite:-air~:ft'.tic;;Ú()).;q1Je;·5i§ilt_;,~)~~spioblern~sde rnezét~do líquido-:-líquido. líquido

gas Y 1;~1.lidC>~gis~~ói'fcl6, ~~~;fti~'bió~~i; ,;;~~1~ric:i~··~~iurl:.~iric~: .·· 

• 

·--'-~~·$->· - .. -, :.--:;'.::.'/----~\_·.::·. :_:::', -- -~--~ :·~\~- .-:.~-~ - . ;~:.· .. :~~ ... -~.':.'f/:: ·: ~--~ ... ('.~ :_)· --~ 
-. :.<~32: , --~¿'. . .' -' -

Caracterizarla ,~isp,~r~izn~,~~I a~~it•~· y d~Í il~e ·~~ ;~ist~lllas m.odetC> 'l1 nivet¿llli~~m;cópico y 

analizar Ja interacéión;fe' las'burblljas de ~i~~ c611 el a~eit~ ci~'ri~ino; e~ presencia o no de 

micelio de· ,¡.;;~'í,:;;;J;~~L}~~:;.;;~:,~;~~· "·~-~-": 

• 

.•. ' ' ;< ( ' ., .. ··. . ' 

• Deterrnin.ar el grado de influencia de Ja viscosidad de la. fase continua en la dispersión del 

aceite y Ja dispersión del aire. 

r 1y:,-··~-
1 . ' ' 
L~~~!_.;L·h~ .. Í_; ::.::_.:.;__: _ _;~;.:)1 i. 
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4. Estrategia experimental 

Este trabajo f"orma parte de una linea de investigación del grupo del Dr. Galindo donde se ha 

desarrollado amplia experiencia en el mezclado de procesos de formentación de reología compleja y 

alta viscosidad. Se utiliza como modelo de estudio, la fermentación de y-decalactona con el fin de 

analizar la dispersión de la fases inmiscible, gaseosa y biomasa en sistemas multifásicos y estudiar 

detalladamente las interacciones complejas entre las fases, asi como evaluar la influencia de varios 

factores sobre el grado de dispersión liquido-liquido, liquido-liquido-gas y liquido-líquido-gas-

sólido. 

Se utilizó al caldo agotado de la fermentación .de Trichoderma harzia11um como fase acuosa y el 

micelio disperso de TrÍchoderma, obtenido a partir dé cultivos de· fermentador de 1 O litros, tamizado 
;-- _·-._: -:_o.-·:,_--.·'.-.·-·,· .. '-·-.- . .'-·;- .. _: ·:·· ·: ·_.:,_·_·.·;:-~;:-.-.-~·.<.:~ .. _::.-: .. :~~:_.,_",-.';,_r.'~.-.,r·--~::.·:·«. <-."-' --:~ •. : ·::.:.· ';."· ~-:.-.,,·,-,· . .:.-,. : 

y lavado para evaJÜar. sü efecto SÓbre ia· dispersió'íi de la fase inníiscible.(aceite· de ricino) y del aire. 
· · -.-:\ ·:·_:• ... · .. ··,,. ,-,.. .-: .. -" ·- ... '··-·.· ...... ,.e·,,,':.·,-. ·-·:-.·t· ,' ... <.,·.·.·' ··· -·~-~-:~~-'->·.r .. ·.•:·. ,,.>-'._.,._.., ,•':~·:·~; 

Para simular ·~el efecto >i:tel iri.;~emento de la 'viScosidad durant~ la forme"fltacióÍl se modificó la 

viscosidad.de·!~ ia~~,~~l1i~~i¿c;~ü~''~.:Jid~:~~~i~í~rit:;'(~ii~e}~íj·Voi;~ ~d2~i~~~iit1'6o"céMc).' 
< ·.-·:_:::i~~~--~~:t{~:~~ '~>~·~ -~~~'-:J·'.- ~-":.:.'.;-. ~;~:- · -.--,::{_:,)_~'.<·;· ¡:".·.·.~_;:_:~-~+ ~~·;f::::::_, \2:>.:-c ·· .. :'~¿:__·· .. : • ;_~¡,=f/;' ~ ... '-_"-~>~:;~'._·· 

-··~"!·>;.-: .;~ ,, ·_:;;:·::\~'.:.:~~ - --·. - -.,·- ;. -,,-
-. - ·• /. · ;:L·.: .... -. -·;:.·,.:~ -;.'" 

La dispersión del 'a;;c;;it;;·y.d~ la·.1'iC>rl1asa:;e·car~cte~i2:óci.lantiflC:aódc)la Í-rácciÓnd~. ~ceit~··.y biC>masa 

dispersada en el ·pú~~;·cl~,~~u:~i~ed(;.d~m:s~~~;lapoien~i~"~~·~ini:trada) ·~n"~a~~ :no 'd~ l~e~sistemas. 
- --- ,. " e -'>-' • ,. -,- • - -- ,--.-,- • ,- ', -, ' ' ,. 

de dos fases (~~~_::a~~it~ o caldC>-aceite). tres fases (caldo-~ceite-aire) y cuatro fases (caldo-aceite-
\-·< - ,;-~ .. ~--: ¡ 

biomasa-aire).;. Para e~ta caracterización se consideraron dos configuraciones de impulsores: turbinas 

Rushton e impulsores InterMIG y dos etapas de la f'ermentación: una etapa inicial, con alto contenido 

de aceite y baja concentración de biomasa y una etapa final, con bajo contenido de aceite y alta 

concentración de biomasa. 
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Asimismo, a nivel microscópico se evaluó el efecto de la concentración de biomasa. y de la 

viscosidad d~ I~ fase ~ol11.'¡'nua·sobre la dispersión de las fases orgánica-y~gaseo~~d;;t;;~inando los 

diámetros de las gotas de aceite y .de las burbujas de aire por análisis de imágenes:. \ 
.',!;: ·_-. 
;-~> ,_ 

Los resultad.;s;~:i1;. '.~i¡~)i~~~riiación ··macroscópica y micros¡;ópica~~~"1á~i:ii~~e~siones ·~~·\a• fase 

inmiscible, ~~f~¡;~~li~i~~'a'~~'.'~e ~resentan en dos seccion~~;; ''J:~ ~J~~:r¡ ~~i~i~ri·~~%~~~~11cte a la 

caracteñ~C:iÓrÍ~d~Íi.~di~~¡;'~~i~~~~de ~ceite y biomasa·a '1i.Se1 ti-iáC:~js~1i>ic(;·i;r;. l~s ~i~té~;.s de dos, 

tres y cuatrC> f;.ses: E:n.1a s~sunda sección se presenta 13. ca~acl:eñzación de tas dispe~~ie>nes éie aceite 
~. .. . ' . . '., ' - '. 

y aire a nivel microscópico en función del contenido de aceite y la viscosidad del sistema, modificada 

por la presencia de biomasa, por un agente espesante newtoniano (como el glicerol) o por uno no~ 

newtoniano (como la carboximetilcelulosa) en la f"ase acuosa. 

Cabe señalar que la mayor parte de la caracterización macroscópica ha sido publicada en el J. Chém. 

Technol. Biotechnol. (Córdova-Aguilar, M.S., Sánchez, A., Serrano-Carreón, L. and Galindo, E. 

(2001) Oil and fungal biomass dispersión in a stirred tank containing a simulated f"ermentatio·n broth, 

J. Chetn. Teclmol. Biotechnol. 76: 11O1-1106) y algunos aspectos de '·ª caracterización microscópica 

han sido publicados en él Can. J. Che111. E11g. cLarralde-Coro~a, P., .Córdova-Aguilar, M. S. and 

Galindo, E.,(2Üo2) Di~trlblitibn6fth~ free and oil:.t;apped ai~.bubbles in simulated broths containing 

fungal biom~s~ •. >/::~J: J.; b~~;;;.: E;;g. sO{s): Junio). Ambas publicaciones se incluyen en los 
. .' :;· :· '-< -· ·.:' .. 

apéndices A y B de este do.cumentC>. 

¡ 
1 

., .. i 
.. ~ ; --------·-------~---·· 
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5. Materiales y Métodos 

Fases continua, cliscontinua y sólic/a 

Fase continua 

La fase continua de los sistemas de dos fases (aceite-caldo), tres fases (aceite-caldo-aire) y.cuatro 

fases (aceite-caldo-biomasa-aire) fue el caldo de cultivo agotado (filtrado), obtenido 'al final de la 

fermentación (ver más adelante). Su viscosidad y densidad fueron similares a las del agua y la 
. :, ~:-¿-

tensión superficial fue de 62 mN/m (determinada con un Tensiómetro 20 de Fisher Scieiítific,' USA). 

Algunos experimentos para caracterizar el mezclado líquido-líquido del aceite de ridno:y la fase 

acuosa, se llevaron a cabo con agua destilada. 

La fase continua en los sistemas para evaluar la dispersión de aceite y aire por análisis de. imágenes y 
:_~::.:'- ·/.-~;_.: _.., .>. ' ·-, . ' - -<. . .. ' -: . '-___ :_(-->:._ : : 

el experimento con carboximetilcelulci5a (CMC, 0.6 % p/v), éonsistió en. el medio de cultivo para T. 

har:ianum (Serr11no:7f~ii'.~~~ et;,/.;~ 1997) •·l1~ili~ad¡,. pre~ill~en~~ po~~alirido. et,al ~~()00);. cuya 
·,:.".: 

composición .f:ue .¿ri.~:·'.~)~só~. 5,m2PO~;'.) •• ;.¡ai-Il>c;4,··•·2/~gS04;; i.s; CaCl2~6Hicí;·. 0.067; 
:-.-, -~-°""' .·, ." __ -.. ~- '~;'." -- -.-.-: ·-=-·- c.-=~~::-• -- -- . ..;:;,« =--" '' .. ' ->"' ·:.- :· .. - C,---

ZnS04.7H20; .. o.ooci1 .yFeCI;;6H20,0.008~ ajustando,el.pH (5:6) con áeidó .. fosfórico.• Por otra parte, 

la fase continua de.las solÚcib'~es p~ra evaluar?~;·erecto de la..viscosidád.en la d;i~~~r~ión de las fases 
-- ···-·-o;'-_···-'-•c::.-,:·:·'.;'·-,,-:"'c!"~-:;c_.;:_: __ , .,_,_ .. __ •. _ -· -~·--·- ~,,- --·- ·-····'··.;-.,· . .:-_-: .. ~---•·<·,=-----''~· •L•-'"-·--:C.-,.;':··~:{-·-- .. ~·-.-.. '--~_.e_,_· -

orgánica y gaseosa ~onsi~tiÓ de• ~g¡;~' destil~d~·~Cln gliC::erol {F~~~~llt) ·en ~ollcelltr~ciClne~ de· 5, 20, 

60 y 75 % (p/v) que pe~itieron6b~ener s6Íud.;nes con~~12, 2, 2o y 40cp .. 

Fase disco11ti11ua 

La fase orgánica dispersa en todos los casos fue aceite de ricino, grado alimenticio (Aldrich 

Chemical Co.). La densidad del aceite fue de 960 g/L y la viscosidad fue de 560 cp a 26º C. La 
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condición inicial de Ja f"ermentación de T. har:ia1111m implica una alta concentración de aceite y una 

baja concentración de biomasa correspondiente al inóculo. Por el contrario. la condición final de la 

f"ermentación implica una baja concentración de aceite. al -serhidrolizado y consumido como fuente 

de carbono por el microorganismo y una alta concentracl~n_--d~._-bi~masa. De ahí que las 

concentraciones de aceite seleccionadas fueron 15 % {p/v) y2-.o/..(p/.;,)· para simular las condiciones 

inicial ·y·ri~i1 ~e- la•·f"ermentación. respectivamente. El aceit~ d~' ~l~in¿' d~ las muestras se cuantificó 
----"·, . 

. , -~· .. ,;~,--' ·>/ '. -

pÓr doble eid~a<:ción con n-hexano. utilizando 5 mi d~ n-hei<:a'l"l'ti.e¡.¡ 18. pri.rie~8. extracción y 3 mi en la 
.·.e,, . ·~·-:. .:.:~~~-: _,;\> 

El' n~hexano se evaporó a temperatura 'ambiente .• -Los':t.'..b<:>s.de ensí'.yo pre-
~-,,.:;_::~-;·">'' ;;~\_- - _'_·.,.._,:..'.:".;·. :····<:: 

pesados,c<:>n 18. fr8.2ciÓn ,deáceite se secaron a peso c::Onsta'¡.¡te a'80'.' C '(I2 ;1 s, h),Y se cl!antificaron 
.:,- ,,.>•" ,_ ... «·._: -,._.- ·:. • 

por gravim~tria/i r.:a dispe~sión de aceite se. definió como la cantidad (g/L) y el porcentaje de aceite 
~-: ;. :•;: , -· 

en la fase acuosa en' f"o_fo.;a~ dispersa, . . . ·_.·_-·., \> > . - . 

El ef"ecto d~ la 'cc:mc:en~rncióll_cle;8.ceite en las dispersiones de la fase orgánica y del aire se evaluó 

utilizando c¡;nc~~fr~~ib'~e~ ele 2. 's-. Ío y 15 % {v/v) de aceite de ricino y para los experimentos con 

CMC y glicer~I: ~e ~tiJi~Ó 8.t 10% (;,,/;,,). 

Fase sólida 

Se utilizó el hongo fllamentoso -· Trfchodernia har:ia1111m IMI 206040 en todos los casos. Las 
-_. -_._·- .,l .... ::'._- -

concentraciones,fi.i~roi't lA S/L y 10.6 g/L de micelio fresco. simulando las condiciones inicial y 

final de la f"ermentación, respectivamente. Otras concentraciones de biomasa fueron 0.5. 2 y 5 g/L. 

cuya moñologia fue la de micelio disperso, similar a la utilizada por Galindo et al. (2000). La 

morf"ología del micelio disperso fue determinada en un sistema de análisis de imágenes f"ormado por 

una cámara CCD (Nikon color. KP-050) montada en un microscopio (Nikon Optiphot -2) acoplado 

a una computadora con el programa comercial lmage Pro Plus 4. 1 ~Media Cybcrnetics, MD. J;:UA). 

~ \ 
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El micelio tuvo un diámetro promedio de 280 µm (promedio de las longitudes de trazos a través del 

centro de gravedad del micelio) y una porosidad de O. 7 (densidad de objeto). 

Producción de bio111asa 

El procedimiento para obtener la biomasa de T. har::ia1111111 utilizada en ·los sistemas ·donde se 

evaluaron las dispersiones de aceite y aire fue como lo describen Galindo et a/.'{2000};,··mientras que 
e :· · -:_i:~ ·::: :·: __ -~·-.,:,_ .: : . ·_-

panllos experimentos de dispersión de la biomasa como funci_ón ·de la poÍ:encia~volumétriéaen los 

sistem~~ de tres (aceite-caldo-biomasa). y. ~uairo f~es · (áceite-'C:a1<lC>:..;ii;e:biC>ro'asá).1a pród..ii::clón del 
e ,- 1 ·.,;·,-" _ •• ;-;< ' :.: «- .! -• -'•o ·, -:,;-'..:;' ._::'-~ •.'.-':~;o¡. _ _._ . 

5
,. _ ";-'--" ;• •• - • 

inóculo y la .composición del medio de ferrrient~dóri fue~ori sir'r.il'ii.res ~.ias ~ep<:,n;i<l~~ anteíiormente 

por· Serrario~Carreón et al. (199,7);• su~iif~y¡~~1' ;r:·;;ente'd~~'da:r.;onJ ~!d~~{áY~~-;i·~;~o), p~:glucosa. 
-'.~>,-;,-_,,~- ~ ~~·¿:.~' .; :·::-,;.-~~:;;-Y_,,:;~-;-.;~ i :~, .;/~;-< ":' !?"<' -::·\~::><'" :·•.:;~·: ·-

Se realizó. una f"errnentación en un fermentador de 3SO Úpara producir elÍmicelio.; El fermentador (T 
· :/.;t-\:·" ·- -·::·'"!,_ ~-::>~-!-·., ;-,~,".,·-r'.-·- >·;:-~~-~ ... :-··- ;,·/~ ..:;}.:'~-- ·'<>· '-. ;:<_:' :-:.~~ -- :_>.: :.'-~--~-- <'..::':_;)-.": ,~ ,"· ·_·,~··.·· · 

= 0.69 m) estáequipadoéon'dosti'.irbinas Rushton (DIT '=.0:43) y'.soni:fas para.pHyC>xígeíio·ctisuelto. 
. .-· -·_::.·:- : ;~ ~··. /\t::-:~:;·:~:-:~:~·.:. ;::-.~::::.:._~:~::'.·\V;_.·!~}?\'~~ ):~_y: .. \;~)-:;-.:~:¿~\ ~tr'.:1/:;:~·~t:;.:_:;.\;;:::\:-,<I-"~:: ~-:~~::·"~'.~- _, :t:/::s ~~: .. 'i·:;-_-:'\::~~:-.:é~~-:::]··.'.._ ;,~----~- -<-~;;:-;:~-~-- :-.~- :.~.:~ >~:- _-_' 

El cultivo se controlo, a 29 ° C.· ''La_ velocidad de~agitac10n.fue de~L083 s::._,.y,la velocidad del flujo de 
,-_,.,<. ·.-.:.-., ;.": .• ~<·.!· · ''-'>{e·-~>').·'";:,·.·,,·.";• ::_,;o,;•;;,·~ c'•".j • -•. ,:,~D'.·-.'. ,·-~·,,-.,u; ··-'- ; "- ..... :~r- •.d '.":':,~J~;'..'',,'f ·.,,.:. 

aire fue de·• 1 vvm. Eii pH• si; ma'.niüvo a 5'.6 por adiciól11íu.itomAtlca de;N-a'.óá (2N) ...•. ifr ~i~~lio se 
-·· ,.. ·/f~": -.:, . .:,:.:~ ·~1:)> ·: :-~ ; ),<·: 

cosechó despUés de 96 h'd~ i;;ultiv~ y el cald·~ de cultivo agotado se filtró a ira"és dé gas8; 'se .colectó 

y almacenó···a4 º'C ~~r'~I~~ÍÍi~~s~·po:sterionnente como fase· acuosa. La biomas8. ~~~uperadafue 

resuspendida en ~.l:,:cal_do''.~gotado a las concentraciones seleccionadas. La biomas~ ~~:.c¿8.~t'it1có por 

peso se~o como's~·ha'. ;~J~~ado anteriormente (Serrano-Carreón et al .• 1997). 

Condiciones de niezc/ado y n1etÜción de potencia 

Los experimentos para caracterizar la dispersión de aceite en función de la potencia volumétrica en 

sistemas de dos f"ases (aceite-caldo o aceite-agua), de tres fases (aceite-caldo-aire) y la dispersión de 

biomasa en sistemas de cuatro fases (aceite-caldo-biomasa-aire). se llevaron a cabo en un tanque de 

¡----~,-
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mezclado de JO L. montado en un dinamómetro de cojinete neumático (Reséndiz et al .• 1991), 

utilizando como configuración de impulsores, tres turbinas Rushton (D/T = 0.33) y tres impulsores 

lnterMIG (D/T = 0.52). La figura 1 muestra un diagrama esquemático del tanque de mezclado 

usado para esta parte del trabajo. La aireación fue de 1.0 vvm y la velocidad de agitación se varió de 

1 a 6.5 s-1
• 

La caracterización de las dispersiones de aceite y aire se llevó a cabo en un tanque de mezclado de 

vidrio de 0.21 m de·d_iámetro interno.y una altura de_.0.24 m. con cuatro deflectores y una turbina 

Rushton eorr' '."' 'º·~ 3) lo~aH~~da ~ _o, 1 o & CC>n ~~sp~61a~ ~l fondo d~I tanque (figura 2), operando a una 

velocidad.· de. ~gitacié>;; d~ .;~33 ~:,. y aC'~plactC> ---~----~~·-·• slstei-Íla 'di; adql.lisición y análisis de imágenes. 
:.;_•, 

Este sistema ; ha i siélo'.'• descrito él't detalle por~ Brito-Albavérad (2ÜÓ 1) '(figura 3) y consiste en un 

estereomicrosco~~~·t~o6~í~r;'(:bj~~;us;.~~1 ~'.};~~~}r~nectádo •ª una cámara de vici~I:>. de alta 
' .', o·,,, -"·" >'• <.¡~ "•o.,c. º ,,·_. •.. • "·• • • • • l • ·. >· •: :'/;" '" • .,,, ,. •··;:;: • • " • • ·.•. ,,. • ·' _,, " • - •, • • '• - • 

resolución' (1-iiti..~hi KP~D;o;;~¿.~~.NTsC cíi&i1á.t); .que uiniü'l.lna fuente de_ luz ést~obC>scópi~~ (EG 
•::,'....:- '~·~; · ··.---;• ·;c~1-!'- :'..~"·;' ·--~·{~_··- __ , ,:,< . ., -:-.•.. 

& G Opfoelectroni~s~· ~(;del~ M'ys'-.:.2('foo) y Jfi circuito de ~incronizaclón que acopla _I~ ~eñal, de la 
.. ,: ,;-:-. ' ·::_~-.'; : _,, . 

cámara al énééndÍéto;de:'1a• IAlTlpara,' La 1.'.iz e~trci~c'is~Ópl;;a «=~- cC>ridi'.idda ·¡¡¡ interior del tanque de 

mezclado a tf'a'vés• de/:J~¡i~d¡.;-da.'~;; fibr~ ?i>.tiCa Ó'-letás,. UK) •sumergible- de L.m de. l~ngitud y un 

Por medio ele est¡;~ist(;'~~ ~;;'pd~ibl~ capturar imágenes del interior del tanque y medir el diámetro de .· ;,• ;' .,,:;:;;:, "/·"··-:. _. -·," ., . \ .. ' . -

las gotas () blirbÜjas;·\itilizand() las herramientas del programa comercial Image-Pro Plus v.;¡.l 

(Media Cybernetics,:ijsA) :Y.Jos algoritmos específicos que se desarrollaron para el procesamiento 

de las imáge~es á~~:;;~da~tal .. 2003). 
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En todos los experimentos, la temperatura interior del tanque y de la chaqueta se mantuvo en 29 ºC 

mediante un baño de recirculación (Polyscience, México). 

lL 
muestro 

Punto de 
muestreo 

Etapa inicial 

turbina Rushton 
muestreo 

DIT= 1/3 

Etapa final 

Impulsor IntcrMIG 

& =€ 
DIT= 112 

Figura 1. Diagrama esquemático del tanque de mezclado usado para caracterizar la dispersión de 
aceite y biomasa (cuando estUvo ¡jresente) en fiinCión ~de la p0tencia volumétrica en 
sisten1as de dos, tres y cuatro fases. 

luz cstrolx>scópica 

difusor 

0.21m 

r ~;·.~ ... 
\ ; .. 

\ FALL\ __::_:::.._---~_; 
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Figura 2. Diagrama esquemático del tanque de mezclado usado para caracterizar las dispersiones 
de aceite y aire a nivel microscópico 

Cuando el sistema fue airC::a<lo se usó un flujo de- aire de 0.25 vvm. En-~l 2iso-d;; los e~perimentos 

en los que se usaron soluci~nes de C:M:~.;~I tanque y el i~pulsor fu~ron ~i~:i-l~r~s ·al· equipo usado 

anteriormente por Galindo et al. ·(200o)i•«:~n un tanque de vidrio de 0.15 m d;;·~iá~etro (7) y 0.118 

m de altura del líquido, dando u"n volumen de 2 L, equipado con Una turb.in~;Rli~hton (d = 0.07 m), 
. '·( -~:,.' ., 

colocada a 0.06 m del fondo del tanque. La temperatura fue controlada 3. 26.ic c~n una chaqueta de 

agua. El aire fue suministrado por un difusor sinterizado de acero i_n~X:id~~l~:·~;;locado debajo del 

impulsor. El flujo de aire se fijó a 0.25 wm y la velocidad de agita~iórt~4.1'~:~~ 1 '.< 

Dispersión ,¡e aceite, bion1asa y aire 

Para caracterizar la dispersión de aceite y biom3.~a ~n fü~ciÓn el~ 13. poten~ia vol~métrica en sistemas 
' " - : -, '" ' . ·' .. '.' ..... -... :· -. ·, -- ' -,. .'·" ,'· - : .": ~- ;-· --, -.. -· ·. ' . : . . ' -.. ~ ' .. . -. . . ' . ., -

de dos, tres y cuatro fases se tomaron muestras'<ie 1.~-n,1 para ~#da ~~locidadd~ ll"l~zclado utilizando 

una bomba peristáltica para determin~ ;íi~-~~;i'Zl~Ú~~~~,?~~··iii:"ei{~ ~ d~-'bi6~i~a 'c<:~~~do :e;taba 
~.--(: ; ;-;;..: :; ~-~:<·; ., ;":t>.· '"<":\/: :-:· -~·-:·: .. ».' - •,., ~ .. '.: ·:· >: ; 

presente) en el punto de muestreo, el c~al/stab~ lo~~li~ado rrenie al impt;i_l~or:{i(lf"eÍ-ior(figura 1 ). 
-·.:_:e;·': :./ .-:~:~_::~- _:'.:>~-~~ ,-,_-- ; -~_-_, ~_,_~.·--- •':J-"-- ',.:_;-,··~·--· _:-

~:.- .•. ~:/,;~-·-- ~--~--- .. -::::·;;_j_'i ---·e- ·-·• - -.· ·. - ::;~--~~;~~~~~;-: '•- .. 

-:-..;";·-- :·~;:. <·.::'" -.=~--:' ..... ::;_. --~-~: .',·-·.·~-, '·-:·_ .-<-

Por otra párte, _la dispersióí't, ~,e' la~' fa~e{orgá.ni~3. )'' g~~~o~'~¡i ri:;ed_i~'aC::~osC. ~e huarttltiC::Ó eval;:¡ando 

el diámetro de h;~t~~i~~~:a.~~i~~',oJ~ i~s:~.ll~b~jai'~~'.'~ire; ~~i~~~CiJ''~n-~i~i~o 'de: 5oóobjetos por. 

muestra (err¿,(;:1, ~ .~)j;~~;~Bi·cf;n~~.te,~ri-~~~f .1~ i~¡li~nes. s~2tbservaron ·objetos ·esféricos_. Su 

volumen füe entonées' éaJ8ulaao °Usando sÜ diámetn:); el cuaÍ se consideró como el de Urta esfoia. La 

medición. d_e las b~,r~tlja.~ y g()ta~ ert,el 1 plano medio entre los deflectores se efectuó 30 minutos 

después de ini6iadbeie~~~~iJ11~d~;;~aiaJ>Oclerllegar a un equilibrio de las fases. 

:"f~ .~: :-- -;· 

i i.:·· : 

Lt:_ ___ _ 
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tucómctro 

sincronizac.Jor !fttj 
1 ! , rx 
~r:. ·~.. 1 

; ! 1 i ( ~
4

' --rn-lá~mclrn 

• \ 

Fi;.:11rt1 3. ¿1rre~t:lo cX/Jt!ri111e111a/ ¡Jara caracteri=ar la dis¡Jer:·•iá11 ele aceite .v aire /Jasado en c11u:í/i ... ,·i:·• 
de i111e1ge11e.,·. 

J.Jeter111inaciií11 1/e/ co111port11111ie11to 1/efl11jo 

Las evaluaciones reológicas de las suspensiones de micelio se llevaron a cabo bajo el régimen 

laminar utilizando un impulsor helicoidal (Bongenaar et al .• 1973; caracterizado y calibrado según 

Godoy-Silva. 1998. adaptado a un reómetro Rheomat 120 (Contraves. Zurich. Suiza) operando a.29 º 

C. Los datos de las suspensiones.de micelio (y. 0.1 - 500's'1)'se ajustaron al modelo de ley de 

potencia (r2 = 0.9971) c~rr'lo lo hán descrito Brito de 1~. Fuente ~tal. (1996). Los valores de. K fueron 

0.015 y 0.082 Pa•s" paralas suspensiones de micelio.de JA.Y 10.6 g/L, respectivamente. Los 

indices de comportamiento. del flujo füeron de 0.21 y '.O. 16, respectivamente. Las propiedades 

reológicas de las suspensiones de micelio rueron estables durante los experimentos de mezclado y 

después de los mismos. 
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Las viscosidades del· caldo agotado y de las soluciones de glicerol y CMC se dete~inarón ·con el 

dispositivo de cilindros coócé~trl~os DIN 125 (en"cm, d = 2.5, h~= 4.5; D "."' 2,7~ n;";;~t~t acoplado al 

reómetro Rheo;a~ 12~:¿cb~tra~~s,izurlbh; ~~i~) operando a 29 ºC. El valo~de K'.f~e· d~ 0.11 

Pa • sn y de n = ~:;~~: p~~a i~solu~ió~:de'~~C. ¡as ~ol~~i~nes de ~licer21 d~: ~. 26. 60 ~ 75 % (p/v) 

utilizadas tuvieron}. 12,; 2, 20 y 40 cp de visco~ida.d (y, o; 1 ·..::: so() s~ 1 ) 

Tensión súper.ficia/ 
-- • ' ' . ---= - • - •. ~ • 

La tensión superficial de las soluciones utiliza:das en todo eltrabajose midió utilizando el.método del 

anillo (du Nouy) reportado por Clarks~n ~I al .. (1~9), en un te~~ióritetro m~ri~ Fis~:r~o~llo 20), 

calibrado previamente . de. ac:~erd6 al'.manua~ su~illistr~dci' por el"~a~~k~~te. y; comparl~do .• con la 

tensión superficial del agua (67 r:iN/m). : Los vaÍbr~s ex'pe;ift'te~~al~s se co.,:l~iei6ri \;or el .iB.ctor de 
' . ' - ' . - ~, .. ' . - . -· _. - ' . '·, '-. - ' . ' -. - .. - -:-:·· . 

corrección 0.925. calculado parB. et ~iAmefro del anillo 'de platino-iridio Útili~ado (5.91~ cm). 

r-·------
~~---~--
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6. Resultados y discusión 

6 . .J. Caracterización macroscópica 

6.1.1. Turbinas Ru.'ihton 

Siste111as 1/e 1/0.'i fa..<;;es 

Dispersión de aceite 

En un primer acercamiento para caracterizar la dispersión del aceite de.ricino, enun s.istema de dos 

fases, se utilizó agua destilada como fase continua.. Sin embargo; en la~formerÍtaciÓn; la fase acuosa - " --·· . ·- -- -·. - ,_. - .- -·- - . . ~<-'-- - . ,· .. ' º.~,.~>·. .. -- .-, ._ .. ----. 

inicialmente consiste de una. solu~i.ón~ riC:á er,i};:.les'que se .. va:· ~octificancto C:o~fo~me. avan2:a el 

proceso, debido ª· los cli~~r~C>~•.c¡j~)JJ~stos i:>~cid~cÍ.étos' ·y e~cret~do~. al ·•C:alclo ~6/ T. >~;,;::la;111m 
durante el· cult{~(). ~.;}~~i·~~~{h'i~/olÍ~i~:~ y ~t~s ;~;o~~¡~~s; CP~~~rl.~) 1~~~5.;! ;~i. io tanto. para 

simular .. las ··ca~ac.te.~;~icfs ;~·~ ••• ~~ .•. ~¿l;t.ivo d~.··Trfchode~ma.har::ia1111m,~sc·Uti•;;zó··· c~~o'~as~ '.•ac\Josa al 

:~: :::·~~:~f ~~:~~ri~~t~~r~~~~~·~:J~~·4~·~f ;:[;~~~.f.jt:;:~ 
los sistemas agua' ;"~~c:;i1;;:(i5J y :i .%~dé a~eite), pai-a PtVL~··o.3 ,w/L:::: La'ce>mposición de la fase 

',: .. ';-<.,, ;:-:;;:;:::_,_.,;,~,2¿·,~' ,:',..:-!> º',--.-"• ''''" ~-~,--.~~·, ,L·~.' ''•• ,-_, •" ~ ;-• ,•, ::, -.·: ;:·~'-, " - -

acuosa tiene . un 'ef-eC'to' ~;,:¡piejo sob~e la dl~per~ió'n' de. aC'eite .•(Che~. y Middleman, 1967) y la 

presencia del.a~~i!~rft~ri~;s~b~~~~;b~~IJt«f1;g~~~iÓ;·;jJetfi'<:f~F~~l si~tema. Asimismo. las proteinas 

y los otros prodÍ:Í~tb's. ~itabÓl.~cos''ex.cretados al mediO por T.. har::ia1111m, presentes en el caldo 

agotado actúan co'mC. a!i~n.te~ ~..:;rl"a;:;tantes, al igual que el aceite y disminuyen la tensión superficial 

de los sistemas caldo-aceite (hasta 62 mN/m), lo cual contribuye a una mejor dispersión del aceite en 

estos sistemas, al requerir menor energía. Por otra parte, estos metabolitos también estabilizan las 

dispersiones de aceite en los sistemas caldo-aceite (May et al .• 1998), como se ha reportado en otros 

sistemas (Prins y van't Riet, 1987). 
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Figura 4. Dispersión de aceite e11.fi111ción de la potencia volumétrica para concentraciones de 
aceite de ricino al 2 % (w/w) y al J 5 % (w/w), con turbinas Rushton en sistemas de dos 
fases. Agua - aceite (•):caldo - aceite (cy. 

A potencias mayores a 0.3 W/L se observó que la dispersión es independiente de la potencia 

aplicada. Un incremento de la turbulencia en el sistema favorece una mayor dispersión de la fase 

inmiscible y un aumento en el área .de transferencia. Bajas potencias favorecen la coalescencia de la 

fase orgánica y por tánto la separa.Ción de las fases. En otros sistemas. incluso donde la fase orgánica 

es un solvente se ha observado que la productividad específica del metabolito aumenta conforme la 

potencia es mayor. La dispersión de la fase orgánica es más eficiente al disminuir el tamaño de gotas 

y por tanto aumentar el área entre las fases (Armenante y Huang. 1992; Pacek et al.. 1998). Al 

obtener una mejor dispersión de aceite en los sistemas caldo-aceite, los experimentos subsecuentes 
¡--
¡ 

\.,,,•.r··· 
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Resultados y discusión 

de la caracterización macroscópica se realizaron con el caldo agotado de la fermentación. Estos 

resultados obtenidos del análisis macroscópico se complementan con los obtenidos en el análisis 

microscópico, que se explican en la siguiente sección. 

Sistenras 'le tres fases 

Aceite-caldo-aire 

Como se muestra en la figura 5, la presencia de la tercera fase (aire) en el sistema caldo - aceite tuvo 

diferentes efectos sobre la dispersión de aceite .. 
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O cakk> • aceft9 - alr• ·, a) 100 
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Figura 5. Dispersión de aceite en fi111ción de la potencia volumétrica para concentraciones de aceite 

de ricino al 2 % (w/w) y al 15 % (w/w), con turbinas Rushton en sistemas de dos y tres 

fases. Caldo - aceite (···-)y caldo - aceite - aire (O). 
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Resullados y discusión 

En el sistema con 15 % de aceite, la aireación tuvo un efecto negativo en la dispersión de aceite 

(figura 5 a). El alto contenido (15 %) de aceite permanece en la parte superior y la presencia del aire 

promueve_ la. forrnación ·de_:_ una emulsión aire - aceite en la parte superior del reactor. lo que hace 

dificil la inter~é:cÍón entre_ las fases inmiscibles y favorece la separación de las mismas. Por el 

contrario. cuando.el a~~ite sé encuentra a una baja concentración (2 %) (figura 5 b). éste es fácilmente 

dispersado ~ pÓ;tallto:· las fases líquidas son homogéneas en el reactor. 

La emulsión-.~ir-e - aceite ha sido observada también en la fermentación del cultivo de Trichoderma 

har:ianum:·(Rocha-Valadez el al., 2000), lo cual aparentemente controla la interacción de las fases y 

el nivel de hómogeneidad en el sistema. Galindo el al., (2000) reportó que la introducción de aire al 

sistema incrementa el tamaño de gotas de aceite debido principalmente a la introducción de burbujas 

en el interior de las gotas de aceite y a la caída de potencia suministrada al sistema. Estos resultados 

se corroboran con el análisis microscópico, que se presenta en la siguiente sección. La presencia de 

las burbujas de aire que están atrapadas dentro de las gotas de aceite (Galindo el al., 2000) hace 

evidente que el aire está en contacto con el sustrato inmiscible (aceite de ricino); sin embargo, las 

implicaciones en la transferencia de oxigeno son muy diferentes al mecanismo convencional de 

transferencia del oxígeno, ya que transferir oxígeno de una burbuja al aceite ·(560 -ffiI>ll) ·és_ muy 

diferente al de una burbuja a la fase acuosa (1 mPa). lo que posiblemente favorece la:;:sepa~aCión de 

las fases líquidas y modifica la disponibilidad del sustrato;en el sistemad~ fer~ei-itacÍ<'.m:-

Sistenra de_ cuatro fases 

Dispersión de aceile 

En los sistemas con· cuatro fases. la presencia de biomasa fresca ocasiona efectos diferentes sobre la 

dispersión de ~c~:~i:=-;' En el :~i_stema de_ 15 % (w/w). con 1.4 g/L (figura 6 a), se observa una drástica 

caída en la disp~l"s_ión de_aé:eite: Este efecto negativo se debe la presencia de la biomasa y el aceite 

en la partes~~~;i~r.'1é> q~e ~elve más diflcil de dispersar a la mezcla de aire-aceite y no permite la 
' ,···; ·-,. __ ,_ .. , 

interacción_entre la_s'fases inmiscibles; Por tanto, se acentúa la segregación de las fases inmiscibles. 

r-··--·--.
i 
:. r·.~; ¡.:.:-.:_:__:. 
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Resultados y discusión 

Por el contrario, la adición de biomasa fresca (10.6 g/L) al sistema de 2 % (w/w) de aceite favoreció 

considerablemente la dispersión del aceite (figura 6 b). La presencia de biomasa permite que un 
-~:.:2::_:. -

mayor porcentaje de aceite .se disperse, debido a que el aceite se adtiiere-afmicelio7y-el :á.rea-de 

contacto biomasa/aceite ·es, mayor. Probablemente con la presencia ·de alta\.'i:_o~c.;ntración de 

biomasa; la , coli~io¡:} '.ele las gotas de aceite y el micelio se favorece (Large- et <:i1.; I 998} lo cual 

permitiría incrementar.C:íc~cceso del sustrato al microorganismo y reducir el paso limitante inicial de 
·,.-:;··;:.:"·<.···,:,·,_,.··.,:· -:· 

los cultivos en sust~atos ínmiscibles. 
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Figura 6. Dispersión de aceite como fi111ció11 de la potencia volumétrica en sistemas de dos, tres y 

cuatro fases para las dos condiciones silnuladas de la fermentación. Aireación = J vvm. 

Caldo - aceite ( ···:), caldo - aceite - aire (-)y caldo-aceite-biomasa-aire (•). 
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Resultados y disc11sió11 

Asimismo. el micelio puede atrapar algunas burbujas de aire y reducir la coalescencia de las mismas 

(Galindo et al .• 2000). lo cual en general mejora considerablemente la dispersión de aceite. Se ha 

reportado q~e la coalescencia de las burbujas de aire disminuye en presencia de particulas sólidas 

(Nienow et al.. 1986). debido al fenómeno de adhesión de la mayor pane de las partículas a las 

burbujas. quedando algunas aún suspendidas en la fase acuosa. En un trabajo paralelo a éste 

(Lucatero. 2002). donde se evaluó el efecto de la concentración y la morf"ologia miceliar sobre las 

dispersiones de aceite y aire. se observó -en varias de las imágenes capturadas- la adhesión del 

mié:elio disperso a las burbujas de aire e incluso a. las gotas· de aceite. lo cual corrobora el efecto 

positivo de la biomasa en la dispersión del aceite. 

Dispersión. de bio,;,asa 
' ... · .. -·- ''·:. - -'''.·- :.-.·-·.:-· . . -:·,. ,' ·.··,_· • ,\.,__, ·.- ... ' · .. ·-·. ,, 

Con respecto a ta;,dispersiÓn de.bioinása como función de la potencia volumétrica. en el sistema de 

cuatro fas~s (a~~i'i'e-~~1~6~1:>¡g:~~s~fa~;~j~i:,~ ;Jto contenido de aceite (15 %) y baja concentración de 

biomasa ~·~ .4.di·~;.~.;~~}~~);\~· ob~:~:uria dispersión menor del 30 % del total. En contraste. --· ,, , - . .,. ' " ':- .. :.-: .;~ ·. - ,• .. ·., .-. - ,_ ' , . - . 

pa~a el sisté0t~ d~,~~~ité2'%;~Jl:>i;'.>iri3.k¡;:úo'.6 SIL. se obtiene que la dispersión fue mayor del 80 % 

del totalaP;.:ma.~6~·~;=k2.~~(ri~~~;%.>La baja cantidad de biomasa dispersada en el sistema 
· · · r·· -- --,-,_~¿_ - i:,¡ ---,-.- - --

de alto d:>ni~hi<lÓ. d~ ';.¿~it~· ~()i~~id~ ~on . lo observado con la dispersión de aceite y en la 
; __ '._ .. ~ --- .:_.,-::_.-_ ;_::;. -,~-' "~~;"¿5·;-

f"ermentación~cdl'.:>nd;;'J;at,'p~iri~ipio'del proceso (alto contenido de aceite y baja concentración de 

biomasa). · la 'segregaeión controla la dispersión de aceite y biomasa. mientras que al final del 
-·, ·':-_· ' 

proceso. la.·alta.concentración de biomasa dispersada es el factor que facilita la dispersión de aceite. 

funcionan.do como acarreador. logrando una mejor dispersión de la f"ase inmiscible. 

r-·~;~·:~:~::-· -
\ }?1:j:T.: ~--:. 
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Resultados y discusión 
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Figura 7. Dispersión de biomasa como función de la potencia volumétrica para condiciones de alto 
- - - - 1: --.-~'>:.:,:- •:;_ -' - • • • ;:;',_ 'V - - • •:, ·,: ',_ 

contenido de aceite /baja concetitracióll-de.-bloinasa y bajo conteúido de aceite/ alta 

concentración de biomasa en sistem¡,s·W.e::·;,~¿,ir~ fases. Aireación = I vvm. 

Honrogeneidad del sistenia 

El grado de dispersión de aceite y de biomasa indica la homogeneidad del sistema. En la Tabla 2 se 

muestran los niveles de dispersión de aceite y biomasa obtenidos con turbinas Rushton, a P/V = 0.2 

W/L, condición a partir de la cual se observó que la dispersión es independiente de la potencia 

aplicada. 

' ... - t 
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Resultados y discusión 

En un sistema de dos fases se dispersa 65 % del aceite total en ambas condiciones: inicial y final. Al 

introducir la aireación, en las condiciones de inicio {15 % de aceite), la.disi:>ersión: del a.ceite 

dismin~ye a la ~it:ad(co~~~~¡;.;.;1~ al.sistema.no:.aireado), mie~tras que en fa et~p;i-'-fi~ic'z%), el. 

aceite disperso es ti:i:sta del 90 %: 

''º p•, '~ • 

En los. sistemas } d~{~{¡~t~ó\ ta~~s; ,.;~t principio ct~Ji .;{i)ti.¡;C> ;' (aceite~ alto/bió'masa'·1 l::iij.a)} en' donde la 
: '."';.'_ ':-:: ;; - ;>~ ',;··' 'f·. ··;__:-:·.,,·' . ·-·-.'.. 

relación en ·p'es;;:~c'.;~it~ic;;:;;¡~~··es dci 107. ~616'~1 •s%•·c~eié~i'ci;;.~·····a.'J,rop~rció;:i ho'rnogénéa). del 

aceite total y. 20 o)., d.é: la .bi;;rnas¡ ¡,;~~~~i~ 'se .:~r~'dí~;e~Sár ~·~~r ~a~t.i~e ;;i;s~~~·.¡ ~ég~¿i~~ión. del 
·-.~·!,~:-,;_ ,, .. ,. • •·'':é-'o~-, .,"_ .. : ;-'.:~-.-; ';.~_-!·_::·". . .. ·_.,.,_.·,_·. ·~';'.,,·=- "<.::~--·~C;,' . ,.,..,._., 

sistema. ,AJ' fina:t,•del :~Ültiv6 'créiil:dó~. a'c:eiteibiC.rn'a'sa cié Z), a .,~~ .. ~ de]. la j cornptéJida:ci: reo lógica 

:::b:::: ~:=,5~::~J.~r:·5:1~t~~~r~~·1~f :t:~f H4;1·.~1·;d~·~~:1:tf:: 
. .·. ,·." - ·:.;-::· .:·· .. ,. n <; 

total, detectado en e( punto de muestreo. · ·.•·~ 

Tabla 2. 

aceite (gil.) 

disperso (%) 

biomasa (g/L) 

dispersa (%) 

:" ,-T:·::· '00 •: 

Aceite y biomasa dispersos aP~o-~W/L· 

caldo - aceite 

98 

6> 

dosfa.,;e:s 

aceite 15 o/o, biomasa 1'4 glL .<.'.· · 
lresf4aes ·-_· 

caldo-- aceite - airc 

48 

32 

. ·; ·\.-' ,,·. 

aceite 2 %~ biomasa · l 0.6 glL ·. 

.12 

8 

'-0.28 

: .. _· .. :;~·'.~~-

caldo :.. aceite caldo - a.ccitc - aire caldo - acc~~ - ·. biom .. a ... aire 

aceite 

disperso 

biomasa 

dispersa 

(g/L) 

(%) 

Cs/L) 

(%) 

13 

65 

18 

90 

\
..-----;.::-::---· . 

17 ,, y '1 . 

L_E-i-; 1 ·-! :.~---

16.2 

81 

8.8 

83 

1 
. "~ 1 

• - - ..1 •• ~ .. 
· .. ------- ·-- --·- .. 
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Resultados y discusión 

6 . .1.2. In1pulsores I11terMIG 

Sistenias de tres fases 

La dispersión de aceite en función de la potencia volumétrica para los sistemas de dos y tres fases 

(15 % y 2 %) fue menor al 20 % del aceite total, utilizando impulsores InterMIG (IMIG) (figura 8). 
. . 

Además, el perfil de dispersión fue similar para los:sistemas de dos y tres fases, lo que indica que la 
. -. . . ' 

aireación no tuvo ningún efecto en la dispersiÓfi'.: La ~i~persión de aceite depende del desempeño del . . . . 

impulsor (Armenante y Huang, 1992); ~in .embargo, los impulsores de flujo radial se han reportado 

mejores para la dispersión de fases inmiscibles que los impulsores axiales (Myers et al., 1996). 
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~ 30 6 caldo - •ceite - aire 

20 l !!! 
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§. '~ . 10 ,¡ •• .!! '6 J .!! 2 j r 5 
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Figura 8. Dispersión de aceite en ji111ción de la potencia volumétrica para concentraciones de aceite 

de ricino al 2 % (w/w) y al J5 % (w/w), con impulsores InterMIG en sistemas de dos y tres fases. 

Caldo - aceite (e) y caldo - aceite - aire (.él). 
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Resultados y discusión 

Los resultados obtenidos con este tipo de impulsor son consistentes con Jo reportado. No obstante. 

Jos resultados no coinciden con lo reportado por Sittig (1983) y Kipke (1984), quienes recomiendan 

ei uso de\:,stos
0 

imp~J;¡orns en si~tem~~-cd'e dos fases para proporcionar una mejor transferencia de 

masa. por su diseño y diámetro mayor con un desempeño más suave y un patrón de flujo axial más 

definido. En nuestro caso, se encontró que Jos impulsores InterMIG no mejoraron la dispersión del 

aceite independientemente de Ja concentración utilizada. Al comparar a una P/V constante de 0.2 

kW m-3
• se aprecia que las turbinas Rushton alcanzaron mayor dispersión de aceite que los 

impulsores InterMIG para ambas concentraciones de aceite evaluadas (figura 9). 

aceite15% aceite 2 •..r. .. Ru&hton 
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~ .. .. j :;¡ l .. .. 
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CbOO O 
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Figura 9. Dispersión de aceite e11f11nción de la potencia volumétrica e11 sistemas de tres fases 
comparando el desempeiio de las turbinas Rushton ( _...) co11 los impulsores I11terMIG( ¿:)) 
para ambas condiciones: aceite J 5 % / biomasa 1.-1 g/L y aceite 2 % / biomasa JO. 6 g/L. 

Deberá notarse que para el caldo con bajo contenido de aceite, las turbinas Rushton dispersan 

prácticamente todo el aceite a P/V 2: 0.2 kW m-3
; sin embargo, en términos de aceite dispersado 

(kg/m3
), la cantidad dispersada fue menor a 20 kg m-3

• para ambos contenidos de aceite . 

.---·--·-::·-···· 
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Resultados y discusión 

Sistenia de cuatro fa.~es 

Dispersión de aceite 

La presencia de biomasa en el sistema del 15 % de aceite no causó niOgún et'ecto sobre- la-cÜsp-ersión 

de áceite (figura lOa). Mientras que en el sistema de 2 % de aceite y 10.6 g/L de micelio, la biomasa 
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Figura 1 O. Dispersión de aceite en función de la potencia volumétrica para concentraciones de 

aceite de ricino al 15 % (w/w) y al 2 %_ (w/w), con impulsores InterMIG en sistemas de 

dos, tres y cuatro fases. Caldo - aceite r··· ): caldo - aceite - aire ( L\) y caldo - aceite -

biomasa - aire (•). 

tuvo un et'ecto positivo sobre la dispersión del aceite. Con los impulsores InterMIG también se 

observó una segregación significativa de las t'ases inmiscibles para el sistema de alta concentración 
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Resultados y discusión 

de aceite/bajo contenido de biomasa. como la observada con las turbinas Rushton (figura 1 la). En 

ambos sistemas, el perfil de dispersión de biomasa fue similar para ambas configuraciones de 

impulsores (figura 11). 
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3 •ceite 2%, biomas• 10.6 kg/m3 
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Figura 11. Dispersión de aceite en función de la potencia volun1étrica en siste111as de cuatro fases 

co111parando el dese111pe11o de las turbinas Rushton ( ~) con los impulsores InterMIG( L\) 

para ambas condiciones: aceite I 5 % / biomasa I.-1 g/L y aceite 2 % / biomasa JO. 6 g/L. 

Dispersión de la biomasa 

Para el sistema de 15 %.de aceite /biomasa 1.4 g/L, la dispersión de bio~asa fue·m-en~ral30 % del 
--·· 

total (figura. 12a)~ ;.<En coniraste; en el sistema de bajo contenido. de aceite/alta ;concentración de 
- .. -~ ·' .·· . . . . . -· -, _..., - . ' - . - . 

poca cantidad d~ .. bio~as~dl~~~r~ada en 'elsÍ~~ema de alto contenido de aceite confirma que, al 

principio d~lpro~~s~.'1l ~~~;~ga~\ónco~~rola la dispersión de aceite y biornasa. mientras que al final -, .. . _:_ '·, 

del proceso, I~ °alt~ doncentración .de biomasa dispersada es el f"actor que facilita la dispersión de 

aceite. 

\-..... -._-,-\ -r-~-_L-. c-~-~-, 1-_ f-~---,:~_-:::::: . -~;~~-;. 
1 ~~ !. :-.;~~- -· 
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Resultados y discusión 

Los impulsores interMIG tienen un patrón de flujo primordialmente axial, el cual promueve un 

mezclado verth:al (Kipke, 19S4) y se han reportado como muy eficientes para el mezclado de caldos 

muy viscosos (Sittig, -1983), -pero no efectivos para mezclar fases inmiscibles (Myers et al., 1996). 

En el sistema con· alti:) contenido de aceite, la presencia del aceite y biomasa en la parte superior 

hacen muy dificil la'dispersión del aceite. 
••->- _, • .,, ••• e ••n•• 
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Figura 12. Dispersión de biomasa e~1jiu_1cicm:déJapotencia volum'étrica en sistemas de cuatro fases 

para ambas condiciones: Clcéite 15 <j4, /,biomasa 1.-1 g/L :y aéeite 2 % / bfomasa J0.6 g/L. 

Turbinas Rushtoi1 ( _.;;;,n¡),/1so;~sh1ie;.MIG(C!.). 

La biomasa y el aceite für:ma~ d()~ barr~rá.~>~-ue' ríe:) p~riniten un mezclado eficiente, a la vez que hay 

un desempeño muy limitado p~r p~~ -~elltTipJisC>r ~~~e;~G. ~uarido el contenido de aceite es 2 % 

y la biomasa es 10.6 g/L~ la biolTla~· r8:v6r~ce la-'dispersión de aceite, ya que el micelio podría estar 

actuando como acarreador, coin'C> tam~i~n s~dede ~n :~I si-~tema mezclado con turbinas Rushton. 

( rr¡:;s-r:~ 
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La biomasa determina las propiedades reológicas del caldo. el cual se vuelve sumamente viscoso y 

no-newtoniano conforme avanza el proceso. dando por resultado zonas muertas de mezclado y con 

transferencia de masa limitada. Al principio de la fermentación. se observa una fuerte segregación 

de las fases inmiscibles (Rocha-Valadez et al .• 2000) pero a medida que el contenido de aceite se 

consume·y la biomasa aumenta (hacia el final del proceso). la segregación de las fases líquidas 

inmiscibles es menos evidente. Por lo tanto. durante las primeras etapas del cultivo. se requiere una 

dispersión efectiva del aceite para la utilización del sustrato.,·Al proseguir el cultivo, el contenido de 

aceite disminuye (ya que Trichoderma. har::i::muin .·lo· consume) p'éro al fi~ial ·de. la'f'ermentación. la 

compleja reologia desarrollada por el credmiento rriiceli~r; requiere ,de u'na ..:.lej~r:dÍspersión'deÍ gas 

para poder evitar la limitación de oxígeno. 

6.2. Caracterizació11 n1icroscópica 

En los sistemas de hasta cuatro fases con altas concentraciones de aceite (15 %). la presencia de 

pequeñas burbujas dentro de la fase inmíscible permite la formación de una emulsión aire-aceite. que 

junto con la biomasa promueven la segregación de las fases del sistema y no se logra un mezclado 

homogéneo. Galindo et al. (2000) observaron que la presencia de biomasa en el sistema originó una 

disminución significativa de los tamaños de las gotas de aceite y de las burbujas de aire. además de 

reportar la prese~l;:ia:de burbujas de aire atrapadas dentro de las gotas de aceite. Un análisis más 

detallado de Ii:t di~pC!rsió~ permite visualizar la interacción entre el microorganismo con las fases y la 
__ : ':'-::::-' ' __ ·,\:'-_·_:.-:··-· 

interacción entré é.stas )'''así caracterizar en forma más precisa el comportamiento de las dispersiones 

y determinar qüe-;a'~árn~tros les af'ectan. 
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Diversos factores afectan la dispersión de aceite y de aire, incluyendo las condiciones 

hidrodinámicas del sistema y las características fisico-químicas (tensión superficial, viscosidad) del 

fluido o por la presencia de una fase sólida (biomasa). Algunos autores han buscado simular los 
,- . . -.~,.- ,_ "'.. . 

sistemas de f'ermentación multifásica, donde se ;involucra -micelio disperso, utilizando soluciones 

transparentes de polímero (McFarlane y Nleno~,,:,1995) y:_ d~ esa forma estudiar el efecto-- del 

incremento en la viscosidad sobre la dispersión de la:. f'ase inmiscible Y. l_a gaseosa, no obstante -que no 

se trata de sistemas similares. 

. ··- . '" 

La dispersión del aceite de ricino. y del aire se evaluó -a nivel microscópico en un_ sistema modelo 

utilizando micelio disperso en concentraciones de o:s, 2 y 5 g/I, asi como gli¡::er()I como un fluido 
. ' .. :· .. - -: : ~- . ' .. '~. . . . ·,· : :. ' . -

newtoniano . y con una solución :de CMC como- un fluido . no- newtoniano. La. caracterización 

microscópica d~ ~n :sÍstelTl~ cie'f-erhte~taciÓn es muy, colTlpl~jo y se_ requiere de mejoras en Óptica y 
_. ;_ .-::':::·::,.<:"',"·/-, -~'~·.· _::::::: ··;:·.-,~·-<':: ·'·' 

luz, para apro~iriíar~~ la pr~ceso reaL ·--
~-e;_: : .. _ '•• ··-· ·, -· ,, . :.:;~ 

·::::~·:;-::·.~:-~:¿'./ 
·¡_·· 

-.··._, ~-<-: ·· .. _,_:·,-.~.-
En la figura • 13, s~ ,~ü~~t~~t:- im~!~~es que ilustran las gotasd~'.c:aceite,_las_ burbujas libres y las 

burbujas dentro de las gotás'de'aceite de las dispersiones de aceite y de aire en m"eéiiO acuoso que se 

observan a ~~ai~é: á:,} '~i~~~;~o~i~: ~e pue~e notar la diferencia entre las gotas de aceite y las 

burbujas, a(¡:)~e~enta'.i-Í~i~~;'.~l;;~as'u:r:i perfilesférico muy bien definido, ser de color obscuro y con 

un centro brillos:~ -~i~i'f mo;,:6~~~ Jo repon aron Galindo et al. (2000) y Lucatero (2002), se ha 

confirmado que llig\inlls burbujas quedan atrapadas dentro de gotas de aceite. Este fenómeno se 

detalla más adelante eneste _ti~i,'a]C>, en vista de que la presencia de biomasa y de agentes espesantes 
-. ·.·-- ;.---. 

en la f'ase acuosa aumenta la proporción de burbujas dentro de las gotas de aceite. 

¡ ,,--:: :-.~: 
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J?e .. \.·11/tados _v clisc11sió11 

o 

e 

Gota de aceite 

Fi¡:11r11 13. Gotas de aceif<!. h11rh1¡jas de aire lihres y atrapadas e11 aceite e11: (a,h y e) siste11u1 de 

tres.fase.,· (111edio-aceite-aire) _v {€./) .. ,-¡ __ ..,·1e111a de c11c11ro ft1se .. •·; (111edio-acei1e-aire-n1ice/io). 

l·-:/eclo ,/e la.cOJici!111racióú de acei1e 

En la figura 14 se.presenta el efecto de la concentración de aceite en el tamaño de las gotas y las 

burbujas de aire. En el caso de las gotas de aceite, el diámetro se incrementa conforme el contenido 

de aceite aumenta, mientras que el diámetro de las burbujas de aire disminuye, como lo reportó 

Galindo et al. (2000). 

1:'.SíS C"'N 
FALLA DE ORlGEN 
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Figura -14. Efecto de la co11d~1;trfzció11 de aceite e;, el diámetro Sauter de las gotas de aceite y las 

burbujas enu;; sist~nwd~ ~;~~ j;,~e~'. (rn~dio~'c"eúé~irh. 
,.·.-:.,. 

,.,-,- ,_. ·.·(._' -
. - ; .. -, .,. 

Además de medir el dl~~et~o de\a's l:n.i~l>uj~sd~ 3_i~e; 5c;; ao'~li~ó lá proporción de burbujas libres en 
.- ,/ ;.~' <~: 

la fase acuosa Y--~qii~11a~-;~~~buj~s_;d~~tro:'._éi~'1a's.~<lta's d~~c~it~ .. ~e observó-- que conforme se 

incrementa el contenido de-aceite eii el 'sis~ema. el di1Ím~tro Sauter de las burbujas libres. disminuye 
- ' -~ _.:~:·-·· : ->:._' - '"< _;- --: .. :.:::· - :..: _::·:: .. 

y el de las burbujas _dentro' de gotás de aceite; aumenta (figura f5). -; -· -

;:\·F:_._ ·:._ .:~~'.\\./:'.{~/:. ·->,;;~-~ ,_--:'. :-:~ 

Dentro del intérval~ cÍe'c~~c~itr~ción <if __ ác~iteanalizado (2 a 15 %). se observaq~t;_cón_forme se 

incrementa el contc!n'id() de aceite; la dlst~ibución de tamaños de las burbujas lib~es se m~eve hacia la 

derecha (figura 16). comparada con la distribución de tamaños observada para las burbujas dentro de 

gotas de aceite. Asimismo. se puede observar que la diferencia entre los diámetros de las burbujas 

libres y las atrapadas en aceite es mínima con el contenido de 15 % de aceite. situación que también 

se observa en la figura 15. En todos los casos, las burbujas dentro de gotas fueron más pequeñas 

(280-600 µm) que las burbujas libres (800-1000 µrn). ------., .. _, 
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-o- Bur"t:x..ps libres 

--ñ- Bwb.fll• demo de got.• 

. . 2 .4 16 

Figura H. Efecto de I~ ~?11ci?11/r~cióll 1e •a~eite ell,el did;;,etro Sauter<de las burbujas libres y 

Dentro del inte..Valo de concentración c:Íe a~eite analizado (2 a 15 %), .Se·observa_que conforme se 
··~:.:::-

incrementa. el co~ienido de aceite, la distribució~ de diámetros de las burbujas dentro de gotas de 

aceite es má~•~arl~bl~, lo que involucra una gama más amplia y uita rht'iy~r disp~~sió•n de tamaños 
. . . . . - -

(figura 16)/ comparada con la distribución de tamaños de las burbuja¡.l¡~;~~ ~bsen,,a~~. la cual se 

conserva más uniforme. 

Por otra parte, -para, todos los casos dentro delintervalo. d~ c;.;.-;'ceitt~i'iciólt de aceite estudiado, las 

burbujas d~nt~o ~~ ~~tasflieron m~s; pe~~~~~s-(2S()-¿OO ~m),~ll~ hl~ b~rbliJ~s libres (800-1000 µm). 

Asimismo, -conforme atimen~a el conte,~ido de ac~ite, l~-pro'l>Orci6n de burbujas dentro de gotas se 
. . . • ·.. , ... ~> • . .,. ·. . . ; '. .·. ' e· .. . 

incrementa. Sólo el 9 % del nÓmero tot~l de bÍubuj'.ls de aire se encontraron dentro de las gotas de 

í G'.':F· 

; }? j.\ t/_ . .':. 
·-------------- ---
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aceite en la concentración más baja de aceite analizada (2 %). mientras que con 5 % de aceite se 

observó una proporción máxima del 42 % de burbujas dentro de gotas. 
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Figura 16. Distribución de las burbujas libres y atrapadas e11 aceite e11 u11 sistema de tres fases 
(medio,..aceite-Oire) co11 2 y 15 % de aceite. 

Como lo reportan Galindo et al. (2000). conforme se aumenta la concentración de aceite. hay un 
,·· >.·. ..· .. 

incremento eri el ··diámetro Sauter de las gotas de aceite y una disminución en el tamaño de las 

burbujas de'aire. Al introducir aire al sistema. hay una caída de potencia debida a la aireación. se 

forma una en;iulsión aire-aceite y se favorece la segregación de las fases. como se presentó en la 

sección ánterior. La disminución de potencia es determinante en la distribución de tamaños de las 
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fases dispersas (Tsouris et al., 1996) y en la introducción de burbujas en las gotas de aceite. Sin 

embargo, el tamaño promedio de las burbujas no depende únicamente de la potencia suministrada, 

sino t3.ml::>ié;;_ d~'i3.s p~~piedades coalescentes del sistema, que a su vez, dependen de las propiedades 

fisicoquímicas de la fase acuosa (densidad, viscosidad, tensión superficial), por lo que el 

comportamiento coalescente del sistema es dificil de predecir. En sistemas con baja concentración 

de aceite, el tamaño de las burbujas se incrementa, conduciendo a un área interf"acial menor y una 

disminución. en la transferencia de oxígeno. En emulsiones de ácido oleico-agua, el kL _inicialmente 
. . 

disminüye y lUego se incrementa al aumentar, la . fracción (v/v) de aceite en eL sistema; A bajas 
- ···~' 

concentraciones _de ácido oleico se pres~~;ii ··V~~- acumulación de éste en,'ª. i~terfase. gas-líquido 

Altas concent~aciones de:a.ceit~ (vg2C)cYo) mejoran la transferencia de oxígeno {Rots y Goma, 1991), 

lo cual se d~b~'.a u
0

~~·~·:j~;·~~l~biHja~ del oxigeno en aceites que en agua.(u'J ~tdl., 1;94; Rols y 
·-·· .. -- '" 

Goma, 199Í};; .Liu 'elaÚ;(19:i;4>2Probaron aceite de manteca de cerdo, ac~ite de;;c.n;;,C, y aceite de 

ricino para m~Jo~ai13.'~rtf~~::~~~~:~.~~éáfígeno en cultivos de levadu~a; ~~g~fcri~~'.:~~?e*enta~ ~I kLa. 

En la producción de t)Ut~11o~iol por A: .O,erogenes se mejoró la capacidad de'.tl·~sf"erir:et'oxígeno y el 

kLa se incre~e'.fa() l;_;J;~~4~~~~:§¡tJ*~~~.~'19 % v/v de aceite d«:.~~Yll~~l;'~;~~~¡\~~i);; ~~posible 

:: .. :º~º::j:li~~:~t.rrf ;;~i~~;po;::.::"~.:::;.::~f ;31~t.:f :;:.:::':.:.: 
de las burbujas permite una mejo( transferencia del oxigeno y aumentar el área interfacial, lo que 

permite que -en los procesos fermentativos- el microorganismo tenga mayor acceso al oxigeno y se 

favorezca la productividad. Otros mecanismos que puede explicar esta mejor transferencia de 

oxígeno son la disminución en la movilidad de las burbujas (viscosidad del aceite) o que la tensión 

superficial del sistema disminuya. 
r--;~~-:-··· -
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Los compuestos sutfactantes incrementan la coalescencia y reducen la transferencia de oxígeno; sin 

embargo-.--lla'.s1:a:;11.;rll_no se ha encontrado una relación cuantitativa entre estos factores y se ha 

sugerido que- el_ -_aceite podría estar actuando en la interfase gas-líquido como agente activo a la 

superficie, bajando la tensión superficial de la fase acuosa y aumentando el área interfacial de la fase 

gaseosa ~or~C> ~; ~l .• 1999). 
' . ~ ... : ~ _: 

~ . <_-_?:_<: __ -__ ._._<. · __ -
. > -, - . ~ , -

Al ser el oxíge·nc; n:;ás soluble en aceite que en agua, las gotas de aceite localizada_s:eri la iriterfase 

(entre la fase'ac;;¡_¡o~a:y eJ's'a:s). pueden incrementar el oxígeno en esa capa. o bien~q~~;lll fase oleosa 
·,· . "'' -,.:.~:-",!' ."' . . ,,_ ,.- . "·".''' 

puede .a~tua~ a,";ri() ¿r. i;:.tí::nn~diario'.acti~o para el transporte de oxígeno de las burb.'..jl!s de gas al 
• .·: -.. ~: / • ; 1 • ~·.; '!~-: . . " - .. · . ·, .. . ' 

agua, de tat manera que o::• rn~canism¡, 'irnplicado en la mejora de la transferencia de oxígeno podría 

ser la forma~ióri de ~n~ -~ap~ de aceite como una película delgada en la interfase gas-líqu~do (Rols y 

Goma, 1991). 

6.2.1. Efecto de la viscosidad del sistema en la dispersió11 del aceite y del aire 

Efecto de la concentración de biomasa como agente espesante 

La presencia' de biomasa en el sistema causó una disminución pronunciada en el tamaño de las 

burbujas dentro y fuera de las gotas de aceite a una concentración de 0.5 g/L (figura 17). Esta 

disminución fue mayor para las burbujas libres que para las burbujas dentro de gotas de aceite, no 

obstante que una vez que se presentó esta disminución, no se observaron diferencias importantes en 

el tamaño de las burbujas dentro de gotas con respecto al tamaño de las burbujas libres (d32 = 400 

µm). 

r---;-:~----· 

w2~;·~1:::·_:.: ___ o.:·. __ --
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1200 -e-lurbQ- Ubrn 

-0- l•u·t.Q- •ntr• ·-
800 

l 600 
.¡¡ -

200 

o 
o .. 2 6 

Figura 17. Efeclode1a .conce111ració11 de biomasa en e/.ºdidmeiro Saul~r de. /~s b;1rb;ljas libres y 
atrapadas en aceite en 1111 sistema de cuatro fases (medio-aceite~ire;-biomasa). 

' -_- .. :?'~:-_ .. <-:· -_ · .. ::':: __ .·,'- . 

Estos resultados coinciden con lo reportado por Galii:id~ ~; ~;. (2000}~ ;:;~ui~~t!~ señalan que el 

diámetro Sauter (a una concentración de 10 % de aced~) d~ ia~b~~bi;j~s~~t~l:e~'~l~n;inuye coiiforme 
'" . ~ _;_,.;_.:.~_:; ?.~\-- . "- ~"' ; ~::~~- ,; -. -~· : ' ..... _{.~,:' 

aumenta la concentración de biomasa. La preserl'Cia;de';biomasa:t~mbiéó.tierie';ult:efectosobre la 

proporción de burbujas dentro de gotas de aceite, incrementándose hasta fr~s Z~~~'~ ¿b~ir~~p~cto al 

sistemade tres.fases (figura 18). Pero una vez presente la biomasa, la proporción de bu
1

~b~J~s dentro 

de las gotas de, aceite no cambia a pesar de que se incremente la concentración de biomasa. El 
. -·-· . 

mecanismo .d~l:fenómeno no ·se explica totalmente, no obstante que se asocia con un incremento en 

la frecuencia ·de la.s colisiones entre las burbujas y la superficie sólida (micelio), lo cual promueve el 

rompimiento de.las burbujas o inhibe la coalescencia. Esto se ha demostrado en otros sistemas de 

tres fases (Nienow et al., 1986; Kawase et al., l 997), donde al aumentar la concentración de 

biomasa, la coalescencia disminuye. 

Por su parte, Lucatero (2002) también encontró que conforme aumenta la concentración de micelio 

disperso, la proporción de burbujas dentro de las gotas se incrementó del 40 % al 75 %. A una 

~··;-\·7::;·, '. 59 
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concentración de biomasa de 0.2 g/L, el diámetro Sauter de las burbujas libres disminuyó a la mitad 

(de 820 a 420 µm). Asimismo. observó la adhesión del micelio a las burbujas de aire e incluso a las 

de aceite. Esta interacción inhibe la coalescencia de las burbujas. hecho similar al que sucede 

cuando se utilizan partículas'sólidas (Nienow et al., 1986), las cuales tienden más a adherirse a las 
. ' - ' 

burbujas que: a per~¡¡_riecer s':'spe~~idas en la fase acuosa, modificando la distribución de tamaño de 

las burbujas (Kawase et al .• 1997). 

'°º 1 e 80 

1 ::v i 
i! ,,,._ 
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o 
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Figura L 8. Proporción de burbujas atrapadas eii aceite e11 u11 sistema _de. cuatro fases (medio-aceite
aire-biomasa), e11fi111ció11 de láco11ce11tració11 de biomasa. 

La alta proporción .de las burbujas at,rapadas dentro -de las g_otas de aceite explicarían porqué el uso 

de aceites para mejorar la transferencia de_ o~ígeno en los procesos multifásicos de fermentación 

(Rols y Goma. 1991; Ho et al.; 1990; Ju y Ho,. 1989). 
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Efecto del glicerol como agente espesante 

En un sistema modelo con fase continua a diferentes viscosidades (diferentes concentraciones de 

glicerol) se eValuó_l3: dispersión del aceite de ricino y del ai~e a nivel microscóPi~~.----=Eri la-figura 19 

se presenta el ·c::·fecto ·de la viscosidad de la fase continua sobre el diámetro Sauter de las gotas. Es 

notable el· hech6 ·el~ que un ligero incremento en la viscosidad del sistema. promueva una reducción 

significativa«dei"diámetro de gotas y burbujas. Este fenómeno es similar al que se presenta en el 

sistema con biomasa (ver figura 1 7). 
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Figura 19. Diámetro Sauter de las gotas, burbujas libres y burb1ljas dentro de aceite en un sistema 
modelo de tres fases con 10 % de aceite y a 200 rpm. Aireación = 0.25 vvm 

Conforme se incrementa la viscosidad del sistema, hay una disminución significativa en los tamaños 

de gotas y burbujas,Senómeno similar al del caso en que la viscosidad estuvo determinada por la 

presencia. de, miceli~· ~~perso (Galindo et al., 2000; Lucatero, 2002). El diámetro de las gotas de 

aceite dislTl.inuye.de 700 µm (1.2 cp) a 200 µm (40 cp). Cuando se introduce aire, el diámetro de las 

gotas disminuye a 300 µm y el de las burbujas de aire disminuye paulatinamente conforme aumenta 

la viscosidad de la fase continua (figura 20). 

!--·· ir:~·~-::-----¡ 

\ r.t.D ,1. -~Jí 'i 
L------- .-----
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Fig11ra 20. Distribución de volumen acumulado para gotas de aceite en sistemas aireados con 
glicerol como agente espesante. 

El aumento en Ja viscosidad de la fase continua disminuye Ja eficiencia de mezclado, lo cual dificulta 

Ja ruptura de las burbujas que salen del difusor, de manera que éstas ascienden rápidamente, 

disminuyendo la transferencia de oxigeno. Un aumento mínimo en la viscosidad del sistema, 

disminuye eftamaño de burbujas en el sistema. lo cual puede deberse a que las burbujas de aire no se 
',->.· ,-·;.- ' . ~ . .. ... ' 

mueven Jo sJfi~~~-~~~ Parª p:oder coalescer. Esto se puede observar en las imágenes con glicerol a las 
,· _. 

diferentes viscosidades, 1~12,· 2, 20 y 40 cp (figura 21) y más adelante en las imágenes con CMC 

(figura 23). 

En la figu_ra.21 ~e Ílustran algunas imágenes que corresponden a las diferentes viscosidades por la 

presencia del glicerol, donde se observa menor nitidez conforme aumenta la concentración de 

glicerol y las gotas de aceite se distinguen poco de Ja fase acuosa debido a Ja similitud en la 
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refracción de la luz entre el glicerol y el aceite. Para la mayor viscosidad en el sistema (40 cp). se 

tienen gotas más dif"usas pero las burbujas se observan muy claramente. 
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Fi;.:11r11 21. lmágene.,· de gotas de aceite. h11rh1!iª·'· ele aire libres . .V atrapadas en aceite en ._,·; .... .-1e111as 
con glicerol (fe1se acuosa-aceite-aire). 

En los sistemas viscosos. prevalece el mecanismo de coalescencia. por lo que se generan gotas y 

burbujas más grandes .. Sin embargo. las burbujas de mayor tamaño no siguen. los patrones de flujo 

del impulsor (Roman y Tudose. 1997) y tienden a ascender por el centro del. tanque, con lo que se 

provoca la segregación de las fases. como se observó en los sistemas de 15 % de aceite y 1 A g/L de 

biomasa (análisis macroscópico). en la fermentación de Trichodern1a har=it:mum (Rocha-Valadez et 

c1I., 2000) y lo observó Lucatero (2002). Una fase continua viscosa produce una distribución muy 

amplia de tamaños de gotas y burbujas (Shimizu et al.. 1999). lo cual permite que las gotas y 
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burbujas muy pequeñas sigan el patrón de flujo del impulsor y se concentren en la pared del tanque y 

sean cuantificadas por la sonda de luz (por su posición dentro del tanque) y asi explicar la 

disminución significativa de los diámetros Sauter de las gotas y de las burbujas en los sistemas con 

glicerol y la segregación de las fases. 

Otro parámetro a considerar· e~ la tensión superficial ·de lC)s sistemas con glice~o.l (figura 22). ya que 

es posible que influya en forma co~binada con la visc~~idad de 13. fase acu~~~ en la generación de 

diámetros muy peqUeños. 
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Figura 22. Tensión supeif¡cial de. /os diferentes sistemas con glicerol como agente :espesante. 

Esta disminucióri'er{ 13.·tensióll 'superficial del sistema (73 dinas/cm 'a 67 dinas/cm) modificó el 

comportami~;}íc)·~~¡'~sc;~~i~·/y\~~voreció la dispersión de la f'ase inmiscible. al obtenerse diámetros 
", ,.. .,,.-· .. ' 

de gotas m~nores a los observados en sistemas sin glicerol; no obstante que la tensión superficial y el 

diámetro Sauter·no correlacionan. Por otra parte. esta misma disminución en la tensión superficial 

tiene que ver con el incremento en la proporción de burbujas dentro de las gotas de aceite observado 

y por tanto con la permeabilidad del oxigeno en la interfase aceite-aire. 

--~-----¡ ~ ·: , .... 

~ ?_!- _, 
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lifeclo de la carboxi/J11e1i/ce/11/osa (CMC) como agen/e e.,pesc1111e 

Se utilizó CMC como agente espesante en una solución de 0.6 % (K = 0.11 Pa s" y n = 0.768) para 
. . 

simular la viscosidad del sistema por la presencia de biomasa, es decir. con un comportamiento no-

newtoniano y así evaluar la dispersión del aceite de ricino y del aire en el sistema· modelo. 
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Fi.::11r11 .23. I11uíge11e.,· IÍjJica.••; de golc1s de aceile, h11rh1ljas de ctire libres)' atrct¡Jaclas en aceite en 
sis1e111as con Clv!C (fi:1se ac11osa-c1ceile-aire). 
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Algunas imágenes de estas determinaciones se presentan en la figura 23. donde también se observa 

mayor nitidez y contraste entre los dos fluidos (aceite y fase continua con CMC) por lo que las gotas 

de aceit~-y Ja_; burbujas se pueden observar mejor que con glicerol. a pesar de tener una viscosidad 

aparente mayor (56 cp. y= 18 s-1). 

. '"'"'"" 

El 90 · % de·: fas; gotas -de aceite tuvo un diámetro de 800 µm en el sistema acuoso y de 400 µm de 

diámetro en eisist~n1a con CMC (figura 24). El diámetro Sauter de las gotas de aceite fue de 1526 

µm en el sist~rri~ aé:J<>sky'd~34s'l:i.m'enási~t~..;:;a.•ciori CMC;'Cuandoel 'sistema' fue aifeado~ el d32 
' • .- • _ • _ '<• ', _ ., •• ;;· •:-º' ~·'~'- e·:~ 7 - - · -~ :-;-.-. o . .;-~.; " · :}_·(·--·- --~ ~-;-·'-"; -~.'..-, --~. o .,;_; o'-'~--··'.:""". - ·""""o_:·-¡:.c> .- . ·-.~; ,- :;,- ~ '--· -- ------- .. ·;e ., ••· .·; -_ .,- -''.-. •; ·- •. ·--. _ .;; •- -. -- . _ '- · ~;,- ~---- , ·• . · - -

de las gotas-fue de36o µ111 .• -~ i~~:~~~~Aiai 1~ ~isd~~Íclad ~~a;~ntede' ta fas~ a;uosa se dimin~yó el 
,_ - . - - ~, .. ~ . - - :;.::-·· -

w· : >-' :··-~~~· ' 
diámetro a ia mitad)corno: se bbse~ó?eti los,i;istema's éori glicerol y también en los sistemas 

estudiados por Galindo et aÍ. (2000) y l..ucatero (2002) con micelio disperso. 
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..i! = ~ -= ..!I .. .. 0.11 
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.l'i 
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Figura 24- Distribución de volumen acumulado para gotas de aceite en sistema acuoso y con CMC. 
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El diámetro Sauter de las burbujas libres disminuyó tres veces con respecto al sistema acuoso, 

observándose el mismo efecto en las burbujas dentro de las gotas (Tabla'3). Asimismo. como se 

ob;ervÓ previamente, en pre~en~iade bi;:;~ils~c(daiindoelat.; 'iooo')~:Yco~:elsist~tnfl'c::~n glicerol,· .. 

muchas de las burbujas de aire se'encuentran.dentro.'de.las.'gotas·de aceite. Un parámetro que 
- : _·_ ,, ._ .. _·:.": -~··. , -\~( .. : :._ >: ·.:· ~-·-;_:·: .. - ·,:.:.--·· · __ ;;-;;'/{· .. ~-: -

pudiera determinar esta disminución ~eriael sliminisÚÓ de 'potencia al sistema. Sin embargo. las 

mediciones realizadas en este tr~blÍjo iridic~;o~que bajo las condiciones de agitación {3.33 rps), la 

potencia no mostró cambios significativos ( 0.25 kW/m3
) respecto a los obtenidos en sistemas 

acuosos, como lo reporta también Lucatero (2002). 

Tabla 3 

Comparación de los dióiinetros Sauter de gotas de aceite y burbujas 
en los sistemas acuoso y con CMC 

Gotas en Acuoso 
Gotas en CMC-sln-alre 
Gotas en CMCconAire 

Burb.libres Acuoso 
Burb.libres CMC 

Burb-en-Gotas Acuoso 
Burb-en-Gotas CMC 

Dsauter 

(µm) 
1526 
348 
358 

902 
326 

581 
205 

Comparando el suministro de potencia de los tres sistemas con agentes espesantes (micelio, glicerol 

y CMC) encontramos que los datos de potencia no son significativamente diferentes y, por lo tanto, 

la disminución de los diámetros no podría ser atribuible a este parámetro. Es posible que con el 

cambio en la viscosidad del sistema. como ya se señaló en la sección anterior (con glicerol o micelio 

disperso), no se favorezca la coalescencia de las burbujas y por tanto no se forman burbujas grandes. 

r-~ -;. 
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El 90 % de las burbujas de aire libres en el medio acuoso tiene un diámetro de .400 µm, mientras que 
---

en presencia de CMC7 el diámetro disminuyó a 220 µm (fi8ura 25a). ·En amb~-s ~isÍ_;nia!{(acuoso y 

con CMC) el diámetro de las burbujas dentro de gotas fue similar (400 µm) como se observa en la 

figura 25b. 
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Figura 25. Distribución de volumen acumulado para burbujas libres( a) y burbujas dentro de gotas 
de aceite (h) en sistemas acuoso y con CMC. 
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El aumento de Ja viscosidad en la f"ase continua favorece la introducción de más burbujas en el 

aceite, f"enómeno que también se ha observado cuando la viscosidad del sistema aumenta por la 

presencia de biomas·a (Lücatero: 2002) y de glicerol (ver sección anterior). 

Algunos estudios sÓbr~ ,e:Íef"ecto de la viscosidad de la fase dispersa (Calabrese et al., 1986) han 

demostrado quela'distribl.JciÓn'de támaños de las gotas se modifica por la coalescencia en el sistema, 

(aunque siempre::.~e,cl~ri';16si:ciO,s rriecariismos: coalescenc.ia - ruptura) y por tanto hay mayores 

tamaños cl<;i'~¡;'t'a~~;;~;i]~l;tj~~J''l~~·~J~j~;;"·<lij¡ci l¡;;~rii¡:~i~~fi'e1 pat~ó·r1 de,fluj~·.·del ··impulsor (Ro man y 
.,.,,, - :·,.:.~' :; ~~-::,··· ·j ·,•:;· '-;;:/ ... ~"~ /•' >· "-.;;< --- ~ -- - ., __ :_._,,,,_,, ;,-~:-·- '-"·- -\~::;:-•• ' ··---o .• ';: 

~::::.~!C§t!~~~(~i~;~{f f ii~~~~~:Q~~~~~~~jt~24k:1;:.:::·: 
burbujas poi- ·.im¡;:gené(figur'~~'22''_Y'23).at ~ ir1cren;'entitr 'rá' vlsc(;~id~d ,con gliC€::r~J~ ¡;'. CMC. . Este 

f"enómen~ tarribi~~ 10. i-epo~a'~uC:ater¡; c2od1). ~11 presenC:ia'.cle fuice:lio dis¡)er'so. ·· 
-.-·' ; 

:··.::_-:: . <-~ 
La proporción 'cie bur~l.Jj~s cie:n'i~~ ;¡e: S()tás, se in~;e:~~nt~ e~~re 40 y 60. o/o c~ando la viscosidad 

aparente del si~~e~a ~un1~nt~''p¡;r)a prese:ril::ía de: C::l\.ic•cs6 c~/y =.18. s·• ). Esto. implica uria ·mayor 
• :_:. ',;· ;;_,.)~: ··-::::::··.. ,-~·i - ·--"~-·.. ' --- -. · .. --.-·-· . ·< ;-.,' 

proporciÓn~de aiie.e'n'}i;;.~é_fase; inmiscÍblé;lo que "podrla c~nfirmÍlr;resúltados obtenidos en •. ofros 
·-·-.- ~·.·~ i :>. _-.·,-, ·.• .. -'" '·_ - :o;.. ·'\··::~·., 

trabajos donde se reporta é¡'ue los aceites aumentan la trarísf"erencia .de oxígeno' y;se obtienen mayores 
• -..: '-~-.,, •• ~ - .~' ·<'. ·; •• ;. r:·:: 

Cuando hay l:>ídf1'1~~~ pr~s~;.;t~ren ~I ~lstema. la viscosidad aparente del mism(;; a.;ritelli~ (27 ~ so cp • 

y =18 s"1
), <disminuye h ~i~metro d~ las burbujas y se incorpora mayor c~ntid~d de aire al aceite 

(Lucatero, 2002). 
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7. Conclusiones 

La aireación y la presencia de biomasa tienen un efecto negativo en la dispersión de aceite en los 

sistemas con alto contenido de aceite (15 %) con la formación de una emulsión aire-aceite y la 

separación de las fases, mientras que en el sistema de bajo contenido de aceite (2 %} y. alta 

concentración de biomasa (10.6 g/L), esta biomasa actúa como acarreador y la aireación fav_orece:la 

dispersión del aceite~ La interacción del aceite con la biomasa y la interacción del ain:;'_~~~; el -~ceite 

observadas a nivel microscópico señalan la presencia de pequeñas burbujas dentro de'.'. Ja:'rase 

inmiscible,',lo cu~J;i¿incide con Jo observado a nivel macroscópico al introducir aire al sistema y Ja 

fürmaCÍÓn de. tli:emi;1~ión aire-aceite, que junto conl_a bioma5a promueven Ja segregación de las'ras.;s 

del si~temapo~ lo·.~l1e,~o se logra un m~zélado ~~~ogéneo. Al introducir aire al sistema, hay una 

caída de poie'n~ia; ,:;;C?~~l .detenTlina la di~tiib~l:iÓn d~ tamaños de las fases dispersas y la introducción 

de burbujas ¿,n 11ls ·¿~t;¡~·.CI~ ~~~ire'::~:Esí~ e'xi)1ica ta segregación observada tanto en 'ª caracterización 

macroscópica· como' ;;~:e1 P!:C.ces(>'Ci~r~r".1.entación. 

; ·.·· .. ··. ' ': >;~.: 
Un incrementom~3i~6~+~1,a;~i~~:fs,~~~d,::~~~lapresencia de biomasa o de algún agente~~pesante. 
disminuye significati'li;!nent'eeFtamañó'de lasgotasy de las burbujas y se incrementa ta'proporción 

" :.._., ·-, ___ .. , - '_,_ '""-- ' - " ·-- .. .., .. -~c. <-- ·- ---- -- - . - ' - -- . " . . . _,._ -

aire no tienen ta rrlC.vilidacl súfici.;~i~ P~ª ?o<l~r.C:cia.les;;~r,,·.E.; 'et .~lls'o de 'ª presencia de biomasa. 

además se pl-esent~:Ia adhesión ~~) mi~;lio a las burbuj~¡ ~~ aire e incluso a las de aceite, Jo que 

también inhibe 1~ ~~al;~~e~~i; d~ l~s ~~;bu~~- .i.a<~i~~~nu~ión del diámetro Sauter de las burbujas 

de aire permite una mayor área interfacial y por tanto, en los procesos fermentativos el 

\ '\'~¡;~·.:.··· 
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microorganismo tiene mayor acceso al oxigeno y esto f"avorece la productividad del proceso. El 

aumento de la proporción de burbujas atrapadas dentro de las gotas de aceite sugiere que hay una 

mayor proporción de aire en la fase oleica, lo cual tiene ef"ecto sobre la transf"erencia de oxigeno y 

justifica la pref"erencia que se ha dado· a la utilización de aceites en este tipo de procesos para 

incrementar la productividad. Nuestro esfuerzo _.estuvo encaminado a tener más inf"ormación sobre 
. .. ···-

las interacciones que se dan. entre .. Jas fases liqÚido-gas-microorganismo: asi como·. en el : análisis 

sistemático del comport;.mien~6 :el~ la~ cli~p~rsi~nes de aire, aceite y bionlasa en estos sistemas 

multif"ásicos. 

\-T~~~~:~-~~ 
W~b:~---.;c_~::Ll_: 71 



Perspectivas 

8. Perspectivas 

La caracterización macroscópica y microscópica de las dispersiones de aceite, aire y biomasa en el 

sistema modelo de hasta cuatro fases (utilizado en este trabajo), permitió identificar que la 

interacción entre las gotas de aceite, las burbujas de aire y la biomasa es muy compleja y que 

posiblemente existan modificaciones en la superficie de las gotas y de las burbujas relacionadas con 

la composición quimica de las f"ases involucradas, la tensión superficial y el comportamiento 

coalescente del sistema. La inspección microscópica de la inclusión de burbujas dentro de las gotas 

de aceite permitió la identificación de gotas multifásicas. No .son conocidos los mecanismos que 

conducen a la f"ormación de estas estructuras complejas; sir; embargo, existe una tendencia 

significativa a incluir más burbujas de aire dentro de las gotas de· aceite en presencia de agentes 

espesantes o biomasa, lo cual puede modificar Ja transforencia de oxigeno. Los siguientes análisis 
., ... 

están encaminados a caracterizar estas gotas multifásicas y definir las condiciones en que se f"orman. 

Se identificaron « mecanismos complejos de transforencia de masa dif"erentes a los descritos 

anteriorrnent~; pC.r lo q.:.e es necesario continuar con los estudios de dispersión con el propósito de 

explicar este tipo de me~nismos de transforencia que se han venido observando. 

_.' :·,·.! '::º: ' ·'-,·.~, .. ';'./. . -

Por otra P~f1:e. se_s~~rnienda analizar la dispersión d~ aciite~/a.~r~ á potencias mayores a la utilizada 

en este trabajc;:.cé'n ot;~oonflgurá.ciones d~ i~pulsor~s y observar las dispersiones de aceite y aire 
.. :.<~:. ·'' ··_.·_,)·.~:-,-- ~;;, .. _.,' ___ ,_ - .. '·, .;;-~;.::;t·:;~: ,.:,~~\."!,' 

en diforentes.purÍtOs del t_árÍque utili:ZariéIC,'yariá.s ~ollda5 de fibra óptica acopladas a la sonda de luz 
-. . : _ : ~-::; 

estroboscópi~~ l.; qjc;; ~e;rni~i;Ía teneH~ág~~~i d~ fas distintas partes del sistema multif"ásico sin 

importar lo h~te~bgér1e~d~I ~isrnc/' i>~;alo dü-~l es necesario modificar las condiciones de luz y de 

óptica, de manera que.sea factible adquirir imágenes más claras y con posibilidad de procesar. Estas 

;r--------
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adecuaciones y técnicas desarrolladas se pueden aplicar al estudio de otros sistemas con líquidos 

inmiscibles, vg. la producción de 6-pentil-a-pirona por Trichoderma har::ianunr en un sistema de 

fermentación extractiva con 11-hexadecano. 
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¡'\.bst:ruct:: TI'lc proc.luction oC -y-dccnlnctonc by t:he filnmcnt:ous Cun1.,~s Tricllodcrnta liar:1"a,,ur11 
involvcs f'our phascs (oil-wntca-aiz-mycclium) nnd it:s dispcrsion is crucial during f'crn1cnt:ntion. Oil 
und biomnss (vvhcn prescnt) dispersion,· as a f"uncdon of" the volumct:ric povvcr drawn (P/V), vvns 
charnct:crizcd, in '"-'o; thrcc- nnd f"our-phasc systcn"ls n~-itntcd wit:h Rusht:on t:urbincs. Tricliodcrnia 
har=ianron mycclium '"'ªs uscd ns t:he solid phnse in the f"our-phasc syst:crn. Two st:ages of' t:hc 
fcnncntution '"'ere simulntcd: t.hc bcginning (15º/o oil and l.4kgan-~ of'rnycclium) nnd t.hc cnd (2°/o oil 
and 10.6kgm-3 of"n1ycelium). In t:hc 'tW'o-phnsc syst:cm, t.hc use of'cxhaustcd brot.h achicved highcr oil 
dispcrsions nt: Ion·· PJV valucs as comparcd wit:h dist:illed wat:cr. Acrnt:ion dccreascd thc oil dispcrsion 
f'or che high-oil systcm,. but: cnhanccd oil disperslon f'or t.hc low-oil syst:cm. Comparcd with tllc P/Vuscd 
in che actual f"crmcntation (0.2 k'V m-3

), n high segrcgat:ion of'thc systcm was obscrvcd f"or thc high-oil/ 
low-biomnss syst:em, duc to thc difficulty of"mixing thc thick oil-nir cmulsion prcscnt at: the top of"thc 
tnnk. Thc syst:cm simulnt:ing thc end of" thc f'ermcnt"nt:ion renchcd nbnost complete homogcncity of' oil 
and biomass,. n phcnomcnon due t:o t:he hlgh biomass/oil rnc-io and t:he biomass acting ns nn oil cnrricr. 
J.:' 2001 Sociecy of'Chcmicul lndustry 

Key-\1\-'0rds: four-phase syste1n; oil dispersion; Tn"chodcnua ltar=iauunt 

NOTATION 
D lmpcller diametcr (m) 
K Consistency indcx (Pas") 
" Powcr la"v index (din1ensionless) 
P Powcr (k\.V) 
T Vesscl diametcr (m) 
V Volumc (m3

) 

INTRODUCTION 
1\1.ost fermentation processes invoh•e multiphasc mix
ing. Aerobic fcm'lcntation of filn1nentous organisms 
covers a \.Vide range of indust.ri;ilJy important biological 
processes \.Vhcrc thc so1id phase becomes hydrodyna
mically important. 1 Fermentations are particularly 
complex whcn thc carbon sourcc or anothcr nutricnt 
i~ in1misciblc in water as in amibiotic production, 2 

\.Vhen: oils havc bccn "':idcly adoptcd as thc main or 
~upplcn'lcntar;· carbon sourcc, bccausc thcy improve 
proccss yiclds. Furthennore~ it has bc=cn clairned that 
uib protcct fragilc ni.icroorganisn1s, 'l posscss natural 
antifua1n propcrtics, arc chcapcr than othcr carbon 
sourccs (ic carbohydratcs)..,,, .and reduce thc conccntra
tion of sorne inhibitory metabolites prcscnt in che 
culture rncdiun1."' Oils also cnhance thc production of 

lipid-solub)c materials," Ji pases, 7 biopolycstcrsH and 
other products3 such as riboflavin and citric acid. The 
use oía \.Vater-imn1isciblc liquid phase has bcen uscful 
for cornplex biotransformations., such as those for the 
purification of oil-contaminated \.Vatcr, fossil fuel 
desulfurization and production of biosurfactants. 

In processes involving mycelial organisni.s, thc 
fermentation broth may becorne highly viscous and 
rheologically complcx and thc solid phasc (bion1ass) 
can significantly restrict oxygcn transfcr. 10 Bulk liquid 
mixing of thcse viscous non-Nc\Vtonian broths is 
complcx 11 and producti .. ·ity 1nay be affcctcd by thc 
level of agitati<.ln, which intlucnccs liquid-liquid and 
gas-liquid dispcrsion and ultilnatcly dctcrnuncs the 
interfacial aren for mass transfcr of oxygcn nnd other 
nutrients. 

Tn"cltodc:nna ltar:::ia111011 is a filamcntous fungus ablc 
to produce ¡·-decalactone (\.vhich has a peach-likc 
aroma) \.Vhen castor oil is the carbon sourcc. 12 As 
biomass incrcases during cultivntion~ T. ltar:::ianu,,, 
devclops highly viscous and non-Ncwtoninn broths 
\'.-'ith a pseudoplastic bchaviour. 12 Thc forrnation of 
stagnant zoncs in thc fc:rn1cntcr with an appnrcnt 
strong scgrcgation of the in1misciblc liquid phases 
(castor oíl nnd aqucous solution) is obscn:ed. Thcre
fore, rcduccd n1ass transfcr capncity nnd Jow dissolvt.!d 

• Correspondenco to Enrique Gahndo, Departamento de Bioingeniería, Instituto de Biotecnologia. Universidad Nacional Autónoma do 
Me,,,1co, Apartado Postal 510·3, Cuernavnca, Marcios, 62250, México 
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oxygen tension (DO'T) occur within thc fennenter. 
Such behaviour influenccs spccific gro'\vt.h rate., 
biomass concentration and/or metabolite produc
tion.13 

TI1e most widcly uscd strategy to achieve complete 
liquid-liquid dispersion is to manipulate the agito.cien 
ratc, 14 '\Vhich has bcen used to improvc mass transfcr 
as wetl. Ho'\vcver., T har=ianum is a shear-sensitive 
microorganism, 12 

.. vhich prevents the use of high 
agitation rates. lnstend, various kinds of in1peller 
gconu:tries 15 and diffcrent impcller-sparger config
urntions 13 hnve been used in arder to improve phase 
dispersion and mass transfcr in such culture. 

T lzar::::ia11111n cultivncion for ¡•-decalactonc produc
tion is a four-phasc system involving complcx mixing 
of castor oil (organic phase)., culture media (aqueous 
phase)., myccliun1 (solid phase) and air (gas phase). 
Infonnation about che hydrodynamics of such com
plex system is lin'lited . .,,· 10 and no studies have 
docun'lentcd che dispcrsion of che solid (biomass) 
and the immiscible liquid phnsc (oil) as a function of 
power dra\'\·n. TI'lc ain1 ofthis work '\Vas to characterize 
the mixing process in terms of the multiphase 
dispersion. 

2 MATERIALS ANO METHODS 
2.1 Mixing conditlons and power drawn 
measurement 
A syste1n of triple Rushton turbines (DIT = 0.33) wns 
used. Power drawn nnd oil dispersion in cwo- (oil
broth or oil-waccr)., three- (oil-broth-air) as well as 
bion1ass dispersion in four-phase (oil-broth-biomass
air) systcms wcrc characterized. TI'le experiments '\Vere 
carried out in a 0.01 m 3 working volume mbcing tank 
mounted on an accurate air-bearing dynamometer. 16 

Figure 1 shows a schematic diagram oft.he mixing tank 
used in this work. Thc stirring spced was varied from 1 
to 6.5s- 1. ~ten acrated> a gas tlow rute of l vvm .. vas 
used. Samples of 10 x 10- 6 m 3 wcrc takcn at each 
stirring speed using a pcristaltic pump for dctermining 
both oil and biomass ('\vhcn present) fractions at the 
sampling point., which "vas located in front of che 
bottom impcllcr (Fig 1). Proper care was taken to 
discard tubing contcnts bet .. veen sntnples. 

In order to simulatc the inicial conditions of the 
fermentation, l S'Yo (\v/w) of castor oil and 1.4 kgtn- 3 

of fresh Triclzodi:rma n'lyceliurn wcrc used. Likc .. vise> 
2o/o (w/w) of castor oil and l 0.6 kgm- .i of fresh 
biomass '\vcre used to simulate the final stagc of the 
fermentation. The rheological properties of the myce
lium suspcnsions wcrc stablc during and after thc 
mix.ing expcrin'lents. Rhcological evaluations were 
performed using a doublc hclical ribbon impellcr 
adaptcd in a Contraves Rhcomat 120 rhcometcr 
according to thc procedurc proposed by Bongenaar 
et al. 17 Data '\verc fittcd to thc po .. ver law model as 
dcscribcd dscwhcrc. 1 

H K valucs \Vere O.O 15 and 
0.082 Pas" for the inycelium suspensions of 1.4 and 
10.6 kgm- 3

, rcspectively. Flow bchaviour indices were 
0.21 and 0.16, rcspectivel~..-. 

2.2 Production of Trlchoderma harz/anum blomass 
T har::::ianwn 11\tll 206040 was used. Inoculum 
production, as well as the fcrtncntation n1cdium., v..•as 
similar to thnt reported bcforc, 1:? only the carbon 
sourcc (castor oil) wns replaccd by glucosc. A pilot 
plan e 0.350 m 3 batch fcrmentation '\vas cnrricd out in 
order to produce che tnycelium. Thc fcnncncer 
(D =0.69m) was cquipped with t'\Vo Rushton turbines 
(DIT =0.43), and pH and dissolved oxygcn probcs. 
Tile culture was controlled at 29 ° C. The stirring 

lnitial conditions 
Oil IS o/o. 13iomns5 1.4 kg m·1 

Final conditions 
Oil 2 'Ya. Dionta5s 10.6 kg. m-3 

Figure 1. Schemolic diagram or tha 
m1:ung tunk ond locauon ol impellers. 
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speed wns 1.083 s- 1 nnd the nir flow rnte 1 vvm. TI1e 
pH wns mnintnincd nt 5.6 by the automntic addition of 
NnOH (2mol dn"l- 3

). Mycelium wns hnrvestcd nftcr 
96h of culture and sieved '\Vith a cheese-cloth to 
withdra"v the exhausted culture broth, which was 
collectcd nnd stored at 4 ºC to be used la ter as aqueous 
phase. lts viscosity and density '\Vcre similar to those of 
water and its surfacc tension "vas 62mNm-• (deter
mined by a Fisher Scientific Tensiometer 20, USA). 
TI1e recovercd biomass was resuspended in the 
cxhausted broth at conccntrntions of 1.4 and 
10.6kgn"l- 3

• Son1e experiments to characterize the 
liquid-liquid mixing of castor oil and aqueous phnse 
'\vere performed using distilled water. 

2.3 Oil and blomass determlnations 
Castor oil (food grade, viscosity=560mPas, deter
mincd nt 26ºC) was quantificd by extraction from the 
samples using 5 x 1 o- 6 m 3 of 11-hcxanc in a first 
extraction, and 3 x 10-0 m 3 in a second cxtraction. 
TI1c 11-hexane '\Vas cvaporated nt room temperaturc. 
"'Iñe pre-'\'\'eighed test tubes with the oil fraction "vere 
dried to constant wcight nt SOºC nnd measured 
gravinlctrically. Biomass was quantified by dry weight 
as reportcd before. 12 

3 RESUL TS ANO DISCUSSION 
3.1 Two-phase systems: oll-water and oll-broth 
systems 
A first approach to chnracterize the liquid-liquid 
mixing of castor oil and aqueous phase was carried 
out using distillcd ... vater as the aqucous phase. 
Ncvcrthc:less, the actual fcrn"lentation system is con
ductcd using a salt-rich aqueous solution as culture 
mcdium. Thcrcforc, in ordcr to sin1ulate thc actual 
composition of thc fcrn1cntation broth, thc cxhaustcd 
culture mcdiun"l '"-"Us also uscd as thc aqucous phasc. ,,,_e cffcct ofthc typc ofaqucous phasc (distilled water 
or exhaustcd broth) on oll dh.pcrsion undcr unacratcd 
condition!. is shown in Fig 2. Ovcrall, and for 
/'/V<0.3k\V' m- °'. oil was bcttcr disperscd in thc 
broth-oil systcn"l than in thc distillcd watcr-oil systcm 
t\.1r thc t""'º conct.·ntrations of oil tcstcd. Ho,.,,•evcr, far 
/>.'F>OA-k'\X' n"l-\, uil is similarly dispcrscd in both 
di~tillcd watcr-ha:-.cd and broth-bascd systems. 
Clcarly, tht: cun1pusition of thc aqucous phase had 
an cffcct on oil di:-.pcrsion. Similar cffects hnvc bccn 
obscn·cd for anotht:r nl.ultiphasc systcm. 1

" i'-1..any 
diffcrcnt cornpounds product:d by T lwr:::iatwm during 
culture (such ;.1s hydrolytic cnzyn"lcs and glycosylatcd 
prutdns) are sccrctcd to the broth/º which act as 
surfactants and hcncc con.tribute to bctter oil disper
sion in thc broth-bascd systcm. lt has be::cn shown that 
such protcins are quite suitablc for stabilizing oil 
dispcrsions. :! 1 J'\.s aqucous phase composition afTects 
oil dispcrsion, furthcr cxperiments wcrc conductcd 
using thc cxhausted broth in orde::r to bcttcr simulate 
thc actual conditions of thc fcrmentation. 

Figure 2 also shows that oil contcnt did not afTect 
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Figure 2. Comparahvo oil d1spersion as a funct1on of the volumotrie power 
drawn ror: (a) 15"• (wlw) and (b) 0!9.- (w/w) or cas1or 011 In two-phase 
sysloms. 

the oil dispersion profilcs (in terms ofperccntagc ofoil 
disperscd). This is in linc with thc fo.et that, µnder 
unneruted conditions, oi) dispersion depcnds mainly 
on thc bulk blcnding ability of the impelter. ~2 lt was 
noticcnble that in tenn.s ofthe amount of oil dispersed, 
thc high-oil condition dispcrsed 7 .5-fold tht: amount 
of oil dispersed by the low-oil system. This bchaviour 
is in part dueto the initial shortcr distancc between the 
top impcllcr and the oil phasc laycr in thc high-oil 
syste1n (Fig 1), which facilitatcs the incorporation of 
thc oil to thc flow pattcrns gcncratcd by lhe inl.pcllcr 
syste111. 

3.2 Three-phase systems 
3.2. J Effecr of aerarion 011 011 dispersion (oil-brorh-air) 
As shown in Fig 3, the prcsence ofthe third phase (air) 
in the oil-broth system hnd diffen:nt cffects on the oil 
dispersion depending upon thc oil contcnt. In the 15% 
castor oiJ systcm, a ncgativc efTcct was obscrved (Fig 
3(a)) whereas acration enhunced oil dispersion in the 
2o/o castor oil system (Fig 3(b)). This may be a 
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Figure 3. Oíl dispersion ns e funcllon of lhe volumetric power drewn for. (el 
15~• (w/w} and (b} 2% (wlw) of castor oil for two ond lhree pheses. Aorellon 
(when presen1)a 1 vvm 

conscquence ofthe fonnation ofan air-oil emulsion at 
thc top of thc tank (a phcnomcnon that has been 
obscrved in thc actual fcrmentation 13 and v.:hich rules 
phasc interacdon) and thc fact that bubbles are 
trappcd insidc oil drops, as documented rcccntly. 11 

lt has bccn sho"'··n 11 that larger oil drops and smallcr 
air bubbles (n1casurcd as Sautcr rnean diametcr, d3~) 
are obscrvcd as thc oil conccntration increased. In the 
case of high-oil ( l 5 1Yo), thc reasons for the ncgative 
cffcct of acration (obscrvcd nbovll! 0.1 k'\V' m- 3

) could 
be due to the prcscncc of relativc:ly sn1all 

Table 1. E•lenl ot dispersad 011 and b•omass al 0.2k.W m-" 

011-broth 

011 15~{;.. b1ornoss 1 o.lkgrn-~ 

(d
32 

...... 700µm), 11 and probably more, bubbles con
tained in largc oil drops (d32 ......, 1750~1n1). 11 Thc 
consequencc of this is a low average dcnsity of the oil 
phase (containing air bubblcs inside)~ which prometes 
liquid phase separation, therefore enhancing segrcga
tion. In fact, a thick layer of the air-oil cmulsion was 
observed at the top ofthc tank. As thc system vvith low
oiJ has relatively snmll oil drops Cdr• ...... 1200 ~lm) 1 1 and 
largc air bubbles (d32 --1300pm), 1r thc probability of 
bubbles being inside oil drops is considerably lower 
and, therefore, the average density of thc oil phase 
(conrn.ining air bubblcs) is cxpccted to be higher than 
in the case of the high-oil systcn"l. Furthit!rmorc, for the 
low castor oil contcnt (2'%), thc air-oil emulsion \Vas 
also obsen.•ed at the top of thc tank. In this case, thc 
air-oil en1ulsion reduces significantly the distance 
benveen the oil layer and the top impellcr, \.Vhich 
may be contributing, in addition to the highcr average 
dcnsity of the oil phasc. to cnhance oil dispersion. For 
thc high-oil system, it \Vas observcd that Jess than 40o/t1 
ofthe oil was dispcrsed at P/V20.:?k\"(.' m- 3 and for 
the lo\.v-oil systcm (m thc san1c J>IV), 90o/., of thc oil 
\V3S disperscd. Hov.·c,;:vcr. it ~hould be pointcd out that 
dispersed oil quantitics wc..-re quite diffcrent in either 
case. Table 1 shows thc qunntitics of oil dispersed 
(kgm- 3 ) at a power drav.:n of 0.2k\"(' m- 3 (under 
which the actual fcrmcntation is conducted). 13 For the 
high-oil system, up to ·lS kg n1- 3 wcre disperscd, which 
is 50% lcss than in thc non-aeruted system 
(98kgm-:'), whereas for thc lov.·-oil systcn1, 18 kg1n-:J 
\VCre dispcrscd, 40°/., highcr than in thc t\.,:o-phasc 
systcm (13kgn1-·-"). Tiüs indicares that cvcn if higher 
segregation was obscrved in the high-oil systcn"l (initial 
fermentation conditions), thc amount of oil dispcrsed 
was always highcr than in thc lo,,·-oil systen1. 

3.2.2 Eff1:c1 vf biomas.( 011 oi/ dispc:rsio11 (ot1-brorh
biomass) 
For conditions ofhigh-oil/Jow-bion1ass, simulating the 
beginning ofthc fcrrnentation (but with no air)~ similar 
oil fr~1ctions \\.'ere disperscd ar /'/V<O.:?k\"(! in- 3 for 
the systcms with and without bio111ass (Fig ·3(a)). 
Ho ... vcvc:r, at PIV> 0.2k\'7 m- ',a highcr fraction of oil 
\Vas disperscd duc to thc prcsencc of biomass (Fig 
3(a)) and it constitutc,;:d practically ali thc oil prcscnt in 
the systcm (95%.). On thc othcr hand, for conditions 
simulating the c:nd of the fermentation (low-oil/high
bion1ass, but \.Vith no air), the prcscnce of biomass did 
not affect oil dispersion for PIV< 0.3 k'\X1' m- 3~ '\vhcrcas 

Oil-broth-air 01l-broth-b1omass 01l-broth-b1omass-a1r 

011 d1spcrsed. kgrn<J and (%) 
B1ornass d1spersed, kgrn-~ and (º/o) 

98 (65) 48 (32) 143 (95) 
t.2 (86) 

12 (8) 
0.28 (20) 

011 2%, b1omass 10.Gkgrn-:J 

------------·· 

011 d1sperscd, kgm-::J and (o/o) 

B1ornass d1spcrsed, kgm- 3 and (%) 
13 (65) 18 (90) 

·-· ---;-:;:-, -~;¡---\ 
-:_ ;" .; ·- . - . _,.,.~ \ 

. .... . !~'J.1\ ' 
'? !·~ "\\ -----·---

12 (60) 
9.8 (93) 

16.2(81) 
8.8 (83) 
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u slightly higher oil dispcrsion was evident for 
PIV> 0.4k\.V m- 3 (Fig 3(b)). In 't.erms ofthe quantities 
of oil dispcrsed (kgm-3

) uta po"ver druwn of 0.2k\.V 
m- 3 (Table 1), 143kgm-3 ofoil were dispersed in thc 
high-oil content systcm, 46'Yo more than in the system 
without biomass (oil-broth). For the low-oil content 
system> 12kgm- 3 of oil wcre dispersed, a quanticy 
similar to the oil-broili systetn. 

3.3 Four-phase system 
3. 3. J Bion1ass dispersio1'1 (chrec aud four phases) 
Biomass dispersion as a function of volumetric powcr 
dra\.vn in thc thn:c- (oil-bt"ot.h-biomass) and four
phase systcms (oil-brot.h-afr-biomass) is shown in Fig 
4. For thc high-oil/low-biomass system (Fig 4(a)), 
biomass dispersion differed for aerated and unaerated 
conditions. \.'7ithout acration, practically all the 
biomass prcsent was dispcrscd (1.2kgm- 3

). Aeration 
cuused a strong negativc effect on the biomass 
dispersion: less than 30% ofthe biomass was dispersed 
under this condition (0.28kgm- 3

). In contrast, in the 

Oil "15 °/o, biomass 1.4 kg m·3 
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Figure 4, 01omass d1spers1on as a functlon of volumetrtc power drawn ror 
condrt1ons ot h1gh·o11/1ow·b1omass (a) ond low-oll/high·biClfnllss (b) under 
unaerated and aerated (1 vvm) cond1tions. 
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Oil and fungal bioniass dúpeniot1 in a stin-cd tank 

Jo\v-oil/high-biomass system, a similar high-biomass 
dispersion profile "vas exhibited under unaerated nnd 
aeratcd conditions (Fig 4(b)). 

3.3. 2 Oil dispersiou 
For the high-oil/low-biomass system., acration hnd a 
pronounced negative effect (Fig S(n)), whereas for the 
lo\.v-oil/high-biomnss system., acration enhanced oil 
dispersion (Fig S(b)). Compnring the effect of the 
different phases, aerntion nffectcd oil dispersion to n 
grcater extent than biomass did. OvcraH. a good 
biomass dispcrsion favours oil dispersion. Particularly 
at lo\v oil concentration., acration in thc presence of 
biomnss had a positivc effect on oil dispcrsion (Fig 
S(b)). The data suggest th~lt biomass is plnying a role 
as nn oil carrier., thercforc cnhancing oil dispcrsion. 
Because of the high biomass/oil ratio~ the contact arca 
is larger and oil dispcrsion can thcrefore be improved 
by facilitating oil droplet-mycelial collisions, as has 
been shown to occur in clavulanic acid production. 2 

011 "I 5 °/o, biomass 1.4 kg m·3 
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3.3.3 Homogeneicy of tite sysre111 
TI1.e cxtcnt ofoil and biomass dispersion was indicative 
ofthe homogeneity of the systcm. At thc beginning ofthe 
culture (high-oil/Jow-biomass), where thc oil/biomass 
ratio is 1 07, thc segregation of thc system is high as only 
So/o oft.hc oil (referred to thc homogeneous) and 20% of 
the biomass "''ere dctcctcd at the bottom itnpeller (Table 
l~ last colun"ln). At the cnd ofthe culture (oil/biomass 
ratio of2), des pite the rhcological complexity dueto the 
highcr bionu1ss contcnt, thc ho1nogcneity ofthe phases 
was considcrably higher than that occurring at the 
bcgi.nning ofthc fcrmcntation. Thc last column ofTable 
1 shows that up to 8 l-83'X1 ofthc homogcncous oil and 
biomass conccntrations ""'ere dctcctcd at the bottom 
in"lpellcr in thc four-phasc systcm. 

4 CONCLUSIONS 
Oil .. vas bcttcr dispcrscd if thc aqueous phase was an 
exhausted broth, as compnrcd ""•ith distilled water. 
Acration had a ncgative effcct on oíl dispcrsion in thc 
high-oil system .. vhereas it cnhanced oil dispersion in 
thc low-oil systcm. The lov.· amount of biomass 
dispersed in the systcm with high oil content indicatcs 
that, at thc bcginning of thc proccss, segrcgation 
controls thc oil and biomass dispersion. Howevcr, at 
thc cnd of thc proccss, thc high conccntration of 
bion"lnss dispcrscd is thc factor that cnhances oil 
dispersion becausc thc n1yccliurn acts asan oil carrier. 
Poor initial mixing duc to thc prescncc of the nir-oil 
nlixturc and a laycr of bion1ass. both at thc top of the 
tank, is thc n1nin Jimitation to ovcrcomc. Howcvcr, 
although thc high-oil systcn1 prcscnted a higher 
scgrcgation than thc Jo .... ·-oil ~ystcn1, undcr aeratcd 
condition~. cithcr sy~tcm sccmcd to fulfil thc nutri
tional rcquircn1cnts ofthc fungus. Dcspitc the changes 
in thc rhcolo~y of thc broth, homogcneity ""·as highcr 
as fermcntation procccdcd, a phcnon1cnon associatcd 
with the incrcase '"1fthc bion"lass/oil ratio and thc role of 
thc biornass as oil c;irricr. 
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R&D NOTE 

Distribution of the Free and Oil-Rrapped Air 
Bubbles in Simulated Broths Containing Fungal 
Biomass 

C. Patricia Larralde-Corona. Ma. Soledad Córdova and Enrique Galindo* 

Departamento de Bioln.genieria. Instituto de Biotecnologla. Universidad Nacional Autónoma de México. Apdo. 
Post. 510-3. Cuernavaca 62250. Mor .• México 

T he use of a second, water-lrnmlscible liquid phase is common in 
industrial biotechnology. Oils are used in fermentation processes 
for a wide number of reasons and to perform a variety of tasks. 

The roles of oils lnclude carbon sources. antifoams. oxygen carrlers and 
extractants of lipid·soluble (sometlrnes toxic) rnetabolites. A comprehensive 
literature review of the fleld has been 1ncluded in the recent papers by 
Calinda et al. (2000) and Córdova·Aguilar et al. (2001 ), whlch describe 
the specific applications and the problems involved when using lmmlscible 
oils in bioprocesslng. 

Although oils have been used In submerged culture fermentatlon 
processes for a very long time (Cavanagh et al., 1994), their role in the 
fermentation process is not completely understood and very little Is 
known about thelr effect on physlcal processes such as alr disperslon. 
Recently, Galindo et al. (2000) published a study on oil drops and bubble 
sizes In a four-phase slmulated fermentation broth. They found that 
bubble size decreased as the oil content was increased, and reported 
that the presence of fungal biomass slgniflcantly decreased bubble size. 
One interesting result of that study was the fact that air bubbles were 
trapped by oil drops. However, no attempt was made In that work to 
ldentify the extent to which bubbles were trapped lnside oil drops. Thls 
phenomenon will have an important effect on the overall oxygen 
transfer, as oxygen transfer from a bubble to a vlscous oil and then to the 
aqueous medium, is of will of course beditferent to the normally 
assumed pathway mechanism of oxygen transfer from a bubble to 
aqueous medium (McMillan and Wang, 1 987). 

The aim of thls work Is to quantlfy the proport.lon and slzes of the 
bubbles present in a four-phase model fermentation system comprlsing 
oil, an aqueous medlum, biomass and air bubbles, and to identify the 
k>cation of the bubbSes, i.e., whether they are inside oil drops (oU-trapped) 
or freely suspended in the aqueous phase. 

Experimental 
Stlrred Tank 
The tank and impeller used in this work mlmicked the setup used 
previously (Galindo et al., 2000). The flat-bottomed glass tank had a 
diameter (7) of 0.15 m. The liquid height was 0.118 m, giving a volume 
of 2 L The tank was equipped with a single Rushton turbine (D = 0.07 m), 

• Authar ta wltom c:arrespoude11ce muy be addressed. E·1nail address: 
gali11da@ibt.u1rnt11.t1oc 

The location of air bubblcs (i.e. insldc oll drops or 
free in thc aqucous phasc) was studicd by image 
analysls as a function of the oil and blomass 
conccntrations in a 2 L stirrcd tank uMng a simulatcd 
fcrmentatlon medlum (aqucous-salt solution, castor 
oH. alr and fungal biomas.s) agltated by a Rushton 
turbine, The solid (fungal) phase plays an lmportant 
role In dcflnlng thc k>cation of bubblcs, as the 
pcrcentagc (In bubble volume) of bubblcs trappcd In 
oll incrcases threcfold whcn blomass Is addcd to the 
mcdlum. Thc bubblcs located inslde oil drops wcre 
found to occupy 60% of thc total bubble volume and 
to be 40% smallcr than thosc whlch wcre non-oil 
anodatcd. This phcnomcnon has irnportant lmplicatlons 
for oxygen mass transfcr in multlphase fcrmentatlons. 

On a étudlé la locallsatlon de bulles d•alr (p. ex., ;}; 
1•1ntéricur des gouttcs d'hulle ou Al 1•état libre dans la 
phasc aqucusc) par analysc d•imagcs en fonction des 
concentrations d'hulle et de biomasse dans un 
réscrvoir de 2 L agité par un turbinc Rushton •vcc un 
milicu de fcrmentation simulé (solution aqucus.c-.scl. 
huile de castor, alr et biomass.c fonglquc). La phasc 
solide (fonglque) joue un róle lmportant pour 
détcrminer la locallsal:ion des bulles car le poun:cntagc 
(dans le volume de bulles) de bulles prlsonnlCres dans 
l'hullc trlpk! avcc 1•ajout de blomassc dans le millcu. 
On a trouvé que les bulles localisécs A l'lntéricur des 
gouttes d'huilc occupalcnt 60 % du volumc total de 
bulles et étalent plus pctitcs de 40 % que les bulles 
non associécs a l'hulle. Ce phénomCnc a des 
répcrcus.sions importantes sur le transfcrt de matiCre 
de 1•oxygCne dans les fermentations polyphaslques. 

1 ·. kcywords: bubbles, oll dlsperslon, fungal blornas.s, 
."!"u.ltiphasc mlxing. imagc analysls .. 

placed 0.06 m from the tank bottom. The vessel had 
four equally spaced stainless-steel baffles. with a wldth 
of T/1 O. Temperature was controlled at 26ªC by a 
water jacket. Air was supplied by a stainless steel 
sintered sparger placed underneath the impeller. Air 
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flow was fhced at 0.25 vvm and agitat1on rate at 250 rpm In all 
experlments. Experiments were conducted in duplicate. Typical 
standard errors were lower than 10% and they have been 
1ncluded as error bars In all figures. 

lmage Analysls Equlpment 
Figure 1 shows the system used. The 1mages were captured by 
a CCD video camera (Hitach1 KP-050 digital) attached to a 
stereomicroscope., W"hlch was set at a magnification of 2.5X. A 
hlgh-energy strobe lamp was used to feed an optic flbre probe, 
placed inslde the vessel one centimetre above the upper corner 
of the impeller blades, wlth a gap of 1 .5 cm between the light 
and the vessel wall .. A purpose-bullt synchronization clrcuit was 
used to couple the framlng signal of the camera to the flashlng 
strobe lamp. Measurements of bubbles (or drops) at the mid-plane 
between the baffles were conducted 30 mln after of starting up 
the experiment. This time was determlned to aUOYV in preliminary 
experiments in which the disperslon was followed until no 
changes occurred .. implylng that equilibrlum of the phases was 
reached. The commercial software package lmage-Pro9 Plus v. 
4.1 (Media Cybernetics, USA) was used. Algorlthms for image 
processing were developed to measure bubble and drop 
diameter, counting a minimum of 700 objects per sample in 
order to have reproducible calculations and statistically 
valldated data (error <10%). In practically all the lmages, we 
observed spherical objects. Their volume was calculated uslng 
thelr diameter., which we considered to be that of a sphere. 

Solld, Contlnuous and Dlspersed Llquld Phases 
The composltion of the aqueous phase (continuous phase) and 
the procedures used to obtaln the solid phase (fungal biomass 
of Trichoderma horzianum IMI 206040) were as descrlbed by 
Galindo et al. (2000). Blomass concentrations of O.S, 2 and S 
gil.. whk.h are typical of that occurring In an actual fermentation 
(Serrano-Carreón et. al., 1997; Rocha-Valadez et al.., 2000)., were 
used at 10% castor oil concentratlon. The dispersed phase., 
food-grade castor oil (Aldrich Chemical Co.) was used at 
concentrations (v/v of the aqueous phase) ranging from 2% to 

Figure 1. Experimental sct-up uscd for sizc analysis of air bubblcs and 
oil drops.lmagcs of a four-phase (air-oil-mcdium-fTiycclia) dispcrsion 
showing oil drops. air bubblcs., and air bubblcs lnsidc oil drops and 
myccUa. 

15%. Cood pictures of both drops and bubbles were obtained 
at up to 5 g/L of biomass (Figure 1 ). Above thls concentratlon., 
clear lmages could not be obtained. The oíl denslty was 960 
kg/ml and lts viscosity at 26ºC was 560 mPa·s. 

Solld (Blomass) Morphology determlnatlon 
The morphology of the biomass was as loose aggregates, belng 
morphologically the same as the one used by Calinda et al. 
(2000). Samples of biomass were flxed uslng a formaldehyde 
solutlon (Clark, 1981) and 1 mL aliquots were stalned with 20 
µ/ of a 0.1 % aqueous methylene blue solution. lmages were 
obtalned by a eco video camera (Hitach1 KP-050 colour 
digital) attached to an optical mlcroscope (Optiphot-2, Nlkon., 
Japan). lmages were quantifled uslng a commerclal lmage 
analysis soñware package (lmage Pro Plus v. 4.1., Media 
CyberneUcs., USA). The aggregate slze was measured by 
analystng at least 300 objects per sample. The average 
aggregate diameter (which refers to the average length. of 
dlameters passing through the aggregate's centrold) was 280 
µm., with an object density (or porosity) of 0.7. 
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Figure 2. Proponlon of oll-trapped bubblcs In tcrms of numbcr and 
volumc as a function of oil conccntration. 
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Figure 3. Effcct of oll contcnt (% v/v) on Sautcr mean diamctcr of free 
and oll trapped air bubbles. 
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Figure 4. Cumulativc volumc dlstrlbutlons of free and oll·trappcd 
bubblcs at: a) 2%; and b) 15% oil. No blomass. 

Results and Discussion 
Data Reproduclbillty 
As the experimental condit1ons in this work were practically the 
same as those in a prevlous work (Galindo et al., 2000), we flrst 
checked the reproduclbility of the data by measuring oil drops 
slzes and by comparlng bubb&e stzes (either free and oll--trapped) 
wlth those previously measured without ldentifying their 
locatlon. The data of Galindo et al. (2000) for 10% oil 
concentration gave a very clase value of 1 000 µm for bubble 
diameter (regardless of locatian) to that measured in this work 
tor free bubbles (900 µm). This may slmply mean that free 
bubbles were easier to count as bubbles lnslde oll drops were 
less likely to be infocus In any given trame. For the oil 
concentrations of 2% and 5%, smaller bubble Sauter diameters 
(800 to 1000 µm) were found In this wark when compared to 
the data reponed by Galindo et al. (ca. 1500 µm). However, the 
distributions of bubble sizes measured In this work (see Figure 
4a} at these law oil concentrations were very similar (data not 
shown) to the data of Galindo et al. (2000). Considering the 
standard error (<1 0%) of the determinations, the agreement 
YJlth previous data was very good. 

Effect of 011 Content 
Jt was qualitatively reponed by Galindo et al. (2000) that many 
air bubbles were trapped inside oil drops far the range of oll 
concentrations tested. As can be seen in Figure 2, in terms of 
both number and volume.. the percentage of oil·trapped 
bubbles reached a maximum (statistically significant with >95% 
canfidence) at an oil concentration of 5%. This percentage, in 
terms of bubble numbers, was as high as 80%. As shown In 
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Figure s. Proportlon of oll·trappcd bubblcs, In tcrTTis of numbcr and 
vo&umc, as a functlon ol fungal biomass conccntration. 011 conccntratlon: 
10%. 
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Figure 6. Effcct of fungal blomass conccntration on thc Sautcr mean 
dlametcr of free and oil·trapped alr bubblcs. 

Figure 3, the Sauter mean dlameter (d32} of the free bubbles 
decreased as the oll content increased, YJhilst oil content caused 
an increase on the Sauter diameter of the oil·trapped bubbles, 
in the range of 2% to 1 0% oil. In this range, free bubbles 
exhibited a size distribution shift to the right (i.e., larger 
bubbles) when compared to the dlstribution of oil·trapped 
bubbles, as can be noticed In Figure 4a, where the cumulatlve 
volume distributions of free and oil·trapped bubbles for 2% oil 
is presented as an example. lt Is worth noticing that,. at the 
highest oil concentration tested (15%) there is very littJe difference 
between free and oil·trapped bubble sizes (Figures 2 and 4b). 

In general, oil·trapped bubbles were smaller than the free 
ones. For oil·trapped bubbles, increasing oíl concentratlon 
caused a reduction in bubble number (as determined by the 
average number of bubbles per trame), associated with an 
increase in their Sauter diameter. This means that bubble 
coalescence can be accurring within the drops. This is 
consistent with an increase on Sauter mean diameter of the oil 
drops (see Figure 7 in Galindo et al., 2000), which consequently 
allows a higher volume of air to be held vvithin them. 

On the other hand, free bubbles decrease in size as oll 
concentration lncreases, probably because there are more and 
larger oil drops contacting the bubbles, a phenomenon that 
may lnhibit bubble coalescence in the aqueous phase 
(Zahradnik et al., 1999). 
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Effect of Blomass 
The effect of biomass on bubbJe slze was investigated using an 
oll concentration of 1 0%. Biomass (regardless of the specific 
concentration) had a more pronounced effect than oil 
concentration (wlthout biomass) on bubble slzes. As shown In 
Figure 5, the presence of biomass lncreased the proportion of 
bubble volume lnside oil nearly three fold. Once present, 
biomass concentratlon hada relatively weak effect on the Sauter 
mean dlarneter of the bubbles. lnterestingly, the percentage of free 
and oll·trapped bubbles remained constant_ regardless of the 
biomass concentratlon (Figure 5). Thls suggests that there must 
have been changes In the slzes of the bubbles. In fact, a 
decrease of approximately 50% was found in free bubble size as 
a result of the presence of biomass, although this effect was less 
pronounced (30% decrease) for the bubbles inslde oll drops 
(Figure 6). The mechanlsm of this phenomenon is not clear, 
though it may be associated with the fact that the presence of 
a solid phase could increase the frequency of colllsions that 
bubbJes have with a solid surface, thereby promoting brake·UP 
or lnhlbiting coalescence. Thls has already been demonstrated 
for other three-phase systems (Nienow et al., 1986; Kawase et 
al .• 1997). 

lmpllcatlons for the Fermentatlon Process 
Our results show that_ under conditions similar to those present 
in a mycelial fermentation, where oil is used as the carbon 
source (such as those used for the production of aroma 
compounds, e.g. Serrano-Carreón et al., 1997; Rocha·Valadez 
et al., 2000), up to 60% of the bubbles (in terms of volume) are 
inslde oll drops. The beneficia! effect of oil, In terms of a hlgher 
volumetrlc oxygen transfer coefflclent (kLa) has been dlscussed 
before by Calindo et al. (2000). However, in that work, no 
quantiflcation was made of the extent to whlch bubbles were 
trapped lnside oll drops. With nearly 60% of the air volume 
(bubbles) lnside oll drops, it is very likely that oil drops serve as 
temporary reservolrs for bubbles increasing their resldence 
time, therefore allowing the oxygen contained In them to be 
transferred to the oll. and later on to the aqueous phase. This 
may explaln mechanlstically why other several authors (Rols and 
Goma, 1991; Ho et al., 1990; Ju et al., 1991) have shown a 
positive effect of lncreaslng concentration of olls on the 
volumetric oxygen transfer coefficient along with a higher 
medium oxygen solubility. 

Conclusions 
A higher oll content resulted In a smaller free bubble slzes. In 
contrast, the size of bubbles lnside oll drops increased sllghtly at 
a higher oil concentration. The volume of bubbles inside oll 
drops was found to comprise as much as 60% of the total 
bubble volume. Blomass had a pronounced effect on bubble 
slze (either free or trapped in oil) and prometed a nearly 
three-fold increase of the percentage of bubbles volume inslde 
oil drops. However, once presen~ bubble size proved to be 
relatively insensitive to biomass concentration. A large proportion 
of small bubbles lnslde oil drops may explain why these systems 
can have considerably higher kLa values than systems In which 
no oíl or biomass are present. 
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Nomenclature 
D lmpcller dlametcr. (m) 
d32 Sautcr mean dlamcter. (µm) 
N agltator specd. (s·l) 
T tank diamcter, (m) 

volume of alr pcr volumc of liquld pcr minute. (m·l/m·l min) 

References 
Cavanagh. M.E .• A.P. lson and M.O. Ully. -¡"he Utlllzatlon of Uplds 

during Streptomycete Fcrmcntations•, Trans. lnst. Chcm. Eng. 72. 
14-16 (1994). 

Córdova·Aguilar. M.S .• A. Sánchcz., L Scrrano-Carrcón and E. Calinda. 
•Oil and Fungal Blotnass Dispcrslon in a StJrrcd Tank Contalning a 
Slmulatcd Fermentatlon Broth"'. J. Chem. Tcchnol. BJotcchnol. 76~ 
1-6 (2001). 

Clark, G. •stalnlng Proccdures .... 4th. cditlon. USA: VVllllams & \Mlldns •• 
PA (1981). 

Gallndo. E.. A.W. Pacek and A.W. Nicnow~ .. A Study of Drop and Bubblc 
Slzcs In a Simulatcd Myccllal Fermentatlon Broth up to Four Phases•, 
Biotcchnol. Bloeng. 69. 213-221 (2000). 

Ho. C.S .• L Ju and R.F. Baddour, .. Enhanclng Penicillin Fermcntatlons by 
lncreascd Oxygcn SokJbility Through thc Addition ol N..hcxadccanc ... , 
Biotcchnol. Bloeng. 36. 1110-1118 (1 990). 

Ju. LK.. J.F. Lec and W.8. Armlgcr .... Enhacing Oxygcn Transfcr In 
Blorcactors by Pcrfluorocarbon Emulsions•, Blotcchnol. Prog. 7, 
323-329 (1991). 

Kawasc. Y .• T. Araki, K. Shlmlzu and H. Mlura ... Gas-Uquld Mass Transfcr 
Jn Thrcc--phasc StJJTCd Tank Rcactors: ~onian and non·Newtonlan 
flulds ... Can. J. Chcm. Eng. 75. 1159-1163 (1997). 

Me Millan. J.D. and 0.1.C .• Wang, .. Enhanccd Oxygen Transfcr Uslng 
Oil·in·Watcr Dispcrslons•. Ann. NY Acad. Sel. 506. 569-582 (1987). 

Nlenow. A.W .• M. Konno. and W. Bujalski~ .. Studles on Threc.phasc 
Mixing: A Revlcw and Rcccnt Results•. Chcm. Eng. Res. Des. 64. 
35-42 (1986). 

Rocha·Valadez. J.A.. E. Calinda and L Scrrano-Carrcón .... Effcct of thc 
lmpcllcr·spargcr Configuration over Trichodcrma Harzlanum Growth 
In Four·phascs Cultures Undcr Constant Dlssolvcd Oxygen•. Bloproc. 
Eng. 23. 403-41 O (2000). 

Rols. J.L and G. Goma. ...Enhaccd Oxygen Transfcr Rates In 
Fermentatlon UsJng Soybean 011 In Water Dispcrslons•. Blotcchnol. 
letL 13, 7-12 (1991). 

Serrano--Carreón. L. C. Flores and E. Calinda. .. g·Dccalactone 
Production by Trkhodcrma Harzianum In a Stirrcd Bloreactor""', 
8iotcchnol. Prog. 13. 205-208 (1997). 

Zahradnik. J .• G. kuncov.á and M. Flalová. -rhc Effcct of Surfacc Active 
Additives on Bubblc Coalcscencc and Gas Holdup In Viscous Aeratcd 
Batchcs•. Chcm. Eng. Sel. 54~ 2401-2408 (1999). 

Manuscrlpt rcceivcd Octobcr 10. 2001; rcvlscd manuscript reccivcd 
April 29. 2002; acceptcd for pubUcation May 31. 2002. 

Tha C.nadlan Jo"'nal al Ct.mlcal Englneutng. Volurne so. Jyne 2002 


	Portada
	Índice General
	Resumen
	1. Introducción
	2. Marco General y Antecedentes
	3. Objetivos
	4. Estratrégia Experimental
	5. Materiales y Métodos
	6. Resultados y Discusión
	7. Conclusiones
	8. Perspectivas
	9. Referencias
	Apéndice



