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Resumen

Resumen

La fermentacion de Trichoderma harzianum para la produccion de aromas, constituye una
dispersion multifasica compleja ya que involucra aceite de ricino como fuente de carbono y
aire como fuente de oxigeno. La caracterizacion de esta dispersion como un método para
entender y mejorar el proceso de fermentacion, no sélo debe hacerse en términos de los
didmetros de las gotas de aceite y burbujas de aire, sino que ademas, debe considerarse la
interaccion entre las fases (burbujas de aire presentes dentro de gotas de aceite), que
también definen los procesos de transferencia, al modificar el camino difusional para la
transferencia de oxigeno al microorganismo. La calidad de la dispersion dependera de
diversos factores, tales como la presencia de surfactantes, tipo de impulsor y sobre todo, la
potencia volumétrica suministrada al sistema.

El objetivo del trabajo fue implementar un sistema de video de alta velocidad que permita
el andlisis de imagenes para la caracterizacion de dispersiones multifasicas a potencias
volumétricas entre 0.20 y 0.50 kW/m®.

Se utilizé como sistema modelo la fermentacion trifésica (agua-aire-aceite) de Trichoderma
harzianum, utilizando ademas, albdmina de suero bovino (BSA) y turbinas Rushton y
Smith, para evaluar el efecto de la presencia de proteina como surfactante y el tipo de
impulsor, respectivamente. La obtencion de imagenes con un sistema de video con luz
estroboscépica a potencias mayores de 0.20 kW/m® permiti6 identificar distintos
problemas en la adquisicion, al obtener imagenes con baja nitidez, contraste e iluminacion.
Para resolver los problemas anteriores se monté un sistema de video de alta velocidad que
utiliza una camara de video con capacidad para adquirir 5130 cuadros por segundo (512 x
512 pixeles). La camara acoplada a una fuente de iluminacion de alta intensidad y a un
estereomicroscopio ha permitido la adquisicion de iméagenes nitidas para caracterizar los
componentes de la dispersién a potencias volumétricas de hasta 0.50 kW/m® y
magnificaciones de hasta 11 X. La calibracion del sistema utilizando un micrémetro y
perlas de didmetro conocido, mostro que pueden medirse didmetros con un error menor a 7
%, al utilizar magnificaciones de hasta 11 X. Con este sistema se han podido medir objetos
de hasta 20 um, evaluando el efecto del tipo de impulsor, uso de proteina y potencia
volumétrica sobre los didmetros Sauter y distribuciones de tamafios de gotas de aceite y
burbujas de aire. Empleando turbinas Rushton y Smith de 0.50 D/T, se observé que aunque
se presentan pequefias diferencias en las distribuciones, no existe diferencia en los ds;
cuando ambos impulsores se comparan a la misma potencia. El uso de BSA permitid
observar que aun cuando la distribucion es mas estrecha al emplear la proteina, no existe un
impacto significativo en los ds;. Ademas, utilizando el sistema de andlisis de imagenes, se
pudo cuantificar la disminucion en los d;; de gotas de aceite y burbujas de aire al
incrementar la potencia volumétrica. La secuencia de imagenes obtenidas para los
experimentos, ha permitido estimar el porcentaje de inclusiones (burbujas de aire dentro de
gotas de aceite), observando que el empleo de proteina y aumento de potencia disminuye el
porcentaje de inclusiones. Por ultimo, este sistema ha permitido explorar otras aplicaciones
en la caracterizacion, como la posibilidad de medir velocidades de objetos y evaluar la
evolucion de la dispersion a intervalos cortos de tiempo.
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1. Introduccion

La mayoria de los bioprocesos industriales involucran sistemas multifasicos, en los
que es necesario realizar dispersiones liquido-liquido, liquido-gas y/o liquido-sélido.
Cuando entre las fases involucradas hay dos liquidos inmiscibles, como en las
fermentaciones que requieren aceites como fuentes de carbono (Large et al., 1998), se
tienen sistemas en donde existen gotas de un liquido dispersas en otro que es la fase liquida
continua (Nienow et al, 1985). Por otra parte, los cultivos celulares son mayoritariamente

aerobios, por lo que hay que dispersar aire en forma de burbujas de gas en una fase liquida.

El mezclado entre las distintas fases involucradas tiene como fin principal llevar a
cabo la transferencia de masa. Los modelos de transferencia de masa se basan en la
absorcion del oxigeno desde la fase gaseosa hasta la fase liquida (Bailey y Ollis, 1986). Sin
embargo, en sistemas de tres fases, la prediccion de la transferencia de masa se vuelve

compleja debido a la interaccion entre las elementos de la fase dispersa (Cents et al., 2004).

Para que la transferencia de masa no se vea limitada, se manipula la potencia
volumétrica (P¢/V), que depende de las caracteristicas reologicas del cultivo, de la

velocidad de agitacion y del disefio del agitador o impulsor (Bakker et al., 1994).

Una forma de caracterizar las dispersiones es midiendo la distribucion de los
tamafios de burbujas de aire y gotas de aceite (que proporcionan el area interfacial para la
transferencia de masa), lo cual puede llevarse a cabo por analisis de imagenes. En el
laboratorio del Dr. Galindo del Instituto de Biotecnologia de la U.N.A.M. se desarrolld un
sistema avanzado para el andlisis de imagenes que permite adquirir imagenes en linea de la
dispersion en tanques de mezclado. Dicho sistema también permite estimar el porcentaje de
inclusiones (burbujas dentro de gotas). Este sistema (Galindo et al., 2005) se ha empleado
en la caracterizacion de sistemas modelo de tres y cuatro fases del cultivo de Trichoderma
harzianum (Galindo et al., 2000; Cdrdova-Aguilar, et al., 2001; Lucatero et al., 2003;
Pulido-Mayoral y Galindo, 2004) utilizando potencias volumétricas hasta de 0.20 kW/m®,
tomando como base trabajos previos (Serrano-Carreén et al., 1997) que habian reportado

que el hongo (productor de aromas) disminuia la productividad a potencias mayores a 0.20
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kW/m®, posiblemente como consecuencia de los esfuerzos de corte generados a esas
potencias. Posteriormente, un estudio realizado por Rocha-Valadez et al. (2005), en el que
se cultivd Trichoderma harzianum en un medio con glucosa como fuente de carbono y n-
hexadecano como fase extractiva, se encontré que la maxima productividad de 6-pentil-o-
pirona ocurria a Py/V de 0.61 kW/m®, lo que indicé que dicho microorganismo podia
soportar potencias superiores a 0.20 kW/m?, sin menoscabo de su productividad. Ademés,
en la literatura se ha reportado que las potencias suministradas en fermentaciones a nivel
industrial y de planta piloto son cercanas a 1 kW/m® (Einsele, 1978), lo cual indic6 que era
necesario explorar el efecto de potencias volumétricas superiores a las estudiadas hasta el

momento en dispersiones multifasicas.

En este trabajo se describe la implementacion de un sistema de analisis de imagenes
de alta velocidad que permitié caracterizar la dispersion en un sistema de tres fases (agua-
aceite-aire) a potencias entre 0.20 y 0.50 kW/m?®, evaluando la distribucién de los didametros

de las gotas de aceite y de las burbujas de aire.
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2. Antecedentes

2.1. Dispersiones

La mayor parte de las fermentaciones industriales implican la dispersion de al
menos dos fases, tal es el caso de las fermentaciones aerobicas realizadas por bacterias o
levaduras (Tayali y Bates, 1990; Ferreira et al.,, 2001), en las que el tamafio del
microorganismo tienen poca influencia en la dispersién. En este tipo de sistemas se
requiere dispersar el aire que transporta el oxigeno dentro del medio de cultivo. Debido a la
baja solubilidad del oxigeno en agua, el suministro y dispersion del mismo deben ser
continuos para que la transferencia de oxigeno no limite el proceso de fermentacion. Los
tanques agitados son comunmente utilizados en la dispersién gas-liquido debido a su

flexibilidad y buen disefio para la transferencia de calor y masa (Middleton y Smith, 2004).

Existen ademas dispersiones liquido-liquido, tal es el caso de aquellas en que se
emplean aceites como fuente de carbono principal o secundaria, como en el caso de la
produccion de antibioticos, riboflavina y acido citrico (Ratledge, 1977). Debido a que los
aceites son inmiscibles en agua, es necesario dispersarlos en el medio a fin de suministrar al
microorganismo los nutrientes necesarios para su crecimiento. La agitacion controla el
rompimiento (dispersion) y coalescencia de las gotas, asi como la suspension de las mismas
dentro del sistema. La turbulencia intensa, en zonas tales como la descarga del impulsor,
impide la coalescencia y ayuda a la dispersion. EI tamafio de las gotas dependeréa del flujo,
fuerzas de corte, turbulencia y tiempo de dispersion, asi como de las propiedades fisicas e

interfaciales del sistema (Leng y Calabrese, 2004).

Los aceites también son empleados en fermentaciones extractivas, en donde el
metabolito producido tiene mayor solubilidad en la fase lipidica, lo que facilita su
recuperacion o cuando puede resultar toxico para el microorganismo que lo produce y el
agregar aceite permite incrementar la productividad del metabolito de interés (Kollmer et
al., 1999).
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La dispersion tiene como finalidad incrementar el area y por consiguiente, la
velocidad de transferencia de masa, lo que para muchos procesos determina la
productividad (Cents et al., 2004). Por lo anterior, se requiere que las gotas de aceite y
burbujas de aire sean lo mas pequefias posibles, debido a que esto permite obtener una
mayor relacion area superficial/volumen. Ademas, el tamafio pequefio de dichas estructuras
permite que la velocidad de ascenso de las mismas disminuya y por tanto se consigue una
mejor recirculacion y un tiempo de permanencia suficiente para que se realice la

transferencia de masa (Middleton y Smith, 2004).

2.1.1. Dispersiones multifésicas

La mayoria de las fermentaciones no pueden ser tratadas como sistemas de dos
fases, debido a que involucran sistemas multifasicos en los que es necesario dispersar al
mismo tiempo gases y liquidos inmiscibles (fermentaciones trifasicas) o en casos mas

complejos gases, liquidos inmiscibles y sélidos (fermentaciones tetrafasicas).

Un ejemplo de estos sistemas complejos lo constituye la produccion de aromas por
el hongo Trichoderma harzianum (Serrano-Carredn et al., 1997), en el que se emplea aceite
de ricino. La presencia de aceite, la morfologia del hongo y la reologia cambiante del
medio de cultivo dificultan la dispersion en dicho sistema. Ademas, la presencia de aceite
puede afectar el tamafio de las burbujas de gas, al mismo tiempo que las burbujas de gas
afectan el tamafo de las gotas de aceite, debido a que ambas fases modifican las

caracteristicas del medio (Galindo et al., 2000).

La fermentacion de Trichoderma harzianum se ha tomado como modelo de estudio
en la caracterizacion de dispersiones en sistemas de tres y cuatro fases dentro del grupo del
Dr. Galindo (Galindo et al., 2000; Cérdova-Aguilar, et al., 2001; Lucatero et al., 2003;
Pulido-Mayoral y Galindo, 2004). En estos sistemas, la dispersion se vuelve mas compleja
al presentarse la formacion de gotas multifasicas (burbujas y gotas de la fase acuosa dentro

de gotas de aceite).
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Una dispersion de las distintas fases involucradas en el sistema requiere, en la
mayoria de los casos, el empleo de agitadores (impulsores) mecanicos. Estos tienen la
finalidad de romper las gotas de aceite y burbujas de aire, logrando tamafios mas pequefios

y por consiguiente, incrementando la transferencia de masa.

2.2.  Emulsiones

Una emulsiéon es una dispersion fina de un liquido en otro que forma la fase
continua. Las emulsiones son termodinamicamente inestables y a diferencia de las
dispersiones mencionadas anteriormente, la fase dispersa es siempre un liquido. La
inestabilidad entre las fases se debe a la energia libre asociada con la interfase, lo que hace
que se requiera la aplicacion de energia externa para que las fases no se separen y ocasione
que dichas fases tiendan a coalescer. Cuando un gas es dispersado en un liquido bajo la
aplicacion de energia, tiende a formarse una espuma, que al igual que la dispersion, es
inestable (Norde, 2003).

2.2.1. Surfactantes

Las emulsiones y espumas pueden ser estabilizadas usando surfactantes. Los
agentes surfactantes reducen la energia necesaria para mantener separadas las fases y evitan
la coalescencia. Entre estos agentes se encuentran las proteinas. La naturaleza dual
(hidrofébica-hidrofilica) de proteinas ocasiona que se concentren en las interfases, como
agua-aire o aceite-agua. Las proteinas tienden a adoptar conformaciones globulares en
solucion acuosa en la cual los grupos no polares se agregan en los centros y los grupos
polares en la periferia. Cuando este tipo de moléculas llegan a la interfase polar-no polar,
éste puede adoptar una conformacion en la cual los grupos predominantemente polares
interactuan con la fase polar (usualmente agua) y los grupos no polares pueden escapar.
Esto, junto con la eliminacion de &rea interfacial, conduce a la disminucion en la energia
libre del sistema (MacRitchie, 2000), lo que conduce a una disminucion de la tension
interfacial (Clarkson et al., 1999; Pezennec et al., 2000).
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La minima tension interfacial dependerd de la Concentracion Micelar Critica
(CMC). La CMC es un fenémeno de equilibrio. Debido a que el area superficial se crea por
agitacion, las moléculas de surfacante se transfieren primero a la fase acuosa y
posteriormente a la interfase liquido-liquido. Sin embargo, la adsorcion en la interfase no es
un proceso instantaneo, asi que la CMC se alcanzaré cuando se llegue a un equilibrio entre

las moléculas que estan en la interfase y el seno del liquido (Leng y Calabrese, 2004).

Las proteinas son algunos de los metabolitos producidos durante el cultivo de
Trichoderma harzianum para la produccion de y-decalactona. Pulido-Mayoral (2003)
realizd una cinetica de produccién de proteina para este sistema, encontrando una
produccion méxima de 0.5 g/L en el transcurso del cultivo. Posteriormente, utilizo
concentraciones de BSA (albumina de suero bovino) dentro de este rango para simular las

condiciones del cultivo y caracterizd la dispersién en un sistema modelo.

La CMC reportada para el caso de BSA es de 0.03 g/L, en el cual la tensién
superficial (o) disminuye de 72 mN/m a 55 mN/m (Pulido-Mayoral, 2003).

2.2.1.1. Inversion de fase

La inversién de fases en un fendmeno comunmente observado en el que la fase
continua se transforma en la fase dispersa en un momento dado, tal es el caso de la
presencia de gotas de agua en gotas de aceite (formacion de estructuras complejas). La
inversion de fases estd determinada por la coalescencia de las fases (Leng y Calabrese,
2004).

La inversion de fases dependerd, entre otros factores, del tipo y la concentracion de
surfactantes, asi como del volumen de la fase dispersa. Si el surfactante es soluble en agua
tenderd a estabilizar la emulsion aceite-en-agua, mientras que los surfactantes solubles en
aceite tienden a estabilizar la emulsion agua-en-aceite. Debido a la solubilidad del
surfactante en la fase dispersa, las gotas de la fase continua pueden quedar incluidas en la
fase dispersa (Alban et al., 2004).
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2.3. Impulsores

Existen diversos disefios de impulsores. La eleccion de éstos depende de distintos
factores, entre los que se encuentran la viscosidad del medio y la sensibilidad de los

microorganismos a los esfuerzos de corte (Amanullah et al., 2004).

Los impulsores se clasifican principalmente en dos grupos (Galindo, 1996): los que
producen flujo axial (paralelo a la flecha) y los que producen flujo radial (perpendicular a la
flecha). Los impulsores de flujo axial, son generalmente usados cuando se requiere
mantener solidos en suspension, entre éstos se encuentran las propelas marinas y el agitador

de paletas inclinadas.

Los impulsores de flujo radial generan altos gradientes de deformacion y se
consideran apropiados para dispersiones gas-liquido y liquido-liquido (Myers et al., 1996).
Entre estos agitadores se encuentran la turbina Rushton (Fig. 2.1a) y la turbina de paletas
concavas (turbina “Smith”) (Fig. 2.1b). Los agitadores de turbina pueden ser utilizados
para el mezclado de liquidos inmiscibles ya que generan altos gradientes de deformacion, lo
que permite obtener emulsiones finas y estables, mejorando el &rea interfacial para la
transferencia de masa (Hemrajani y Tatterson, 2004).

a)
Figura 2.1. a) Turbina Rushton, b) Turbina “Smith”.

b)

2.4. Potencia

La potencia (P) es una variable importante en los procesos de fermentacion para

evaluar el desempefio del agitador. Se define como la cantidad de energia necesaria, en un
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periodo de tiempo, para generar el movimiento del fluido dentro del biorreactor,
generalmente realizado por agitacion mecéanica a través de impulsores (Ascanio et al.,
2004). La potencia esta influenciada por las caracteristicas reoldgicas del cultivo, asi como
las condiciones de operacion, las caracteristicas geométricas del tanque y el disefio del
impulsor (Cérdova-Aguilar, 2003). Generalmente, se refiere a ella como potencia

volumétrica (P/V), en donde V representa el volumen de trabajo (Ascanio et al., 2004).

Los procesos de mezclado de liquidos, generacion de area interfacial, y
transferencia de masa gas-liquido en sistemas turbulentos son controlados principalmente
por la potencia disipada en el fluido y la fraccion volumétrica de gas. La potencia influye
directamente en el tamafio de burbuja. Las burbujas se rompen en zonas donde las fuerzas
de corte son mayores, como lo es la zona de descarga del impulsor. La potencia disipada en
dichas zonas es la que controla el rompimiento; sin embargo, las correlaciones para
didametros de burbuja estan basadas en la energia promedio disipada en el reactor, por
unidad de masa o volumen (P/V) (Middleton y Smith, 2004).

Aunque la turbina Rushton con una relacion D/T (diametro del impulsor/diametro
del tanque) de 0.33 ha sido el agitador mas usado para la dispersion de fluidos inmiscibles
(gas-liquido o liquido-liquido) (Myers et al., 1996; Nienow, 1996), este agitador tiene la
desventaja de que, a altas velocidades de flujo de gas, se forman cavidades estables (de gas)
detrés de las paletas, lo que conduce a una caida importante de la potencia y pérdida en la
capacidad de dispersar gas (Bakker et al., 1994). La magnitud en la caida de potencia
dependera de diversos factores, tales como el didmetro del impulsor, la velocidad de
agitacion, velocidad de aireacion y propiedades del fluido (Nienow, 1996). En sistemas
agitados con una turbina Rushton de diametro pequefio, la potencia suministrada por el
impulsor en condiciones de aireacion (potencia gaseada, Pg), puede llegar a ser hasta del 20

% con respecto a la potencia no aireada (Galindo y Nienow, 1993).

La formacion de dichas cavidades puede reducirse incrementando la relacion D/T o
modificando el disefio del impulsor (Nienow, 1996). Un disefio diferente lo constituye la

turbina “Smith” (Van’t Riet et al., 1976); las paletas concavas de esta turbina generan el
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mismo patron de flujo que la turbina Rushton (Bakker et al., 1994), aunque posee un
namero de potencia (Np) menor al de la turbina Rushton, tipicamente 4.4 contra 6
(Hemrajani y Tatterson, 2004), y por tanto en condiciones no aireadas se consigue una
menor potencia a una misma velocidad de agitacion. Sin embargo, el disefio de paletas
permite que, aun cuando se formen cavidades de formas similares a las que se forman
detras de las paletas de la turbina Rushton, la formacion de éstas ocurra a velocidades de
flujo de gas mucho mayores (Bakker et al., 1994). Esta caracteristica permite que, en el
caso de fluidos parecidos al agua, la potencia suministrada al sistema se mantenga
practicamente constante cuando se introduce aire en el fluido y en el caso de fluidos de
mediana viscosidad, la potencia gaseada suministrada sea alrededor del 80 % de la potencia
no gaseada (Saito et al., 1992). Lo anterior resulta en una mayor dispersion de gas (a la
misma potencia volumétrica y didametro del agitador) que la turbina Rushton (Nienow,
1990).

2.5. Caracterizacion de dispersiones

Las dispersiones de dos fases han sido estudiadas ampliamente en tanques agitados,
evaluando efectos como la velocidad de agitacion, tipo de impulsor y propiedades fisicas de
las fases. En un principio, los estudios de dispersion estaban limitados a la técnica de
muestreo para determinar la fraccion de la fase dispersa en el tiempo y la observacion del
tiempo que tarda en lograrse la dispersion completa utilizando colorantes como referencia
(Zhang et al., 1996). Sin embargo, estos métodos no brindan suficiente informacion sobre

el area para la transferencia de masa.

Una forma més apropiada de caracterizar las dispersiones es midiendo los diametros
de las gotas de aceite y burbujas de aire que se generan en el sistema, ya que éstos
determinan el area interfacial disponible para la transferencia de masa. En las dispersiones,
el tamafio de la burbujas de gas y de las gotas de aceite esta determinado por diversos
parametros fisico-quimicos y reolégicos del fluido, asi como hidrodindmicos y de
operacion, tales como la velocidad de agitacion, la potencia volumétrica, el flujo de gas y el

disefio del impulsor y del tanque (Tatterson, 1991). La concentracion de la fase dispersa,
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también determinard los diametros al incrementar la coalescencia. Los sistemas muy
concentrados (fraccion volumen de la fase dispersa > 0.2), son considerados sistemas
coalescentes. Para un sistema dado, los tamafios de gotas y burbujas nunca son uniformes,
sino que existen en un amplio espectro de tamafios, donde el valor maximo estara dado por
la intensidad de agitacion y el minimo por las propiedades fisicas que determinan el
rompimiento. En sistemas de fermentacion tipo lote, las dispersiones muestran un
comportamiento transitorio en el que la distribucién de tamafios es amplia al inicio (debido
a una dispersion incompleta) y se vuelve mas angosta conforme transcurre el tiempo de
agitacion. La distribucion también sera més extensa con el incremento de la viscosidad, la
tension interfacial y la disminucion de la velocidad de agitacion (Leng y Calabrese, 2004).
Una adecuada transferencia de masa requiere incrementar el area interfacial entre las fases,
lo que se logra obteniendo burbujas pequefias y alta fraccion de gas retenido (Middleton y
Smith, 2004).

El didmetro promedio puede caracterizar un conjunto de gotas o burbujas y
proporciona informacion sobre la calidad de las dispersiones, ya que considera el diametro
de burbujas o gotas del conjunto y el nimero de objetos que integran dicho conjunto de
datos (Cérdova-Aguilar, 2003). EI diametro Sauter (ds,), es el didmetro promedio mas
utilizado ya que relaciona el &rea de la fase dispersa con su volumen (Pacek et al., 1998).

El didametro Sauter se define como:

donde d; es el didmetro de la gota o burbuja y n; es el niUmero de objetos con dicho

didmetro.

Existen correlaciones que estiman el ds, con respecto a la potencia volumétrica a
partir de propiedades fisicas de los fluidos, condiciones de operacion y parametros
geométricos del biorreactor e impulsor. Sin embargo, la mayor parte de estas ecuaciones

solo son vélidas cuando la fase dispersa estd muy diluida (0.03 %) (Zhou y Kresta, 1998).

11
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Entre las mas conocidas esta la ecuacion de Calderbank, para reactores agitados por
turbinas Rushton (Laakkonen et al., 2005a):

0.6
(o}

d., =4.15 v.>® +0.0009
32 |: Pg /V .ApCO.Z} t

donde: ¢ es la tension superficial (N/m), Py es la potencia gaseada de mezclado (W), V es el
volumen del reactor (m?), p es la densidad de la fase continua (kg/m®) y v es la fraccion
volumen de gas o coeficiente de retencion de gas.

Aunque el didmetro Sauter es el término mas empleado en la caracterizacion de
dispersiones, debido a que se puede obtener un mismo valor de ds, para dispersiones con
distintas distribuciones de tamafio (Zhou y Kresta, 1998), es conveniente complementar el

estudio de la dispersion cuantificando la distribucion de tamafios en el sistema en estudio.

La evaluacion de la distribucion de tamafios puede realizarse en funcion de la
densidad de probabilidad o del volumen acumulado, lo que se hace a través de una tabla de
frecuencias y su histograma. Las frecuencias se obtienen clasificando los tamafios de gotas
y burbujas en intervalos establecidos. Al presentar los datos en forma de distribucion
acumulada de volumen puede observarse la importancia de cada particula y cdmo se
distribuye el volumen total de la fase dispersa en un eje de tamafios de gotas o burbujas
(Ramkrishna et al., 1995).

Experimentalmente, los tamafios de gotas y burbujas en una dispersion pueden
determinarse por diferentes metodos, entre los que se encuentran los de anélisis de
imagenes.

2.6. Sistemas utilizados en la caracterizacion de dispersiones
En la caracterizacion de dispersiones se han empleado distintas técnicas, cada una

de las cuales presenta ventajas y desventajas. A continuacion se mencionan las mas
utilizadas.

12
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2.6.1. Muestreo por capilaridad

La técnica consiste en tomar una muestra a través de un capilar de vidrio, donde la
dispersion se transforma a una forma cilindrica y el volumen de la fase puede ser calculado.
La técnica puede emplearse a dispersiones opacas y elevados coeficientes de retencion de
gas; sin embargo, no puede ser utilizada en pequefios volimenes debido a la necesidad de
muestreo (Laakkonen et al., 2005c).

Una de las desventajas de la técnica es que en muchas ocasiones, las burbujas son
mas pequefias que el diametro del capilar, por lo que los diametros de éstas no pueden
medirse. En general, los didmetros obtenidos estan en el orden de mm (Laakkonen et al.,
2005b).

2.6.2. Sistemas laser

Los laseres han sido utilizados para la caracterizacion de dispersiones en términos
de la velocidad de particulas, fraccién de gas retenida, patrones de flujo y tamafio de

particulas. Algunas de las técnicas que utilizan laser se mencionan a continuacion.

2.6.2.1. Anemometria laser

Se basa en el efecto Doppler. Es una técnica no invasiva que permite determinar
velocidad, tamafio de particulas, y concentracion en sistemas multifasicos (Chaouki et al.,
1997).

La teécnica usa dos rayos laser que son dirigidos al sistema para interceptar las
burbujas y gotas. Cuando una burbuja pasa a través de los rayos, el detector recibe la sefial
y detecta el cambio entre ambos rayos, con lo que determina el didmetro. La tecnica

requiere de dispersiones y tanques transparentes (Laakkonen et al., 2005¢c).

13
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La aplicacion de esta técnica estd limitada a sistemas con fases dispersas muy
diluidas (Maab et al., 2007); ademads, la precision de las mediciones dependera de la
esfericidad de las burbujas, debido a que la medicion depende de la curvatura de la

superficie de las burbujas (Laakkonen et al., 2005c).

Esta técnica también ha sido empleada para determinar velocidades del fluido en las
diferentes zonas del reactor. Shéfer et al. (1998) emplearon un sistema de anemometria
laser para determinar la velocidad del fluido en un reactor agitado con un impulsor de
paletas inclinadas, para un fluido con viscosidad de 0.00159 Pa.s. Ellos reportan una
velocidad de hasta 0.5 veces la velocidad en la punta del impulsor, para el fluido en las
zonas cercanas a la descarga del impulsor y aproximadamente 0.15 veces la velocidad del

impulsor en las zonas mas cercanas a la pared del tanque.
2.6.2.2. Velocimetria por analisis de imagenes (P1V)

Es una técnica de visualizacion de flujo que provee informacién de los componentes
de flujo en sistemas multifasicos. Los sistemas ocupados en esta técnica constan de un rayo
laser, una camara y un sistema de analisis de imagenes (Chaouki, et al., 1997).

La aplicacion de esta técnica se limita a dispersiones transparentes (Chaouki et al.,
1997). Laakkonen et al. (2005a) emplearon esta técnica en el analisis de dispersiones gas-
liquido, para determinar diametros de burbujas de acuerdo a la posicion dentro del tanque.

Escudié y Liné (2003) utilizaron un sistema PIV para medir patrones de flujo en un
tanque agitado con turbina Rushton, reportando valores de alrededor de 80 % la velocidad
en la punta del impulsor en zonas cercanas a la descarga del mismo.

2.6.3. Ultrasonido

Con este sistema se pueden medir diametros y distribuciones de tamafio de

particulas solidas, liquidas y gaseosas en sistemas multifasicos. Se basa en la velocidad
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ultrasonica y atenuacion sobre el tamafio de particulas y la fraccion retenida de la fase
dispersa. Emplea la velocidad del sonido y el coeficiente de atenuacién a una frecuencia
dada (Cents, et al., 2004).

2.6.4. Tomografia y Radiografia

Son técnicas de imagenes basadas en principios nucleares, usando rayos X, rayos v,
resonancia magnética nuclear, microondas, entre otros. La transmisién de radiacion a través
de medios heterogéneos se acompafia por la atenuacion de la misma, lo que proporciona la

informacion sobre las fases de una dispersion (Chaouki et al., 1997).

2.6.5. Anélisis de iméagenes con sistemas digitales

Una forma de medir los ds, de gotas de aceite y burbujas de gas en sistemas
multifasicos, es utilizando técnicas de analisis de imagenes, las cuales tienen la ventaja de
que no perturban el sistema, ya que no se requiere obtener una muestra para el analisis.
Durante los ultimos diez afios, el empleo de este tipo de técnicas se ha incrementado debido
al desarrollo de cdmaras digitales, laser y sistemas para el procesamiento automatico de

imagenes, que hacen las mediciones mas sencillas (Laakkonen et al., 2005b).

Sin embargo, los sistemas de analisis de imagenes convencionales, emplean
fotografias y, por lo tanto, presentan muchas desventajas, principalmente porque las
fotografias obtenidas no suelen ser claras, presentan distorsion de los objetos y el andlisis
manual de dichas fotografias es tedioso y costoso. Ademas, la mayor parte de los
algoritmos de computacion empleados en el analisis de imagenes no son flexibles, y son

poco aplicables en la evaluacién de dispersiones complejas (Laakkonen et al., 2005b).
El principal problema de estos sistemas radica en la dificultad para adquirir

imagenes en movimiento lo suficientemente claras para poder discernir y caracterizar todos

los elementos presentes en la dispersion. El sobrelapamiento de objetos en las imagenes, la
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adquisicion de imagenes borrosas, fuera de foco y deformacién de objetos, hacen dificil la

identificacion por estos sistemas (Laakkonen et al., 2005c).

En el grupo del Dr. Galindo del Instituto de Biotecnologia de la U.N.A.M., se ha
desarrollado un sistema para la adquisicion de im&genes empleando una cdmara de video
convencional acoplada a un estereomicroscopio y una fuente de luz estroboscopica,
conducida al interior del fermentador a través de una sonda de fibra Optica, que permite
resolver problemas de claridad y traslape de los objetos presentes en los sistemas de
dispersion (Taboada et al., 2003; Galindo et al., 2005). Ademas, mediante la inmersion
del tanque de mezclado dentro de una chaqueta transparente en la que se introduce agua, se
pudo resolver el problema de distorsion de las imagenes, al mismo tiempo que permitio
mantener la temperatura constante. Dicho sistema de adquisicion de imagenes acoplado a
una computadora ha hecho posible la obtencion de imégenes en linea de la dispersion en el

interior del tanque.

Este sistema se ha empleado para la caracterizacion de dispersiones en medios de
fermentacion modelo utilizados para el cultivo de Trichoderma harzianum. De este modo
se han podido determinar los diametros de gotas de aceite y burbujas de gas en sistemas de
tres y cuatro fases (medio-aceite-aire-biomasa). Los estudios han mostrado que al variar la
concentracion de aceite (2-15 % v/v), los ds; para burbujas de gas son entre 500 y 1750 um,
mientras que en el caso de gotas de aceite van de 900 a 1750 pm (Galindo et al., 2000;
Cordova-Aguilar, 2003). En presencia de micelio disperso para cultivos de Trichoderma
harzianum (0-3.5 g/L), el ds, para gotas de aceite es de 1100-1650 um y para burbujas de
gas de 260-520 um. Cuando el microorganismo se encontraba en forma de pellets, se
obtuvieron ds, practicamente constantes para gotas de aceite y burbujas de gas, siendo de
1300 y 470 um respectivamente (Lucatero et al., 2003). En un estudio en el que se
incorporaron proteinas al medio, los valores de ds, para las gotas de aceite fueron de 400 a
1150 um y para burbujas de aire de 300-500 um (Pulido-Mayoral y Galindo, 2004). En
general, se observo que el aumento en la concentracion de aceite incrementaba el ds; de las
gotas de aceite y disminuia el de las burbujas de gas. La presencia de biomasa y proteina

en el sistema disminuye los ds, para gotas de aceite y burbujas de gas. Ademas, el trabajo
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de Cérdova-Aguilar et al. (2001) demostré que los mayores problemas de dispersién se
presentan al inicio del proceso (cuando la concentracion de aceite es maxima y la de
biomasa es minima), debido a que la biomasa, que aumenta con el tiempo de cultivo, sirve
como acarreador de aceite y aire, lo que favorece la dispersion, independientemente del

aumento en la viscosidad del cultivo.

Sin embargo, ninguno de los estudios realizados dentro del grupo ha evaluado el
efecto del tipo de impulsor y la variacion de la potencia volumétrica, ya que todos ellos se
han llevado a cabo utilizando turbinas Rushton y Pg/V de 0.20 kW/m?,

Por otro lado, aln cuando en la bibliografia también se reportan distintos estudios de
dispersion empleando cdmaras digitales, la mayor parte de ellos estan limitados a sistemas
bifasicos. Storiadis et al., (2005) utilizaron una cdmara de video digital para determinar
distribuciones de tamafios de burbujas en una columna con recirculacion. Las imagenes
fueron procesadas con el software Image Pro Plus y pudieron medir burbujas con didmetros
de 0.5a 6 mm.

Otros sistemas utilizando luz estroboscépica, estereomicroscopio y camaras
digitales han sido empleados para determinar diametros de particulas en sistemas bifasicos
agua-aceite (Alban, et al., 2004).

Francis et al. (2006) utilizaron un sistema de analisis de imagenes con luz
estroboscépica y lentes de 20 y 40 X para la medicion de didametros en sistemas de dos

fases. Con este sistema lograron medir diametros de particulas entre 3 y 200 um.

Recientemente se han utilizado sistemas avanzados de analisis de imégenes para la
determinacion de distribuciones de tamafios de pellets y burbujas (Junker, 2006)
combinando los sistemas de adquisicion, con sistemas para el procesamiento y analisis de
datos.
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2.6.5.1. Video de alta velocidad

La adquisicion de imagenes de objetos en movimiento ocasiona distintos problemas,
el principal como consecuencia de la velocidad de los objetos en relacion a la velocidad de
la cAmara. Cuando los objetos a analizar se mueven a una velocidad mayor a la del barrido

de la camara, resultan imagenes movidas o difusas (Brito-Albavera, 2001).

El desarrollo de técnicas de iluminacion avanzadas y de camaras de video de alta
velocidad ha permitido la determinacién de tamafios de particulas (en el orden de micras)

en dispersiones multifasicas (Tayali y Bates, 1990).

El analisis de imagenes con sistemas de alta velocidad permite la observacion lenta
de fenébmenos que se llevan a cabo a altas velocidades. El analisis de imagenes con video
de alta velocidad es usado en la industria automotriz (evaluacion de bolsas de aire), en la
industria quimica (analisis de dispersiones), pruebas de balistica (impacto y explosion),
entre otros (Chin et al., 2003).

Se han utilizado camaras de video de alta velocidad, que permiten obtener imagenes
para la medicién en dispersiones liquido-liquido, cuando la fase dispersa esta en altas
concentraciones, tal como reportan Lovick et al. (2005), quienes utilizan una cdmara de

video de alta velocidad acoplada a un endoscopio, para la medicion de gotas menores a 500

um.

Chin et al. (2003) reportan el disefio de una cdmara capaz de adquirir 25 millones de
cuadros por segundo; sin embargo, a esta velocidad de adquisicién, la cdmara sélo puede
grabar en forma continua 128 cuadros y operar un maximo de 30 s (grabando videos de 128
cuadros con un intervalo de 20 ms entre ellos), debido a problemas de sobrecalentamiento
del sistema. La resolucién méxima de las imé&genes obtenidas con esta camara es de 500 x
292 pixeles. Por lo anterior, operando la camara a dicha velocidad, el tiempo de grabacion

no seria suficiente para evaluar dispersiones en biorreactores.
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En el laboratorio del Dr. Galindo se cuenta con una camara de video de alta
velocidad, capaz de grabar hasta 5130 imagenes por segundo (512 X 512 pixeles), la cual
utiliza una fuente de luz directa de alta intensidad. Esta camara permite adquirir fotografias
nitidas de objetos moviéndose a altas velocidades sin la necesidad de dispositivos de
iluminacion adicionales para congelar la imagen.
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3. Hipotesis

El uso de un sistema de video de alta velocidad permite caracterizar procesos de
dispersion que ocurren a potencias mayores de 0.20 kW/m®.

4. Objetivos
4. 1. Objetivo General:

Desarrollar y evaluar un sistema de andlisis de imagenes de alta velocidad que
permita evaluar dispersiones multiféasicas presentes en fermentaciones a potencias mayores
a0.20 kw/m®,

4.2. Objetivos Particulares:

e Implementar un sistema de analisis de imagenes de alta velocidad que permita

observar dispersiones multifasicas a potencias mayores a 0.2 kW/m?®,

e Evaluar el potencial y limitaciones del sistema.

e Utilizar el sistema desarrollado para la caracterizacion de un sistema modelo basado
en una fermentacion multifasica.

20



Estrategia Experimental

5. Estrategia Experimental

En la figura 5.1 se muestra un esquema de la estrategia experimental seguida

durante el desarrollo de este trabajo.

Para el desarrollo de este trabajo se utiliz6 como modelo de una fermentacion
multifasica el medio de fermentacion de Trichoderma harzianum para la produccion de
aromas, como un sistema trifasico agua-aire-aceite, ademas de utilizar aloimina de suero
bovino (BSA) en algunos experimentos (Seccion 6.1). Asimismo, se utilizaron dos tipos de
impulsores, las turbinas Rushton y “Smith” con una relacién 0.5 (D/T) (Seccion 6.2). Con
los impulsores elegidos se realizaron curvas de potencia, para determinar la velocidad de
agitacion requerida para alcanzar potencias volumétricas (P/V) de 0.25 y 0.50 kwW/m?
(Seccidn 6.3). Con el sistema de anélisis de imagenes de luz estroboscopica se adquirieron
imagenes a las potencias mencionadas (Seccién 6.4). Durante la obtencion de estas
imagenes se identificaron distintos problemas en la adquisicion (nitidez, iluminacion,
contraste, etc.). Para tratar de resolver los problemas presentados en la adquisicién de
imagenes se implementd un sistema de video para el andlisis de imagenes utilizando una
camara de alta velocidad acoplada a un estereomicroscopio y una fuente de iluminacion de
alta intensidad (Seccion 6.5). Con el sistema implementado se lograron adquirir imagenes
bien iluminadas y con el contraste necesario para la caracterizacion de dispersiones a
potencias de 0.25 y 0.50 kW/m?® para el sistema modelo, con turbina Rushton y “Smith”,
utilizando magnificaciones de 6X, 8X y 11X. Asimismo, el sistema se calibr6 utilizando un
micrometro para determinar la equivalencia pixeles/um para las magnificaciones utilizadas
y se obtuvieron imégenes de perlas de 200 um para realizar la medicion de diametros y
determinar el error en la medicion (Seccion 6.6). Después de realizar la calibracion, las
equivalencias pixeles/um se utilizaron para la medicion de didmetros de gotas de aceite y
burbujas de aire de las iméagenes obtenidas de la dispersion modelo (Seccion 6.7). Con los
didmetros medidos se determiné el didmetro Sauter y se realizaron gréficas de distribucion
de tamafios para las distintas condiciones evaluadas (Seccion 6.8). Los datos obtenidos

permitieron comparar y determinar diferencias en la distribucion de tamafios y diametros
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Sauter de las dispersiones, al variar el tipo de impulsor, potencia volumétrica e incorporar

una proteina a la dispersion.

Definicion del sistema modelo

—

Determinacion de potencias

Construccion de impulsores

Adquisicion de imégenes con el
sistema de luz estroboscépica

—

Identificacion de los problemas
en la adquisicion de imagenes

—

Montaje del sistema de video de
alta velocidad

—

Calibracion del sistema

Definicién de condiciones para la
adquisicion de imagenes

—

Evaluacion del sistema

Obtencion de imagenes

—

Caracterizacion de dispersiones

Figura. 5.1. Estrategia experimental seguida durante la implementacién y caracterizacion del
sistema de video de alta velocidad.
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6. Materiales y Métodos

6.1. Sistema modelo y condiciones de operacion
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Los experimentos se realizaron en un tanque cilindrico de vidrio, cuyas dimensiones
se muestran en la figura 6.1, el tanque cuenta con cuatro deflectores colocados de forma
equidistante. Este tanque fue acoplado al sistema de adquisicion y analisis de imagenes, tal
como lo describen Lucatero et al. (2003). El volumen de trabajo utilizado fue de 6.7 L, que
representa el 80 % del volumen total, dando una altura del liquido (H_) de 0.19 m. Se
utilizé un difusor sinterizado de acero inoxidable con un tamafio de poro de 20 um. El flujo

de aire utilizado fue de 0.25 vvm.

Para los célculos de potencia se utilizaron turbinas Rushton y “Smith” con una
relacion D/T igual a 0.50. Los impulsores fueron colocados a 0.105 m del fondo, que es

igual a D.

El medio de cultivo utilizado en todos los experimentos fue el que se emplea para la
fermentacion de T. harzianum (Serrano Carreon et al., 1997), cuya composicion en g/L es:
(NH4)2S04, 5, KH2PO4, 7, NaHPO,, 2, MgSO,, 1.5, CaCl,.2H,0, 0.067, ZnSO,47H-0,
0.0001 y FeCl3.6H,0, 0.008. EIl pH se ajustd a 5.6 con &cido fosforico. Se agrego 5 % de
aceite de ricino (fase dispersa) y 0.2 g/L de albumina de suero bovino (BSA) como

tensoactivo en los experimentos con proteina.
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6.2. Construccion de impulsores

Se construyeron turbinas Rushton y “Smith” de O.5 (D/T), tomando en cuenta las
consideraciones generales de disefio para turbina Rushton en las que la longitud de la paleta
(Li) es 0.25 D y el ancho de la paleta (Aj) es 0.20 D. Las dimensiones de los impulsores se

muestran en la figura 6.2.

17.6
12.7

9.6 26.0

&

12.8

| 78.4

b)

105.0

Figura 6.2. Dimensiones de los impulsores en mm: a) Turbina Rushton, b) Turbina “Smith”.
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6.3. Determinacion de la potencia volumétrica

Para la caracterizacion de la dispersion a distintas potencias volumétricas, se
determino la potencia volumétrica alcanzada a distintas velocidades de agitacion, a fin de
obtener una curvas de potencia con los dos impulsores (turbina Rushton y turbina de paletas
concavas de 0.50 T), con velocidades de aireacion de 0.00, 0.25 y 0.50 vvm. Las
mediciones experimentales se realizaron con un dinamémetro de cojinete neumatico

(Reséndiz et al., 1991), utilizando la siguiente ecuacién (Ascanio et al., 2004):

Potencia = (Torque) (Velocidad de desplazamiento angular)

0 bien,

P = 9.8067 (F) (B) ()

donde P es la potencia (watts), F es la fuerza (kgs), B es el brazo de palanca (m) y o la

velocidad de desplazamiento angular (s™),

siendo

o = 2nN

y N es la velocidad de rotacién del impulsor (s™).

Con el dinamémetro se puede conocer la fuerza (F) al variar la velocidad de

agitacion, manteniendo constante el brazo de palanca (B).

6.4. Sistema de analisis de imagenes con luz estroboscdpica

Con el sistema de andlisis de imagenes desarrollado previamente (Taboada et al.,
2003; Galindo et al., 2005) (figura 6.3), se adquirieron imagenes en el interior del tanque

de las gotas y burbujas utilizando las herramientas del programa Image Pro Plus 5.0
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(Media Cybernetics, USA). Este sistema consta de un estereomicroscopio (Olympus SZ
1145ESD) que puede proporcionar magnificaciones entre 18 y 11 X. El
estereomicroscopio es acoplado a una camara de video (Hitachi KP-D50, color RGB-
NTSC), la cual provee imagenes de alta calidad y utiliza una fuente de luz estroboscopica
(EG & G Optoelectronics, model MVS-2600) conducida al interior del tanque de mezclado
a través de una sonda de fibra dptica. Esta luz sirve como fuente de iluminacion de la
dispersion y permite que los objetos en movimiento se vean estaticos al momento de
adquirir las fotografias. El estroboscopio emite un pulso de luz de 5.5 us, lo cual permite

obtener imagenes enfocadas de objetos moviéndose a una velocidad de hasta 30 mm/s.

Figura 6.3. Fotografia del sistema de analisis de imagenes con luz estroboscopica (1), (2)
computadora con tarjeta de digitalizacion, (3) camara de video, (4) sincronizador, (5)
cabezal del estereomicroscopio, (6) fuente de luz estroboscopica, (7) tanque de vidrio
con tapa, (8) rotdmetro, (9) sonda de luz estroboscopica.

Con este sistema se obtuvieron fotograffas a potencias entre 0.25 kW/m?®y 1.00 kW/m?. Las

imagenes se muestran en la seccion 7.2.1.
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6.5. Montaje del sistema de video de alta velocidad

Para la adquisicion de imagenes también se implemento6 un sistema de video de alta

velocidad. En la figura 6.4 se pueden observar los constituyentes del sistema.

Figura 6.4. Fotografia del sistema de video de alta velocidad: (1) computadora, (2) camara de video
de alta velocidad, (3) cabezal de estereomicroscopio, (4) fuente de luz directa, (5)
tanque de vidrio, (6) sonda de luz directa.

El sistema utiliza una cdmara de video de alta velocidad (Redlake Motion Pro HS-4)
(figura 6.5). La captura de imagenes con esta camara, se realiza empleando el software
“Motion Pro Central” de Redlake Inc. La camara de video de alta velocidad permite
alcanzar velocidades de adquisicion de hasta 5130 imagenes por segundo (512 x 512

pixeles).
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Figura 6.5. Camara de video de alta
velocidad.

El sistema se acopld a una fuente de luz directa (Xenon arc light generator), con una
lampara de 180 watts (figura 6.6a). La luz es conducida al tanque con una sonda de fibra
oOptica (endoscopio rigido, Fort Imaging Systems, Inc.) de 10 mm de didmetro y 710 mm de
longitud (figura 6.6Db).

Figura 6.6. Fuente (a) y sonda de luz (b) directa.

6.6. Calibracion del sistema de video de alta velocidad

La calibracion del sistema se realiz6 con un micrometro (portaobjetos que contiene
una regla de 1 mm de longitud dividido en micras) (figura 6.7). Este micrometro se coloco
dentro del tanque de mezclado y se adquirieron videos a magnificaciones entre 6 y 22 X.

Para alcanzar las magnificaciones arriba de 11 X se utiliz6 un lente duplicador.
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Figura 6.7. Imagen del micrometro adquirida con una magnificacién de 8X.

Los videos se procesaron con el programa Image Pro Plus 5.0 (Media Cybernetics,
USA) y se construyd una curva de calibracién con la equivalencia pixeles/micrometro para

cada magnificacion, la cual se presenta en la seccion 7.4.

Figura 6.8. Esferas de 200 um tomadas a 6 X.

Posteriormente, utilizando esferas de Poliestireno-Divinilbenceno, con didmetro de
200 um £ 4 um (Duke Scientific Corporation), introducidas en el tanque de mezclado, se
adquirieron videos que fueron procesados con el mismo programa (figura 6.8) para estimar
la variacion en la medicion que corresponde a las distintas magnificaciones.
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6.7. Determinacion de diametros

Una vez que se tiene la calibracion para cada una de las magnificaciones empleadas,
los datos son alimentados al programa Image Pro Plus 5.0. La medicion de los diametros se
realiza utilizando la herramienta “measurements” de dicho programa, definiendo un circulo
por medio de tres puntos en la circunferencia (figura 6.9). El programa reporta el radio, la

circunferencia y las coordenadas (X, y) del centro del objeto en micrometros.

Figura 6.9. Medicion de burbujas de aire y gotas de aceite con el programa Image Pro Plus 5.0.

Durante la segmentacion, fue necesario realizar la diferenciacion y separacion de los
objetos (gotas de burbujas), por lo que en una imagen, se midieron primero todas las gotas
de aceite y al final las burbujas de aire. Los datos fueron exportados a Excel (opcion
“input/output” de la funcidn “measurements™) y se separaron las gotas de las burbujas para
el tratamiento estadistico. Las burbujas de aire también se dividieron separando aquellas
gue se observan dentro de gotas de aceite (burbujas incluidas), de las que se encuentran

libres (dispersas en la fase continua).

6.8. Estadistica

Una vez que se exportaron los datos a Excel, se determind el didmetro Sauter para

gotas y burbujas, burbujas libres y burbujas incluidas, asi como la media, desviacion
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estandar, valores maximos y minimos para las burbujas de aire y gotas de aceite. Para
obtener un error menor al 10 % en la determinacién de los mismos diametros, se requirid

medir al menos 500 gotas de aceite y 300 burbujas de aire (Brito-Albavera, 2001).

Con los datos obtenidos se calculé la Densidad de Probabilidad de Numero (DPN)
como lo sefiala Brito-Albavera (2001), para conocer la distribucion de diametros de
burbujas de aire y gotas de aceite presentes en las condiciones evaluadas. La DPN
representa la probabilidad de que un evento ocurra, es decir, la probabilidad de que se

presente un determinado didmetro.

Se determind el porcentaje de burbujas de aire dentro de gotas de aceite, observando

la secuencia de imagenes, como se describe en la seccion 7.7.2.
Las distribuciones fueron comparadas realizando la prueba de Tukey-Kramer para

comparaciones multiples con el programa Stats Direct (Stats Direct Ltd.). Con esta prueba

se determino si existe diferencia significativa entre las distribuciones (a=0.05).
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7. Resultados y discusion

7.1. Determinacidn de potencia

Rushton

® 0.00 vwm
O 0.25vvm
v 0.50 vwm

PV (KW/m3)

5| Smith

12

N (s}

Figura 7.1. Curvas de P/V en funcién de N para las dos turbinas a 0.00, 0.25 y 0.50 vvm

En la figura 7.1 se muestran las curvas obtenidas en la determinacion de la potencia,
variando la velocidad de agitacion, con tres velocidades de aireacién (0.00, 0.25 y 0.50
vvm). Se observa que a una misma velocidad de agitacion la turbina “Smith” alcanza una
menor potencia que la turbina Rushton, esto es debido a que la turbina Rushton presenta un
mayor numero de potencia (Np = 3) que la turbina “Smith” (Np =2). Los datos de Np
reportados fueron determinados en régimen turbulento. No obstante que los datos de Np
fueron reproducibles, los valores son menores a los reportados por Hemrajani y Tatterson

(2004) para ambas turbinas. Existen estudios que indican que Np varia de acuerdo a las
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dimensiones del tanque y el impulsor (tales como didmetro, grosor del disco y grosor de la

paleta) (Bujalski, et al., 1987). Estos autores establecen una correlacion para predecir el Np

de acuerdo a las dimensiones del tanque y el impulsor, sin embargo, existen diferencias en

el disefio de las turbinas utilizadas en este trabajo que no permiten aplicar dichas

correlaciones y que explican los bajos Np obtenidos.

Con la obtencidn de las graficas de potencias fue posible encontrar las velocidades

de agitacion necesarias para alcanzar potencias volumétricas de 0.25 y 0.50 kW/m®,

utilizando impulsores Rushton y “Smith” de 0.50 D/T (tabla 7.1), para lo cual se realizaron

ajustes, tomando como base la relacién de P o N°, para potencias no aireadas en tanques

agitados.

Tabla 7.1. Velocidades de agitacion necesarias para obtener las potencias requeridas.

Velocidad de | P (kW/m°) N (rpm)
aireacion Rushton 0.5(D/T) Smith 0.5(D/T)
0,25 v 222 217 238
273 300
0.75 313 343
1.00 344 378

Con las curvas de potencia se obtuvieron, también, los valores de a para los célculos

de potencias (P = aN®), para las dos turbinas con tres velocidades de aireacién (0.00, 0.25 y

0.50 vvm), los cuales se muestran en la tabla 7.2.

Tabla 7.2. Valores de a para P = aN®

Velocidad de

Valores de a

aireacion (vm) Rushton 0.5 (D/T) Smith 0.5 (D/T)
1.67<N<10 1.67<N<13.33
0.00 0.0057 0,008
0.25 0.0053 0,008
0.50 0.005 0.0041
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Figura 7.2. Caida de potencia (P¢/P) en funcion del niumero de aireacion (Na). a) a agitacion
constante (300 rpm). b) a velocidad de aireacion constante.

En la figura 7.2 se muestra dos gréficas de caida de potencia en funcién del nimero
de aireacion (Na) para ambas turbinas. La figura 7.2a muestra la caida de potencia al variar
Na manteniendo la velocidad de agitacion constante y variando la velocidad de aireacion.
En esta grafica se observa que cuando incrementa la aireacion (aumento de Na), la turbina
“Smith” no presenta caida de potencia, sin embargo, en el caso de la turbina Rushton, la

potencia disminuye mas del 30 %. En la figura 7.2b se muestra la caida de potencia al
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variar Na manteniendo la velocidad de aireacion constante y variando la velocidad de
agitacion. Se observa que para la turbina Rushton, a menor velocidad de agitacion
(aumento de Na) mayor caida de potencia, mientras que para la turbina “Smith” la potencia
se mantiene practicamente constante. Ambas graficas permiten apreciar el incremento de la
caida de potencia con el aumento de Na. Sin embargo, un mismo nimero de aireacion no
refleja el mismo valor de Py/P, ya que los fendomenos hidrodinamicos que se presentan con
el incremento de la agitacion y/o la disminucién de la aireacién no son los mismos.
Ademas, este numero (Na) no considera fendmenos como la recirculacion del gas y
coalescencia del sistema y por lo tanto, el efecto observado variard de acuerdo a las

caracteristicas del sistema (Middleton, 1985).

7.2. Obtencion de imégenes

7.2.1. Sistema con luz estroboscopica

El aumento en la potencia volumétrica suministrada al sistema, trae como
consecuencia distintos problemas en la adquisicion de imagenes. La disminucion en el
tamanfo de las gotas de aceite y burbujas de aire requiere el incremento de la magnificacion,
con lo que la distancia y plano focal se ven reducidos, dificultando el enfoque. La
disminucién en el plano focal y el aumento en la velocidad a la que se mueven las gotas de
aceite y burbujas de aire en el reactor, hacen que la probabilidad de obtener un objeto

enfocado en una imagen sea muy baja.

El incremento en la potencia, también conduce a un oscurecimiento del fondo como
consecuencia de la formacion de espuma, la disminucién del tamafio de las particulas, la
velocidad con que se mueven y la interaccion entre las fases. La formacion de estructuras
complejas (agua y aire dentro de aceite) y el aumento en el tamafio de éstas, generan
turbidez en el sistema. Ante estos problemas, la intensidad de la luz estroboscopica no es
suficiente para la iluminaciéon del sistema, por lo que se obtienen imagenes oscuras.

Ademas, la sensibilidad de la cdmara no es suficiente para obtener imagenes de objetos

35



Resultados y discusién

moviéndose a gran velocidad, por lo que las estructuras que componen la dispersion se

observan movidas y con baja nitidez.

En la figura 7.3 pueden observarse fotografias de gotas de aceite tomadas a
potencias mayores a 0.20 kW/m?®. Se observa que, a medida que se incrementa la potencia
de mezclado se pierde nitidez y enfoque en las imagenes adquiridas, por lo que no es

posible utilizarlas para el analisis de imagenes.

P/V (kW/m?3)

0.50

0.75

1.00

Figura 7.3. Imagenes obtenidas a potencias superiores a 0.20 kW/m® con el sistema de luz
estroboscédpica.

Por todos los problemas presentados, el sistema de analisis de imagenes con luz
estroboscopica, resultd ineficiente para la adquisicion de fotografias a potencias superiores
a 0.20 kW/m?>. Lo anterior, hizo necesario el uso de una luz de mayor intensidad. Sin

embargo, esto implica prescindir de la luz estroboscopica, que permite que las imagenes se
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vean estaticas, por lo que se requirié el uso una cdmara que proporcione una mayor

velocidad y sensibilidad en la adquisicion de fotografias.
7.2.2. Sistema de video de alta velocidad

A fin de solucionar los problemas presentados durante la adquisicion de iméagenes
con el sistema previamente desarrollado (Galindo et al., 2005), se utiliz6 una camara de
video de alta velocidad, con la que es posible adquirir videos a una velocidad de hasta 5130
imagenes por segundo (512 x 512 pixeles) y puede ser acoplada al estereomicroscopio para
obtener las magnificaciones requeridas. Con esta camara no se requiere la utilizacion de luz
estroboscdpica ni sincronizador. Lo anterior permite utilizar una fuente de luz directa
(fuente de luz Arco Xenon de 180W, directa, SX200, Fort Imaging systems, Inc. Francia.,

230 V - 50 Hz), aproximadamente 500 veces mas intensa que la luz estroboscopica.

Para obtener las imagenes con el sistema de video de alta velocidad se probaron
distintas velocidades de adquisicién y se manipuld la resolucién de la cdmara y la
intensidad de la luz. Como resultado de las pruebas, se decidié obtener ocho videos de 200
imagenes a una velocidad de 5130 iméagenes/s (512 x 384 pixeles), de la dispersion en el
tanque de mezclado con magnificaciones de 6 X, 8 X y 11 X. La velocidad y condiciones
de luz ocupadas permitieron obtener imagenes nitidas y aumentar la probabilidad de
encontrar objetos enfocados dentro de las imagenes, ademas de obtener el nimero de gotas

de aceite y de burbujas de aire requeridos para el tratamiento estadistico.

En la figura 7.4 se muestran imagenes obtenidas con el sistema de video de alta
velocidad para sistemas con agua-aire, agua-aceite y agua-aire-aceite a potencias de 0.50
kW/m?®. Como se puede observar, a pesar del incremento de potencia, las imagenes se
observan enfocadas y bien iluminadas, por lo que pueden ser utilizadas para la

determinacion de diametros.

Para observar el efecto de agentes tensoactivos en la dispersion se adquirieron

imagenes utilizando una concentracion de 0.2 g/L de albumina de suero bovino (BSA), bajo

37



Resultados y discusién

las mismas condiciones de operacion. El uso de agentes tensoactivos, tiene como finalidad
estabilizar la dispersion e impedir la coalescencia de gotas y burbujas. La eleccion de una
proteina como agente tensoactivo se debe a que en el sistema modelo (produccion de

aromas por Trichoderma harzianum), existe formacion de éstas durante el transcurso del

cultivo y a trabajos previos del grupo de investigacion utilizando BSA (Pulido-Mayoral y
Galindo, 2004).

Figura 7.4. Imagenes obtenidas con el sistema de video de alta velocidad a 0.50 kW/m?®. Sistemas
bifasicos a) agua-aire, b) agua-aceite y c¢) sistema trifasico agua-aire-aceite.

En las figuras 7.5 y 7.6 se muestran fotografias tomadas a una potencia de 0.50
kW/m?® a magnificaciones de 8 y 11X con y sin BSA. Se observa que las iméagenes
obtenidas con BSA presentan mayor nitidez y contraste que las que se adquieren sin usar
BSA, sobre todo a medida que el tiempo (desde que se inicia la agitacion) transcurre y la
magnificacién aumenta, lo que hace viable el uso de dichas imagenes para el analisis y
determinacion de diametros de gotas de aceite y burbujas de aire bajo estas condiciones a

periodos mas largos de tiempo.
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Figura 7.5. Im&genes obtenidas para turbina Rushton 0.5 T a 8X.
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Figura 7.6. Imagenes obtenidas para turbina Rushton 0.5 T a 11X.
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7.3. Condiciones de adquisicion de imagenes

Para la adquisicion de imégenes con el sistema de video de alta velocidad, se
determinaron las distancias a las cuales se debian colocar la luz y el estereomicroscopio, asi
como la longitud de desplazamiento que se tiene entre la pared y la luz durante la
adquisicion de fotografias (zona donde se pueden tener objetos enfocados). La adquisicion
se hizo enfocando la region que se encuentra a la mitad entre la pared del tanque y la luz.

Estas dimensiones se muestran en la figura 7.7.

-——

- ~
-~ ~
-, ~
32.8 9.6 , Zona de adquisicion™ |
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desplazamiento

Figura 7.7. a) Ubicacién de las
partes involucradas en el sistema
de video de alta velocidad. Las
distancias se indican en mm. b)
Longitud de desplazamiento para
las magnificaciones utilizadas.

Estereomicroscopio

Como se observa en la figura 7.7, debido a las magnificaciones y potencia
utilizadas, la distancia a la que debe colocarse la luz para obtener la iluminacion adecuada,
hace que la zona de observacion este restringida a menos de un centimetro de la pared. Al
colocar la luz a una distancia mas lejana a la pared, la densidad de objetos enfrente del
plano focal hacen que la iluminacion sea insuficiente, por lo que las imagenes adquiridas se

observan oscuras y no es posible caracterizar los objetos. Ademas, a medida que se

41



Resultados y discusion

incrementa la magnificacion, la distancia en la que es posible desplazarse para obtener
objetos enfocados disminuye, siendo de tan s6lo 4.7 mm para 11 X. La distancia focal

conseguida con este arreglo es de 9 cm.
7.4. Calibracion del sistema de video de alta velocidad

En la figura 7.8 se muestra la curva de calibracion obtenida para el sistema de video
de alta velocidad. Dicha curva nos muestra las equivalencias en pixeles/micrémetro para

magnificaciones de 6 a 22X. Estas calibraciones son proporcionadas al sistema Image Pro

Plus 5.0 para poder efectuar la segmentacion.
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Figura 7.8. Curva de calibracion para el sistema de video de alta velocidad.

Una vez obtenida la curva de calibracion, los datos obtenidos se utilizaron para
determinar la variacion que proporciona el sistema, midiendo las esferas de 200 um con
los aumentos proporcionados con y sin el lente duplicador. En la tabla 7.3 se muestran los
errores maximos y minimos calculados de las mediciones de las esferas, para las diferentes
magnificaciones. De este analisis se determino que al utilizar magnificaciones entre 6y 11
X (sin lente duplicador) la variacion en la medicion puede ser hasta de 7.0 %, mientras que
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al utilizar magnificaciones de 12 a 22 X (con el lente duplicador), la variacion seré hasta de
12.2 %.

Tabla 7.3. Errores encontrados en la medicion de esferas de 200 um.

Magnificacion (X) % de error
Minimo Maximo
6 0.4 7.0
8 0.4 6.0
11 0.4 6.7
12 2.3 10.7
16 0.4 7.5
22 2.1 12.2

7.5. Limitaciones del sistema

AUn cuando el sistema de andlisis de imagenes de alta velocidad permite una gran
variedad de aplicaciones y presenta ventajas con respecto al sistema descrito por Taboada,
et al. (2003), el arreglo de dicho sistema y la cantidad de informacion que puede obtenerse

trae como consecuencia ciertas desventajas en el analisis de iméagenes.

7.5.1. Limites de adquisicion

La complejidad generada en la dispersion modelo utilizada en este trabajo, cuando
se utilizan potencias volumétricas mayores a 0.20 kW/m® hasta el momento sélo ha
permitido la obtencion de imagenes en los primeros diez minutos de la dispersion, ya que a
tiempos mayores la turbidez que se genera en el sistema hace necesario el empleo de una
fuente de iluminacién méas potente de la empleada en el desarrollo del sistema de video de

alta velocidad.

El problema es mayor conforme la potencia se incrementa, por lo que hasta el

momento no ha sido posible la obtencién de imagenes a potencias mayores a 0.50 kW/m?®.
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7.5.2. Ventanas de observacion

Debido a la disminucion de tamafios, el aumento en la velocidad de los objetos y la
turbidez del sistema, se requiere aumentar la magnificaciéon y reducir la distancia focal,
como se detalla en la figura 7.7. Esto da como resultado que, al utilizar magnificaciones de
entre 6X y 11 X, las ventanas de observacion fueron de 3.81 x 2.86 mm para una

magnificaciéon de 6 X y de 2.08 x 1.56 mm para una magnificacion de 11 X (figura 7.9).

6 X 8 X 11X
2.86 mm —
214 mm +
1.56 mm +4

Imagen 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 5 10 15 20 25 30 350 5 10 15 20 25
Tiempo 95*10°s 7.1*10°%s 52*10°%s

Figura 7.9. Ventanas de observacion para las magnificaciones utilizadas. Cada objeto en la ventana
representa la posicion que ocuparia al avanzar cinco imagenes en la secuencia,
moviéndose a 50 cm/s en la trayectoria mostrada.

Lo anterior implica que un objeto moviéndose a una velocidad de 50 cm/s (ver
seccién 7.7.3) que permaneciera enfocado y atravesara diagonalmente en la ventana de
observacion, podria aparecer entre 25 y 45 imagenes. Sin embargo, el tiempo que duraria

en pasar por las ventanas, siguiendo esta trayectoria no seria mayor a 9.5 x 10 s.
7.5.3. Procesamiento manual

Para la caracterizacion de las dispersiones multifasicas se debe realizar la
identificacion de gotas y burbujas, la medicién de diametros de los objetos, asi como la

distincion, en forma precisa, de las burbujas de aire que se encuentran libres y aquellas que

estan incluidas en gotas de aceite. La obtencion de secuencias permite realizar la
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diferenciacion de gotas y burbujas y la determinacion de inclusiones de burbujas de aire en

de gotas de aceite de una forma mas precisa (secciones 7.7.1. y 7.7.2).

Debido a la diferencia en el tipo de imagenes obtenidas con el sistema de video de
alta velocidad, en comparacion con los sistemas descritos por Taboada, et al. (2003)
Corkidi et al. (2007) y a la obtencion de secuencias; los algoritmos desarrollados para la
segmentacién semiautomatica Taboada, et al. (2006) no pudieron utilizarse para el
procesamiento de las imagenes adquiridas en este trabajo, por lo que es necesario el

procesamiento manual de los videos para la medicion de los objetos.

7.5.3.1. Procesamiento en modo imagenes

7.5.3.1.1. Preproceso o seleccion de imagenes

El software “Motion Pro Central”, utilizado en la grabacion de videos, permite
almacenarlos ya sea en modo video (formato avi), en modo imagenes (formato tif) o en
ambos formatos. En un principio, se optdé por obtener los videos como imagenes
individuales y procesarlas por separado.

Para el procesamiento manual, entre las 200 imagenes obtenidas por video se hizo

una seleccion bajo el siguiente lineamiento:

e Se selecciond aquella imagen donde el objeto a medir tiene las mejores
caracteristicas de enfoque y nitidez, a fin de disminuir la repeticion de objetos en

imagenes consecutivas (figura 7.10).

El preproceso disminuye el nimero de imagenes por video a aproximadamente 30,
sin embargo, esta seleccion no elimina la repeticion de objetos por completo, debido a que
la alta velocidad a la que los videos son adquiridos, implica que un objeto puede aparecer
hasta en mas de 40 imagenes (figura 7.9) y, al realizarse el preproceso, pueden presentarse

casos como los que se muestran en la figura 7.11. Lo anterior requiere que en el momento
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de la segmentacion se tome en cuenta dicha repeticién y simultaneamente se realice la

revision del video para evitar medir el mismo objeto dos veces.

-

Figura. 7.10. Seleccién de imagenes. El objeto sefialado con la flecha en ambas imégenes es el
mismo, sin embargo, en la foto a) se observa mejor enfocado.

Figura 7.11. Repeticion de objetos en mas de una imagen. El objeto uno es visible en ambas
imagenes, pero s6lo es medible en a); el objeto dos es visible en ambas y medible en
b) y el objeto 3 es visible y medible en ambas imagenes.

Cabe mencionar que la repeticion de objetos podria eliminarse si el interés de la
caracterizacion fuera la medicion de diametros, como en el caso de sistemas agua-aire en
los que no hay inclusiones de una fase en otra. En estos casos, la repeticion puede
resolverse guardando y procesando cada determinado nimero de imégenes (por ejemplo,
cada 40 iméagenes considerando el nimero de imégenes en que puede aparecer el mismo
objeto). Esta seleccion puede realizarse con el programa de adquisicion, lo que facilitaria el

procesamiento manual y evitaria el preproceso. Sin embargo, como se menciond
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anteriormente, la caracterizacion de dispersiones multifasicas requiere ademas, distinguir
entre gotas y burbujas y discernir en forma precisa las burbujas que se encuentran libres y

aquellas que estan atrapadas en gotas de aceite.

El procesamiento manual hace que el tiempo requerido para el analisis de imagenes
se incremente con respecto a los sistemas descritos por Taboada, et al. (2003) y por Corkidi
et al. (2007). Otra desventaja de la cantidad de informacién generada es que cada
experimento (200 iméagenes) requiere 116 MB de memoria de cOmputo para su

almacenamiento.

7.5.3.2. Procesamiento manual en modo videos

Debido al tiempo requerido para el procesamiento, asi como a la capacidad
requerida para el almacenamiento, cuando los videos se adquieren en formato de imagen, se
decidié adquirir y procesar en formato de video. La adquisicion en formato de video
implica que al analizar la secuencia, la seleccion o preproceso se hacen de manera

simultanea a la medicion y analisis de los objetos.

Al adquirir en formato de video (avi) se requiere menor capacidad de
almacenamiento en disco (37.5 MB por experimento o video de 200 cuadros), lo que
representa aproximadamente una tercera parte de la capacidad de almacenamiento

requerida al almacenar como imagenes individuales.

La mayor ventaja del procesamiento como videos es que el tiempo requerido para el
anélisis de las imagenes se disminuye. En la tabla 7.4 se muestran los tiempos requeridos
en la adquisicion y en el procesamiento de imagenes de acuerdo al formato de adquisicion.
Los pasos que requieren mas tiempo cuando los videos adquiridos son almacenados en
modo de imagenes son el preproceso o seleccion de las imagenes y la segmentacién, que
implican en conjunto casi tres semanas. La adquisicién como videos disminuye el tiempo a

una semana, lo que representa casi una tercera parte del tiempo de analisis.
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Tabla 7.4. Tiempos requeridos en la adquisicion y procesamiento de imagenes.

Proceso Tiempo
Iméagenes Videos
Montaje equipo 60 min 60 min
Adquisicion 10 min 10 min
Desmontaje 30 min 30 min
Preproceso 3 dias 1 semana
Segmentacion 2 semanas
Estadistica 2 horas 2 horas
7.6. Caracterizacion de dispersiones
Tabla 7.5. Datos del analisis estadistico en el procesamiento de imagenes.
Turbina | Potencia Imagenes Objetos Objetos/ | Gotas/ | Burbujas/
kwW/m?® procesadas | procesados | imagen | imagen imagen
Sin
0.25 BSA 549 1562 2.85 2.50 0.34
Con
BSA 567 2232 3.94 2.97 0.97
Rushton Sin
0.50 BSA 856 3563 4.16 3.86 0.30
Con
BSA 683 2509 3.67 243 1.24
Sin
0.25 BSA 521 1568 3.01 2.80 0.21
Con
BSA
Smith Sin
0.50 BSA 623 2303 3.70 2.29 0.27
Con
BSA 601 2745 4.59 2.85 1.74

En la tabla 7.5 se muestra el nimero de objetos procesados y numero de objetos por
imagen de los 24 videos (tres videos para cada una de las magnificaciones utilizadas)
adquiridos variando el tipo de impulsor y la potencia, con y sin proteina. La obtencién de
dichos datos es importante, ya que el error en la determinacion de los diametros Sauter,
tanto de burbujas de aire como de gotas de aceite, dependera del tamafio de la muestra; de

tal manera que, para obtener un error menor al 10 % es necesario medir al menos 500
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objetos en el caso de las gotas de aceite y mas de 300 para las burbujas de aire (Brito-
Albavera, 2001; Brown et al., 2004).

En el caso de las gotas de aceite, se lograron medir arriba de 1000 objetos (con y sin
BSA), con lo que se asegura que el error es alrededor de 6 % para ambos casos, sin
embargo, para las burbujas de aire, en los experimentos sin proteina, en algunos casos no
fue posible medir las 300 burbujas. Cuando se utiliz6 la turbina Rushton sin BSA a 0.25
kW/m?, sélo se midieron 189 objetos con lo que el error se encuentra alrededor del 14 %
(Brito-Albavera, 2001).

Estos datos implican que, para conseguir el numero de burbujas de aire que
aseguren un error menor al 10 %, es necesario la obtencién y procesamiento de un mayor

numero de videos, lo que aumentaria considerablemente el tiempo de procesamiento.

En general, el nimero de objetos segmentados es mayor cuando se utiliza BSA,
debido a la estabilizacion de la dispersion y a la disminucion en la coalescencia y
formacion de estructuras complejas (gotas de aceite con burbujas de aire incluidas) que
generan turbidez en el sistema. El uso de proteina mejora la calidad de las iméagenes,

incrementando el nimero de imégenes seleccionadas en el preproceso y el numero de

objetos medibles por imagen (figura. 7.12).

2

= . ¥
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Figura 7.12. Imégenes tomadas con una magnificacion de 8X, con igual tiempo de dispersion a)
con BSA y b) sin BSA. Las flechas indican el nimero de objetos que pueden medirse
en cada imagen.
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Sin embargo, el nimero de objetos por imagen es menor al reportado cuando se
emplea el sistema con luz estroboscopica. Esto no significa que el nimero de objetos
enfocados en cada imagen sea menor, sino que es una consecuencia de la repeticion de
objetos que se obtuvo al procesar las imagenes como se describe en este trabajo. Sin
embargo, al obtener un mayor nimero de imagenes en cada experimento, el total de objetos

medidos es mayor al que se consigue con el sistema de luz estroboscopica.
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Figura 7.13. Distribucién de tamafios de gotas y burbujas para una dispersion con turbina “Smith”
a 0.50 kw/m®,
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En la figura 7.13 se muestran los duplicados de una distribucion de tamafios para
gotas de aceite y burbujas de aire de una dispersion con turbina “Smith” a 0.50 kW/m°. El
didmetro Sauter promedio para gotas de aceite fue de 540 um y para las burbujas de aire
fue de 447 um. Al observar la gréfica, no se aprecia una diferencia en las distribuciones de
tamafos de gotas y burbujas. Los datos obtenidos con estos experimentos prueban que el
sistema proporciona datos reproducibles en la determinacion de tamafos de gotas y

burbujas, asi como en la estimacion de los diametros Sauter.

En ausencia de proteina En presencia de proteina
0.010 A
0.008 1 —@— Rushton, d,, =541 | | —@— Rushton, d,, = 505
©-- Smith, dj, =501 --O-- Smith, dj, = 540
Gotas _ 0.006 |
o
a
0.004 -
0.002
0.000
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0.008 —@— Rushton, d;, =429 || —@— Rushton, d,, = 423
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a
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0.004 -
0.002 A
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Figura 7.14. Efecto del tipo de impulsor en la distribucion de didmetros de gotas de aceite y
burbujas de aire para los experimentos a 0.50 kW/m® con y sin BSA.

En la figura 7.14 se muestran distribuciones de tamafio de gotas de aceite y burbujas
de aire a 0.50 kW/m?* comparando los dos impulsores. Con las magnificaciones utilizadas,
se lograron medir diametros entre 20 y 2000 pm, mientras que en el caso del sistema
descrito por Taboada et al. (2003) el diametro menor medido era de 50 um vy al utilizar el

sistema 3-D (que emplea dos camaras bajo el principio de estereoscopia) (Briere et al. 2005
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y Ruiz-Burguete, 2006), no se han utilizado magnificaciones superiores a 4 X en la
adquisicion de imagenes del sistema modelo debido a la pérdida en la calidad y nitidez de
las imagenes, por lo que no es posible medir objetos menores a 150 um con un error menor
al 10 % (Corkidi et al., 2007).

Al realizar la prueba de Tukey-Kramer se observa que hay diferencias significativas
en la distribucion de tamafios como consecuencia de las diferencias en el disefio de las
paletas de ambos impulsores (que generan pequefios cambios en los patrones de flujo), sin
embargo, los diametros Sauter determinados son similares. Esto coincide con lo reportado
en la bibliografia (Middleton y Smith, 2004; Laakkonen et al., 2005a), donde se menciona
que a la misma potencia volumétrica, el diametro no varia con el tipo de impulsor. Aunque
no se obtuvieron duplicados de estos experimentos debido al tiempo de procesamiento, los

resultados mostrados en la figura 7.13 sugieren que la reproducibilidad es alta.
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Figura 7.15. Efecto de la potencia (kW/m?) en la distribucién de diametros de gotas de aceite y
burbujas de aire para los experimentos sin BSA.
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En la figura 7.15 se muestra el efecto de la potencia, para turbinas Rushton y
“Smith” sin BSA. En el caso de la turbina Rushton se observan diferencias significativas en
las distribuciones de tamafio de gotas y burbujas. En el caso de la turbina “Smith” no existe
diferencia significativa en las distribuciones de tamafio de gotas y burbujas, sin embargo, se
aprecia un efecto sobre el diametro Sauter para ambos impulsores. La disminucion en los
didmetros Sauter puede deberse al efecto que tiene el incremento de potencia sobre los

fendmenos de rompimiento y coalescencia del sistema (Leng y Calabrese, 2004).

0.25 kw/m3 0.50 kw/m3
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—@— Sin Proteina, d,, = 735 —@— Sin Proteina, dg, = 541
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Figura 7.16. Efecto de la proteina en la distribucion de diametros de gotas de aceite y burbujas de
aire para los experimentos con turbina Rushton.

En la figura 7.16 se muestra el efecto de la presencia de proteina sobre las
distribuciones, utilizando la turbina Rushton. Aldn cuando la concentracion de proteina
utilizada esta por arriba de la CMC y por tanto, ya se ha alcanzado la menor tension
superficial (Leng y Calabrese, 2004), sélo se observa efecto del uso de proteina sobre el
diametro Sauter para las gotas de aceite a 0.25 kW/m?, sin embargo, al realizar la prueba de

Tukey-Kramer no existe diferencia significativa entre las distribuciones de tamafios con y
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sin proteina. A una potencia de 0.50 kW/m®, se observa efecto en la distribucién, pero no
en el diametro Sauter. Los resultados anteriores no permiten establecer un efecto del uso de

proteina sobre los diametros de gotas y burbujas.
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Figura 7.17. Diametros medio de Sauter para gotas de aceite.

Los didmetros Sauter para gotas y burbujas bajo las distintas condiciones
experimentales (figuras 7.17 y 7.18), permitieron observar el efecto de la proteina y la
potencia sobre los diametros de estos objetos. Se observo que, al incrementar la potencia,
los didmetros Sauter decrecieron entre 19 y 34 % para las condiciones probadas. La
ecuacion de Calderbank (Laakkonen et al., 2005a) predice una disminucion del 24 % al
doblar la potencia. Los datos que més se acercan a dicha prediccion son los determinados
para didmetros de gotas de aceite con turbina Rushton (turbina con la que fue determinada
dicha ecuacion), en los que hay una disminucion del 20 y 26 % para los experimentos con y
sin BSA, respectivamente. Sin embargo, aun cuando la ecuacién de Calderbank esta
definida para determinar didmetros de burbujas, la disminucion en dichos diametros en los

experimentos estd entre 30 y 36 %. AUn cuando existen diversas ecuaciones para la
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determinacion tedrica de los diametros, las determinaciones no son totalmente aplicables a
nuestro caso debido a que estan restringidas para condiciones muy especificas y en general,
cuando la fase dispersa esta muy diluida (Zhou y Kresta, 1998). Lovick et al. (2005)
reportan la medicion de diametros geométricos menores a 500 um para un sistema liquido-
liquido (fase dispersa al 10 %) en un tanque de mezclado de 138 mm de diametro y
velocidades de agitacion entre 350 y 550 rpm. La determinacion de los diametros fue
realizada utilizando una técnica de endoscopia de alta velocidad y una técnica de
reflectancia Optica, los diametros Sauter reportados son menores a los encontrados en éste
trabajo (menores a 90 um), lo que puede explicarse debido al menor volumen del tanque,

mayor velocidad de agitacion y a que el sistema evaluado por Lovick et al. (2005) es

bifasico.
800 800
R sp Ml Burbuias totales
Ssp R ¢p B Burbuias libres
600 1 i [ Burbuias atrapadas L 600
R sp R cp Scp
% Ssp
> 400 - i - 400
'Om -
200 ~ L 200
0 N~ - J — — _ —J 0
0725 050
P kw/m®

Figura 7.18. Didmetros medio de Sauter para burbujas de aire. R- Rushton, S- “Smith”, sp- sin
proteina, cp- con proteina.
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Laakkonen et al. (2005c) reportan diametros Sauter de burbuja para un sistema gas-
liquido (agua-aire) entre 2.3 y 3.2 mm en zonas cercanas a la pared para un tanque de
mezclado con didmetro de 260 mm, agitado a 340 rpm y con velocidades de aireacion de

0.072 vvm, evaluados con un sistema de analisis de imagenes.
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Figura 7.19. Influencia de los distintos tamafios de gotas de aceite en el volumen de la fase dispersa

y area interfacial para experimentos con proteina y turbina Rushton a 0.25 KW/m®,

En la determinacion de los diametros de gotas y burbujas se observé que aunque la
gran mayoria de las gotas y burbujas corresponde a diametros menores a 500 um para
potencias de 0.25 kW/m® y de 300 um para 0.50 kW/m? (figuras 7.13 a 7.16), los diametros
Sauter obtenidos estan por arriba de estos valores. Lo anterior puede explicarse con la
figura 7.19, en la que se presenta la distribucion de volumen acumulado (linea azul
continua) y la contribucién al volumen de la fase dispersa de los distintos diametros (linea
roja discontinua), para gotas de aceite con proteina y con turbina Rushton a 0.25 KW/m?®.
Se observa que aungue el 90 % de los datos medidos corresponden a diametros menores a

500 um, el volumen contenido en ellas, representa solo el 20 % de la fase dispersa
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(volumen de aceite). Debido a que el didmetro Sauter es una relacion volumen/area (Pacek
et al., 1998), el 10 % de la poblacion medida que representa los didmetros de mayor
tamafo, impactara significativamente en el Sauter determinado, siendo para este ejemplo de
632 um. En la gréfica también puede observarse que aungue para un mismo volumen de
aceite, la contribucion al area de transferencia (linea verde punteada) es mayor si el
volumen se encuentra distribuido en gotas pequefias, debido al poco volumen que se
encuentra distribuido en diametros menores a 500 um, éstas sélo proporcionaran el 30 %

del &rea de transferencia.

Tabla 7.6. Porcentaje de inclusiones de burbujas en gotas para los experimentos realizados.

Turbina | Potencia | % Burbujas incluidas con | % Volumen de gas incluido con
(kW/m® | respecto a burbujas totales | respecto a volumen total de gas
Sin BSA Con BSA Sin BSA Con BSA
0.25 39 12 17 8
Rushton ™5 50 22 6 15 2
0.25 33 36
smith - ™5 50 39 12 7 2

Por ultimo, en la tabla 7.6 se muestra el porcentaje de inclusiones de burbujas de
aire en gotas de aceite para los distintos experimentos y el volumen de gas incluido con
respecto al volumen total de gas. Se observa que hay una disminucién en el porcentaje de
burbujas incluidas con el aumento de la potencia volumétrica, lo cual puede deberse al
impacto de la potencia sobre los eventos de coalescencia (Leng y Calabrese, 2004), lo que
evita que las burbujas y gotas colisionen y por tanto, queden atrapadas. Aunque no se
aprecio un efecto de la proteina sobre los didmetros Sauter, si se observé una disminucion
del porcentaje de inclusiones (nimero de burbujas dentro con respecto a burbujas totales),
lo que puede deberse a que al concentrarse las proteinas en la interfase agua-aire o aceite-
agua, estabilizan la dispersion y evitan que las fases coalescan y por tanto el aire quede
incluido en el aceite (MacRitchie, 2000). Aunque no se aprecia una correspondencia clara

entre el nimero de burbujas incluidas y el volumen de gas incluido, en general se observa
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la misma tendencia en ambos casos, mostrandose una disminucion del volumen de gas

incluido al incrementarse la potencia y al utilizarse proteina.

Con los resultados obtenidos de la caracterizacion, se puede afirmar que el sistema
de alta velocidad posee gran versatilidad en la caracterizacion de dispersiones con respecto
al sistema descrito por Taboada et al. (2003), al poder determinar de forma precisa el
diametro de los objetos, porcentaje de inclusiones e impacto en el volumen de cada uno de
los elementos observados en dispersiones hasta de 0.50 kW/m?®. Con este sistema se han

podido explorar otras aplicaciones, las cuales se muestran en la seccion 7.7.

7.7. Ventajas del sistema de alta velocidad

Durante la implementacion del sistema de video de alta velocidad, se encontraron
varias ventajas con respecto al sistema de luz estroboscopica. En la seccion 7.5.3 se
menciond que la obtencién de secuencias de imagenes dificulta el procesamiento de las
imagenes para la caracterizacion de dispersiones multifasicas, debido a la necesidad del
procesamiento manual. Sin embargo, la obtencion de secuencias ha permitido explorar
aplicaciones del sistema que no se habian observado con el sistema descrito por Taboada et
al., (2003) con el que no era posible obtener secuencias de imagenes y por tanto, no habia
posibilidad de observar un objeto en mas de una imagen. Estas ventajas se describen en las

secciones 7.7.1a 7.7.5.

7.7.1. Distincion precisa entre gotas y burbujas.

La diferencia en el indice de refraccion (n) del aire (n = 1.000) y el aceite (n =
1.476) permite que al adquirir las im&genes ambas estructuras puedan diferenciarse por el
color, de manera que las burbujas de aire se observan oscuras con centros brillantes y las
gotas de aceite se aprecian claras y con menor contraste (Galindo et al., 2000). Sin
embargo, durante la adquisicion de imagenes, las condiciones de iluminacion en un punto
especifico del reactor y la interferencia de objetos situados enfrente del plano focal pueden

hacer confusa la identificacion. La secuencia de imagenes obtenidas con el sistema de video
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de alta velocidad permitié hacer una identificacion méas precisa de los objetos con respecto
al sistema de luz estroboscopica (Taboada et al., 2003), en el que un determinado objeto

solo aparece en una imagen.

Figura 7.20. Uso de la secuencia en la identificacion de objetos. a) Burbuja de aire, b) Gota de
aceite.

En la figura 7.20 se pueden observar dos secuencias. En la secuencia a), debido a la
presencia de un objeto enfrente del plano focal, el objeto marcado aparenta ser una gota de
aceite (objeto claro y con bajo contraste) si se observa la primera imagen, sin embargo, al
seguir la secuencia se encuentra que es una burbuja de aire (objeto oscuro con centro
brillante). Por otro lado, en la secuencia b), las condiciones de iluminacion hacen que el
objeto marcado se observe como una burbuja de aire (objeto oscuro con centro brillante) en
la primera imagen, cuando en realidad es una gota de aceite (objeto claro y con bajo

contraste).
7.7.2. Determinacion de inclusiones

El sistema de video de alta velocidad, permite identificar las burbujas de aire que se
encuentran dentro de gotas de aceite observando la secuencia en el video. En la figura 7.21,

se encierran en amarillo las gotas de aceite y en naranja las burbujas de aire. Si a lo largo de
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una secuencia se observa que los objetos permanecen enfocados, se puede asumir que el
movimiento en z es despreciable, debido a que la profundidad de campo (distancia en la
que un objeto puede verse enfocado) que se genera con el sistema es minima. Bajo esta
consideracion, se puede asumir que una burbuja se encuentra dentro de una gota de aceite,
si al observar la secuencia en el video, la burbuja de aire conserva su posicion dentro de la
gota y, por tanto, ambas siguen la misma trayectoria de movimiento (figura 7.21 a). Por
otro lado, al observar la figura del extremo izquierdo en la secuencia, 7.21 b), se observa
que los objetos estdn sobrelapados y al avanzar en la secuencia, la diferencia en la
velocidad y trayectoria hace que se separen. Si en esta secuencia solo se contara con la

imagen del extremo izquierdo podria pensarse que la burbuja esté dentro de la gota.

Figura 7.21. Determinacion de inclusiones por medio de la secuencia. La flecha superior indica el
inicio de la secuencia y la direccion del flujo.

El procedimiento descrito permite disminuir la subjetividad del observador, como
sucedia en el sistema descrito por Taboada et al. (2003), en el que la diferenciacion entre
inclusiones y objetos sobrelapados dependia del criterio del observador. Sin embargo, el
sistema es menos preciso que el descrito por Corkidi et al. (2007), el cual utiliza el
principio de la estereoscopia para poder observar objetos en forma tridimensional (3-D) y
determinar la posicién de ambos objetos, ya que en el caso del sistema de video de alta
velocidad, existe la probabilidad de que una burbuja que esté fuera de la gota y se mueva a

la misma velocidad y en el mismo plano (en vista de que ambas pueden ser impulsadas por
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el flujo), pueda tomarse como una inclusion. No obstante, con ninguno de los dos sistemas
anteriores (Taboada et al., 2003 y Corkidi et al., 2007) ha sido posible obtener imagenes a
potencias superiores a 0.20 kW/m?®, por lo que hasta el momento, la caracterizacion de las
dispersiones bajo esas condiciones, en términos de diametros de gotas y burbujas, asi como
del porcentaje de inclusiones depende del empleo de la sistema de video de alta velocidad y

el uso de las secuencias como una herramienta de analisis.

7.7.3. Estimacion de la velocidad de los objetos

Con la calibracion del sistema en micrémetros y utilizando el software Image Pro
Plus 5.0 se puede conocer las coordenadas x y y, tomando como referencia el centro de un
objeto. Si un objeto permanece enfocado durante un lapso de tiempo muy corto (imagenes
consecutivas 0 muy cercanas) se puede despreciar el movimiento en z (debido a que la
profundidad de campo es minima) y calcular el desplazamiento. Al conocer la velocidad a
la que fueron adquiridas las imagenes, se puede determinar el tiempo transcurrido entre la

adquisicion de una imagen y otra, y de esta forma estimar la velocidad de un objeto.

En la figura 7.22 se muestran dos imagenes de una secuencia, a partir de las
coordenadas (X1, Y1) Y (X2, Y2) se puede conocer el desplazamiento de un objeto y estimar su
velocidad. El objeto presentado en la imagen, tiene una velocidad aproximada de 44.4 cm/s.
En la tabla 7.7 se muestra la estimacion de la velocidad para diez objetos diferentes a 0.25 y
0.50 kW/m®. Se puede observar que las velocidades van de 21 a 77 cm/s. Las velocidades
encontradas representan entre 0.2 y 0.6 veces la velocidad en la punta del impulsor para las
determinaciones a 0.25 kW/m?® y entre 0.13 y 0.51 veces para las determinaciones a 0.50
kW/m?. Los valores encontrados estan por debajo de los reportados por Escudié y Liné
(2003) para zonas cercanas al impulsor y son semejantes 0 mayores a los reportados por
Shéfer et al., (1998) para zonas cercanas a la pared del tanque. Aunque el célculo de la
velocidad por el método aqui descrito es un proceso manual, hasta el momento los reportes
de calculo de velocidades de objetos en reactores se han limitado a estudios de dos fases y

en general, de particulas solidas, tal es el caso de los trabajos reportados por Escudié y Liné
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(2003) y Shafer et al., (1998), que emplean particulas de vidrio y didxido de titanio,

respectivamente.

Figura 7.22. Estimacion de la velocidad de una gota de aceite. El video fue tomado a 5130
imagenes por segundo y que las fotografias mostradas corresponden a las imagenes
18 y 20 de una secuencia, se estima que la velocidad a la que se mueve el objeto es
de 44.4 cm/s.
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Tabla 7.7. Velocidades estimadas para diferentes objetos de acuerdo a P/V.

No. de objeto Velocidad (cm/s)
0.25 kW/m’ 0.50 kw/m®
1 444 56.1
2 52.4 73.3
3 50.4 77.0
4 67.1 39.8
5 51.6 20.9
6 34.5 41.0
7 411 51.0
8 32.6 50.2
9 71.1 47.6
10 26.7 46.8

7.7.4. Observacion de estructuras complejas

La alta velocidad de adquisicion de imagenes, aumenta la probabilidad de observar
los fendmenos de interaccion entre las distintas fases del sistema, formacion de gotas, de
burbujas y de estructuras complejas, lo que es practicamente imposible con los sistemas
descritos por Taboada, et al. (2003) y Corkidi et al. (2007) y basado en iluminacion
estroboscdpica usando una cAmara convencional de baja velocidad con la que no es posible

obtener secuencias.

En la figura 7.23 se muestran distintas estructuras. En las secuencia a) se pueden
observar distintas gotas multifasicas (burbujas de aire en gotas de aceite); en las secuencias
b) y c) se observan procesos de deformacion que podria indicar la formacion o separacion
de gotas, sobre todo al observar los extremos (zonas marcada con recuadros). En el caso de
la secuencia d) se aprecia la posible formacion de una estructura compleja, es decir, una
inclusion de aire. Sin embargo, aunque la velocidad de adquisicion de las imagenes permite
observar este tipo de estructuras en forma de secuencia, el tamafo de las ventanas y el

tiempo que tardan los objetos en atravesarlas (seccién 7.5.2) no permite seguir dichos
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eventos y observar el fenédmeno completo. La observacion de los eventos completos
permitiria un mayor entendimiento de la interaccion entre las fases y los mecanismos por

los cuales se forman las distintas estructuras en la dispersion.

Figura 7.23. Observacion de estructuras complejas y formacién de gotas. a) Estructuras complejas,
b) y ¢) formacidn de gotas y d) posible formacion de estructuras complejas.

7.7.5. Evolucién de la dispersion como funcion del tiempo de proceso

Aun cuando con el sistema descrito por Taboada, et al. (2003) se podian evaluar los
cambios en la dispersion a traves del tiempo y observar las variaciones en el didmetro
Sauter de las estructuras, distribucion de tamafios y en el porcentaje de inclusiones, debido
al numero de imagenes que pueden obtenerse en poco tiempo, el nuevo sistema permite
hacer estos estudios con mas detalle. La velocidad de adquisicién permite obtener mas de

cinco mil imégenes en un segundo, lo que representa un gran nimero de objetos enfocados
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que pueden ser medidos y cuantificados, dando validez estadistica al poder medir el nimero
de objetos necesarios para obtener un error menor al 10 % (Brito-Albavera, 2001). Lo
anterior permite que el tiempo que se quiere evaluar sea preciso, mientras que con los
sistemas basados en luz estroboscopica (Taboada et al., 2003 y Corkidi et al., 2007), el
tiempo necesario para adquirir las iméagenes que aseguraran el numero de objetos
necesarios para la validacion estadistica, podia tomar mas de dos minutos y por lo tanto,

resulta dificil evaluar cambios en cortos periodos de tiempo.

e
O
ro &4
EB" y
2 min 5 min 10 min
d32 =711 d32 =573 d32 =320
% de inclusiones 0% 35.3 % 39.1 %

Figura 7.24. Evolucion de la dispersion en términos del ds, de burbujas y el porcentaje de
inclusiones.

En la figura 7.24 se muestra un ejemplo de la evolucion de la dispersion en el
tiempo, en un experimento utilizando turbina “Smith” a 0.50 kW/m?®. Las iméagenes
mostradas fueron adquiridas a los tiempos que se indican después de iniciar la agitacion. En
el esquema se puede observar como el ds, de las burbujas de aire disminuye y el porcentaje
de inclusiones aumenta conforme transcurre el tiempo. Este tipo de estudios permitirian
evaluar el comportamiento transitorio de las dispersiones (Leng y Calabrese, 2004) y
determinar el tiempo en el que se logra la dispersion completa de acuerdo a las variables del

sistema.
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8. Conclusiones

El uso de la cAmara de video de alta velocidad acoplada a una fuente de luz de alta
intensidad permitiéo obtener imagenes claras de la dispersion a potencias de hasta 0.5
kW/m?® y magnificaciones de hasta 11 X en un sistema trifasico de fermentacién. Esto no
fue posible con el sistema de luz estroboscdpica, debido a que la velocidad a la que se
mueven los objetos y la formacion de estructuras complejas enturbian el sistema y la

intensidad de la luz estroboscdpica es insuficiente.

El sistema utilizado permite obtener secuencias con las que es posible caracterizar
dispersiones multifasicas en forma precisa, evaluando los didmetros y el porcentaje de
inclusiones con el seguimiento del video, sin embargo, esto implica un procesamiento

manual de las imagenes, lo que aumenta el tiempo de analisis.

El sistema desarrollado permite obtener resultados reproducibles en la

determinacion de diametros de gotas y burbujas.

Al cambiar el tipo de impulsor no se observo efecto sobre los didmetros Sauter
manteniendo la potencia constante, sin embargo, si se aprecio el efecto en la distribucion y
los didmetros Sauter con la variacién de la potencia. Dichos resultados concuerdan con lo

reportado en la bibliografia, lo que confiere confiabilidad al sistema desarrollado.

Al agregar proteina al sistema, no se observo un efecto sobre el didmetro Sauter de
gotas y burbujas, aunque hay cambios en la distribucion de tamafios. El uso de proteina

mejora la calidad de las imagenes y permite un mayor nimero de objetos enfocados.
El porcentaje de inclusiones (burbujas dentro de gotas) disminuye con el uso de

proteina y con el incremento de la potencia volumétrica, lo que puede atribuirse a la

disminucién en la coalescencia, y el incremento en el rompimiento.
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La obtencion de secuencias permite la distincion clara entre gotas y burbujas y
ayuda a estimar el porcentaje de inclusiones de burbujas de aire en gotas de aceite. Las
secuencias también permiten estimar la velocidad a la que se mueven los objetos en la
dispersion, observar fendmenos de interaccion y observar cambios en los tamafios de gotas

y burbujas, asi como en el porcentaje de inclusiones en periodos de tiempo cortos.
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9. Perspectivas

Mejorar el proceso de segmentacion creando algoritmos que permitan la
semiatumatizacion del proceso y disminuyan el tiempo de procesamiento de las imagenes y
la interferencia del usuario.

Caracterizar la dispersion trifasica para evaluar otras potencias comprendidas entre
0.25y 0.50 kwW/m?® a fin de obtener un mayor niimero de datos experimentales que permitan
establecer correlaciones para predecir el diametro Sauter en sistemas complejos a partir de

la potencia suministrada.

Utilizar el sistema de video de alta velocidad para caracterizar una dispersion
tetrafasica (agua-aire-aceite-biomasa) y observar el efecto de la biomasa sobre los
diametros de gotas y burbujas y el porcentaje de inclusiones de aire en aceite, a potencias

superiores a 0.20 kwW/m®.

Caracterizar la evolucion de la dispersion a través del tiempo de agitacion,
estudiando la variacion en los diametros de gotas y burbujas y el porcentaje de burbujas
incluidas en gotas de aceite para establecer el estado de equilibrio de acuerdo a las variables

del proceso.

Evaluar velocidades y diametros de gotas y burbujas en diferentes zonas del reactor
en sistemas bifasicos (agua-aire y agua-aceite) y trifasicos (agua-aire-aceite) a fin de
establecer la dependencia de la variacion en los patrones de flujo con los didmetros

determinados, utilizando endoscopia de alta velocidad.
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