|2 ©655]

UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

Dispersion de aceite y aire en presencia de micelio
disperso y pellets de Trichoderma harzianum

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

PRESENTA:

1.B.Q. SAVIDRA[LUCATERO CHAVEZ

CUERNAVACA, MORELOS i ORIGEEX MAYO DEL 2002




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A Dios, mi compariia diaria

A mis Padres y hermanos, siempre estdn en mi mente y en mi corazon

A Angélica Adayisa y a José Manuel; los quiero infinitamente




Este trabajo se realizé en el Laboratorio del
Dr. Enrique Galindo en el Departamento de
Bioingenierfa del Instituto de Biotecnologia de
la. UNAM en la ciudad de Cuernavaca
Morelos, bajo la asesoria de la Dra. Patricia

Larralde y del Dr. Enrigue Galindo.

Para la realizacidn de este trabajo se contd con
el apoyo financiero de la DGAPA-UNAM
(proyectos IN-119598 y IN-105500).



RECONOCIMIENTOS

Mi especial agradecimiento a la Dra. Patricia Larralde y al Dr. Enrique Galindo por su
asesoria, ensefianza y por todo el apoyo otorgado. Al Dr. Enrique Galindo por aceptarme

como estudiante en su laboratorio.

A los integrantes del comité tutorial, el Dr. Gabriel Corkidi Blanco y la Dra. Gloria
Soberén Chéavez y al M.C. Martin Patifio Vera por sus provechosas evaluaciones del

proyecto.

A Jos académicos que integraron el jurado revisor de la tesis, los Dres. Rafael Vizquez
Duhalt, Jaime Vernon Carter, Alfredo Martinez Jiménez y Patricia Larralde Corona,

agradezco los comentarios, observaciones y sugerencias,

Al grupo del Dr, Enrique Galindo por su colaboracion en la realizacion de mi proyecto de

Maestria,



_ Indice general

Indice general

indice de figuras
indice de tablas
Nomenclatura
Resumen 1
1. Introduccion 2
2. Antecendentes 5
2.1. Caracteristicas de fermentaciones con hongos filamentosos 5
2.1.1. Importancia de los hongos filamentosos en la biotecnologia
industrial 5
2.1.2. Morfologia de la biomasa fungal 6
2.1.2.1. Variables que afectan la morfologia de hongos filamentosos 8
2.1.2.1.1. Agregacion 8

2.1.2.1.2. Oxigeno disuelto 9
2.1.2,1.3, Concentracion del indculo 10
2.1.2.1.4. Composicion del medio de cultivo 10
2.1.2.1.5. pH 11
2.1.2.1.6. Fuerzas hidrodindmicas 11
2.1.3. Analisis de imagenes de hongos filamentosos 12
2.1.3.1. Procesamiento de la imagen 13
2.1.3.2. Parametros para la caracterizacion morfoldgica del micelio 13
2.1.4. Reologia de caldos de fermentacion miceliares 15
2.2. Sistemas multifasicos 18
2.2.1. Fermentaciones multifasicas 18
2.2.2. Dispersion del aire 19
2.2.3. Dispersion de fluidos inmiscibles . 21
2.2.4. Anélisis de imagenes para caracterizar dispersiones 22
2.2.5. Efectos de la presencia de particulas solidas en sistemas
multifasicos 24
2.2.5.1. Efecto de las particulas solidas sobre la turbulencia 24
2.2.5.2. Efecto de Ia presencia de particulas s6lidas sobre el area
interfacial de fases dispersas 26
2.2.5.3. Efecto de los solidos sobre el hold up y la dispersion de la
fase gaseosa 27
3. Objetivos 30
3.1. Objetivo general 30
3.2. Objetivos especificos 30
4. Materiales y métodos 31
4.1. Materiales _ 31
4.1.1. Microorganismo 31
4.1.2. Obtencion y conteo de esporas 31
4.1.3. Medios de cultivo 31
4.2. Fermentaciones _ 32
4.2.1. Produccion del hongo en forma de pellets 32

42.2. Produccion del hongo como micelio disperso 32



Indice general

4.3. Equipos y métodos analiticos

4.3.1.
432
433,
43.4.
43.5.

Evaluacion de la concentracion de biomasa
Caracterizacion reologica

Determinacion de la tension superficial
Determinaci6n de la potencia suministrada
Caracterizacién morfologica

4.3.5.1. Sistema de analisis de imagenes
4.3.5.2. Preparacion de la muestra
4.3.5.3. Procesamiento digitai de las imagenes

43.6.

Descripcion del equipo agitacién-aireacion

4.3.6.1. Disefio de los experimentos

4.3.6.2. Descripcion de un experimento tipico
4.3.6.3. Lavado del equipo

4.3.6.4. Montaje del equipo

4.3.7. Descripcion del sistema de captura y andlisis de i 1magenes

4.3.8.

4.3.9. Reproducibilidad de los experimentos tipicos de dispersion

Interpretacion de resultados

5. Resultados y discusion
5.1. Morfologia del micelio

5.1.1. Influencia de las condiciones de cultivo en la produccion de

micelio disperso

33
33
34
34
34
34
34
35
36
37
37
39
39
40
41
45
46
47
47

47

5.1.2. Influencia de las condiciones de cultivo en la produccion de pellers 50

5.1.3.
5.1.4. Conclusiones respecto a la produccion de biomasa

Reologia de las suspensiones de biomasa

5.2. Dispersion del aceite de ricino
Influencia de fa morfologia y de Ia concentracion de micelio sobre

5.2.1L

5.2.2.

523

la dispersion del aceite de ricino (sistema no aireado)

56
58
59

59

Influencia de la morfologia y de la concentracion de micelio sobre

la dispersion del aceite de ricino (sistema aireado)

67

Conclusiones respecto a la dispersién de aceite como funcion

de la morfologia de la biomasa

5.3. Dispersion de aire

53.1.
5.3.2.
53.3.
534

53.5.

8. Referencias

Apéndice A. Definicion de parametros usados en la caracterizacion morfologica

78
78

Efecto de la presencia de aire en el tamafio de las gotas de aceite 78

Localizacion de las burbujas de aire

81

Efecto de la morfologia y Ia concentracion del micelio sobre el

tamafio de las burbujas libres

86

Efecto de la morfologia y la concentracion del micelio sobre el

tamafio de las burbujas dentro de gotas

38

Conclusiones respecto a la dispersion y localizacion de burbujas 93
6. Conclusiones globales
7. Sugerencias y Perspectivas

de hongos filamentosos
Apéndice B. Procesamiento digital de las imagenes en la caracterizacion morfologica
del micelio
Apéndice C. Calibraciones para las magnificaciones del estereomicroscopio SZ1145 107

94
96
97
104

105



Indice de figuras

indice de figuras

Figura

2.1.  Tipos de micelio disperso en hongos filamentosos 7
2.2, Tipos de pellets en hongos filamentosos

23,  Digitalizacion y procesamiento de las imagenes para la determinacion de parametros

morfologicos 14
24.  Representacion del perimetro convexo de un agregado 15
4.1.  Configuracion de biorreactor para la produccion de pellets | 33
42.  Sistema de analisis de imagenes para la caracterizacion morfologica del micelio 35
43,  Determinacion del didmetro promedio y circularidad del micelio 36
44,  Caracteristicas geométricas del tanque de mezclado utilizado en los experimentos 37
4.5 - ~Determinacion de la tension superficial durante los experimentos 39

4.6.  Metodologia para el enjuagado de micelio disperso y para el enjuagado v tamizado
e pellets 40
4.7.  Estrategia experimental general para los experimentos de dispersion de aceite
de ricino y aire 42

48.  Sistema de analisis de imagenes para la determinacion del tamatfio de gotas y burbujas 43

49.  Plano de enfoque en la captura de imagenes 44
4.10. Dimensiones del plano de enfoque en la captura de imagenes 435
4.11. Reproducibilidad en las distribuciones de tamafios de las gotas de aceite 46

5.1.  Efecto de la adicion de glicerol y PEG al medio de cultivo sobre la morfologia
del micelio disperso (cultivos en matraces). 49

5.2.  Distribuciones de diametro del micelio disperso producido en matraz y en fermentador 50

5.3.  Morfologia tipica de-agregados laxos producidos en fermentador 30
5.4.  Efecto de la concentracion de esporas en el indculo sobre el diametro

de los pellets producidos en matraces 51
55,  Morfologia en pellets producida en matraces 52
5.6.  Formacion de pellets por agregacion de esporas 53
5.7.  Distribuciones de diametro promedio para micelio disperso y pellets 54
5.8.  Distribuciones de circularidad para micelio disperso y pellets 54

5.9.  Reproducibilidad en las distribuciones de diametro promedio de los pellets

producidos en dos lotes diferentes 55
© 5.10.  Reproducibilidad en las distribuciones de circularidad de los pellets producidos
en dos lotes diferentes 55



Indice de figuras

5.11.  Reproducibilidad de las distribuciones de didmetro promedio de micelio disperso
producido en dos lotes diferentes 56
5.12. Indice de consistencia (K) de Ia ley de Ia potencia como funcién de la
concentracion y de la morfologia de micelio disperso 57
5.13. Indice de flujo (n) como funcidn de la concentracion y la morfologia del micelio 38
5.14. Viscosidad aparente (n,,) del proceso como funcion de la concentracion y
la morfologia del micelio 57
5.15. Imégenes de la dispersion del aceite de ricino en el sistema de tres fases con pellets 60
5.16. Iméagenes de la dispersion del aceite de ricino en el sistema de tres fases
con micelio disperso 61
5.17. Efecto de la concentracion y la morfologia miceliar sobre el diametro Sauter
-de las gotas de aceite en el sistema de tres fases (sistema no aireado) 62
5.18. Efecto de la concentracion de micelio disperso sobre el suministro de potencia
en los sistemas no aireado v aireado 63
5.19. Efecto de la concentracion de biomasa (pellets) sobre las distribuciones de
tamafio de las gotas de aceite (sistema no aireado) 64
5.20. Efecto de la concentracion de biomasa (micelio disperso) sobre las distribuciones
de tamafio de las gotas de aceite {(sistema no aireado) 65
5.21. Efecto de la morfologia de la biomasa sobre las distribuciones de tamaiio de las
gotas de aceite (sisterna no aireado) 66
5.22. TImagenes de la dispersion del aceite y del aire en el sistema de cuatro fases
aireado con pellets 68
5.23.  Imagenes de la dispersion del aceite y del aire en el sistema de cuatro fases
aireado con micelio disperso 69
5.24. Efecto de la concentracién y la morfologia miceliar sobre el diametro Sauter de
Ias gotas de aceite en el sistema aireado 70
5.25. Adhesidén del micelio disperso a las burbujas de aire 71
5.26. Efecto de la concentracion de biomasa (pellets) sobre las distribuciones de

tamafio de las gotas de aceite {sistema aireado) 72
5.27. Efecto de la concentracion de biomasa (micelio disperso) sobre las distribuciones

de tamafio de las gotas de aceite (sistema aireado) 72
5.28. Patrones de flujo en un tanque agitado con micelio disperso 73
5.29. Acanalamiento de las burbujas grandes en el sistema aireado con micelio disperso 75

5.30. Variacion en el volumen de las gotas por imagen con la concentracion y la
- morfologia miceliar 76

5.31. Efecto de la morfologia miceliar sobre las distribuciones de tamafio de las
gotas de aceite (sistema aireado) 77



Indice de Jiguras

5.32. Efecto de la aireacion sobre el diametro Sauter de las gotas de aceite

(sistemas con pellets) 79
533, Efecto de la aireacion sobre el diametro Sauter de las gotas de aceite

(sisteras con micelio disperso) 79
5.34. Imagenes de burbujas de aire dentro de gotas de aceite 30

5.35. Diferencias en la apariencia de la superficie de las gotas de aceite entre los

sistemas no aireado v aireado | 82
5.36. Localizacion de las burbujas de aire como burbujas dentro de gotas de aceite

v burbujas libres 83
5.37. Porcentaje (en volumen) de burbujas dentro de gotas como funcion de la

concentracion y la morfologia del micelio , 83
5.38. Imégenes con bajo niamero de burbujas libres en altas conceniraciones de

micelio disperso 84
5.39. Disminucion en el nimero de burbujas libres por imagen al incrementar la

concentracion de micelio disperso 85
5.40. Volumen por imagen de las burbujas dentro de gotas y de las burbujas totales

en ¢l sistema aireado con micelio disperso 85
541, Volumen por imagen de las burbujas dentro de gotas y de las burbujas totales

en ¢l sistema aireado con pellets 36
5.42. Efecto de la concentracion de biomasa y de la morfologia miceliar sobre

el diametro Sauter de las burbujas libres (sistema aireado) 87

5.43. Volumen por imagen normalizado de gotas y burbujas libres en ¢l sistema

aireado con micelio disperso 88
5.44. Volumen por imagen de gotas y burbujas libres en el sistema aireado con pellefs 89
5.45. Diametro Sauter de las burbujas dentro de gotas y de burbujas libres en el sistema
con pellets . 89
5.46. Diametro Sauter de las burbujas dentro de gotas y de burbujas libres en el sistema
| con micelio disperso 90
5.47. Efecto de la concentracién y de la morfologia miceliar sobre el diametro Sauter de
las burbujas dentro de gotas 91
5.48. Efecto de la concentracion de biomasa {miceho disperso) sobre la distribucion
de tamafios de las burbujas dentro de gotas 92

549. Efecto de la morfologia de la biomasa sobre la distribucion de tamafios de las
burbujas dentro de gotas ' 92



Indice de tablas

Indice de tablas

Tabla

2.1, Productos sintetizados a partir de hongos filamentosos

2.2. Correlaciones entre los parametros de modelos reologicos y la concentracion v
morfologia miceliar

4.1. Composicion del medio de cultivo para la produccion del hongo en pellers
y micelio disperso

5.1. Efecto de la adicion de glicerol y PEG en el medio de cultivo sobre la
produccion de micelio disperso

17

32

48



Nomenclatura

Yav

Nomenclatura

Area interfacial de transferencia de masa
Compactabilidad del micelio

Concentracion de biomasa

Dimension maxima promedio

Didmetro del impulsor

Diametro equivalente

Didmetro de la gota o burbuja i, de Ia poblacion
Diédmetro Sauter

Diametro promedio de las particulas miceliares
Energia de disipacion especifica

Fraccion volumétrica de la fase inmiscible
Retencion o Aoldup de la fase gaseosa

Retencion o Aoldup de la fase dispersa

Velocidad de deformacion

Altura del biorreactor

indice de consistencia del modelo de la ley de la potencia
Coeficiente de transferencia de masa

Coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno
Longitud adimensional promedio

Unidad de crecimiento promedio de la hifa

Escala de longitud de Kolmogorov

Viscosidad aparente

Magnificacion del estereomicroscopio

Tamafio de las particulas miceliares

Eje oval mayor

Suministro de potencia en condiciones no aireadas
Suministro de potencia en condiciones no aireadas
Potencia volumétrica

Circularidad o rugosidad de las particulas miceliares
Nimero de Reynolds

Diametro del biorreactor

Esfuerzo de cedencia

Viscosidad cinematica

(um’]
[adimensional]
[mol/f]

(um]

- [em]

[pm]

[nm]

[pm]

[um]

[kW/m’]
[adimensional]
[%]

[%0]

[s7]

[em]

[Pa -s" ]

[ pon’]
(0]

[um]

[um]

[pm]

[cp]
[adimensional]
[pm]

[nm]

[kW/m’]
[KW/m’]
[kW/m’]
[adimensional]
{adimensional]
{om]

[Pa]

[cm?/s]



Resumen

RESUMEN

Algunas fermentaciones miceliares utilizan sustratos insolubles, los cuales necesitan ser dispersados
en el medio acuoso. En estos casos, la dispersion del aire y del sustrato msoluble puede ser afectada
por la morfologia del microorganismo. En el presente trabajo se simularon las condiciones de la
fermentacion para la producciéon de y-decalactona por Trichoderma harzianum en un sistema
modelo de fermentacion. El objetivo principal fue evaluar el efecto de la concentracion y la
morfologia miceliar sobre la dispersién de aceite de ricino y de aire en este sistema de fermentacion
multifasico (medio acuoso-aceite de ricino-aire-micelio). La produccion de biomasa en forma de
micelio disperso y de pellets se llevé a cabo manipulando las condiciones de cultivo.

Un sistema avanzado de analisis de imagenes (camara de video-microscopio-computadora)
acoplado a un tanque de mezclado permitio la captura en linea de imagenes del interior del tanque
de la dispersion de aceite de ricino y de aire, La caracterizacion de la dispersion del aceite fue
determinada en un sistema modelo de tres (no aireado) v cuatro (aireado) fases. En los sistemas
aireados se evaluo el efecto de la presencia de aire sobre el tamafio de las gotas de aceite v el
tamafio y localizacién de las burbujas (ya sea libres o dentro de gotas) como funcion de la
concentracion y de la morfologia miceliar.

En el sistema de tres fases, la presencia de pellets ocasiond un menor didmetro Sauter de las gotas
de aceite con respecto al sistema con micelio disperso. El mayor tamafio de gotas en el sistema con
micelio disperso fue atribuido a una mayor viscosidad v a una disminucion en la turbulencia de la
fase acuosa, ambos parametros originados por la presencia de biomasa en ¢l sistema. En el sistema
modelo de cuatro fases (aireado) se observo una disminucion en el diametro Sauter de las gotas de
aceite v de las burbujas al incrementar la concentracion de micelio disperso en el sistema. Este
comportamiento pudo explicarse por la mayor viscosidad de la suspension originada al incrementar
la concentracion de micelio disperso en ¢l sistema, lo cual causé una mayor coalescencia y la
formacion de gotas y/o burbujas de mayor tamafio. La viscosidad también ocasion6 una segregacion
de las fases dispersas ya que las gotas y/o burbujas mas grandes presentan la tendencia a ascender
por el centro del tanque de mezclado, mientras que la region de la pared del tanque concentra las
gotas y/o burbujas pequefias (que fueron las cuantificadas) debido a la localizacion del punto de
captura de imagenes cerca de la pared del tanque. La morfologia en pellets no mostré un efecto
significativo en el tamafio de las gotas de aceite y de las burbujas, en el rango de concentraciones de
biomasa estudiado (0.04-1.32 g/I).

La presencia de aire en el sistema (0.25 vvm) originé un incremento en el tamafio de las gotas de
aceite con respecto al sistema no aireado. Este incremento fue atribuido a una caida en la potencia
debida a Ia aireacion (P,/P = 0.74) y a la introduccion de burbujas de atre en las gotas. Con respecto
a la localizacion de las burbujas, se observé un incremento en el porcentaje (en volumen) de las
burbujas dentro de gotas de aceite al incrementar la concentracién de micelio disperso. En el
sistema con pellets, el porcentaje de burbujas dentro de gotas no presentd cambios significativos al
incrementarse la concentracion de biomasa.



Introduccion

1.  INTRODUCCION

Los hongos filamentosos comprenden un rango de microorganismos muy importante
industrialmente, va que son usados para la produccion de una amplia variedad de productos de aito
valor, que van desde metabolitos primarios como acidos organicos, hasta metabolitos secundarios
como enzimas y antibidticos (Pazouki y Panda, 2000). La mayoria de los cultivos de hongos
miceliares dependen de un transporte de masa efectivo a través de las interfaces. El area interfacial
disponible para la transferencia de masa y el contacto del microorganismo con los sustratos
disueltos en el medio de cultivo acuoso estdn relacionados con la velocidad de las reacciones que

pueden ocurrir en el bioproceso, afectando -en Gltima instancia- la productividad.

Se ha reportado que el suministro de oxigeno a cualquier cultivo sumergido es critico debido a su
baja solubilidad en medios acuosos. Una limitacion de este sustrato en el medio de cultivo puede
afectar negativamente el crecimiento microbiano y la productividad. Puede incluso favorecer la
produccion de metabolitos no deseables (Carlsen ef al, 1996) como resultado de una anaerobiosis
local. Esto es especialmente critico cuando la concentracién de biomasa miceliar es alta v la
formacion de zonas estancadas en el biofreactor agitado es evidente. En consecuencia, es
importante asegurar un suministro de aire suficiente y una dispersion adecuada del mismo para

satisfacer la demanda de los microorganismos.

Muchos bioprocesos industriales usan medios complejos que contienen aceites como fuente de
carbono {nica o complementaria (Large ef al, 1998). Los aceites y lipidos han sido tradicionalmente
adicionados al medio de cultivo debido a sus propiedades naturales de antiespumante (Large ef al,
1998). También se sabe que la adicion de lipidos y aceites puede incrementar la produccién de
metabolitos secundarios {Dalmau et al, 2000, Yang ef al, 2000} a través de una mejor transferencia
de masa de la fase gaseosa debido a una mayor solubilidad de ésta en la fase oleosa. Yang ef ol
(2000) sugieren que es probable una modificacion en la composicion de la membrana y una mayor
permeabilidad de ésta por la presencia del aceite, lo cual facilita la obtencion inmediata de
nutrientes del medio de cuiltivo. Por otro lado, algunos metabolitos producidos por los
microorganismos, pueden inhibir el crecimiento de éstos si se excede su concentracién en el medio
de cultivo. La adicion de una fuente de carbono de baja solubilidad (como el aceite) es un método
para evitar ¢l efecto toxico del metabolito debido a la acumulacion de éste en la fase inmiscible y a
la reduccién de su toxicidad en el medio de cultivo (Revilla ef of, 1984). A diferencia de las fuentes
de carbono solubles, los aceites necesitan ser dispersados en la fase continua de la fermentacion y el

grado de dispersion afectard de manera importante el crecimiento microbiano y la produccion del



Introduccién

metabolito de interés. El problema encontrado al usar aceites como fuentes de carbono es la baja
disponibilidad del sustrato (Li ef a/, 2001), debido a la naturaleza hidrofdbica de éstos v a la

tendencia a reducir el drea interfacial en medios acuosos.

En fermentaciones micehiares, la dispersion del aceite v del aire asf como la transferencia de masa
pueden ser afectadas por la morfologia miceliar como consecuencia de los cambios en las
propiedades reologicas del caldo. El comportamiento no-Newtoniano generado en los caldos de
fermentacion se ha reportado (Pazouki y Panda, 2000) que es més critico para la morfologia
dispersa, la cual forma redes tridimensionales que originan caldos altamente viscosos. Con esta
morfologia, la transferencia de masa (oxigeno, nutrientes, etc.) y la homogeneidad se ven
 drasticamente limitadas. Los problemas de transferencia de masa y mezclado son menos relevantes

cuando la morfologia es en forma de pellets.

Al aumentar la relacion area superficial / volumen del aire o del aceite puede incrementarse la
accesibilidad del oxigeno y del sustrato al microorganismo. En este caso, el tamafio de las gotas y
de las burbujas juega un rol critico. Generalmente, entre mayor sea su tamafio, menor serd Ia
concentracion celular y/o productividad maxima obtenida debido a la menor area disponible para la
transferencia de masa. Sin embargo, la transferencia de oxigeno parece no ser el paso limitante
inicial en cultivos filamentosos empleando sustratos msolubles {Rocha-Valadez, 1999). En estos
casos, la lenta asimilacion del sustrato por el hongo, comiinmente reflejado como un periodo “lag”
prolongado, representa la reaccién limitante, fenémeno que puede provocar limitaciones
nutricionales considerables en el crecimiento al inicio del cultivo. Esta limitacién se incrementa al
emplear bajas velocidades de agitacion (condicion afrontada en la mayorfa de cultivos filamentosos)
ya que el sistema pierde homogeneidad y la interaccion sustrato-hongo se ve reducida, por lo que la
degradacion del sustrato v su posterior uso como fuente de carbono, es mas lenta (Rocha-Valadez,
1999).

A pesar de que se han llevado a cabo un gran nimero de estudios de dispersiones en sistemas de dos
fases (liquido-liguido, gas-liquido, sélido-liquido), la informacion disponible sobre caracteristicas
de transferencia de masa en tanques agitados con dispersiones liquido-liguido-gas ha recibido
menos atencion. La complejidad de los sistemas es atin mayor si se encuentra presente una cuarta
fase sc’ﬂida. La informacion en estos sistemas multifasicos es limitada; especialmente, los estudios

de dispersion de una fase inmiscible son muy escasos.

Con base ¢n lo anterior, ¢l presente trabajo tuvo como objetivo principal la caracterizacion de la

dispersion de una fase inmiscible en sistemas multifasicos de fermentacién. Para ello se ha tomado
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como modelo de estudio la fermentacion para la produccion de y-decalactona, molécula con aroma
caracteristico a durazno (Serrano-Carreon ef al, 1997), por el hongo Trichoderma harzianum,
utilizando como fuente de carbono el aceite de ricino. Este sistema involucra cuatro fases (medio
acuoso-aire-aceite de ricino-micelio) v es, ademas, un modelo intcresante para el estudio de
fermentaciones miceliares hidrodinamicamente complejas, donde la morfologia miceliar, el
mezclado y la reologia estan muy relacionados. En este sistema, es importante asegurar que el
aceite de ricino se encuenire completamente incorporado en ¢l medio acuoso. Para lograrlo, se
pudicran utilizar altas velocidades de agitacion; sin embargo, la sensibilidad mostrada por
Trichoderma harzianum a altos esfuerzos de corte (Serrano-Carredn ef al, 1997) limita la velocidad
de agitacion y en consccuencia, la potencia susceptible de suministrar. De aqui que es importante
estudiar como la dispersion del aceite es afectada por otros parametros, tales como la morfologia
miceliar.

Adicionalmente, este trabajo generd informacion acerca de la interaccién del microorganismo con
las diferentes fases involucradas, asi como la interaccion entre éstas, mediante el andlisis de las
dispersiones a nivel microscopico. Esto ha sido especialmente valioso, ya que Rocha-Valadez ef af
(2000) han reportado, para el mismo sistema, que no solamente es importante el estudio de la
dispersion de las fases como tal, sino que también deberfan ser consideradas las interacciones entre
las fases, incluyendo al microorganismo. Las interacciones entre las fases, tales como gas-solido
(atre-micelio) y gas-solido-liquido (aire-micelio-aceite) son importantes, ya que la hidrolisis del
sustrato v Ia degradacion subsecucnte dependen de la interaccién miceliar con las gotas de aceite
(Ison y Lilly, 1996).

El conocer como la dispersion de aceite de ricino es afectada por la concentracion y la morfologia
de la biomasa tiene como propésito identificar bajo que condiciones la disponibilidad de la fuente
de carbono es mayor. Actualmente, otros integrantes del grupo de investigacion realizan estudios
sobre ¢l efecto de otras variables (agentes tensoactivos, viscosidad) en la dispersion del aceite de
ricino vy del aire. Se espera obtener informacién que permita caracterizar con criterios mas precisos
el comportamiento de las dispersiones, con la premisa general de que si se conoce en forma
detallada v fundamental el comportamiento del mezclado de las fases involucradas, se tendran mas

herramientas en el disefio de procesos de fermentacion més eficientes.
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2. ANTECEDENTES

2.1, Caracteristicas de fermentaciones con hongos filamentosos

2.1.1, Importancia de los hongos filamentosos en la biotecnologia industrial

Los hongos han sido importantes en procesos biotecnoldgicos desde épocas ancestrales,
principalmente en la preparacion de alimentos y bebidas fermentadas (pan, quesos, cervezas, vino)
(Bennett, 1998). Actualmente, los microorganismos miceliares desempefian un papel de gran
importancia en la industria farmacéutica, alimentaria y de control biologico. Los procesos y
productos que utilizan hongos incluyen numerosos productos farmacéuticos (Bennett, 1998), la
mayoria de Jos antibidticos (Su y He, 1997), la produccién de proteinas terapéuticas, enzimas,
acidos organicos y compuestos aromaticos (Bonnarme ef al, 1997). Algunos hongos han mostrado
ser activos contra varios patogenos de plantas importantes econdmicamente v han sido usados

exitosamente en aplicaciones de control biologico (Elad ef o/ 1982; Haran ef al, 1996).

Las especies de hongos de los géneros tales como Aspergillus y Penicillium, han sido aprovechadas
como productores de enzimas y de otros metabolitos. Fn 1983 habia aproximadamente 30 clases
diferentes.de enzimas en uso comercial, de las cuales aproximadamente la mitad era de origen
fingico. Estas enzimas han sido aprovechadas para una variedad de usos comerciales, por jemplo,
en procesos alimentarios y textiles y en la manufactura de papel y pulpa y su produccion es ahora

un sector importante y en crecimiento de la industria de fermentacién (Bennett, 1998).

Algunas de las especies de hongos usadas para la produccion de enzimas para su uso ¢n procesos
industriales pueden producir grandes cantidades de los respectivos productos. Por ejerhplo,
Aspergillius niger puede sintetizar hasta 20 g/l de glucoamilasa y Trichoderma reesei produce hasta
30 g/l de celulasa (Peberdy, 1994). Los altos niveles de liberacion de proteinas nativas por hongos
filamentogos claramente los identifica como hospederos de gran potencial para la produccion de
enzimas de uso industrial y para la expresion de proteinas terapéuticas recombinantes de alto valor
(Peberdy, 1994; Domingues ef al, 2000). Muchas proteinas de una variedad de origenes han sido
expresadas en estos hongos. Actwalmente, los hospederos de mayor uso son Aspergillus niger,

Aspergillus nidulans, Aspergillus oryzae y Trichoderma reesei (Davies, 1991).

Algunos cjemplos de productos de fermentaciones industriales v las especies de hongos que los

producen se muestran en la tabla 2.1,
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Tabla 2.1. Productos sintetizados por hongos filamentosos

Proceso o producto | Organismos

Antibidticos y otros farmacéuticos

penicilina Penicilium chrysogenum

cefalosporina Cephalosporium acremonium

ciclosporina Tolypocladium inflatum

alcaloides Claviceps purpurea

griseofulvina Penicillium griseofulvin

mevalonina Aspergillus terreus

Enzimas

c-amilasas Aspergillus niger, Aspergillus oryzae

celulasa Humicola insolens, Penicillium funiculosum, Trichoderma
viride, Trichoderma reesei

glucoamilasas Aspergillus phoenicis, Rhizopus delemar, Rhizopus niveu,
Aspergillus nigers

glucosa oxidasa Aspergillus niger

invertasa Aspergillus niger, Aspergillus oryzae

lacasa Coriolus versicolor

pectinasa Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Humicola insolens

proteinasas Aspergillus oryzae, Aspergillus melleus, Rhizopus
dellemar

renina. (microbiana) Mucor miehei, Mucor pusillus

Acidos organicos

acido citrico Aspergillus niger

acido itaconico Aspergilius terreus

Fuente: Bennett (1998).

2.1.2. Morfologia de Ia biomasa fungal

La morfologia es un término que describe la forma y estructura externa de un organismo. En cultivo
sumergido, los hongos filamentosos presentan una amplia variacion en su morfologia, dependiendo

de las condiciones de cultivo y del genotipo del microorganismo usado (Reichl ef al, 1992).

D¢ manera general, la morfologia de microorganismos miceliares puede clasificarse en micelio
disperso y pellets, con una amplia variedad de morfologias intermedias. El micelio disperso consiste
de hifas ramificadas no entrelazadas con otras hifas (micelio libre filamentoso) y agregados de hifas

entrelazadas (micelio disperso o agregados laxos) (ver figura 2.1).

La estructura general de los pellets consiste en un centro de hifas densamente empacadas, rodeado
por una regién anular filamentosa de hifas creciendo radialmente (Cox ef al, 1998). Los pellets han
sido clasificados en dos grupos; aquellos que presentan un centro compacto con una zona anular

filamentosa (figura 2.2a) y aquellos que se caracterizan por un centro compacto con crecimiento
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limitado en la region anular externa, de tal manera que es visualmente liso en su superficie (figura
2.2b). Cox v Thomas (1992) mencionan que esta clasificacion se basa en las mediciones de la
relacion entre ¢l tamafio de la region anular filamentosa vy el centro compacto. El hecho de que los
hongos filamentosos crezcan como micelio disperso o como pellef estd determinado por vérios
factores. Algunos de clios se describen mas adelanie, ¢ incluyen factores genéticos, agregacion de
las esporas, pH, viscosidad y composicion del medio, temperatura, fuerzas hidrodinamicas,
concentracion de esporas en el indculo y la presencia de surfactantes v/o quelantes (Vecht-Lifshitz
ef al, 1990; Carlsen ef al, 1996).

ﬂ)M

Figura 2.1. Tipos de micelio disperso en hongos filamentosos. a) micelio libre filamentoso y b)

agregados miceliares laxos ¢ micelio disperso. Fuente: Amanullah et al (2000).

La morfologia filamentosa del micelio causa un facil enredamiento de las hifas, lo cual, junto con
una alta concentracion de biomasa en el fermentador, ocasiona que la suspension sea muy viscosa y
con caracteristicas reoadelgazantes o pseudoplasticas, en las cuales la viscosidad aparente
disminuye al aumentar la velocidad de deformacion. Asi, en la region del impulsor de un
biorreactor agitado, las velocidades de deformacién son mavores que en el resto del tanque, Al
aumentar la distancia desde el impulsor a las paredes del tanque, las velocidades de deformacién
disminuyen rapidamente y, en consecuencia, las viscosidades aparentes aumentan

considerablemente {McFarlane y Nienow, 1996).

El micelio disperso puede ocasionar varios problemas importantes en la fermentacién. El transporte

de masa de gas a la fasc liquida disminuye como resultado de una mayor coalescencia de las
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burbujas originada por el incremento en la viscosidad del caldo y por la tendencia del micelio a
agregarse. Otro problema es la dificultad para mezclar estos caldos, afectando la homogeneidad del
medio de cultivo dentro de los fermentadores, lo cual pueden ocasionar una disminucion en Ia
productividad y/o en la produccion de metabolitos indeseables. Por otro lado, con el crecimiento en
pellets los problemas de mezclado y de transferencia de masa son menos importantes, debido a que

el incremento en fa viscosidad del caldo no es tan significativo como con micelio disperso.

Figura 2.2. Tipos de pellets en hongos filamentosos. a) pellet con regién anular filamentosa y b)

pellet con superficie lisa. Fuente: a} Cox y Tomas (1992); b) Lawton ef al (1989).

Es evidente que la morfologia del cultivo es una variable importante en procesos con hongos.
Conocer como el crecimiento miceliar es afectado por las condiciones de cultivo es de fundamental
importancia para lograr el desarrollo de cierta morfologia. A continuacion se describen algunas de

las variables de proceso que influyen en la morfologia desarrollada por hongos filamentosos.

2.1.2.1. Variables que afectan la morfologia de hongos filamentosos
2.1.2.1.1. Agregacion

Takahashi y Yamada (1960) sugieren que existen dos clases de hongos con respecto a la facilidad
de formacion de pellets. Las especies que forman pellets como resultado de la agregacidon de las
esporas durante el proceso de germinacion y aquellas no agregativas, las cuales forman un pellet por
espora. Carlsen ef al (1996) reportaron que la formacion de pellets en Aspergillius oryzae ocurre

mediante la agregacion de las esporas y que el proceso de agregacion es dependiente del pH.
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Los pellets parece que también pueden ser formados como resultado de la agregacion de varias
hifas para formar agregados no compactos. Estos agregados se pueden desarrollar gradualmente en
un pellet con centro denso, debido al crecimiento de la hifa dentro del agregado. La agregacion de
las hifas estd determinada por las propiedades de las hifas individuales y por las condiciones de
cultivo (Nielsen ef al, 1995).

Algunos factores que pueden ser importantes para la agregacion celular, incluyen aquellos de
caracter genético, la habilidad para producir biofloculantes (Vecht-Lifshitz er al, 1990), la
composicion de la pared celular, la presencia de agentes surfactantes, la fuerza ionica y la presencia
de iones divalentes como el Ca® (Olsvik y Kristiansen, 1994). Los factores genéticos v ambientales
determinan la composicién de la pared celular, sus propiedades de superficie y la produccion de
agentes surfactantes, los cuales afectan las fuerzas de cohesion yfo repulsion entre las células
{Braun y Vecht-Lifshitz, 1991).

2.1.2.1.2. Oxigeno disuelto

La tension de oxigeno disuelto (TOD) en el medio de cultivo puede tener un impacto sobre la
morfologia de hongos filamentosos. Wongwicharn ef o/ (1999) reportan que en ¢l cultivo de
Aspergillus niger B1-D fueron aparentes dos tipos de morfologia. I_;a primera fue tipicamente
observada en condiciones de limitacién de oxigeno y fue caracterizada por elementos hifales largos
v poco ramificados. El segundo tipo, caracteristico de cultivos enriquecidos con 30 y 50 % con

oxigeno, estuvo representada por elementos hifales mas cortos y ramificados,

Vecht-Lifshitz er al (1990) mencionan que las células parecen adaptarse a una limitacion de
oxigeno al formar floculos més pequefios. Esta adaptacion resulta en un area superficial por unidad
de volumen mayor v, por lo tanto, una mayor transferencia de oxigeno a las células. Estos autores
encontraron una relacion directa entre Ia disponibilidad de oxigeno y el tamafio del pellef en
cultivos de Streptomyces tendae, a una concentracion dé inoculo constante. Los factores que
indujeron la formacion de pellets simultaneamente incrementaron la hidrofobicidad de la pared
celular, Estos resultados sugieren que el tamafio del peller pudiera estar regulado por la liberacion
de biofloculantes (bajo condiciones de limitacion de oxigeno se¢ reduce la liberacion de
biofloculantes), los cuales modifican la hidrofobicidad de la pared cclular. Esta hipotesis esta
reforzada por la observacion de que algunos surfactantes indujeron la formacion de pellefs en

condiciones ¢n las cuales normalmente no se forman.
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2.1.2.1.3. Concentracion de indculo

Existen muchos reportes que afirman que la concentracién de indculo (esporas o micelio) puede
afectar significativamente la morfologia miceliar. De acuerdo con Metz y Kossen (1997), la
interaccion de las hifas es importante en la determinacion de la posible formacion de pellets. En
altas concentraciones de in6culo, las hifas interaccionan unas con otras en las etapas tempranas del
crecimiento, previniendo asi el desarrollo de los pellets. Sin embargo, existen algunas especies de
Aspergillus donde se reporta la formacion de pellets a todas las concentraciones de esporas (Trinci,
1970, citado por Domingues ef al, 2000).

En una cepa recombinante de Aspergillus awamori, Johansen et al (1998) reportaron que diferentes
concentraciones de indculo originaron una diferencia significativa en la morfologia. En bajas
concentraciones de indculo se observaron mas puntas por micelio y una menor velocidad de
extension de la hifa comparadas con una concentracion de inéculo mayor. Estas observaciones
indican gue la concentraciéon de indculo afecta indirectamente la velocidad de extension de una

punta individual.

Domingues ef al (2000) mencionaron que el tamafio promedio del pellet parece ser inversamente
proporcional al tamafio de indculo en una cepa recombinante de Trichoderma reesei. Por otro lado,
Nielsen et al (1995) reportaron que para cultivos de Pewicillium chrysogenum, concentraciones
bajas de indculo resultaron en pocos agregados y pellets de diametro pequefio. A concentraciones
de indculo mayores, muchas hifas se agregaron y se desarrollaron en pellets de didmetro mayor.
Finalmente, a concentraciones de indculo muy altas, el tamafio final del micelio fue pequefio v por

lo tanto no se formaron agregados.
2.1.2.1.4. Composicién del medio de cultivo

Cuando el microorganisino se encuenira en un ambiente rico en nutrientes forma una red miceliar
altamente ramificada, mientras que cuando los nutrientes estan himitados se desarrolla un micelio
menos ramificado, como respuesta de adaptacién a la limitacion de nutrientes (Wardell y Bushell,
1999). Por otro lado, se ha reportado que la velocidad especifica de crecimiento puede cambiar
cuando se usan diferentes sustratos, afectando indirectamente la morfologia (Muller ef al, 2000).
Los factores que favorecen un incremento en la velocidad de crecimiento, como el enriguecimiento
del medio con nutrientes facilmente asimilables, reducen la formacion de peliets, lo cual sugiere que
la limitacion de cualquier nutriente particular, inclayendo el oxigeno, induce la formacion de pellets

(Braun y Vecht-Lifshitz, 1991). Domingues et a/ (2000) estudiaron la influencia de la composicion
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del medio de cultivo en la morfologia de Trichoderma reesei, Un medio de cultivo enriquecido con
peéptona y extracto de levadura mostrd una velocidad de crecimiento mayor comparada con otros
medios. Los autores consideraron que la presencia de cofactores de crecimiento en el medio
enriquecido favorecid el crecimiento de micelio disperso. Wiebe y Trinci (1991) afirman que la

morfologia del hongo esta regulada por la concentracion de sustrato en el medio de cultivo.

La estructura de los pellets parece ser dependiente de la especic microbiana; sin embargo, algunos
aditivos -tales como polimeros v surfactantes- afectan el crecimiento en pellet (Vecht-Lifshitz ef al,
1990; Hotop et al, 1993). En su trabajo, Domingues et a! (2000) encontraron que el uso de Tween
80 en el medio de cultivo inhibid la formacién de pellets en cultivos de Trichoderma reesei. Por
otro lado, Su y He (1997) lograron controlar la morfologia de Neurospora crassa mediante la
adicion de Carbopol (carboxipolimetileno) al medio de cultivo. Los pellefs formados en el medio

con Carbopol fueron mas pequefios y dispersos que los formados en el medio sin éste componente.
2.1.2.1.5. pH

Carlsen ef af (1996) sugieren que es posible controlar (hasta cierto grado) la morfologia miceliar
mediante el pH del medio. Estos autores mencionan que las propiedades de superficie de las esporas
pueden estar influenciadas por el pH. A valores de pH por arriba de 5.5, las paredes celulares de la
mayoria de microorganismos estin negativamente cargadas, tendiendo a causar su separacion

mediante fepuisién electrostatica (Braun y Vecht-Lifshitz, 1991).

Carlsen ef al (1996) investigaron la influencia del pH sobre la morfologia de Aspergillius oryzae en
cultivos en lote en biorreactores agitados. Los auntores observaron que a pH muy bajo (< 2.5) el
micelio mostréd alta vacuolizacion y un hinchamiento en las paredes celulares y, en consecuencia, un
menor crecimiento. A pH de 3-3.5 se observo micelio libre disperso. En el rango de pH entre 4 y 5,
se observaron pellets y micelio libre disperso, mientras que a pH mayores de 6, los pellets fueron la
unica forma de crecimiento observada. Ademas, se observé que a un tiempo de cultivo dado, el
radio del peller se incrementé al aumentar el pH. La determinacién de la ramificacién y otras
propiedades de crecimiento de hifas libres no mostraron diferencias entre los resultados obtenidos a
pHde35yapHde6.

2.1.2.1.6. Fuerzas hidrodinamicas

En un biorreactor agitado, la energia cinética trasferida al fluido por el impulsor es transportada por
eddies (“remolinos™ generados en ¢l flujo turbulento} de diferentes longitudes, las mas grandes con

una longitud aproximadamente igual al diametro del impulsor. La energia cinética de las eddies s¢
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pasa rapidamente a eddies mas y mas pequefias en una cascada de transferencia de energia. Las
eddies mas pequefias se caracterizan por presentar una longitud que puede ser estimada a partir de la

escala de Kolmogorov, A, , (Prokop y Bajpai, 1992), dada por la ecuacion:

1
Ay ‘T“(”Y—”)4 1)
g

donde v es la viscosidad cinemdtica y ¢ es la velocidad de disipacién de energia local. En
biorreactores agitados de laboratorio la longitud de las eddies de Kolmogorov es del orden de 25 a
200 pm {(Prokop v Bajpai, 1992), esto sugiere que la biomasa miceliar dispersa, en agregados o en
pellets, puede ser dafiada debido a que los tamafios de las particulas miceliares en cuestion son del

orden de 50 pm y mayores (Hewitt ef al, 1998).

En el caso de Streptomyces tendae, ¢l cultivo en matraces no bafleados produjo pelleis con un
tamafio promedio de 1.4 mm, mientras que el crecimiento en matraces bafleados resulto en peliets
de 0.8 mm. Cuando este microorganismo se¢ cultivé en biorreactores agitados a una velocidad de
agitacion de 300 rpm, el micelio fue filamentoso, mientras que a 50 rpm crecié predominantemente
en forma de pellets (Joshi et al, 1996).

Joshi et al (1996) mencionan que la agitacion previene la formacion de pellets por dispersion de los
agregados de esporas en las etapas iniciales del crecimiento fingico v que el niimero de esporas por
agregado es inversamente proporcional al suministro de potencia por agitacion. Justen et af (1998)
han propuesto un modelo que permite correlacionar la fragmentacion inducida por la agitacion. Este
modelo plantea que la frecuencia de circulacion del micelio a través de las zonas de alta energia
disipada en ¢l biorreactor, es probablemente el parametro mas importante en el rompimiento de las
hifas.

2.1.3. Anilisis de imagenes de hongos filamentosos

El analisis computarizado de imagenes se refiere a la extraccion de informacion de una imagen
mediante una computadora. El desarrollo relativamente reciente de técnicas de analisis de imagenes
computarizadas para Ja medicion de parametros morfoldgicos de organismos filamentosos (Thomas,
1992) ha permitido la evaluacion de la morfologia de estos microorganismos de una manera
cuantitativa. Esta metodologia se ha usado para investigar la influencia de varios parametros sobre

la morfologia micehiar (Yang ef af, 1996).
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Anteriormente, la caracterizacion morfologica de hongos filamentosos se llevaba a cabo dibujando
el micelio mediante un cursor sobre una mesa digital, lo cual resulta lento y muy Iaborioso. Se
desarrolld entonces una alternativa basada en andlisis de imagenes computarizado, la cual mostrd
ser mas rapida y exacta que ¢l método digital (Packer y Thomas, 1990). Mas recientemente, Tucker
et al (1992) reportaron un método de analisis de imégenes completamente automatico. El método
no solo permite hacer mas rapido las mediciones de los parametros morfolégicos del micelio, sino
que también permite hacer una caracterizacion mas detallada de los agregados y la determinacion de

la proporcion de éstos en la muestra,

El analisis de imagenes computarizado se logra a través de una camara de video conectada a un
microscopio y a una computadora. El campo enfocado en el microscopio se envia a Ia computadora
para su procesamiento y andlisis. Una vez que la imagen es capturada puede ser procesada (ver
siguiente seccion) para mejorar su calidad y después se analiza para obtener las mediciones de los

parametros morfologicos requeridos (Thomas, 1992).

2.1.3.1. Procesamiento de la imagen

El primer paso en el proceso de analisis de imdgenes es la captura de la imagen de un campo
enfocado de la laminilla (portaobjetos). La imagen se envia a la computadora mediante una camara

de video. El procesamiento digital subsequente a la captura de la imagen se resume en la figura 2.3.

2.1.3.2. Parametros para la caracterizacién morfoldgica del micelio

Existen varios parametros para la caracterizacion morfolégica de hongos filamentosos (ver
Apéndice A). Sin embargo, si el objetivo es representar la influencia de cierta variable sobre Ia
morfologia miceliar, los parametros elegidos deberan representar adecuadamente los efectos. La
longitud de la hifa principal, el diametro promedio (el cual es determinado a partir del promedio de
las longitudes de una serie de trazos a través del centro de gravedad del micelio), el diametro
equivalente (el cual se define como el didmetro de un circulo de area igual a la del micelio) y ¢l area
del micelio han sido muy usados para describir las caracteristicas morfologicas del micelio. La
circularidad o rugosidad (medida de la irregularidad en el perimetro del micelio}) v la
compactabilidad (este parametro ha sido estimado como la relacion del area proyectada de las hifas
en el agregado con el drea convexa proyectada de ese agregado, ver figura 2.4) han sido muy dtiles

en la descripeion de la regién anular externa de agregados miceliares v de pellets.
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Cada pixel de ésta imagen tiene un valor imagen original
de gris entre 0 (negro) y 255 (blanco)

A través de un valor limite (umbnral;
threshold vaiue), los pixeles de 1a imagen

original que tienen un valor de gris mayor ¢
de este valor son elegidos y los otros son
transformados a yn nivel de gris de 255 transformacion de
(blanco). La imagen resultante de esta los niveles de eris
operacién se conoce como imagen binaria Lo g
(Yang ef al, 1996). El procesamiento (binarizacion)
siguiente se lleva 2 cabo en ésta imagen
binaria
La imagen binaria puede contener objetos
peguetios, particulas de medio, polvo, asi \ \ 4

coms dreas oscuras en el fondo debido a
una iluminacion no uniforme de la
imagen. Estos son eliminados mediante
valores de parametros morfologicos
establecidos como limite para que ¢l
objeto sea o no eliminado, Estos valores
son establecidos con base en las
caracteristicas morfologicas especificas
de cada muestra

limpieza de la imagen

\ 4

céalculo de parametros

Una calibracion establecida previamente
permite la conversion de los pixeles de la
imagen en pm o mm de micelio

Es necesaria 1a medicion de varios b4
c.xentos de ob;etos (el nimero analisis estadisticos
determinado a partir de las caracteristicas
especificas de la muestra) para obtener
mediciones estadisticamende confiables

Figura 2.3. Digitalizacién y procesamiento de las imagenes para la determinacién de parimetros
morfologicos.
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Tucker et al (1992), Packer y Thomas (1990) y Cox y Thomas (1992) reportaron la longitud total
del micelio, Ia longitud de la hifa principal, el nimero de puntas por micelio, la rugosidad, el area o
el porcentaje de los agregados, la longitud de la unidad de crecimiemto de hifa, para caracterizar la

morfologia durante ¢l curso del cultivo de diferentes hongos filamentosos.

Figura 2.4. Representacion de un agregado. Lineas continuas: perimetro; lineas punteadas:

perimetro convexo. Fuente: Tucker ef af (1992).

El efecto del esfuerzo de corte puede ser evaluado a través del diametro equivalente, densidad y
area de la region anular. Mediante estos parametros puede ilustrarse la remocion de hifas laterales
debido a los altos esfuerzos de corte cerca del impulsor y la himitacion de extension de las hifas en
esta zona (Cox y Thomas, 1992). El rompimiento de pellets (Metz et al, 1981; van Suijdam y Metz,
1981} puede ser evaluado mediante una reduccion en el diametro equivalente v area del centro del
mismo y con el incremento en el indice de circularidad, debido a la produccion de fragmentos
irregulares. Smith er af (1990}, Justen ef al (1998) y Cui ef a/ (1998) usaron la longitud de la hifa, el
arca proyectada del micelio, la fraccion de micelio libre disperso, la fraccion de agregados, el grado
de dispersion en la superficie y el tamafio del pellet para caracterizar el efecto de la agitacion sobre
la morfologia. Para estudiar la transferencia de masa en pellets y estimar las velocidades
difusionales de nutrientes pueden usarse el diametro equivalente, el 4rea y el volumen estimado del
centro del pellet. Las mediciones de la region anular externa también son importantes porque el
diametro y la densidad de la region anular presentan otra posible resistencia a la transferencia de
masa {Cox y Thomas, 1992),

2.1.4. Reologia de caldos de fermentacién miceliares

La reologia de caldos miceliares puede ser afectada significativamente por la concentracion y Ia

morfologia miceliar (Metz ef al, 1979). Roels et al (1974) han sugerido que la formacién de una red
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tridimensional entre las particulas de micelio origina que las suspensiones sean muy viscosas. Un
incremento en la viscosidad aparente del caldo puede reducir el érea de transferencia de masa
debido a una mayor coalescencia de las gotas o de las burbujas en cultivos multifisicos (Kawase ef
al, 1997).

Varios autores han descrito ¢l efecto de la concentracion de biomasa (C,,) sobre la viscosidad del
caldo de cultivo. Sin embargo, la descripcion de la viscosidad del caldo como funcion de la
concentracion de biomasa solamente es de valor limitado, ya que ésta relacién dependera de manera
importante de la morfologia miceliar desarrollada. Un mejor entendimiento de las relaciones entre
la morfologia y la reologia puede lograrse mediante una combinacién de estudios de ambas
variables. En estos casos, es vital la descripcion del tamafio y la forma de las particulas miceliares
mediante diferentes parametros (Olsvik ef al, 1993; Olsvik y Kristiansen, 1994). Pedersen et af
{1993) reportaron un aumento mayor en el indice de consistencia de la ley de la potencia para una
morfologia dispersa que para una morfologia en pellets en cultivos de Penicillium chrysogenum.
Pazouki y Panda (2000) mencionan que el crecimiento filamentoso del micelio incrementa la
viscosidad del medio requiriendo, por lo tanfo, un mayor suministro de potencia para mantencr una
aireacion y mezclado adecuados. La viscosidad del medio con pellefs es sustancialmente baja, asi
que se requiere menos potencia para la agitacion y aireacion. Mohseni y Allen (1995), Olsvik v
Kristiansen {1994), Tucker y Thomas (1993) y Riley er al/ (2000} han resaltado el efecto de la
presencia y la concentracién de agregados micehiares y sus caracteristicas (particularmente la
rugosidad, R) sobre los parametros de los modelos reologicos. Se han propuesto varias expresiones
para relacionar los parametros de los modelos reologicos con parametros morfologicos del micelio
(ver tabla 2.2).

Con el fin de investigar los efectos de las propiedades reologicas en el mezclado y Ia dispersion del
gas, los caldos opacos de fermentacién pueden simularse utilizando soluciones de polimero que son
transparentes (McFarlane y Nienow, 1996; Nienow y Elson, 1988). El efecto del incremento en la
viscosidad sobre la dispersion del gas ha sido mas estudiado en sistemas utilizando agentes
viscosantes que con biomasa miceliar. Adn cuando un sistema con micelio disperso es fisicamente
muy diferente 2 un sistema con un agente viscosante, ambos originan un incremento en la

viscosidad del sistema.

Shimizu ef al (1999) mencionan que el comportamiento no-Newtoniano de la fase continva origina
una amphiacion de la distribucion de tamafios de las gotas. En las fases continuas no-Newtonianas
una gota usualmente se dispersa en gotas grandes y gotas muy pequefias, mas bien que en gotas del

mismo tamafio.
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Tabla 2.2, Correlaciones entre los parametros de modelos reologicos y la concentracion y

morfologia miceliar.

Organismo Correlacion Medicion Protocolo de
reolégica fermentaciéon
4. niger K =0.308% (031 +¢02 Viscosimetro de tubo | Fermentador air-lift
K =0.559*C 0" # 0%
F. chrysogenum K = C** *R 7 #C'2 *congt Redmetro de turbina | batch

évalor de 1a constante 1o dado)

P. chrysogenum K = G2 %R 0% 007 26 %107 Reometro de turbina | batch

A. niger K =—0.56+0.0018*R *CL7 Redmetro de continwo, y fed-batch y
" impulsor batch
A. niger K =038+48%107° *R*(?° Reémetro de Jfed-batch y batch,
" impulsor Tespectivamente
S. levorisy A. T, =4.2%107(C,)** (L) Técnica “vane” batch (crecido en
niger fermentador y matraces
1, =7.2%107(C, ) Ly )% agitados)

T, =48%107 (R)**(C,,)**

Fuente: Riley et of (2000). Para la definicion de variables ver la seccidon de nomenclatura.

McFarlane y Nienow (1996) reportan para soluciones viscosas y reoadelgazantes de CMC que la
aireacion resulté en una distribucion bimodal de las burbujas de gas, con un gran nimero de
burbujas muy pequefias y algunas grandes. Las burbujas pequefias siguicron el movimiento de la
fase liquida o fueron mantenidas en las regiones de movimiento lento {cerca de la pared del tanque).
Las burbujas grandes tuvieron tiempos de residencia cortos en el tangue y resultaron en una
acanalamiento parcial del gas por el centro del tanque agitado. Mencionan que estos efectos parecen
estar relacionados con una reduccion en la velocidad del fluido al incrementarse la distancia del
impulsor y una disminucion relativa del movimiento del fluido debido a la npaturaleza viscosa y
recadelgazante de las soluciones de polimero. Observaciones similares han sido reportadas por
Nienow y Elson (1988) en sistemas con fluidos reoadelgazantes, con muchas burbujas muy
pequefias (< 0.5 mm) siguiendo ¢l flujo v relativamente pocas en mimero (pero una gran proporcion
en volumen) muy grandes fluyendo por el centro del tanque agitado. Kawase ef al (1997)
mencionan que en soluciones viscosas y reoadelgazantes de CMC se formaron burbujas grandes

(debido a la coalescencia), las cuales ascendieron cerca del centro del tanque agitado.

Viaev y Martinov (1998) estudiaron la dispersion del gas (medida como la retencion o el holdup del
gas -fraccion volumétrica del gas en el sistema- en diferentes posiciones del tanque) con fluidos
viscoeldsticos y reoadelgazantes de poliacrilamida (0.7-2.5%). Los autores reportan que en

presencia de fluidos recadelgazantes, la descarga del liquido disminuye exponencialmente con la
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distancia radial desde la punta del impulsor. Este efecto dificulta ¢l transporte de burbujas grandes a
la pared del tanque y é€sta region concentra solamente una parte de burbujas muy pequefias. Este
patrdn de dispersion pudo explicarse por la alta viscosidad v la baja movilidad del fluido
reoadelgazante en las zonas alejadas del impulsor. Paglianti et o/ (2000) proponen un modelo para
determinar la retencion del gas en tanques agitados. Este modelo permite entender la influencia del
incremento en la viscosidad del liquido en el comportamiento de retencion del gas, la cual primero

se incrementa a un valor critico y, posteriormente, presenta una disminucion muy marcada.

2.2. Sistemas multifasicos

2.2.1. Fermentaciones multifiasicas

En fermentaciones miceliares cominmente se usan sustratos insolubles (tales como aceites) como
fuente de carbono Unica o complementaria. E! uso de aceites vegetales como fuente de carbono en
fermentaciones miceliares ba presentado algunas ventajas, incluyendo sus propiedades como
antiespumante (Large ef al, 1998). Los aceites son componentes esenciales en la industria de los
antibidticos (Elibol y Mavituna, 1997), ya que se ha reportado que mejoran la produccion de
compuestos solubles en aceites (Keudell er o, 2000). Los aceites también pueden servir como fase
extrayente de metabolitos inhibidores del crecimiento del medio, tales como antibidticos (Serrano-
Carredn ef al, 1992; Bonnarme et al, 1997, Ho ef al, 1990). En estos casos, el metabolito se
concentra en la fase inmiscible, en la cual es mas solubie, disminuyendo su concentracion y, por lo
tanto, su toxicidad en el medio acuoso. También se ha reportado (Mehra v Sharma, 1986; Rols y
Goma, 1991) que la adicién de una segunda fase liquida dispersa, la cual es inmiscible en la fase
liquida original {pero tiene una alta solubilidad para el gas) puede utilizarse para incrementar la
transferencia de masa de la fase gaseosa. El efecto de la segunda fase en el coeficiente de
transferencia de masa, ki, y en el area interfacial, a, es muy compleja. Das ef af (1985) observaron
que conforme se incrementa la fraccion de la fase organica, el area interfacial primero se

incrementa, pasa luego por un maximo y posteriormente disminuye.

El proceso de degradacién metabolica de los aceites involucra una serie de etapas, desde la sintesis
de lipasas y posteriormente la hidrolisis del sustrato. Una eficiente degradacion de los aceites
depende del érea disponible para transferencia de masa del sustrato v de una adecuada interaccion

de ésta con ofras fases presentes en el sistema, incluyendo al microorganismo.
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A pesar del amplio uso de aceites en fermentaciones miceliares, los estudios enfocados en la
cuantificacion del area de transferencia de masa y en la dispersion de ésta fase v del aire son
escasos. Usando analisis de imagenes, Dalmau et of (1998) determinaron los tamafios de gotas de
acido oleico como funcién de la velocidad de agitacion (300-800 rpm) en sistemas modelo de tres
fases. Estos autores relacionaron el tamafio de gota con la produccién de lipasa extracelular por
Candida rugosa y encontraron que el tamafio de gota afectd la productividad. Observaron un

incremento en ésta al incrementar ¢l tamafio de gota de acido oleico.

La publicacién de Galindo ef al (2000) es el antecedente mas directo del presente trabajo, ya que
utilizando un sistema modelo de fermentacion multifasico (medio acuoso —aceite de ricino — aire —
micelio de Trichoderma harzianum), determinaron las distribuciones de tamafios de gotas y
burbujas como funcion de la concentracion de aceite de ricino y de biomasa. Reportaron un
incremento en el tamafio de las gotas de aceite al incrementar la concentracion de la fase dispersa en
los sistemas medio acuoso — aceite y medio acuoso ~ aceite ~ aire. Tanto para el sistema no aireado
como para el aireado, la adiciéon ¢ incremento en la concentracion de biomasa en el sistema origin

una disminucion en el tamafio de las gotas de aceite.

Por otro lado y como continuacion del trabajo de Galindo et o (2000), Larralde et af (2002)
evaluaron la proporcion y la distribucién de tamafios de las burbujas dentro de gotas de aceite y de
burbujas libres en el medio acuoso como funcién de la concentracion de aceite y de biomasa. En
todos los casos, las burbujas dentro de gotas fueron mas pequefias (280 — 600 um) que las burbujas
libres (800 — 1000 um). Los autores reportan que la presencia de biomasa en el sistema causd una
disminucion en el tamafio de las burbujas dentro vy fuera de las gotas de aceite. Esta disminucion fue
mas pronunciada para las burbujas libres que para las burbujas dentro de gotas de aceite. No se
observaron diferencias importantes en el tamafio de las burbujas dentro de gotas con respecto al
tamafio de las burbujas libres (ds; = 400 pm). También se report6 un incremento en la proporcién de
burbujas dentro de gotas al incrementar la concentracion de aceite. Solamente el 9 % del nimero
total de burbujas se encontraron en la concentracion mas baja de aceite analizada (2 %), mientras

que con 5 % de aceite se observéd una proporcion maxima del 42 % de burbujas dentro de gotas.

2.2.2. Dispersion de aire

Uno de los objetivos mas importantes de un biorreactor es la dispersion de gas en el seno del liquido
(transferencia de oxigeno). La transferencia de oxigeno tiene lugar a través de la interfase gas-

liguido. El contacto gas-liquido y una eficiente dispersion de gases son importantes para un
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suministro de oxigeno suficiente para los requerimientos metabolicos de los microorganismos en
cultivo sumergido. El gas es dispersado en forma de burbujas v ¢l rompedor de burbujas mas
comunmente usado es el impulsor mecanico (que rompe las burbujas mediante agitacion) de varias
formas y configuraciones. Convencionalmente, el gas es suministrado a través de tubos con
orificios y es dispersado debido al esfuerzo de corte en la region del impulsor. Las burbujas
generadas ascienden y responden al patron de flujo del liquido también creado por el impulsor.
Debido a que las turbinas Rushton tienen altos mimeros de potencia (P, =~ 5) han sido consideradas

especialmente valiosas para la dispersion de gas y para la ruptura de gotas (Oldshue, 1981).

Debido a la baja solubilidad del aire en el agua, el oxigeno es sin duda el elemento mas dificil de
suministrar en cualquier cultivo sumergido. En fermentaciones de hongos filamentosos, el
suministro de oxigeno se complica atn mas por la alta viscosidad v las caracteristicas no-
Newtonianas de éstos caldos, donde los tiempos de mezclado llegan a ser del orden de minutos. Por

lo anterior, los hongos pueden experimentar limitaciones severas de éste componente.

El 4rea interfacial para la transferencia de masa de la fase gaseosa esta directamente relacionada con
¢l tamafio de la burbuja que depende, en general, del equilibrio dinamico entre la ruptura v la
coalescencia de las mismas. El tamafio de burbuja estd determinado por la velocidad del rotacion
del impulsor, el flujo de gas, la geometria del impulsor y del tanque, las propiedades fisicas (tension
superficial, densidad) del fluido y su reologia (Tatterson, 1991). La evidencia visual sugiere que la
ruptura de burbujas ocurre exclusivamente en la region del impulsor en biorreactores agitados,
donde el nivel de disipacion de energia es mas alta. Las burbujas que emergen del impulsor parece
que no se dispersan mas en el medio, debido a los bajos niveles de esfuerzo de corte que prevalecen
fuera de la zona del impulsor (Parthasarathy y Ahmed, 1994; Shimizu ef o/, 1999). Las mediciones
del tamafio de burbujas proveen informacidn util acerca de la dispersion del gas (Markopoulos ef al,

2000) y del area interfacial para la transferencia de masa generada en los sistemas.

Una variacion de las propiedades fisicas de la fase liquida gener:ahnente origina una variacion en el
tamafio v la velocidad de ascension de las burbujas (Paglianti ef al, 2000), Los metabolitos
producidos por las células, incluyendo las proteinas resultado del metabolismo v de la lisis celular,
el consumo de sustratos, por mencionar algunos, cambian la composicién del medio y pueden variar
la distribucién de tamafios de burbujas significativamente (Adler er al, 1980). Por otro lado, se ha
reportado que la presencia de particulas sdlidas en el medio puede inhibir la coalescencia de las
burbujas por adhesion a la superficie de éstas, promover un mayor rompimiento debido al impacto
particulas-burbujas o favorecer la coalescencia debido a un incremento en la viscosidad de la fase

continua. Estos puntos se trataran mas en detalle en las secciones 2.2.4.2y 2243,
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Ademas de un menor tamafio de las burbujas, tambi¢n son deseables altos tiempos de residencia del
gas para que se¢ lleve a cabo la mayor transferencia de oxigeno de las burbujas al microorganismo y
lograr altas conversiones de las reacciones metabolicas que ocurren en el medio (Pelton y Piette,
1992). Con respecto a esto, la velocidad de ascension de las burbujas es también importante (Akita
v Yoshida, 1973, citado por Saberi ef al, 1995). Se ha reportado que las burbujas de mayor diametro
tienen una mayor velocidad de ascension que las burbujas mas pequefias. La velocidad de ascension
de las burbujas en ¢l reactor es una medida del reciproco del tiempo de residencia de la fase
gaseosa, afectando directamente la retencién o el holdup (fraccién volumen de la mezcla ocupada
por la fase dispersa) de ésta fase. Las burbujas muy pequefias de gas, siguen mas facilmente el
movimiento de la fase liquida, contribuyendo a una mayor recirculacion de la fase gaseosa y, por lo
tanto, al holdup del gas en el sistema (Roman y Tudose, 1997a). Li ef o/ (1997) y Kim et al (1994)
han reportado que en ausencia de interacciones, ia velocidad de ascensién de la burbuja aumenta

con su volumen y parece ser independiente del didmetro del orificio del difusor.

Otro punto de relevancia en el mezclado v en las distribuciones de tamafio de las burbujas de gas en
el biorreactor que es importante mencionar es que la introduccion de gas en un sistema acuoso
causa una disminucién en la capacidad de bombeo del impulsor y, por lo tanto, en ¢l flujo del
liquido en todos los puntos del tanque, incluyendo la base (Nienow ef al, 1986). Se ha observado
que al aumentar el flujo volumétrico del gas, manteniendo una velocidad de agitacion constante, el
consumo de potencia disminuye. Esta reduccion en la potencia puede explicarse principalmente
debido a las cavidades de aire formadas detras de las paletas de un impuisor de turbina (Roman y
Tudose, 1997a), lo que origina una disminucion en la capacidad de bombeo del mismo. Este hecho
es generalmente mas significativo con altas viscosidades de la fase continua que con fluidos de baja
viscosidad, a velocidades de agitacion similares (McFarlane v Nienow, 1996). La disminucion en la
potencia suministrada, asi como el incremento en la viscosidad de Ia fase continua pueden afectar

adversamente la velocidad de transferencia de masa en los sistemas.

2.2.3. Dispersion de fluidos inmiscibles

El transporte de masa a través de interfaces liquido-liquido en tanques agitados mecanicamente es
una operacion industrial muy comin. En ¢éste caso se adiciona una fase inmiscible a un medio
acuoso, el sistema es agitado v, en consecuencia, ¢l aceite se dispersa en forma de gotas (Pacek ef
al, 1994). El proposito principal de la agitacion es promover un buen contacto entre las fascs
inmiscibles v aumentar el area interfacial con el fin de incrementar la velocidad de transferencia de

masa. La prediccion del area interfacial a partir del didmetro promedio de las gotas en dispersiones
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es de importancia considerable en operaciones de transferencia de masa en dispersiones liquido-
liquido En éstos procesos es importante operar a una velocidad de agitacion que asegure que las
dos fases estan bien mezcladas y que la fase dispersa estd completamente incorporada en la fase
continva (Armenante y Huang, 1992) El tamafio de las gotas es una medida del grado de dispersion
(Dalmau ef al, 1998) y esta relacionado con la velocidad de transferencia de masa, asi como con la

velocidad de las reacciones que pueden ocurrir en el bioproceso (Podgorska y Baldyga, 2001).

La distribucion de tamafios de gotas presente en ¢l sistema estd determinada por un equilibrio
dindmico entre la ruptura y coalescencia de las gotas que existe en la dispersion y es una de las
caracteristicas mas importantes en dispersiones liquido-liquido (Zhou y Kresta, 19982) De acuerdo
con Hinze (1955) citado por Pacek ef al (1998), la ruptura de las gotas ocurre cuando las fuerzas
hidrodinamicas del fluido que tienden a deformar una gota exceden las fuerzas de tensién interfacial
que resisten la deformacion. Por lo tanto, al aumentar la velocidad en la punta del impulsor

aumentan las fuerzas que tienden a deformar la gota de aceite, teduciendo asi su tamafio.

Las distribuciones de tamafio de las gotas pueden variar con la ubicacién en el interior del tanque
agitado, debido principalmente a las diferencias de encrgia de disipacion entre las zonas del
impulsor v aquellas alejadas del mismo. Asimismo, la distribucién de tamafios de gotas no es
solamente ¢l resultado de procesos de ruptura y coalescencia, sino también de fucrzas de gravedad y
de diferentes velocidades de ascensién de gotas de diferentes tamafios (Mlynek y Resnick, 1972,
citado por Daglas y Stamatoudis, 2000).

El tamafio promedio y la distribucién de tamafios de las gotas dependera de la geometria del
sistema, de las condiciones de la energia suministrada, de la fraccién en volumen de la fase dispersa -
y de las propiedades fisicas de ambos liquidos (viscosidad, tension superficial, hidrofobicidad)
(Zhou y Kresta, 1998Db), asi como de la influencia de terceras especies, tal como particulas sélidas y
de las propiedades fisicas de éstas Al igual que con la dispersion de aire, la presencia de agentes
surfactantes, clectrolitos y algunos otros compuestos presentes en ¢l medio de cultivo de
fermentaciones miceliares influyen en la distribucién de tamafios de las gotas. Por otro lado, un
aumento en la viscosidad aparentc de la fase acwosa puede afectar significativamente las

distribuciones de tamafio de la fase dispersa

2.2.4. Analisis de imégenes para caracterizar dispersiones

Para la caracterizacion de las dispersiones es comin el empleo del diametro promedio Sauter,. dsz

Este parametro esta directamente relacionado con el area interfacial por unidad de volumen, a, la
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cual determina la transferencia de masa {Zhou y Kresta, 1998b). Ambos parametros se relacionan

de acuerdo a las siguientes expresiones:

>

d,, =-5— @
Sa;
i=t
6¢
G = e (3)
d,,

en donde, n es el niimero de objetos en la poblacién, d; es el diametro de la gota o burbuja i (um) y

¢ es la fraccidon volumétrica de la fase inmiscible.

Para la determinacion del didmetro Sauter a partir de la couacion (2) se realizan mediciones del
diametro de las gotas o de las burbujas de una poblacién. El d;; también puede ser determinado a
partir de Ia ecuacion (3), conociendo a {(Katreddy y Al Taweel, 1990). Entre otras técnicas
(resumidas en la tesis de Brito—Albavera, 2001} la medicion del diametro de las gotas o burbujas
puede lograrse mediante la técnica de andlisis de imagenes. El fundamento de ésta consiste
basicamente en la captura, en linea, de imagenes de la dispersion, de las cuvales se extrae la
informacion requerida (diametros de gotas y burbujas) mediante el procesamiento (por medio de
una computadora) de las mismas. Para que una imagen pueda ser procesada con una computadora
necesita ser digitalizada, es decir, convertida en una forma numérica. Para ello, se divide en una
cuadricula bidimensional, en elementos llamados pixeles. Cada pixel se reconoce por su posicion en
Ia cuadricula y contiene informacién correspondiente a ese punto de la imagen en bifs (la menor

cantidad de informacion reconocida por una computadora) (Brito-Albavera, 2001).

La aplicacion del estudio cuantitativo de imagenes en la caracterizacion de dispersiones ha sido
usado desde hace muchos afios para evalvar dispersiones gas-liquido vy lqudo-liquido.
Anteriormente, ¢l tamafio de las gotas y burbujas fue determinado manualmente a partir de las
fotografias de la dispersion (Chen y Middieman, 1967). Actualmente el proceso ha sido optimizado

mediante la digitalizacion v procesamiento de las imagenes en una computadora,
Las ventajas del analisis de imagenes en la caracterizacion de dispersiones son:
- Permite obtener imagenes del experimento en [inea, sin necesidad de una foma de muestra.

- La captura casi instantdnea de imdgenes de la distribucion de tamafios de potas, permite un

analisis cuantitativo de la dispersion, asi como de la estructura de la dispersion. Por ejemplo, la
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presencia de burbujas en gotas, gotas en gotas, interacciones aceite-micelio, aire-micelio, aceite-

aire-micelio,

- Permite la revision de detalles en las imagenes sin necesidad de repetir el experimento v la

reutilizacion de las mismas para proveer mas datos si son necesarios.

- Permite cambiar de magnificacion rapidamente, lo cual permite un analisis detallado de una cola

larga o pequeiia de distribuciones muy amplias.
Las mayores desventajas de ésta técnica son:

- EI analists de datos es més lento que para técnicas automaticas que combinan la dispersion de luz

y el efecto Doppler para determinar el tamafio de particulas (Zhou y Kresta, 1998a y b).

- Otra desventaja es que a mayores volumenes de la fase dispersa o con la presencia de sélidos
suspendidos, la observacion es limitada (Pacek ef al, 1994), debido a un oscurecimiento de las
imagenes. En este caso, la utilizacion de una lente colimadora (que concentra e intensifica el haz

de luz emitido, ver Brito-Albavera, 2001) puede ser de utilidad.

- El arreglo experimental del sistema esta limitado a monitorear la region de la pared (fransparente)
de un tanque agitado. Sin embargo, los sistemas de fibra Optica v las técnicas de iluminacion

avanzadas ofrecen ¢l potencial de un arreglo espacialmente mas versatil.

2.2.5, Efectos de la presencia de particulas sélidas en sistemas multifasicos

2.2.5.1. Efecto de las particulas solidas sebre la turbulencia

Se sabe que existe una relacion entre la turbulencia y la ruptura de las gotas dispersas en un tanque
agitado (Kresta, 1998). El nivel de turbulencia ha sido representado por la escala de Jongitud de
Kolmogorov (ver ecuacion 1), que ha sido empleada como una estimacion del tamafio minimo de
gota generado en las dispersiones (Zhou y Kresta, 1998b). En sistemas multifasicos tiene lugar la
interaccion entre las particulas suspendidas y el rango de escalas de las eddies de Kolmogorov, el
cual puede ser modificado por la presencia de las particulas sélidas (Schreck y Kleis, 1993). Gore y
Crowe (1989) mencionan que las particulas stlidas pueden causar un anmento o disminucién en la
intensidad de la turbulencia, dependiendo del tamafio relativo de las particulas con respecto a la
escala de longitud de las eddies en el fluido. Los autores relacionaron el tamafio de las particulas
solidas con su efecto sobre la turbulencia. En particular, reorganizaron los datos experimentales de

varios autores acerca de la modificacion de turbulencia por particulas solidas dispersas. Estos
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autores propusieron que la forma en la cual el nivel de turbulencia es modificado depende
solamente del tamafio de la particula. Encontraron que las particulas pequefias (relativas a la escala
de longitud de eddies turbulentas de la fase fluida) redujeron la turbulencia, mientras que las
particulas grandes la incrementaron. Sugieren que las particulas pequefias con respecto a la escala
de longitud de las eddies turbulentas extraen energia de las eddies, disminuyendo asi el nivel de
turbulencia. Mencionan que ¢l efecto de disminucion de la turbulencia por las particulas pequefias
deberia estar relacionado con la transformacion de parte de la energia de la eddy en energia cinética
de la particula. Por otro lado, las particulas grandes causan una estela de turbulencia detras de si
(vortex shedding), incrementando asi la turbulencia en la escala de eddies con mayor energia. A
partir de su correlacion parece que el efecto de disminucion de la turbulencia es pequefio, mientras

que el aumento de la turbulencia por particulas grandes es mas pronunciado.

Brilman et al (1999) mencionan que las particulas relativamente grandes pueden interactuar con las
fluctuaciones de la macroescala de turbulencia e incrementarla por la estela de turbulencia generada
detras de las particulas (vorfex shedding). Las particulas ligeras y pequefias tienden a interactuar
con las fluctuaciones de la microescala de turbulencia y es probable que la energia sea
principalmente disipada por interacciones particula-particula (disminucién de la tutbulencia o

furbulence damping).

Barrest (1997) v Elgobashi (1994) usando el nimero de Reynolds de la particula, encontraron que
aquellas particulas con nimero de Reynolds bajo tendieron a disminuir la turbulencia. Por otro lado,
consideran que el incremento de la turbulencia {probablemente por la estela de turbulencia generada
detras de la particula o vortex shedding) ocurre a altos niimeros de Reynolds de la particula (> 400),
requiriendo particulas relativamente grandes y diferencias de densidad altas entre la fase continua y
las particulas s6lidas. Estos autores mencionan también que el area superficial de la fase solida esta
relacionada con la disipacion / produccion de la energia de turbulencia en suspensiones diluidas. Al

incrementar el area superficial de la fase s6lida, se incrementa la velocidad de disipacion de energia.

Schreck y Kleis (1993) estudiaron el efecto de particulas solidas esféricas (600-710 pm, de plastico
(p = 1045 kg/m’) y vidrio (p = 2400 kg/n’), en concentraciones de 0.4, 0.8, 1.2 y 1.5 %) sobre la
turbulencia en sistemas liquido-sOlido. En su estudio observaron un incremento monoténico en la
velocidad de disipacion de energia con la concentracion de particulas. Una posible explicacion del
incremento de la velocidad de disipacion observado estd dado por Derevich (1987) citado por
Schreck v Kleis (1993), quien argumenta que las particulas pueden alterar la transferencia de

energia de eddies mayores a eddies mas pequefias.
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Bennington y Bourne (1990) v Bennington y Thangavel (1993) usaron una reaccién sensible al
mezclado para estudiar ¢l efecto de particulas de mylon suspendidas sobre el macromezclado y el
micromezclado en un tanque agitado. Encontraron que las fibras disminuyeron el nivel de
turbulencia, que fue atribuido a la formacién de una red por las fibras. Sugieren que Ia presencia de
fibras afecta tanto el macromezclado como ¢l micromezclado dentro de un tanque y tiene
consecuencias importantes para las reacciones quimicas llevadas a cabo en la suspensién. En varios
de los estudios donde se ha estudiado Ia turbulencia en suspensiones de fibras de pulpa de papel han
mostrado una reduccion en la intensidad de la turbulencia incluso en bajas concentraciones (0.5%)
(Bennington y Thangavel, 1993).

Rewatkar y Bennington (2000) sugieren que las suspensiones de fibras de papel forman redes arriba
de una concentracion critica, la cual depende de las propiedades de Ia fibra (longitud, irregularidad
en el perimetro). Estos autores reportan una disminucion en la turbulencia conforme se incremento
la concentracion de fibras, Esta disminucion es atribuida a la energia de disipacién por la friccién en
puntos de contacto fibra-fibra y por los movimientos relativos de unas fibras con otras en el flujo,
hecho que remueve energia de las eddies turbulentas. Andersson y Rasmuson (2000) sugieren que
los puntos de contacto entre las fibras es importante. Las fibras de vidrio son rectas y lisas, mientras
que las fibras de pulpa presentan mas curvaturas, y es, por lo tanto, posible que las fibras de vidrio
presenten un esfuerzo muy bajo para romper la red formada, comparada con la de fibras de pulpa a

Ia misma concentracion,

2.2.5.2. Efecto de la presencia de particulas solidas sobre el drea interfacial de fases

dispersas

Otro fendémeno que puede ser causado por la presencia de particulas es que éstas pueden colisionar
y romper las burbujas de gas en tamafios mas pequefios y generar una mayor arca interfacial
especifica, a (Zhao ef al, 1999).

Las particulas solidas pueden afectar el tamafio de la burbuja (v por lo tanto, el area superficial y el
holdup). Las particulas pequefias se pueden adherir a la superficie de las burbujas, disminuyendo la
coalescencia e incrementando a. Las particulas grandes pueden romper las burbujas, mejorando la
coalescencia (reduciendo a). El efecto global dependerd de las caracteristicas de los sélidos
(Nienow et al, 1986),

Kim ef al {1994) han reportado -para sistemas de lechos fluidizados con particulas de vidrio -que ¢l

holdup de la fase dispersa, @y, €8 mayor en el caso de particulas de 3 mm que en ¢l caso de aquellas
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de 1.7 mm. Mencionan que las gotas de keroseno pueden romperse en el lecho de particulas de 3
mm, pero pueden coalescer en ¢l lecho de particulas de 1.7 mm. Kim ef af (1989) han reportado que
el diametro de particulas critico que caracteriza la frontera entre la coalescencia y la ruptura de
gotas es de 2.3 mm en lechos fluidizados. Estos autores mencionan gue en el lecho conteniendo
particulas grandes, la fuerza de inercia de la particula es mayor que las fuerzas viscosas y de tension
superficial de los fluidos, porque la gota se rompe sin importar la velocidad de la fase dispersa. Asi,

las gotas son dispersadas por ¢l mayor momento generado por las particulas grandes.

Se ha tratado de mejorar la velocidad de transferencia de masa mediante la ruptura de burbujas por
particulas grandes en lechos fluidizados. Kang er al (1991) emplearon “rompedores” de burbujas
constituidos de csferas de acrilico de 15 mm de didmetro y encontraron que el coeficiente de
transferencia de masa volumétrica se mejoréd hasta en un 25 %. Los autores mencionan que ¢s facil
observar como las burbujas grandes ascendiendo son dispersadas por los “rompedores” v que para
dispersar efectivamente las burbujas grandes, el tamafio de los “rompedores™ deberia también ser

relativamente grande.

Kawase ef al (1997) mencionan que en sistemas gas-liquido-solido agitados mecanicamente con
soluciones no-Newtonianas de carboximetilcelulosa (CMC), la presencia de particulas solidas
(esferas de 2 mm de didmetro) puede mejorar la ruptura de burbujas grandes formadas debido a la
coalescencia. Reportan que la ruptura de burbujas por los solidos adicionados causé un incremento
en el area interfacial y, por lo tanto, en el kia. Ademds, incremento la turbulencia interfacial, que
parece resultar en una mayor retencion del gas. Por otro lado, Brehm et o/ (1984) citado por Roman
y Tudose (1997b) mencionaron que a velocidades de agitacion moderadas (N < 15 s™), las
particulas solidas pueden moverse mndependientemente de los clementos de fluido y romper la

interfase gas-liquido.

2.2.5.3. Efecto de los sélidos sobre la retencion volumétrica y dispersién de la fase

gaseosa

Varios investigadores han reportado la influencia de los sélidos (y sus propiedades fisicas) en la
retencion o holdup de la fase gaseosa, @, El #0ldup es la fraccion volumen de la mezcla ocupada
por la fase dispersa (Jamialahmadi y Steinhagen, 1991). Dada la compleja morfologia de las
particulas miceliares, un sistema con micelio es fisicamente muy diferente a un sistema con otro
tipo de particulas sélidas. Sin embargo, se ha observado que la presencia de micelio en el sistema
pudiera tener alguna similitud con los efectos reportados por particulas sélidas en otros sistemas.

Con base en lo anterior, en esta seccion se ha revisado la literatura que reporta el efecto de las
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particulas solidas sobre el holdup vy la dispersion de la fase gaseosa. Se resaltan los estudios que
involucran fibras de pulpa de papel como particulas solidas, las cuales presentan mayor grado de
irregularidad en su perimetro que otro tipo de particulas solidas, asemejandose, en este aspecto, a

las particulas de micelio disperso.

Ozkan et al (2000) sugieren que pudiera esperarse una disminucion en el ¢, y, en consecuencia, en
el area superficial especifica en tanques agitados conforme la fraccion voluméirica de sélidos se
incrementa. Kawase et af (1997} sugieren también que la presencia de sélidos puede ser responsable
de una disminucién en el @, en tanques agitados. Por otro lado, Rewatkar y Bennington (2000)
estudiaron la transferencia de masa gas-liguido en suspensiones de fibras de pulpa de papel en
mezcladores de paletas inclinadas. Los autores reportaron una disminucion en el kia debido a la
presencia de fibras en ¢l sistema. Sugieren que ésta disminucién es probablemente debida a una
menor cantidad de gas disperso en la suspension conforme s¢ increment6 la concentracion de fibras
de pulpa de papel. Con respecto al ¢, es importante considerar el tamafio y la velocidad de
ascension de las burbyjas. Roman y Tudose (1997a) reportaron una mayor contribucion de las
burbujas pequefias sobre el @, en el sistema. Banisi ef al (1995b) indicaron que -como observacion

general- un aumento en la velocidad de la burbuja causara una disminucion en el @, y viceversa.

Banisi ef a/ (1995a) resumen una lista de publicaciones acerca del efecto de los solidos (y sus
propiedades fisicas: tamafio, concentracion y densidad y las condiciones operacionales:
dimensiones de la columna y el flujo de gas) sobre el @, en columnas de burbujeo gas-liquido-
s6lido. Con base en esto, Banisi ef al {1995a) sugieren que para particulas muy finas (< 10 pm) en
bajas concentraciones de sélidos (< 0.6 %) y particulas muy grandes (> 2000 pm) en altas
concentraciones de solidos (> 10 %), tienden a incrementar el ¢,. Para ¢l rango de tamafio de
particula intermedio (10-2000 um) y concentraciones de solidos moderadas (> 3 % v/v) el efecto es
una disminucion en el @,. Estos autores estudiaron el efecto de las particulas sélidas (silica, calcita y
carbén) y sus propiedades fisicas (concentracion, tamafio y tipo) sobre el ¢, En todos los casos, los
autores reportan una disminucion en el @, {con respecto al sistema aire-agua) debido a la presencia

de particulas solidas,

En la segunda parte de su estudio, Banisi ef al (1995b) proponen diferentes mecanismos para
explicar la reduccion en el ¢, debido a la presencia de particulas solidas en el sistema. Mencionan
que ni la coalescencia de las burbujas (por la mayor viscosidad originada por la presencia de los
sélidos) ni los cambios en la densidad de la suspension originaron la reduccion en el ¢,. Estos

autores sugieren que probablemente el incremento en la viscosidad debido a Ia presencia de s6lidos,
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causd upa estabilizacién y un mayor tamaiio de la estela de turbulencia generada detras de las
burbujas en ascension. Mencionan que ¢l fendmeno anterior ocasiona que la velocidad de ascencion
de las burbujas cercanas a una estela de turbulencia sea mayor. La mayor velocidad de ascension

{un incremento de hasta un 40 % con respecto al sistema aire-agua) resultante, reduce el ¢,

Janse er al (1999) estudiaron el efecto de la presencia de fibras de pulpa de papel sobre ¢l @, en
columnas de flotacidn. Estos autores reportan una disminucion en el ¢, con un incremento en la
conceniracion de fibras. Lindsay ef o/ (1995) y Reese et al (1996) reportan también una
disminucion significativa en el @, (relativo al agua) con una concentracion de fibras de 0.1-1 y de 1-
2 %, respectivamente. Sugieren que un mecanismo que pudiera explicar el menor ¢, es la
coalescencia de las burbujas grandes que ascienden mas rapidamente que las burbujas pequefias y
tienen un tiempo de retencion reducido y, por lo tanto, un ¢, mas bajo. Joosten ef al (1977)
observaron una disminucion en el @,, lo cual fue atribuido al efecto promotor de la coalescencia por
los solidos, que promueve un incremento en el tamaiio v velocidad de la burbuja v por lo tanto una
disminucion en el @, Padmavathi y Rao (1992) observaron también una disminucion en el ¢, del
gas al incrementar la viscosidad y mencionan que este efecto puede ser atribuido a una mayor

coalescencia de las burbujas.

Tsustsumi ef @/ (1991) mencionan que, en contraste con lo que sucede con particulas hidrofilicas,
las particulas hidrofobicas se unen a las burbujas, lo cual puede alterar su movimiento
suficientemente para tener un efecto adicional en el ¢, La adhesion de particulas sélidas

hidrofobicas a burbujas de aire, también ha sido reportado por Pelton y Piette (1992).

Jamialahmadi y Steinhagen (1991) estudiaron los efectos de la fase s6lida y su concentracion sobre
¢l @, v la coalescencia de burbujas, en columnas de burbujee. Usando particulas plasticas solidas
con diferente densidad, tamafio vy propiedades superficiales, observaron que ¢l @, se redujo incluso
con la adicidén de pequefias cantidades de solidos. La mayor reduccion en el ¢, ocurrié para las

particulas més pequefias (0.8 mm) con una densidad de 1.2 g/om’. El @, aument6 al incrementar el

tamafio de particula y al disminuir la densidad de ellas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar la dispersion y distribucion de tamafios de las gotas del aceite de ricino y de las burbujas de
aire en un sistema modelo de fermentacion multifasico, como funcién de la concentracion v la

morfologia del micelio.

3.2. Objetivos especificos

- Identificar las mejores condiciones de cultivo para la produccion de pellets y de micelio disperso

por Trichoderma harzianum.

- Evaluar la influencia de la concentracion v la morfologia del micelio de Trichoderma harzianum
en la dispersion del aceite de ricino, en un sistermna modelo de tres fases (medio acuoso - aceite de

ricino — micelio de Trichoderma harzianum).

- Evaluar la influencia de la concentracion v la morfologia del micelio de Trichoderma harzianum
en la dispersion del aceite de ricino, en un sistema modelo de cuatro fases (medio acuoso - aceite

de ricino — aire — micelio de Trichoderma harzianum).

- Evaluar la influencia de la concentracion v la morfologia del micelio de Trichoderma harzianum
en la dispersion del aire, en un sistema modelo de cuatro fases (medio acuoso - aceite de ricino ~

aire — micelio de Trichoderma harzianumy).

- Analizar la proporcion de burbujas dentro de gotas de aceite y de burbujas libres en ¢l sistema

modelo de fermentacion de cuatro fases.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Materiales

4.1.1. Microorganismo

En este estudio se usd el hongo Trichoderma harzianum var. rifaii obtenido de la coleccion del
International Mycological Institute (IMI, UK), nimero IMI 206040. El microorganismo liofilizado
se cultivd en tubos de ensayo (slants) en medio de Agar de Dextrosa y Papa (PDA, Bioxon) que

fueron almacenados a 4°C. Para el mantenimiento de la cepa se realizaron resiembras mensuales.
4.1.2. Obtencién y conteo de las esporas

De la cepa en el siant se dispersé el indculo mediante una asa de cultivo sobre ¢l 4rea de contacto en
la caja Petri conteniendo medio fresco (PDA), Siguiendo la incubacion de 6 dias a 29°C, las esporas
fueron enjuagadas 2 o 3 veces (con movimientos circulares de la caja Petri) con 5 ml de una
solucion salina (9 g/1 NaCl y Tween 40 al 0.05%) previamente esterilizada v a temperatura
ambiente. Posteriormente, la suspension de esporas se diluyé con ¢l resto de la solucion salina
preparada (200 ml). Esta suspensién se mantuvo en agitacién suave durante 20 minutos para la
separacion de las esporas y se determind enseguida la concentracion de esporas mediante una
camara de Neubauer, utilizando el objetivo 20X de un microscopio (Nikon Optiphot-2). Esta
suspension de esporas se us6 para inocular tanto matraces de 500 ml para la produccién de pellefs,

como los fermentadores de 14 1, para produccion del micelio disperso.
4.1.3. Medios de cultivo

1a composicion del medio de cultivo {en g/, excepte el Tween 40) para la produccion de pellers y
micelio disperéo se muestra cn la tabla 4.1. La fuente de carbono (dextrosa, Arancia, México) se
diluy6 en el 50 % del volumen de agua destilada, para su esterilizacion por separado, mientras que
Ias sales y otros componentes se diluyeron en el 50 % del agua destilada restante, ajustando el pH
de ésta solucion con HCI concentrado para la morfologia dispersa y con HsPQ, al 85 % para la
morfologia en pellets. Posteriormente, se llevd a cabo la esterilizacion en autoclave a 120°C durante
20 minutos. Una vez a temperatura ambiente, la solucion de azicar se mezclé ::\sépticamente con la
solucién de sales en el fermentador, haciendo uso de una bomba peristaltica (Cole-Parmer, modelo
7014-20). En los matraces esto se logré mezclando un volumen de la solucion de azicar con un

volumen de la solucién de sales.
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Tabla 4.1. Composicion del medio de cultivo para la produccion del hongo en pellets y

micelio disperso.

compuesto (g/l) pellets micelio disperso

Dextrosa 50 50
(NH,),S0, 6.38 6.38
KH.PO, 5 5
NaHPO, 2 2
MgSO, 1.5 1.5
CaCl,-6H,0 0.067 0.067
ZnS0Q,- 7TH;0 0.0001 0.0001
FeCl;-6H,0 0.008 0.008
Tween 40 (gotas/l) 5 10
Extracto de levadura - 1
PEG 20000 - 0.5
pH inicial 5.6 3.0%

* A las 36 h de cultivo el pH fue ajustado a 4.0 mediante una adicion puntual de NH.OH.

4.2. Fermentaciones

4.2.1., Produccion del hongo en forma de pellets

La morfologia en pellets fue producida en matraces Erlenmeyer de 500 ml con 100 mi de volumen
de trabajo incubados durante 108 h a 29 +1°C en una incubadora agitada mecanicamente (New
Brunswick Scientific, Edison, NJ). La velocidad de agitacion fue de 200 rpm. La concentracion de

esporas en el indculo fue de 10° esporas/ml.

Con el fin de obtener una mayor cantidad de pellets por lote se intentd producirlos en biorreactores
de 14 1, con 10 1 de volumen de trabajo. Se utiliz6 una configuracion de reactor de cuatro difusores

sinterizados en forma de cruceta (figura 4.1). La velocidad de agitacion en este caso fue 100 rpm.
4.2.2. Produccion del hongo como micelio disperso

La produccion del micelio disperso se llevé a cabo en un biorreactor agitado (Labroferm FS-314
New Brunswick Scientific, Edison, NJ}, equipado con electrodos de pH y oxigeno disuelto (Ingold,
EUA). El diametro interno del biorreactor s de 0.21 m vy Ia relacion H/T es de 3:1. El sistema de
agitacion consistié de tres turbinas Rushton (D/T = 1/3), cada una con 6 paletas planas, operando a
una velocidad de agitacion de 200 rpm. El suministro de oxigeno al medio se hizo mediante aire
filtrado con un prefiltro de fibra de vidrio v un filtro (Sartorius) con un tamafic de poro de 0.22 pm.

Se utiliz6 un difusor de punto y una aireacion inicial de 0.4 vvmn, incrementandose a 1 vvm a las 36
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h de cultivo hasta la cosecha del mismo, a las 72 h. La temperatura del cultivo se mantuvo a 29
t 1°C mediante un bafio de recirculacién. El pH inicial fue de 3.0 y a las 36 h de cultivo se ajusté a
4.0 mediante una adicién puntual de NH,OH a través del puerto de inoculacion. En caso de ser
necesario se adiciond octametilciclotetrasiloxano (Corning, EUA) como antiespumanie, mediante el
uso de una bomba peristaltica (Cole-Parmer, modelo 7014-20). El volumen de trabajo fue de 10 1.

La concentracion de esporas en el indculo fue de 10° esporas/ml.

entrada 395
de aire meap sy o

difuspr de aire (wnsia mfenior)

Figura 4.1. Configuracion de biorreactor para la produccién de pellets (dimensiones en cm).

4.3. Equipos y métodos analiticos

4.3.1. Evaluacion de la concentracion de biomasa

La concentracion de biomasa fue determinada mediante la técnica de peso seco, filtrando una
muestra (= 5 ml} mediante una membrana (2.5 cm de diametro) recortada de papel filtro (Whatman
No. 1), previamente tarada y a peso constante. Durante la filtracion se realizaron dos lavados con
agua destilada para elimipar residuos de sales. El filtrado de células se seco a 85°C en una estufa
(Hoffmann Pinther & Bosworth, EUA) durante 12 h y posteriormente se dejé enfriar en un
desecador para ser pesado nuevamente. La concentracion de biomasa se calculd mediante la

ganancia en peso de Ja membrana vy se expres6 como gramos de biomasa por litro.
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4.3.2. Caracterizacion reoldgica

Para la caracterizacion reologica de las muestras de micelio disperso o en pellefs se utilizd un
redmetro Contraves Rheomat 120 (Contraves, Zurich, Suiza) operando a 29°C, con un impulsor
hélicoidai (IH2) para evitar los problemas de separacién de fases v sedimentacion del micelio que
han sido observados con el dispositivo de aguja vare (Godoy-Silva, 1998). El redmetro esta
conectado a una computadora PC para la entrada y adquisicion de datos. La descripcion de este
equipo ha sido detallada por Godoy-Silva (1998).

4.3.3. Determinacion de la tension superficial

La tension superficial de las suspensiones fue determinada mediante la técnica Du Nuoy, haciendo
uso de un tensidometro de anillo (Fisher, Modelo 21). Este aparato mide la fuerza necesaria para jalar
un anillo de platino-iridio, de dimensiones conocidas, de la superficie liguido-aire y es directamente
convertida en tension superficial, la cual es leida en el lector calibrado (en dinas/cm). Para los

detalles se refiere al lector a los manuales del equipo.
4.3.4. Determinacion de Ia potencia suministrada

La medicién de la potencia mecanica disipada por el impulsor se llevo a cabo a través de un
dinamometro de cojinete neumatico descrito en detalle por Reséndiz ef al (1991). La técnica de
medicion consistié en determinar el torque transmitido al dinamoémetro por una turbina de disco
sumergida en el fluido de un tanque de 0.21 m de didmetro, que se encuentra soportado sobre un
cojinete neumdatico. Mediante éste arreglo, la friccion estatica entre las superficies del cojinete
neumatico v del tanque de mezclado rotando, es virtnalmente eliminada. El torque ejercido por el
agitador en el tanque se evalud midiendo la fuerza que actiia en una celda de carga concctada con
una balanza electronica. Se tomoé la media aritmética de 20 lecturas de torque para cada conjunto de

condiciones. La incertidumbre obtenida en las mediciones de torque fue menor al 1 %.
4.3.5. Caracterizacion morfologica
4.3.5.1. Sistema de analisis de imigenes

La morfologia del micelio fue cvaluada usando un sistema de analisis de imagenes (figura 4.2). El
sistema consistié de una camara CCD (Nikon Color, KP-D50) montada en el microscopio (Nikon

Optiphot-2) o una camara CCD (Nikon KP-160) montada en el estereomicroscopio (Olympus
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SZ40). Para acoplar la cdmara al estereomicroscopio se usé un triocular Olympus SZ-CTV. Las
camaras estan conectadas a una computadora (PC). La captura de la imagen se hizo a través del
programa comercial Jmage Pro Plus 4.1 (Media Cybernetics, MD, EUA). Se ajusto la iluminacion,
el contraste y ¢l enfoque del campo, con el fin de obtener imagenes nitidas adecuadas para su
procesamiento posterior. En cada caso se usé una calibracion especifica (establecida previamente)

de acuerdo con la magnificacion seleccionada en el microscopio.

La évaluacion morfologica del micelio disperso y de los pellets fue llevada a cabo wsando el
microscopio y €l estereomicroscopio, respectivamente, aunque la mayoria de las muestras
requirieron el uso de ambos. Las magnificaciones utilizadas fueron 4X y 2.5X en el microscopio y
estereomicroscopio, respectivamente. Se analizaron 300 objetos por muesira para asegurar un error

estimado menor al 10 % con respecto al promedio, con un intervalo de confianza del 95 %.

Figura 4.2. Sistema de andlisis de imagenes para la caracterizacién morfologica del micelio.

TESIS CON
/LA DE ORIGEN

4.3.5.2. Preparacién de la muestra

L

Una muestra de biomasa fresca {20 mil) se diluyé con el mismo volumen de”soiucién fijadora de
formalina (Packer v Thomas, 1990) (13 m! de formaldehido al 40 %, w/v, 5 ml de 4cido acético
glacial y 200 ml de etanol al 50 % w/v). Al momento del analisis morfologico, la muestra fijada fue
diluida en una proporcion 1:20 con agua destilada para separar los agregados det micelio libre
disperso. Se usé una solucién de azul 'de’metiieno (1.3 g/l y filirada en membranas Millipore de 0.:45

. -

e 35



Materiales y métodos

um para eliminar las particulas del colorante no disueltas) con el fin de producir una coloracién
oscura del micelio y mejorar su visualizacion bajo un campo brillante de iluminacion. Una vez
agitada la suspension de células y colorante, se tomé una muestra de 30 pl (usando puntas de 200 ul
con el extremo cortado para evitar cualquier alteracion en la morfologia y/o un tamafio miceliar
preferencial) vy se dispersé sobre la superficie de un portaobjetos. Enseguida se colocdé un
cubreobjeto. Durante el analisis, la muestra fue humedecida con agua destilada en las orillas del

cubreobjeto aproximadamente cada bora, para evitar que el micelio se secara.
4.3.5.3. Procesamiento digital de las imigenes

Mediante el uso de una camara de video conectada al microscopio, es posible capturar la imagen de
un campo en el portaobjetos. Esta se envia a la computadora, para su procesamiento subsequente, ¢l
cual se resumio en la figura 2.3. Fn ¢l apéndice B se¢ hace una descripcion general del uso del
programa Image Pro Plus. Para una descripcion mas detallada se sugiere la revision del manual del

programa.

Los parametros morfologicos evaluados del micelio fueron ¢l didmetro promedio (d,) y la
circularidad (R). La figura 4.3 muestra esquematicamente como el programa Image Pro Plus
realiza la determinacion del didmetro promedio (a) mediante una serie de trazos a través del centro
de gravedad del micelio v la circularidad (b) como una medida de la irregularidad del perimetro del

micelio,
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4.3.6. Descripcion del equipo de agitacién-aireacion

Se utilizé un tanque de mezclado para simular las condiciones de la fermentacion. Este sistema
modelo permitié tener flexibilidad en el control de Ias variables de interés en el presente trabajo
(concentracion y morfologia de la biomasa). El tanque de mezclado consistid en un cilindro de
vidrio de 0.21 m de didmetro interno y una altura de 0.24 m (/T = 1), con cuatro mamparas y una
turbina Rushton (D/T = 1/2) de 6 paletas de acero moxidable, operando a una velocidad de
agitacion de 200 rpm. La figura 4.4 muestra las caracteristicas geométricas del tanque de mezclado
utilizado. En todos los experimentos, la temperatura del interior del tanque v de la chagueta se

mantuvo en 29°C mediante un bafio de recirculacion (Polyscience, México).

Figura 4.4, Caracteristicas geométricas del tanque de mezclado utilizado en los experimentos.

4.3.6.1. Disefio de los experimentos

Es importante mencionar que los experimentos estuvieron disefiados para evaluar el efecto de la
presencia de micelio como particulas solidas inertes sobre la dispersion del aceite de ricino y del
aire. Es decir, en el disefio experimental se tuvieron en cuenta aquellos factores que pudieran afectar
las dispersiones y tratar de controlarlos, para atribuir los resultados tnicamente al efecto de la
concentracién y la morfologia del micelio. Uno de los factores de mayor relevancia fue el de tener

al hongo inactivo o con una actividad metabdlica minima durante los experimentos. En este caso, se
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considerd inactivar al hongo mediante su exposicion a altas temperaturas. Sin embargo, la
inactivacion del hongo por temperatura podria causar algin efecto en las propiedades del micelio,
tal como en la hidrofobicidad de las paredes celulares y, probablemente, alguna alteracion en la
morfologia del micelio. Esto desviaria significativamente las propiedades del micelio que no ha sido
tratado con altas temperaturas, es decir, tal come crece bajo las condiciones de fermentacion. Mas

adelante se mencionara la importancia de la hidrofobicidad del micelio en las dispersiones.

Con base en lo anterior se tomaron varias medidas. Una vez cosechado el micelio fue enjuagado
cuatro veces con suficiente agua destilada en cada Iavado, agitando manuvalmente con la manos
cubiertas con guantes de latex. El propodsito de ésta etapa fue lograr la climinacién del medio
agotado de la superficic miceliar. El medio agotado puede contener compuestos tensoactivos que

afecten la dispersion del aceite v del aire,

La biomasa se enjuagd al cosecharla y se utilizé inmediatamente para realizar Jos experimentos.

Durante el experimento el resto del micelio se mantuvo en un recipiente cubierto y en refrigeracion.

El medio acuoso utilizado en los experimentos de dispersion no contiene dextrosa como fuente de
carbono, la cual si se utilizé en el medio para producir ¢l micelio. El medio acuoso sin dextrosa
contiene aceite de ricino; sin embargo, ¢l hongo necesitaria un tiempo “lag” para sintetizar las
lipasas que degradan ¢l aceite de ricino. Cuando se inoculd cdn micelio, el crecimiento del hongo
inicia {(dependiendo de las condiciones) después de 12 h (Rocha-Valadez, 1999), tiempo que es

mucho mayor que el de duracion de un experimento tipico (7 h, como maximo).

La liberacion de proteinas (7.e. lipasas) por el hongo durante el tiempo del experimento causaria
algin efecto en la tension superficial del medio. En este caso, se determind la tension superficial del
medio acuoso como funcion del tiempo del experimento (figura 4.5). Se observo una pequefia
diferencia de los sistemas con biomasa con respecto al control (sin biomasa). En los sistemas con
biomasa la tension superficial disminuyé ligeramente con el tiempo del experimento, sin embargo
esta disminucién es muy pequefia para originar cambios en el didmetro Sauter de las gotas o
burbujas. Durante la primer hora del experimento, la tension superficial en todos los casos es
practicamente la misma, mientras que si se observaron cambios en el diametro Sauter de las gotas o
de las burbujas en ese periodo (ver figuras 5.24 y 5.42). Adicionalmente, la tensién superficial en
ninguno de los casos correlaciono con el diametro Sauter de Ias gotas o burbujas (una disminucion
monotdnica en el didmetro Sauter como resultado de la disminucion en la tension superficial). A
partir de éstas observaciones se puede afirmar que los cambios observados en el tamafio de gotas y

burbujas, pueden ser atribuidos Gnicamente a la concentracion v a la morfologia del micehio.
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Figura 4.5. Determinaciones de la tension superficial durante los experimentos.

4.3.6.2. Descripcion de un experimento tipico

Un experimento tipico consistié en cosechar la biomasa producida en las fermentaciones y
enjuagarla ires veces con agua destilada, para separar el caldo agotado. En el caso de la morfologia
en pellets, al mismo tiempo de enjuagar se hizo un tamizado de la biomasa utilizando un tamiz (ver
figura 4.6a) implementado con una malla de mosquitero (de tamafio de poro 2.5 mm), con ¢l fin
eliminar cualquier fraccion de micelio disperso v pellets muy pequefios, Para enjuagar el micelio
disperso se utilizo una tela filtro (usadas en queserias, marca Magitel). Generalmente, la tela filtro
s¢ fija a un vaso de precipitado de 5 litros (ver figura 4.6b). Se tomaron volimenes de
aproximadamente 1 litro (volumen que puede ser manejado adecuadamente en el tamiz y en la tela
filtro) de la biomasa cosechada. Esta se filtra y enjuaga con tres volimenes de 4 litros de agua
destilada. Una vez que se ha enjuagado la biomasa, ésta se mantiene en refrigeracion en lo que se

lleva a cabo el montaje del equipo y enseguida se Heva a cabo el experimento.
4.3.6.3. Lavado del equipo

Debido a la fuerte sensibilidad de las dispersiones a trazas de compuestos o impurezas adheridos al
material, cada experimento implicé un procedimiento exhaustivo de lavado del tanque de vidrio y

material de acero inoxidable (impulsor, difusor, flecha, mamparas). La limpieza del material se bas6
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en lavados con liquido desengrasante (Cesco, México) v alcohol (70 %), la circulacién de agua
sobre el material durante 15 minutos v finalmente el enjuagado (tres veces) con agua destilada.
Durante el montaje del sistema se tomaron las precauciones necesarias para evitar cualquier

contaminacion que pudiera interferir en los resultados de dispersion del aceite y aire.

pellets (b).

4.3.6.4. Montaje del equipo

Una vez que el material de vidrio y acero del equipo de agitacion-aireacion fue lavado con el
procedimiento descrito anteriormente se Ilevo a cabo ¢l montaje del sistema. Esta etapa incluyo el
montaje del tanque de mezclado, mamparas, flecha, impulsor, sonda de luz (v difusor en los casos
en que se uso aireacién), asi como todas las conexiones del sistema de andlisis de imagenes. Se
prepard un volumen de 6 litros de medio actoso con la misma composicion v pH que se utilizan en
la fermentacion real. La composicion del medio acuoso es la siguiente (en g/l): (NH,).SO. 5,
KH;PO, 7, NaHPOQ, 2, MgSO, 1.5, CaCl,-6H,0 0.067, ZnS0,-7H;O 0.0001, FeChL-6H,0 0.008. El
pH de este medio se ajustd a 5.6 con H;PO, al 85 %. El medio acuoso (recién preparado) asi como
300 ml de aceite de ricino (5 % v/v de 6 litros) y ~ 40 m! de la biomasa enjuagada previamente y de
una morfologia especifica se adicionaron al tanque de mezclado. En este momento fue ajustada la
velocidad de agitacion (200 rpm, Re = 36,700, caleulado con la viscosidad del agua) y, en su caso,
la velocidad de aireacion (0.25 vvm) y la temperatura del medio (29°C). El conjunto de condiciones

se dejo estabilizar durante 30 minutos, periodo en el que se ajustd el enfoque y otros parametros
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(brillo, contraste). Una vez transcurrido éste periodo se inicio la captura de imagenes. Enseguida se
agregd un segundo volumen de biomasa (= 40 ml) y, nuevamente, el sistema se dejo estabilizar por
30 minutos, se capturaron nuevamente las imagenes y asi sucesivamente. La figura 4.7 muestra la
estrategia experimental general llevada a cabo en los estudios de dispersion del aceite de ricino y
aire, La determinacién de la concentracién de biomasa de cada condicidon experimental se hizo al
término de cada experimento mediante la técnica de peso seco. Las concentraciones de biomasa se
variaron en el rango de 0.04 y 1.3 g/l. En los experimentos de tres fases, el tanque de mezclado se

mantuvo tapado para evitar la aireacion superficial causada por el atrapamiento de burbujas de aire.

Para el sistema de cuatro fases, la adicion de aire al sistema se llevé a cabo utilizando un difusor
sinterizado (cilindro sinterizado, con un tamafio de poro de ca. 20 um; Waters Chromatography)
colocado entre el fondo del tangue v el impulsor, a una velocidad de aireacion de 0.25 vvm (1.675
littos de aire por minuto). El aire suministrado fue filtrado mediantc una membrana de

microfiltracion (Millipore) con tamafio de poro de 0.2 um.

La influencia de la morfologia miceliar sobre la dispersion del aceite de ricino se evaludé en los

siguientes sistemas modelo:

1) Sistema modelo de tres fases {(medio acuoso-aceite de ricino-micelio de Trichoderma
harzianum).
2) Sistema modelo de cuatro fases {(medio acuoso-aceite de ricino-aire-micelio de Trichoderma

harzianum).

En los sistemas con aire se evaluaron también caracteristicas relevantes de la fase gascosa, las

cuales incluyeron:

- El efecto de la presencia de aire en ¢l sistema sobre el tamafio de las gotas de aceite.

- La localizacion de las burbujas de aire (i.e. dentro o fuera de gotas de aceite) como funcién de la
concentracion y la morfologia miceliar.

- E! efecto de la concentracion y la morfologia miceliar sobre ¢l tamafio de las burbujas dentro de

gotas vy de burbujas libres.
4.3.7. Descripcion del sistema de captura y andlisis de imagenes

En esta seccién se describird de una manera general el sistema de analisis de imagenes utilizado en
los estudios de dispersion de aceite de ricino y aire llevados a cabo en ¢l presente trabajo. Para
mayores detalles y consideraciones del sistema se refiere al lector a la tesis de Brito-Albavera
(2001) v a Taboada y Corkidi (2002).
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Figura 4.7. Estrategia experimental general de los estudios de dispersion del aceite de ricino y aire.
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Las imagenes de las gotas de aceite y/o burbujas de aire fueron obtenidas mediante el arreglo
experimental ilustrado en la figura 4.8, que consiste en un sistema avanzado de video-
estereomicroscopio-computadora, acoplado con un tanque de mezclado (sistema de agitacion-

aireacton, descrito anteriormente).

] facometro ]

flecha

sonda de luz
estrobopscépica

,f
rotametro
Huerte de luz estroboscopical estereomicroscopio | IMe2E1ago

Figura 4.8. Sistema de analisis de imagenes para la determinacién del tamaiio de gotas y

burbujas de las fases dispersas.

Las imagenes amplificadas del interior del tanque fucron capturadas a través de la chaqueta y de la
pared de vidrio del tanque en linea. La posicion vertical de la sonda puede variarse; sin embargo, en
todos los experimentos se manfuvo a una distancia constante del fondo del tanque de mezclado,
para capturar las imagenes en la misma posicion (ver figura 4.9) en todos los casos (11.5 cm desde
¢l fondo del tanque y 1.8 cm de la pared del tanque y en un punto medio entre dos de los bafles). El
sistema de adquisicidn de imagenes consistidé en una camara de video de alta resolucion (Hitachi
KP-D50 Color NTSC Digital) conectada con un cabezal de un estercomicroscopio triocular

(Olympus SZ1145ESD) con un rango de relaciones de magniﬁcacién de 1.5 hasta 11 veces el
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tamafio real. La frecuencia de disparo de la luz estroboscopica est sincronizada con la de la camara
de video. La fuente de luz estroboscopica es conducida al interior del tanque de mezclado a través
de una sonda de fibra dptica (Metax, UK). La figura 4.10 mucstra en detalle las dimensiones del
plano de enfoque utilizando las magnificaciones de 4 y 6X. Se lograron obtener imagenes muy

claras de las fases dispersas y sus interacciones.

eéfereomicrosgopio.

aguade {1l
calestarsiente § |

Figura 4.9. Plano de enfeque en la captura de imagenes.

El diametro de las gotas y burbujas en pixeles fue determinado como s¢ describe a continuacion. Se
usa el “mouse™ para colocar el cursor en el centro geométrico de una gota o burbuja con un enfoque
claro en la imagen. Para identificar las gotas enfocadas se hizo un juicio subjetivo considerando la
claridad del brillo delineando las gotas, mientras que para las burbujas el enfoque estuvo
determinado por un perimetro muy definido de las mismas. Manteniendo presionado el botén
izquierdo del “mouse”, ¢l circulo en formacion se extiende hacia el perimetro de la esfera,
ajustandose al tamafio de ia gota. Se mide automaticamente el diametro en pixeles a partir del
circulo formado. Mediante una calibracion (pixeles/um, ver Apéndice C) establecida previamente,

el programa convierte automaticamente los pixeles a micrometros. La calibracion se llevo a cabo

44



_ Materiales y métodos

capturando imagenes de la cuadricula de una camara de Neubauer, bajo las mismas condiciones que
las mediciones del tamafio de gotas v burbujas. La camara de Neubauer tiene una cuadricula de
lineas de precision de dimensiones conocidas (30 pm), asi que puede establecerse una calibracion
para cada magnificacion del estereomicroscopio. Para cada conjunto de condiciones se capturd un
nimero suficiente de imagenes para hacer la medicién de al menos 500 objetos (gotas o burbujas),
nimero de objetos con el cual se asegura un error no mayor al 10 % con respecto al promedio, con
un intervalo de confianza del 95 % (Brito-Albavera, 2001). El programa de analisis de imagenes
permite enviar los datos de diametro (de gotas o burbujas) a una hoja de calculo de Excel® para su

posterior analisis estadistico.

Figura 4.10. Dimensiones (en mm) del plano de enfoque en la captura de imagenes, a) M = 4,
b) M = 6.

4.3.8. Interpretacion de resultados

La caracterizacién de las dispersiones se hizo en términos del didmetro Sauter y de distribuciones
de densidad de probabilidad de mimero de las gotas y de las burbujas. Los valores experimentales
del didmetro de las gotas determinados a partir del procesamiento digital de las imagenes capturadas
son usados para calcular el didmetro Sauier mediante la ecvuacion (2) descrita en la seccion 2.2.4 y

~ para obtener las distribuciones de tamafios de las gotas de aceite y de las burbujas de aire.

Una distribucién de densidad de probabilidad de nimero es una modificacion del histograma y
representa la probabilidad de encontrar una gota o burbuja de un tamafio dado. Con una grafica de

densidad de probabilidad de mimero no solo es posible ver la distribucion de tamafios, sino que
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ademas proporciona una idea de qué tan dispersos se encuentran los datos (curvas anchas
representan datos con alta dispersion). En cllas se aprecian las colas, que indican la presencia de

objetos de gran tamafio, pero de poca probabilidad de aparecer (Brito-Albavera, 2001).

4.3.9. Reproducibilidad de los experimentos tipicos de dispersion

Se determiné la reproducibilidad de experimentos tipicos. Para ello se llevé a cabo una prueba por
duplicado de la determinacion de tamafios de gotas de aceite en un sistema modelo de fermentacion
de cuatro fases (medio acuoso — aceite de ricino ~ aire ~ micelio de Trichoderma harzianum), con
micelio disperso. La figura 4.11 muestra los didmetros Sauter asi como las distribuciones de
tamafios de las gotas determinados para dos experimentos independientes realizados con el mismo
lote de biomasa y bajo las mismas condiciones (impulsor Rushton, 200 rpm, 0.25 vvm, 5 % aceite
de ricino, 0.45 g/l de biomasa).

Los resultados de diametro Sauter, asi como las distribuciones de tamaiio de las gotas mostraron
una alta reproducibilidad (ver figura 4.11). La diferencia en ¢l didmetro Sauter de las gotas entre
ambos experimentos fue de 19 um. La desviacion estandar del diametro Sauter con respecto al

promedio fue de 1.23 %,
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Figura 4.11. Reproducibilidad de pruebas para determinar tamafios de gotas de aceite.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Morfologia del micelio

5.1.1. Influencia de las condiciones de cultivo en la produccion de micelio

disperso

Para evaluar el efecto de la morfologia del micelio sobre la dispersion de aceite y de aire, fue
necesario producir biomasa de los dos tipos extremos de morfologia: pellets y micelio disperso. La
estrategia para lograr lo anterior consistio en manipular diferentes condiciones de fermentacion e

identificar aquellas que promovieron el crecimiento de una u otra morfologia,

La produccion de micelio disperso, el cual incluye tanto micelio libre filamentoso como agregados
miceliares laxos (ver figura 2.1), se llevd a cabo, primero, en matraces de 500 ml con 100 ml de
medio, y mas adelante en fermentadores de 10 litros. En matraces, la concentracion de indculo en
estos experimentos fue de 10° esp/ml en matraces y ¢l pH inicial fue de 3.0. Se eligicron estas
condiciones, ya que se sabe que una concentracion de inéeulo alta (Metz y Kossen, 1977; Johansen
et al, 1998; Nielsen ef al, 1995) y un pH inicial bajo (Carlsen et al, 1996) favorecen ¢l crecimiento
miceliar en la forma dispersa. También en matraces se evalué el efecto de la adicion de glicerol y de
polietilenglicol (PEG, PM = 20000) al medio de cultivo, sobre la morfologia miceliar.. Se ha
reportado que la adicién de polimeros pueden afectar el crecimiento en pellets {Su v He, 1997,
Vecht-Lifshitz er al, 1990} v que la agregacion miceliar puede ser inhibida mediante la adicién de
polimeros al medio (Flotop ef al, 1993), mientras que los depresores de la actividad de agua (i.e

glicerol), se han relacionado con el crecimiento miceliar y la esporogénesis (Gervais er al, 1988).

La tabla 5.1 muestra las caracteristicas de esporulacion y la concentracion de biomasa producida en
matraces con medios de cultivo adicionados de glicerol y PEG y del control. La presencia de
glicerol en ¢l medio de cultivo no tuvo un efecto sigmficativo en la morfologia del micelio con
respecto al medio sin glicerol (ver figura 5.1a), sin embargo la produccion de biomasa en el medio
de cultivo con glicerol fue mas baja con respecto al control. En consecuencia, s¢ descartd el medio
con glicerol para la produccién de micelio disperso. La adicion de PEG al medio de cultivo no tuvo
un efecto significativo en la morfologia miceliar con respecto al control (ver figura 5.1b). La
ventaja que ¢l medio con PEG present6 con respecto al control fue la ausencia de esporulacion. En
el medio con 0.1 g/l de PEG se observé la presencia de pellets pequefios con filamentos largos, que.
no son deseables en el micelio disperso. Con base en las caracteristicas morfoldgicas anteriores se

selecciono el medio con 0.5 g/l de PEG para la produccién de micelio disperso.
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Tabla 5.1. Efecto de la adicién de glicerol y PEG en ¢l medio de cultivo sobre la

produccion de micelio disperso.

Medio Concentracion de Observaciones
biomasa (g/1)
{control) sin PEG ni glicerol 7.9 Presenté muy poca esporulacion
1 % glicerol 5.8 No present6 esporulacion
5 % glicerol 4.4 Presento cierto grado de esporulacion
0.1 g/l PEG 8.2 No presentd esporulacion
0.5 g/l PEG 8.7 No presentd esporulacion

Al iniciar los experimentos se observé que la cantidad de biomasa ﬁroducida en 20 matraces no fue
suficiente para los estudios de dispersion de aceite de ricino. Lo anterior condujo a la produccion de
micelio disperso en fermentadores de 14 1, con 10 1 de medio. El medic de cultivo usado en los
fermentadores fue el mismo que el utilizado en matraces (0.5 g/l PEG), excepto que estuvo
adicionado con extracto de levadura (EL, 1 g/1). Se ha reportado gue los factores que favorecen un
incremento en la velocidad de crecimiento (como el enriquecimiento del medio con nutrientes
facilmente asimilables, en éste caso, el extracto de levadura) reducen la formacion de pellets (Braun
y Vecht-Lifshitz, 1991; Wardell y Bushell, 1999; Choi ef o/, 2000}. Por otra parte, la concentracion
de esporas en el indeulo se redujo a 10* esp/ml, para evitar que quedaran esporas sin germinar. Las
distribuciones de diametro del micelio disperso producido en matraces (0.5 g/l PEG) v en
fermentadores (0.5 g/l PEG y 1 g/t EL) se ilustran en la figura 5.2. La frecuencia de las
distribuciones no son significativamente diferentes, excepto para tamafios de micelio de alrededor
de 0.3 mm, la cual fue mayor en el fermentador con respecto a los matraces, probablemente debido
a las diferentes condiciones hidrodinamicas entre ambos sistemas. Adicionalmente, la concentracion
de biomasa obtenida en el fermentador fue mayor (9.3 g/l} que la obtenida en los matraces,
probablemente debido a una mayor velocidad especifica de crecimiento por la adicion del extracto

de levadura. La figura 5.3 muestra imagenes tipicas del micelio obtenido en el fermentador.

Se puede concluir que el crecimiento de Trichoderma harzianum en diferentes medios de cultivo y
su caracterizacion morfologica medianfe andlisis de imagenes permitié identificar las condiciones
para la produccion de micelio disperso. Los lotes de micelio disperso para los experimentos se
produjeron en fermentadores de 14 1, bajo condiciones de pH inicial bajo (3.0) y concentracion de
inéculo alta (10* esp/ml). El medio adicionado con PEG (0.5 g/l) y extracto de levadura (1 g/1) no
esporulé vy presentd una menor agregacion como ventajas con respecto al medio sin estos
componentes. El micelio disperso producido bajo las condiciones de cultivo anteriores presentd una
concentracion de biomasa y caracteristicas morfologicas aceptables (no presenté pellets con

superficie filamentosa), con respecto a los otros medios de cultivos probados.
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Figura 5.1. Efecto de la adicion de glicerol (a) y PEG (b) al medio de cultivo sobre la

morfologia del micelio disperse (cultivos en matraces).
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Figura 5.2. Distribuciones de diametro promedio del micelio disperso producido en matraz y

en fermentador.

Figura 5.3. Morfologia tipica de agregados laxos preducidos en fermentador.

5.1.2. Influencia de las condiciones de cultivo en la produccion de pellets

La produccion de pelleés en matraces mostro depender de la concentracion de sales, de Tween y de
esporas en ¢l inoculo. Debido al tamafio de los pellets obtenidos, ¢l efecto de la concentracion de
sales y de Tween fue visual. Este ultimo influy6 significativamente en el desarrollo morfologico de
los pellets. ¥l efecto del Tween sobre la morfologia miceliar ya habia sido reportado por Dominguez
et al (2000) en cultivos de Trichoderma reesei. Se ha reportado (Goldberg v Stieglitz, 1985) que la

adicion de surfactantes al medio origina cambios en las propiedades de la membrana celular. Al
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parecer, el Tween modifica la hidrofobicidad de ésta y, en consecuencia, la agregacion del
microorganismo (Vecht-Lifshitz ef al, 1990). Utilizando la composicion del medio reportada en la
tabla 4.1, se probaron dos concentraciones de indculo (300 y 1000 esp/ml). En ambos casos se
produjeron pellets. Sin embargo, los de mayor tamafio (1.5-3.5 mm) se obtuvieron con el indculo
mayor {1000 esp/m}), tal como se ilustra en la figura 54. En este caso, la distribucion de los
diametros de las particulas miceliares fue muy amplia. Con el fin de tener una distribucion de
tamafios mas uniforme, el lote de pellets cosechado se tamizé para eliminar cualquier fraccién de

micelio disperso y pellets de didmetro muy pequefio. Esto se discutio con detalle en la seccion 4.3.6.
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Figura 5.4. Efecto de la concentracién de esporas en el inéculo sobre el diametrd promedio dé :‘ﬁ%‘fv

los pellets producidos en matraces.

No se logré producir la morfologia en pellets en fermentadores de 14 1, incluso utilizando
velocidades de agitacion muy bajas (100 rpm) y con la configuracion de reactor mostrada en la
figura 4.1. Se utiliz6 ésta configuracion de reactor por la mayor transferencia de masa de la fase
gaseosa que se genera mediante los cuatro difusores sinterizados {cuatro cilindros sinterizados, con
un tamafio de poro de ca. 20 wm; Waters Chromatography). En consecuencia, la velocidad de
agitacion para la dispersion del aire pudo disminuirse significativamente con respecto a la empleada

utilizando la configuracién con un difusor de punto y tres turbinas Rushton (200 rpm). Se ha
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reportado que una disminucién en la velocidad de agitaciéon puede favorecer el desarrollo de la
morfologia en pellets, asi como un incremento en su tamafio (Justen et al, 1996; Joshi ef al, 1996;
Metz y Kossen, 1977). Sin embargo, los pellets producidos utilizando la configuracion de reactor
mostrada en la figura 4.1 fueron menos densos y se observé una mayor fraccion de micelio
disperso, con respecto a la morfologia desarrollada en matraces. Esto puede ser atribuido a las
diferentes condiciones hidrodinamicas entre ambos sistemas. Godoy-Silva (1998) reporta la
produccion de pellets grandes y densos en fermentadores de 14 litros con cuatro difusores
sinterizados en forma de cruceta y utilizando un impulsor helicoidal. El impulsor helicoidal genera
un mezclado excelente y condiciones hidrodinamicas mucho mas suaves que las creadas con otros
impulsores (Godoy-Silva, 1998), lo cual favorecio la produccion de pellets compactos y grandes. En
el presente trabajo no fue posible implementar el biorreactor con ¢l impulsor helicoidal (debido a
problemas técnicos) y no se logrod producir pellets con las caracteristicas descadas en fermentador.
Los lotes que se usaron para los experimentos usando esta morfologia fueron producidos en
matraces. Se produjeron al menos cuatro lotes {de 38 matraces cada uno). Las condiciones de

cultivo se detallaron en las secciones 4.1.3 y 4.2.1.

La figura 5.5 muestra imégenes tipicas de los pellefs producidos en matraces, algunos de los cuales
mostraron ser agregados formados por dos o mas pellefs (ver figura 5.6). Se han reportado varias
especies agregativas de hongos (Catlsen e al, 1996), las cuales tienden a producir un pellet por
varias esporas (Takahashi y Yamada, 1960; Metz y Kossen, 1977). Lo anterior implica que, bajo
ciertas condiciones de cultivo, el hongo Trichoderma havzianum pueden agregarse, comportandose

COmO una especic agregativa.
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Figura 5.5. Morfologia en pellets producida en matraces.
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oo 31

Figura 5.6. Formacion de pellets por agregacién de esporas.

Las figuras 5.7 y 5.8 muestran las distribuciones de diametro y circularidad, respectivamente, para
las morfologias en pellets y micelio disperso. Ambos parametros mostraron ser adecuados para
evidenciar las diferencias entre las dos morfologias producidas v para explicar los efectos de la
morfologia del micelio sobre la dispersion del aceite y del aire. En este caso, es importante
mencionar que la circlaridad del micelio se ha reportado que esti directamente relacionada con los
cambios en la viscosidad de las suspensiones. Se sabe que cuanto méas se desvie la forma de las
particulas de la forma esférica, mayor serd la viscosidad de la suspension (Clarke, 1967). El
didmetro del micelio puede ser de utilidad para relacionar la intensidad del impacto de los pellets

con las gotas y burbujas dispersas en el sistema. Esto se abordara con detalle en Ja seccion 5.2.1.

Como se ha mencionado anteriormente, un cambio en las condiciones de cultivo puede afectar la
morfologia miceliar (Reichl ef af, 1992). Sin embargo, es dificil controlar exactamente las mismas
condiciones en los diferentes cultivos. Para lograr la mayor reproducibilidad en las caracteristicas
morfologicas del micelio producido en los diferentes lotes de biomasa se sigui6, hasta donde fue
posible, el mismo protocolo experimental para las fermentaciones. Las figuras 5.9 y 5.10 muestran
las distribuciones de los diametros y de la circularidad, respectivamente, para dos poblaciones de
pellets producidas en lotes diferentes e independientes. La morfologia fue bastante reproducible, lo
cual en parte fue debido a que los lotes de pelless fueron tamizados.
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Figura 5.9. Reproducibilidad en las distribuciones de didmetro promedio de los pellets
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La figura 5,11 muestra los resultados de dos lotes independientes para las distribuciones de los

diametros de micelio disperso. La reproducibilidad fue aceptable en las caracteristicas morfologicas

de éste.
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Figura 5.11. Reproducibilidad de las distribuciones de diametro promedio de micelio disperso

producide en dos lotes diferentes.

5.1.3. Reologia de las suspensiones de biomasa

La figura 5.12 ilustra el indice de consistencia (K) del modelo de la ley de la potencia como
funcion de la concentracion de biomasa (micelio disperso o pellets). Es claro que K aumenta al
incrementar la concenfracidon de micelio disperso, mieniras gque practicamentc no cambia al
incrementar la concentracion de pellets. La figura 5.13 ilustra el fenoémeno de reodelgazamiento
con micelio dispe_rso como una disminucion en el indice de flujo (n) de la ley de la potencia al
incrementarse la concentracion de biomasa. Este comportamiento en el indice de consistencia y las
caracteristicas reoadelgazantes de suspensiones es similar al obtenido con otros hongos
filamentosos (Fatile, 1985, Berovic ef al, 1991). La figura 5.14 ilustra la variacién en la viscosidad
aparente del proceso con la concentracion de biomasa. La viscosidad aparente fue calculada

utilizando los indices de consistencia y de flujo determinados a partir de las mediciones reologicas.
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Figura 5.12. Indice de consistencia (K) de la ley de la potencia como funcién de la
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5.1.4. Conclusiones respecto a la produccion de biomasa

Se crecié Trichoderma harzianum como micelio disperso y como pellets mediante la manipulacion
de las condiciones de cultivo. El micelio disperso se produjo en fermentadores de 14 litros, mientras
que los pellets se produjeron en matraces de 500 ml. Una concentracién de esporas en ¢l indculo
alta y un pH inicial bajo favorecieron el crecimiento en la forma dispersa del hongo, mientras que
una concentracion de esporas en ¢l inoculo baja y un pH inicial alto favorecieron la formacion de
pellets. A diferencia del medio de cultivo para producir el micelio disperso, el medio de cultivo para
la produccion de pellets no estuvo adicionado con PEG ni con extracto de levadura y el tiempo de
cultivo fue mayor (108 h) con respecto al tiempo de cultivo para producir micelio disperso (72 h).
Se observaron diferencias significativas en las distribuciones de diametro promedio v circularidad
entre los pellets y el micelio disperso. En el caso de los pellets ¢l digmetro promedio fue mayor con
respecto al del micelio disperso, mientras que para la circularidad fue lo contrario. Ambas
morfologias se produjeron con las caracteristicas morfologicas aceptables v las distribuciones de

diametro promedio y circularidad del micelio tuvieron una reproducibilidad aceptable.
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5.2. Dispersion del aceite de ricino

5.2.1. Influencia de 1a morfologia y de la concentracion de micelio sobre la

dispersion del aceite de ricino (sistema no aireado)

Uno de los objetivos principales del presente trabajo consistié en evaluar el efecto de la
concentracion y de la morfologia del micelio sobre la dispersién del aceite de ricino. Las figuras
5.15 y 5.16 muestran imagenes tipicas de la dispersion del aceite en ¢l sisterna modelo de tres fases
(medio acuoso — aceite ~ micelio) con pellets y micelio disperso, respectivamente. En las imagenes
de la figura 5.15 se pueden observar los pellets entre las gotas de aceite. Los pellets son de un
tamafic mucho mayor que las gotas de aceite dispersas. Asimismo, e¢n la figura 5.16 puede
apreciarse el micelio disperso (micelio libre y agregados). En estos sistemas, la magnificacién de
6X (M = 6) mostré ser adecuada para medir toda la distribucion de tamafios de gotas generada,
Utilizando una magnificacion de 4X el enfoque de las gotas més pequeiias no fue suficientemente
claro, mientras que utilizando mayores magnificaciones algunas de las gotas més grandes quedaban

fuera del campo enfocado.

La figura 5.17 muestra el diametro Sauter de las pgotas de aceite como funcion de la concentracion vy
la morfologia de la biomasa, en el sistema modelo de tres fases. Se observo que el tamatio de las
gotas de aceite fue ligeramente menor en el sistema con pellefs con respecto al sistema con micelio
disperso. En el primero, el didmetro Sauter minimo de las gotas estuvo alrededor de 550 um (»

0.25-0.5 g/l de biomasa), mientras que en el sistema con micelio disperso estuvo alrededor de 600
pum.

Para concentraciones de biomasa menores a 0.15 g/l, ¢l didmetro Sauter para los sistemas con
pellets o con micelio disperso presenta el mismo comportamiento: se observa la mayor disminucion
en ¢éste parametro, Para concentraciones de biomasa mayores de 0.15 g/l el diametro Sauter de las
gotas fue mayor para el sistema con micelio disperso con respecto al sistema con pellefs. A partir de
0.15 g/l no parece haber una influencia importante de la concentracion de biomasa sobre el didmetro
Sauter, en el sistema con pellets, mientras que con micelio disperso se observd un ligero incremento

en e} diametro Sauter de las gotas al incrementar la concentracion de biomasa.

Generalmente la potencia suministrada se incrementa al incrementarse la viscosidad de la fase
continua (Oldshue, 1981). Sin embargo, el comportamiento observado de las dispersiones (figura
5.17) no puede ser atribuido a cambios en el suministro de potencia ya que éste parametro

practicamente no cambio en el rango de concentraciones de biomasa entre 0 — 1.6 g/l (figura 5.18).
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Figura 5.15. Iméagenes tipicas de la dispersion del aceite de ricino en el sistema de tres fases

con pellets.
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Figura 5.16. Imdgenes tipicas de la dispersion del aceite de ricine en el sistema de tres fases
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Figura 5.17. Efecto de la concentracion y la morfologia miceliar sobre el dizmetro Sauter de

Iaé gotas de aceite en el sistema de tres fases (no aireado).

Es esperable que el suministro de potencia sera también constante al incrementar la concentracion
de biomasa en pellets (en el mismo rango de concentraciones de biomasa), ya que es bien conocido
que el incremento en la viscosidad en una suspension de pellets es menos significativo con respecto

a una suspension de micelio disperso (Pazouki y Panda, 2000).

El comportamiento observado en el didmetro Sauter de las gotas en el sistema modelo de tres fases
puede ser cualitativamente explicado mediante diferentes mecanismos. Primero, la disminucion en
el tamaiio de las gotas de aceite, en bajas concentraciones de biomasa, encontrada para la
morfologia en pellets, pudiera explicarse como sigue: los pellets, dado su tamafio v densidad,
pudieran generar la ruptura de las gotas por el impacto pellets - gotas de aceite, dando lugar a
tamafios de gotas mas pequefios. El efecto de ruptura por particulas sélidas ya ha sido reportado
para burbujas en tanques agitados (Kawase et af, 1997). Estos autores reportan que, para soluciones
de carboximetilcelulosa (CMC), las burbujas grandes formadas por coalescencia fueron dispersadas

por particulas esféricas s6lidas de 2 mm de diametro y con densidades de 1020 y 1200 kg/m’.
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Figura 5.18. Efecto de la concentracion de micelio disperso sobre el suministro de potencia en

los sistemas no aireado y aireado.

Adicionalmente, Brilman ef a/ (1999) y Gore y Crowe (1989) mencionan que las particulas grandes
generan una estela de turbulencia detras de si mismas, incrementando asi la turbulencia. En este
caso, puede ser relevante la generacién de una turbulencia adicional por la estela de turbulencia
(vortex shedding) generada detras de las particulas (pellets). Sin embargo, con el tipo de datos

generados, es dificil probar que existe un efecto de la turbulencia sobre el tamafio de las gotas.

Por otro lado, Elgobashi (1994} menciona que al incrementar ¢l drea superficial de la fase solida se
incrementa la velocidad de disipacion de emergia. Schreck y Kleis (1993) sugieren que con
particulas pequefias es probable que la energia sea disipada por interacciones particula-particula, lo
cual se ha reportado que es relevante para sisternas con particulas solidas pequefias v de forma
irregular (Andersson y Rasmuson, 2000). Bennington v Bourne (1990) y Bennington v Thangavel
(1993) reportaron una disminucion en la intensidad de la turbulencia con la presencia de fibras de
papel y con fibras de nylon, probablemente debido a las interacciones fibra-fibra que remueven
energia de las eddies turbulentas. El efecto de las fibras de papel y de mylon sobre Ia turbulencia

pudiera explicar el mismo efecto de las particulas de micclio disperso en la turbulencia (basandose
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en la forma irregular de las fibras de papel y de nylon con las particulas de micelio, aunque la
geometria de las particulas de micelio disperso es mas compleja que las primeras). En este caso, las
particulas de micelio disperso pudieran disminuir la intensidad de la turbulencia e incrementar la

viscosidad de la fase acuosa (Rewatkar y Bennington, 2000).

Las figuras 5.19 y 5.20 muestran las gréﬁcas de densidad de probabilidad de nimmero de las gotas
de aceite como funcion de la concentracion de biomasa cuando se usaron pellefs y micelio disperso,
respectivamente. Se presentan las distribuciones para varias concentraciones de biomasa. En la
figura 5.19 s¢ puede observar que la presencia de los pellers en ¢l sistema origind distribuciones
ligeramente mas hacia la izquierda con respecto al control (sin biomasa). También es evidente un
numero menor de gotas pequefias y muy grandes (1270-1520 um). Ello se refleja por una ligera
disminucion en la altura vy en la cola de las distribuciones, respectivamente, al incrementar la

concentracion de biomasa.
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tamafio de las gotas de aceite (sistema no aireado).
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Figura 5.20. Efecto de 1a concentracion de biomasa (micelio disperso) sobre las distribuciones

de tamafio de las gotas de aceite (sistema no aireado).

En la figura 5.20 puede observarse una distribucion de tamafios de gotas mas amplia conforme se
incrementd la concentracion de micelio disperso. Esto es consistente con los reportes de la literatura
en el sentido de que la distribucion de tamafios de una fase dispersa se amplia debido a una mayor
viscosidad v a las caracteristicas no-Newtonianas de la fase acuosa (Nienow y Elson, 1988; Shimizu
el al, 1999). En vista de la mayor viscosidad generada con el micelio disperso con respecto a los

pellets (figura 5.13), pueden esperarse mayores tamaifios de gotas debido a una mayor coalescencia.

La figura 5.21 muestra graficas comparativas del efecto de la morfologia sobre la distribucion de
tamafio de las gotas, para dos concentraciones de biomasa (0.4 y 0.6 g/l). Puede apreciarse una
diferencia significativa en las distribuciones para ambas morfologias. En el sistema con pellefs, las
distribuciones se encontraron mas hacia Ia izquierda v con una mayor altura con respecto a las del
micelio disperso. Para 0.4 gfl, el diametro Sauter de las gotas para el sistema con pellets fue de 532
um, mientras que fue de 610 pm para el sistema con micelio disperso (ver figura 5.17). Cuando se
usd el micelio disperso, las distribuciones fueron mas amplias (¢ incluso bimodales, ver figura
5.21b) que cuando se incorporaron pellets al sistema. La ampliacién de la distribucion del tamaiio
de gotas se discutié anteriormente. El comportamiento bimodal de las distribuciones se atribuye al
hecho de que en las fases continuas no-Newtonianas una gota se dispersa en gotas grandes y gotas

muy pequefias, mas que en gotas del mismo tamafio (Chhabra, 1993 citado por Shimizu ef al, 1999).
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Figura 5.21. Efecto de la morfologia de la biomasa sobre las distribuciones de tamafio de las

gotas de aceite (sistema no aireado), a) 0.4 g/l, b) 0.6 g/l
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5.2.2. Influencia de la morfologia y de la concentracién de micelio sobre la

dispersion del aceite de ricino (sistema aireado)

Las figuras 5.22 v 5.23 muestran imagenes tipicas de fa dispersion de aceite y de aire cuando se
incorporaron al sistema pellets o micelio disperso, respectivamente, en el sistema modelo de cuatro

fases (medio acuoso — aceite de ricino - aire — micelio de Trichoderma harzianum).

La figura 5.24 muestra el diametro Sauter de las gotas de aceite como funcion de la concentracion y
la morfologia de la biomasa, para el sistema de cuatro fases. La morfologia en pellets no mostrd un
efecto significativo en ¢l diametro Sauter en el rango de concentraciones de biomasa estudiado,
mientras que en el sistema con micelio disperso se observd una disminucion (1220 a 927 um) en
éste parametro conforme se incrementd la concentracion de biomasa (de 0 a 1.32 g/l). La
disminucion en el didmetro Sauter de las gotas al incrementarse la concentracion de micelio
disperso, concuerda con los resultados obtenidos por Galindo et a/ (2000), bajo condiciones muy
similares a las utilizadas en el presente estudio, excepto que la concentracién de aceite en el sistema
fue de 10 % (v/v) v el rango de concentraciones de biomasa estudiado fue hasta 5 g/l. Es importante
mencionar que en ¢l trabajo de Galindo ef of (2000} la morfologia miceliar no fue caracterizada en
detalle; sin embargo, la informacién proporcionada (comunicacion personal) fue que la morfologia

de la biomasa estuvo principalmente constituida por agregados laxos.

Con ¢l proposito de observar si el suministro de potencia tenia algin efecto sobre ¢l tamafio de las
gotas, se determind este parametro en el sistema aireado con micelio disperso (ver figura 5.18). Fl
suministro de potencia no presentd cambios significativos en el rango de concentraciones de
biomasa de 0.4 a 1.6 g/l. A partir de estos datos es esperable que la potencia suministrada en
suspensiones de pellets no presente cambios significativos, en este rango de concentraciones de
biomasa. Estos resultados sugieren que la diferencia en el diametro Sauter entre ambas morfologias
no puede ser atribuido a diferencias en la potencia suministrada. El suministro de potencia fue

menor en el sistema aireado con respecto al no aireado, lo cual se discutira en la seccién 5.3.1.

En varias de las imagenes capturadas (ver figura 5.25) s¢ observd la adhesioén de micelio disperso a
las burbujas de aire. Este hecho probablemente inhibi6 la coalescencia de burbujas y/o gotas de
aceite 0 la interaccion gota-burbuja y, en consecuencia, promovio una disminucion en el tamafio de
gota en ¢l sistema con micelio disperso. Se ha reportado (Nienow ef al, 1986) que particulas sélidas
pequefias se pueden adherir a la superficic de las burbujas, disminuyendo la coalescencia. El
fendémeno de adhesion de particulas sélidas a las burbujas ha sido reportado para el caso de
particulas hidrofébicas (Pelton y Piette, 1992), las cuales tienden a adherirse a las burbujas, mas que
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Figura 5.22. Imégenes tipicas de la dispersién de aceite y aire en el sistema aireade con pellets,
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Figura 5.23. Imagenes tipicas de la dispersion del aceite y del aire en el sistema aireado con

micelio disperso.
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Figura 5.24. Efecto de la concentracion y de Ia morfologia miceliar sobre el didmetro Sauter

de las gotas de aceite en el sistema aireado (0.25 vvm).

estar suspendidas en el medio acuoso. Con respecto a esto, se ha reportado la naturaleza hidrofébica
de las membranas celulares de hongos miceliares (Doyle y Rqsenberg, 1990) v es esperable la
adhesion del micelio a las burbujas de aire. Para otro sistema se ha reportado que la naturaleza
turbulenta del medio acuoso impide una adhesion de particulas de carbén activado a las burbujas
(Roizard ef al, 1999). En nuestro caso, varias de las imagenes muestran claramente la adhesion de

micelio disperso a las burbujas de aire e incluso a las gotas de aceite (ver figura 5.25).

Las figuras 5.26 v 5.27 muestran las graficas de densidad de probabilidad de nimero como funcion
de la concentracion de biomasa para la morfologia en pellets y micelio disperso, respectivamente.
Al igual que en la figura 5.24, en la figura 5.26 se puede observar que no hay un efecio
significativo de la concentracion de biomasa en las distribuciones de tamafio de las gotas, para la
morfologia en pellets, con respecto al sistema sin biomasa (control). Por otro lado, las
distribuciones mas hacia la izquierda v de mayor altura de Ia figura 5.27 (con respecto al control)
del sistema con micelio disperso se reflejaron en la disminucion en ¢l diametro Sauter de las gotas

al incrementar la concentracion de biomasa (mostrado en Ia figura 5.24).
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Figura 5.25. Adhesién del micelio disperso a las burbujas de aire.
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Es posible que exista otro mecanismo {posiblemente de mayor importancia que la adhesion del
micelio a las burbujas y/o gotas) que pudiera explicar la disminucion en el diametro Sauter de las
gotas al incrementar la concentracién de micelio disperso. Este podria estar relacionado con las
caracteristicas reoadelgazantes y la mayor viscosidad de suspensiones de micelio disperso con
respecto a las suspensiones de peflets, las cuales se presentaron en las figuras 5.13 y 5.14,
respectivamente. Se sabe que la viscosidad en los sistemas con micelio disperso origina una mayor
coalescencia (Pazouki y Panda, 2000) vy, en consecuencia, mayores tamafios de gotas y burbujas.
Para las gotas y burbujas grandes resulta mas dificil que sigan los patrones de flujo generados por el
impulsor (ver figura 5.28) y presentan, por lo tanto, una tendencia a ascender por el centro del
tanque de mezclado. Las gotas y burbujas mas pequefias, que siguen mas facilmente los patrones de
flyjo generados por el impulsor (Roman y Tudose, 1997a), se esperaria que se concentren en la

region cercana a la pared del tanque.

3 .
Figura 5,28, Patrones de flujo de un tanque agitado con micelio disperso.

Adicionalmente, Nienow y Elson (1988), Zhao ef al (1999) y Shimuzu ef al (1999) mencionan que
una mayor viscosidad y ¢l comportamiento de un flujo no-Newtoniano de la fase continua,
respectivamente, originan una ampliacion de la distribucion del tamafio de Ia fase dispersa {gotas o
burbujas). En las fases continuas no-Newtonianas, una gota usualmente se dispersa en gotas grandes

y gotas muy pequefias, lo cual también puede resultar en la formacién de gotas muy pequefias
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(Chhabra, 1993 citado por Shimizu et al, 1999). El hecho anterior sugiere que se formaria una
distribucion de tamafios de gotas cada vez mas amplia al incrementarse la concentracion de micelio
digpersc en el sistema, De acuerdo con los patrones de flujo generados por el impulsor, solamente
las gotas y/o burbujas pequefias se concentraran en las cercanias de la pared y serian las
cuantificadas por la sonda de luz {(dada su posicién dentro del tanque) (ver figura 4.9). Las
caracteristicas viscosas y reoadelgazantes del sistema con micelio disperso y ¢l hecho de que sdlo se
cuantifican las gotas y/o las burbujas en las cercanias de la pared podria explicar la disminucion en

¢l diametro Sauter de las gotas en el sistema con micelio disperso, ilustrado en la figura 5.24.

Por otro lado, la viscosidad de suspensiones de pellets practicamente no se incrementa con la
concentracion de biomasa (figura 5.13), lo que explicarfa que el didmetro Sauter de las gotas no

presente cambios significativos al incrementarse la concentracion de biomasa (figura 5.24).

El “acanalamiento” de las gotas y/o burbujas grandes por el centro del tanque de mezclado sugiere
una “segregacion” del aceite y del aire al incrementar la concentracion de micelio disperso en el
sistema. No fue posible una observacioén mas directa de la zona del impulsor debido a la opacidad
de las suspensiones. Sin embargo, a mayores concentraciones de micelio disperso, fue posible
observar la ruptura de burbujas grandes en la superficie del lquido, en las cercanias de la flecha del
tanque de mezclado. Debe destacarse que esto no fue observado en las cercanias de la pared (ver
figura 5.29). Para lograr un mejor contraste entre ¢l medio acuoso y las fases dispersas, en la figura
5.29 el medio acuoso ha sido tefiido con azul de metileno al final del experimento. Esta observacién
sugiere una disminucion en Ja cantidad de gas disperso (¢,) en el tanque de mezclado (debido a fa
segregacion de ésta fase) al incrementar la concentracion de micelio disperso. El efecto fue mas
evidente para las burbujas, las cuales se rompen en la superficie (figura 5.29). Sin embargo, para el
caso del aceite, éste efecto fue también evidente ya que se observd una ligera acumulacion de esta
fase en la superficie del liquido (alrededor de la flecha), al incrementar la concentracién de micelio
disperso. Ello sugiere un acanalamiento de ésta fase, o la ascencion de gotas de mayor didmetro por

el centro del tanque, aunque menos significativo que en ¢l caso de las burbujas.

La segregacion de las fases dispersas y el acanalamiento de las gotas y/o burbujas mas grandes por
el centro del tanque de mezclado, que se observaron en altas concentraciones de micelio disperso,
son congruentes con los efectos que se han reportado respecto al efecto de particulas solidas sobre
el holdup del gas y respecto al efecto del incremento en la viscosidad sobre la dispersion de la fase
gaseosa en otros sistemas. Rewatkar y Bennington (2000) mencionaron que la cantidad de gas
disperso en toda la suspension disminuye conforme se incrementa la concentracion de fibras de
papel en reactores agitados. Janse ef al (1999) reportaron una disminucion en ¢l #oldup del gas con
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pex

74

PR S A f SRR TIAN
TR O i




Resultados y discusion

un incremento (relativo al agua) en la concentracion de fibras de papel. Lindsay et af (1995) y
Reese ef ol (1996) mencionan que las burbujas grandes (generadas por coalescencia) ascienden mas
rapido que las burbujas pequefias, presentando un tiempo de retencion reducido y, por lo tanto, un
menor holdup del gas. Banisi ef ol (1995b) indicaron que probablemente ¢l mcremento en la
viscosidad debido a la presencia de solidos, origina una estabilizacion v un mayor tamafio de la
estela de turbulencia generada detras de las burbujas en ascension, lo cual ocasiona que la velocidad
de ascencién de las burbujas cercanas a una estela de turbulencia sea mayor. La mayor velocidad de

ascension (un incremento de hasta un 40 % con respecto al sistema aire-agua) resultante, reduce ¢l

Pe-

Figura 5.29. Acanalamiento de las burbujas grandes en el sistema con micelio disperso.

Se ha reportado (Vlacv v Martinov, 1998) que en presencia de fluidos reoadelgazantes, la velocidad
del liquido disminuye exponencialmente con la distancia radial desde la punta del impulsor. Este
ﬁecho dificulta ¢l transporte de burbujas a la pared del tanque y €sta region concentra solamente una
parte de burbujas muy pequefias. Lo anterior ha sido confirmado por Kawase ef al (1997) y por
McFarlane y Nienow (1996) para soluciones viscosas y reodelgazantes de CMC. Estos autores
mencionan que observaciones visuales en soluciones de CMC indican la formacion de burbujas

grandes (por coalescencia), las cuales ascendieron cerca del centro del reactor agitado.

El mecanismo propuesto de que en las cercanias de la pared del tanque de mezclado se concentren
las gotas y/o burbujas mas pequefias solamente, sugiere que el volumen de aceite o de aire disperso
en esa zona serd menor. Una forma de estimar Ia cantidad de aceite de ricino o de aire disperso en la
zona de captura de las imagenes (lo cual no es posible apreciar a partir de las graficas de

distribucion de tamafios) fue la determinacion del volumen ocupado por las gotas o burbujas por
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imagen. Este parametro es calculado a partir de dividir la sumatoria del volumen ocupado por los

objetos de un conjunto de imagenes analizadas entre el niimero de éstas.

Se determiné el volamen de las gotas por imagen al incrementar la concentracion de biomasa (ver
figura 5.30). Los resultados sugieren que existe una menor cantidad de aceite disperso en el medio
{0 al menos en la cercanias de la pared del tanque de mezclado) al incrementarse la concentracion
de biomasa, en ¢l sistema con micelio disperso. En el sistema con pellets, ¢l volumen de las gotas
por imagen permanecié practicamente constante, lo cual indica que la cantidad de aceite y aire

disperso no cambiaron (en la zona de muestreo) al incrementarse la concentracion de biomasa.

La figura 5.31 ilustra el efecto de la morfologia de la biomasa sobre la distribucion de tamafio de
las gotas, en el sistema de cuatro fases, para dos concentraciones de biomasa (0.36 y 1.0 g/l). Puede
apreciarse una diferencia significativa ¢n las distribuciones de las gotas entre ambas morfologias.
Las distribuciones para el caso de los pellefs son més amplias que para el micelio disperso. Por otro
lado, el micelio disperso muestra distribuciones con una mayor altura y mas hacia la izquierda con

respecto a las obtenidas para el sistema con pellefs.
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Figura 5.30. Variacion en el volumen de las gotas por imagen con la concentracion y la

morfologia miceliar (sistema aireado, 0.25 vvm).
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Figura 5.31. Efecto de la morfologia miceliar sobre las distribuciones de tamaiio de las gotas

de aceite (sistema aireado, 0.25 vvm) para dos concentraciones de biomasa.
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Comparando las distribuciones de tamafio de las gotas en ambas concentraciones de micelio
disperso, se puede ver que son muy similares, al igual que en el sistema con pellets. Lo anterior
indica que la concentracion de biomasa no tuvo un efecto significativo sobre la distribucion de

tamafios de las gotas, para esas dos concentraciones de biomasa.

5.2.3. Conclusiones respecto a la dispersion del aceite como funcién de la

morfologia de la biomasa

La morfologia de Trichoderma harzianum afectd la dispersion del aceite de ricino. En el sistema no
aireado, los pellets presentaron tamafios de gotas mas pequefios con respecto al sistema con micelio
disperso, El menor tamafio de las gotas obtenido en el sistema con pellefs con respecto al sistema
con micelio disperso se explico en términos del impacto entre los pellets con las gotas de aceite, lo
que pudo dar lugar a tamafios de gota mas pequefios. Los mayores tamaiios de gotas en el sistema
con micelio disperso fueron atribuidos al incremento en la viscosidad de la fase acuosa con esta
morfologia, lo cual causé una mayor coalescencia de las gotas v, en consecuencia, tamafios de gotas

mas grandes con respecto al sistema con pelleis.

En el sistema aireado, se observaron tamafios de gotas més pequefios en ¢l sistema con micelio
disperso que en el sistema con pellets. El menor tamafio de las gotas en el sistema con micelio
disperso se explicé por ¢l hecho de que en la zona de la pared del tanque se concentran las gotas
mas pequefias y son las cuantificadas (por estar la sonda de luz localizada en esta zona). En el
sistema con pellets no parece haber una concentracion de las gotas pequefias en las cercanias de la
pared del tanque y, en consecuencia, el diametro Sauter de las gotas no mostrd cambios

significativos al incrementar la concentracion de biomasa.

5.3. Dispersion del aire

5.3.1. Efecto de la presencia de aire en el tamafio de las gotas de aceite

La introduccion de aire en el sistema (0.25 vvm, 1.675 1 aire / minuto) causd un incremento en el
diametro Sauter de las gotas de aceite con respecto al sistema sin aire. Las figuras 5.32 y 5.33
comparan ¢l didmetro Sauter de las gotas obtenido bajo condiciones no aireadas y aireadas, tanto

para ¢l sistema con pellets, como para el sistema con micelio disperso.
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Figura 5.32, Efecto de la aireaciéon (0.25 vvm) sobre el didmetro Sauter de las gotas de aceite

(sistemas con pellets).
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El incremento en el diametro Sauter de las gotas en presencia de aire es congruente con la caida en
la potenéia debida a la aireacion, la cual se ilustrd en la figura 5.18. Para los sistemas sin biomasa,
la potencia suministrada fue de 0.25 kW/m’ en condiciones no aireadas y de 0.18 kW/m’ en
condiciones aireadas. Esto representa una caida en la potencia (Py/P = 0.74) debido a Ia presencia de
aire en el sistema. Fsta disminucion en Ia potencia (0.07 kW/m’) fue seguramente determinante en

¢l mayor diametro Sauter de las gotas.

Otro fendmeno que puede estar determinando el incremento del didmetro Sauter de las gotas de
aceite debido a la aireacién se refiere a la introduccién de burbujas dentro de gotas de aceite. Como
se ilustra en la figura 5.34, se observd que algunas de las burbujas parecen estar dentro de las gotas;
sin embargo, existe la posibilidad de que se encuentren enfrente de las gotas en el tanque de
mezclado v no necesariamente dentro de ellas. El fenomeno de la presencia de burbujas dentro de
gotas tarﬁbién ha sido observado por Galindo er o/ (2000) para el mismo sistema (aceite de ricino-
aire-medio acuoso). Estos autores, haciendo un seguimiento -cuadro por cuadro- de grabaciones en
video de sus experimentos, observaron que las burbujas de aire estaban efectivamente dentro de las
gotas de aceite, ya que ambas s¢ movian juntas (especialmente cuando se interrumpié la agitacion y
la aireacion). Estas estructuras de aceite-aire ascendieron mas rapido que las gotas sin burbujas. Los
autores mencionan que el mecanismo por el cual las burbujas se introducen en las gotas no estd
completamente claro, pero pudiera estar asociado a un “atrapamiento” de las burbujas por

estructuras irregulares y grandes de aceite que fueron observadas en sus experimentos.

Figura 5.34. Imagenes de burbujas de aire dentro de gotas de aceite,

El diametro Sauter de las gotas en el sistema aireado fue mayor con respecto al sistema no aireado
para todo el rango de concentraciones de biomasa estudiado y para ambas morfologias.

Considerando los sistemas sin biomasa, es posible observar un aumento de aproximadamente 550
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pm en el diametro Sauter de las gotas en el sistema aireado (ds; ~ 1220 pm) con respecto al sistema
no aireado ( dy; ~ 644 pm).

En ¢l sistema con pellets, la presencia de aire en el sistema causé un incremento de
aproximadamente 550 um en ¢l diametro Sauter con respecto al sistema sin aire (alrededor de un 46
% mayor con respecto al sistema no aireado), en todo el rango de concentraciones de biomasa
estudiado. En los sistemas con micelio disperso, la diferencia en el diametro Sauter de las gotas
entre los sistemas no aireado v aircado disminuyé al incrementar la concentracion de biomasa (ver
figura 5.33). Para los sistemas sin biomasa, la presencia de aire causé un incremento en el tamafio
de las gotas de aproximadamente 550 pm, mientras que para una concentracion de micelio disperso
de 0.65 g/l la presencia de aire causd un incremento de aproximadamente 300 pm en el didmetro

Sauter de las gotas con respecto al sistema no aireado (ver figura 5.33).

Adicionalmente, el suministro de aire en el sistema causé diferencias en la apariencia de la
superficie de ias gotas con respecto al sistema no aireado. La figura 535 muestra imagenes
comparando ambos sistemas. En condiciones no aireadas, las pgotas de aceite mostraton una
superficie lisa (imagenes a-d), mientras que en el sistema aireado la superficie de las gotas se
caracterizd por tener muchas gotas pequefias aparentemente unidas a ésta (imégen@s e-h). Este
fendmeno también fue observado por Galindo ef al (2000). Esta apariencia de las gotas también
pudiera tratarse de una dispersion multiple, probablemente con gotas del medio acuoso dentro de la

gota de aceite.

5.3.2. Localizacién de las burbujas de aire

Como se menciond en la seccidon 3.3, se ha observado la presencia de las burbujas de aire dentro de
gotas de aceite {ver figura 5.34). En esta seccion se determiné la localizacion de las burbujas (va
sea dentro de gotas o libres en ¢l medio acuoso, ver figura 5.36) como funcion de la concentracion
y de Ia morfologia miceliar. Los resultados se presentan en la figura 5.37. Se estimé el porcentaje
en volumen de las burbujas dentro de las gotas, determinado con respecto al volumen total de las
burbujas (dentro de gotaé y libres). En ¢l sistema con pellets, el porcentaje de burbujas dentro de
gotas no mostrd cambios significativos al incrementar la concentracién de biomasa y oscild
alrededor del 40 %. Con micelio disperso se observé un incremento (del ~ 40 al ~ 75 ‘%) en la

proporcion de burbujas dentro de gotas al incrementar la concentracion de biomasa.
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Figura 5.35. Diferencias en la apariencia de la superficie de las gotas de aceite entre los

sistemas no aireado (imégenes a-d) y aireado (imagenes e-h).
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sistema con micelio disperso. La marcada disminucion en el numero, asi como en el tamafio (ver
seccion 5.3.3) de las burbujas libres sugirid que, al incrementar la concentraciéon de micelio
disperso, el volumen total de las burbujas (dentro de gotas y libres) disminuiria debido al tamafio
mas pequefio y al namero mas bajo de las burbujas libres. La figura 5.40 ilustra una disminucién
mas significativa en el volumen por imagen de las burbujas totales con respecto al de las burbujas
dentro de gotas. Al calcular la relacion del volumen de las burbujas dentro de gotas entre el

volumen de las burbujas totales (graficado en la figura 5.37) mediante la siguiente expresion,

volumen de las burbujas dentro de gotas
volumen de las burbujas totales

Y% en volumen de burbujas dentro de gotas = *100

éste se incrementa del ~ 40 al ~ 75 %, con la concentracion de biomasa. Sin embargo, este
incremento fue una consecuencia del bajo nimero y del tamafio mas pequefio de las burbujas libres,
lo cual caus6 una disminucion en ¢l volumen de las burbujas totales, mientras que el volumen de las
burbujas dentro de gotas no cambid significativamente (ver figura 5.40). Lo anterior causd un
mcremento en el cociente de Ia relacién anterior {porcentaje de burbujas dentro de gotas ilustrado

en la figura 5.37) con la concentracion de biomasa.

Figura 5.38. Imagenes con pocas burbujas libres en altas concentraciones de micelio disperso.
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Figura 5.39. Disminuciéon en el nimero de burbujas fibres por imagen al incrementar la

concentracién de micelio disperso.
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Figura 5.40. Volumen por imagen de las burbujas dentro de gotas y de las burbujas totales en

el sistema aireado (0.25 vvm) con micelio disperso.
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En ¢l sistema con pellets, el volumen de burbujas dentro de gotas y ¢l de burbujas totales por
imagen po presentan una tendencia clara con respecto a la concentracion de biomasa (figura 5.41).
Sin embargo es claro que no se observd una disminucién hnportante en el volumen por imagen de
las burbujas dentro de gotas ni de las burbujas totales, resaltando el hecho de que en este caso

(pellets) la segregacion no es un fenomeno de relevancia.

12 -

Volumen / imagen (f_;,llls X 108)

2 4 ©  burbyjas dentro de gotas ©
® burbuyjas totales

3

0.0 02 04 0.6 0.8 1.0
Biomasa (g1)

Figura 5.41. Volumen por imagen de las burbujas dentro de gotas y de las burbujas totales en

¢l sistema aireado (0.25 vvm) con pellets.

5.3.3. Efecto de la morfologia y la concentracién del micelio sobre el tamafio de

Ias burbujas libres

En la figura 5.36 se presentaron iméagenes de burbujas dentro de gotas de aceite asi como de
burbujas libres dispersas en el medio acuoso. En esta seccion se analiza la dispersion de las
burbujas libres. La figura 5.42 muestra el efecto de la concentracion y de Ja morfologia del micelio
sobre la dispersion de las burbujas libres, en el sistema de cuatro fases. El diametro Sauter para las
burbujas libres practicamente no cambid conforme se incremento la concentracion de biomasa, en el
sistema con pellets. En el sistema con micelio disperso s¢ observo una disminucion en el diametro

Sauter de las burbujas libres al incrementarse la concentracion de biomasa. El diametro Sauter de
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las burbujas libres en el sistema sin biomasa fue de 817 pun, mientras que para una concentracion de
micelio disperso a partir de 0.2 g/l, el diametro Sauter de las burbujas libres fue de entre 420 v 600
pm (figura 5.42).

La disminucion en el diametro Sauter de las burbujas libres, en el sistema con micelio disperso,
puede explicarse mediante ¢l fenomeno de “acanalamiento” (anteriormente mencionado) de las
burbujas grandes por el centro del tanque al incrementarse Ia concentracion de micelio disperso en
el sistema. Se ha propuesto que la mayor viscosidad debida al incremento de la concentracion de
micelio disperso en el sistema, genera mayor coalescencia v, en consecuencia, burbujas de mayor
tamafio. Como ha sido mencionado anteriormente, ¢s mas dificil que las burbujas mas grandes sigan
los patrones de flujo generados por el impulsor (Roman y Tudose, 1997a) y mas bien presentarian
una tendencia a ascender por el centro del tanque. Este fenémeno ha sido observado visualmente en
los experimentos descritos en este documento: se ha detectado una mayor ruptufa de burbujas
grandes en la superficie del liquido y alrededor de la flecha, en el sistema con micelio disperso. La
ruptura de las burbujas mas grandes ocurre alrededor de Ja flecha y no se observé en las cercanias

de la pared del tanque de mezclado (ver figura 5.29).

1000 -

g

e ¢

€ 800 4

=

g

2 600 .

o

=

=

S {3

b 400 & O 0

=

L

175!

&

*E 200

E & pellets

o : : .

) ] micelio disperso
0 T T T 1 T H 1
0.0 02 0.4 0.6 0.8 1.0 12 14

Biomasa (g/)

Figura 5.42. Efecto de la concentracion y de la morfologia miceliar sobre el didmetro Sauter
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Fn la figara 5.43 se ilustra que la disminucién en el volumen por imagen (normalizado con
respecto al sistema sin biomasa) de las burbujas libres es mds pronunciada con respecto a la de las
gotas, al incrementar la concentracién de micelio disperso. Lo anterior puede ser explicado por la
considerable menor densidad del aire con respecto a la del aceite de ricino, lo cual causa que las
burbujas presenten una mayor resistencia que las gotas a seguir los patrones de flujo generados por
el impuisor. Como consecuencia del hecho anterior, es esperable un “acanalamiento” més
significativo de la fase gaseosa con respecto a la del aceite y una disminucién en el volumen de las
burbujas libres por imagen mas significativa que para las gotas en la zona de la pared (ver figura
5.43). En el sistema con pellets no hay cambios significativos en el volumen de las burbujas libres

ni en el de las gotas de aceite por imagen, con la concentracién de biomasa (ver figura 5.44).

Lo
O gotas de aceite
@ burbujas libres

(Volumen / imagen)normaiizado

0.0 H T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

Biomasa (g/)

Figura 5.43. Volumen por imagen normalizado (con respecto al sistema sin biomasa) de gotas

y burbujas libres en el sistema aireado (0.25 vvm) con micelio disperso.

5.3.4. Efecto de la morfologia y la concentracion del micelio sobre el tamafio de

las burbujas dentro de gotas

Bajo todas las condiciones aireadas, las burbujas dentro de gotas fueron mds pequefias que las
burbujas libres (ver figuras 545 y 5.46). Probablemente porque dentro del aceite del aceite de alta

viscosidad (i1 = 560 mPas), la burbuja se encuentra “inmovilizada” y es incapaz de coalescer.
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Figura 5.44. Volumen por imagen de gotas y burbujas libres en el sistema aireado (0.25 vvm)
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Figura 5.45. Didmetro Sauter de las burbujas dentro de gotas y burbujas libres en el sistema

aireado (0.25 vvm) con pellets.
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Figura 5.46. Diametro Sauter de las burbujas dentro de gotas y burbujas libres en el sistema

aireado (0.25 vvim) con micelio disperso.

En el sistema con pellets, el da; de las burbujas libres fue aproximadamente 300 pm. mayor que el
ds; de las burbujas dentro de gotas, en todo el rango de concentraciones de blomas%@nahzaq%
(figura 5.45). En el sistema con micelio disperso, la diferencia entre el ds; éejas k

dentro de gotas disminuy6 con la concentracion de biomasa (figura 5.46).

La figura 5.47 ilustra el efecto de la concentracion y de la morfologia de la biomasa sobre el
diametro Sauter de las burbujas de aire que se encuentran dentro de las gotas de aceite. En el
sistema con pellets no se observd un efecto de la concentracion de biomasa en el tamafio de las
burbujas dentro de las gotas. En el sistema con micelio disperso, ¢l tamafio de las burbujas dentro

de gotas disminuy6 conforme se increment6 la concentracién de biomasa.

La figura 5.48 ilustra el efecto de la concentracion de micelio disperso en las distribuciones de
tamaiio de las burbujas dentro de gotas. Las distribuciones se recorrieron hacia la izquierda y se
increment6 su altura conforme se incremento la concentracion de biomasa. La figura 5.49 mucstra
el efecto de la morfologia sobre las distribuciones de las burbujas dentro de gotas para una
concentracion de biomasa de 1.0 g/l. Puede apreciarse una diferencia significativa en los datos

obtenidos con las dos morfologias de biomasa. La distribucion para el sistema con pellets es mas
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amplia que para el sistema con micelio disperso. Este GHtimo muestra una distribucion mas hacia la

izquierda y una mayor altura con respecto a la del sistema con pellets.

Para explicar el comportamiento del didgmetro Sauter y de las distribuciones de las burbujas dentro
de gotas {ilustrado en las figuras 5.47-5.49) en este trabajo se proponen algunos mecanismos que
pudieran ocurrir. La disminucion observada en el didmetro Sauter de las burbujas dentro gotas en el
sistema con micelio disperso puede esperarse debido a que las gotas y burbujas pequefias se
concentran en las cercanias de la pared del tanque al incrementar la concentracién de micelio
disperso (lo cual se menciond anteriormente). En las gotas pequefias, es menos probable que se
introduzcan burbujas grandes por simple impedimento estérico. Se esperaria entonces gque se
introdujeran las burbujas pequefias, las cuales, ademas son las que se encuentran en la zona de
muestreo. Ello resulta en la disminucion el didgmetro Sauter de las burbujas dentro de las gotas, En
el sistema con pellefs, no se observaron cambios significativos en el diametro Sauter de las burbujas
dentro de las gotas con la concentracion de biomasa. En este sistema, ¢l incremento en la viscosidad
de la fase acuosa no es muy significativa como en el caso del sistema con micelio disperso y, por lo

tanto, las fases dispersas no presentarian una tendencia a ascender por el centro del tanque agitado.
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Figura 5.47. Efecto de la concentracion y de la morfologia miceliar sobre el dizmetro Sauter

de las burbujas dentro de gotas.
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5.3.5. Conclusiones respecto a la dispersion y localizacion de burbujas de aire

La presencia de aire en el sistema causé un incremento en el didmetro Sauter de las gotas con
respecto al sistema sin aire, como resultado de una caida en la potencia y de la introduccién de
burbujas de aire dentro de las gotas. Se observaron diferencias en la superficie de las gotas. En el
sistema aireado, la superficie de las gotas presentd muchas gotitas aparentemente adheridas a ésta,

mientras que en ¢l sistema sin aire las gotas presentaron una superficie lisa.

Con respecto al porcentaje (en volumen) de burbujas dentro de gotas, éste parametro no cambiod en
¢l sistema con pellers, mientras que el sistema con micelio disperso se incrementd con la
concentracion de biomasa. Este incremento pudo ser causado por una disminucion mas pronunciada
en el volumen total de las burbujas con respecto al de las burbujas dentro de gotas, vy en
consecuencia, la relacién entre ambos volimenes, representada como el porcentaje de burbujas

dentro de gotas, se increment.

El diametro Sauter de las burbujas {libres v dentro de gotas) fue menor en el sistema con micelio
disperso que con pellets. El menor tamafio de las burbujas libres en el sistema con micelio disperso
se explico en términos del acanalamiento (observacion visual) de las burbujas grandes por ¢l centro

del tanque de mezclado, lo cual no se observo en el sistema con pellefs.
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6. CONCLUSIONES GLOBALES

Produccion de biomasa

« Se identificaron las mejores condiciones de cultivo para la produccion de micelio disperso en

fermentadores de 14 1 y de pellets en matraces de 500 ml por Trichoderma harzionum.
Dispersion del aceite de ricino en el sistema no aircado (medio acuoso — aceite — micelio)

» La morfologia miceliar no tuvo efecto sobre el di, de las gotas de aceite en concentraciones de
biomasa menores de 0.15 g/l. En mayores concentraciones de biomasa, el di; de las gotas fue
mayor en ¢l sistema con micelio disperso con respecto al sistema con pellefs. El incremento en la
concentracion de biomasa causé un mcremento en el dy; de las gotas en el sistema con micelio
disperso, mientras que en ¢l sistema con pellefs, éste pardmetro no mostré cambios significativos

con la concentracion de biomasa.
Dispersion del aceite de ricino en el sistema aireado (medio acuoso — aceite — aire — micelio)

e El ds; de las gotas no mostré cambios significativos al incrementarse la concentracion de pellets,
mientras que en el sistema con micelio disperso, se observod una disminucion en el tamafio de las

gotas conforme se incrementd la concentracion de biomasa.,
Tamafio v localizacion de las burbujas de aire

* En ¢l sistema aireado, la presencia de aire causd un incremento en el tamafio de las gotas de

aceite en todos los casos {con o sin biomasa, con pellers o micelio disperso).

o Cuando se usaron pellets, ¢l porcentaje (en volumen) de las burbujas dentro de las gotas se
mantuvo practicamente constante {~ 40 %} con la concentracion de biomasa. En el sistema con
micelio disperso, se observé un mcremento {del 40 al 75 % aproximadamente) en el porcentaje

en volumen de burbujas dentro de gotas, en el rango de concentraciones de biomasa analizado.

¢ El diametro Sauter de las burbujas (dentro de gotas y libres) no mostrd cambios significativos al
incrementarse la concentracién de pellets. En ¢l sisterna con micelio disperso se observd una
disminucion en ¢l didmetro Sauter de las burbujas (dentro de gotas y libres) al incrementarse Ia

concentracion de biomasa.

De manera general, los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten concluir que la

morfologia y la concentracion de micelio son importantes en la dispersion tanto de aceite de ricino
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como del aire en un biorreactor agitado. En primera instancia se hubiera esperado obtener mayores
tamafios de gotas v burbujas en el sistema con micelio disperso que en ¢l sistema con pellets, debido
a la mayor viscosidad y a las caracteristicas reoadelgazantes de las suspensiones con micelio
disperso. Sin embargo, los resultados indican una disminucién en el tamafio de las gotas y las
burbujas. En el presente irabajo se propone que ésto puede ser debido a que la distribucion de
tamafios de las gotas y de las burbujas no seria la misma en las diferentes regiones del tanque de
mezclado. La mayor viscosidad (producida por concentraciones crecientes de micelio disperso)
provoca segregacion, lo cual conduce a que en la region de muestreo sea mds probable encontrar
gotas y burbujas mas pequefias va que son éstas las que mas facilmente seguirdn los patrones de
flujo generados por el mpulsor. Los didmetros Sauter obtenidos son, en consecuencia, sélo validos
para la zona donde se encuentra localizada la sonda de luz {en las cercanias de la pared del tanque

de mezclado).
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7. SUGERENCIAS Y PERSPECTIVAS

Debido a los limites operacionales del sistema, no fue posible analizar la dispersién del aceite de
ricino y del aire en mayores concentraciones de biomasa, debido al oscurecimiento de las imagenes.
Sin embargo, con el objetivo de simular las condiciones de fermentacion, se sugiere evaluar el
efecto de la morfologia miceliar sobre la dispersion del aceite de ncino y del aire en
concentraciones de biomasa mayores a las estudiadas en ¢l presente trabajo. Para el problema de
oscurecimiento de las imagenes con mayores concentraciones de biomasa pudiera emplearse una
lente colimadora, lo cual ya ha sido recomendado por Brito-Albavera (2001) para una mejor

operacion del sistema.

En el presente trabajo la potencia volumétrica suministrada fue muy baja (0.18-0.26 W/I) con
respecto a la utilizada en fermentadores de escala laboratorio. Por lo tanto, seria interesante estudiar
la dispersion del acette de ricino y del aire en rangos de potencia volumétrica mas amplios y que
sean tipicos de los usados en la industria (~1 kW/n'). Sin embargo, para analizar un rango de
suministro de potencia més amplio es necesario optimizar el sistema de andlisis de imagenes actual
para obtener imégenés claras para su procesamiento digital. También seria recomendable evaluar la

dispersion del aceite de ricino y del aire con diferentes configuraciones de impulsor/difusor.

Una parte de la discusion del presente trabajo fue la hipétesis de que el impacto de los pellets
grandes v compactos con las gotas de aceite generd tamafios de gotas mas pequefios. Sin embargo,
no se presentaron evidencias de este fendmeno. Un forma de ver si éste fendmeno se presenta o no,
implicaria tomar un video y lograr un seguimdento -cuadro por cuadro-, de tal manera gue se

observe si el impacto pellefs-gotas de aceite es suficiente para generar una re-dispersion de gotas.

Seria atil también la caracterizacion de la dispersién en diferentes puntos del tanque. Bajo las
condiciones de operacion utilizadas es probable que exista heterogeneidad y que la dispersion
caracterizada en un solo punto no sea representativa del tanque completo. La caracterizacion de la
dispersion en diferentes puntos del tanque podria lograrse mediante en montaje de una sonda de
fibra Optica, la cual estaria muy cerca de la sonda de luz estroboscOpica. Ambas sondas podrian

moverse juntas, capturando imagenes en diferentes puntos del tanque.

Por otro lado, las caracteristicas viscosas y reodelgazantes de los caldos de fermentacion miceliares
afectan las dispersiones del aceite de ricino y del aire. Con respecto a esto, seria importante la
simulacion (por ¢jemplo, mediante técnicas de dinamica de fluidos computacional, CFD) de las
variaciones en la viscosidad aparente como funcién de la localizacion dentro del tanque de

mezclado, y su correlacién con posibles datos experimentales.
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Apéndices

Apéndice A. Definicién de parametros usados en la caracterizacién morfolégica de

hongos filamentosos.

Parimetro unidad Formula Comentarios
Area o 4rea proyectada pm? Es el 4rea de proyeccion de un
objeto fridimensional en una
iragen bidimensional
Perimetro wm Es Ja longitud de 1a frontera de
un objeto
Didmetro promedio pwm Es el promedio de las longitudes
de trazos a través del centro de
gravedad del micelio
Tamafio pm _ 2-area
perimetro
Circularidad o adimensional (perimetro)z Describe la desviacion de un
ragosidad R= S objeto de un circulo
4n-area
Diametro equivalente pm A Es el diametro de un circulo de
Deg =2 \[“: la misma drea que el pellet
T completo
Eje oval mayor m ; 3
i . OMA*=72.8 { }W%WMAXWM
n° MIN
Densidad anular Yo [(area del pellef — arca del centro) | Es una medida de la densidad de
100} / (4rea convexa del peflet - | crecimiento en Ja regidn anular
4rea convexa del centro)
Longitud de Ia unidad pm iongitud total / mamero de puntas
de crecimiegnto de hifa
Compactabilidad, C adimensiopal | (drea / drea del agregado con los | Es el drea de un agregado
espacios llenos) dividida entre ¢l 4rea convexa
Longitud adimensional um Longitud de la hifa principal /
promedio, L.* didmetro de ia hifa
Unidad de crecimiento pm Longimud total / nimero de puntas
promedio de la hifa,
L
Longitud de 1a hifa pm Eg la longitud de punta a punia
principal de 1a hifa principal (la de mayor
iongitud en un drbol miceliar)
Longitud total pm Es la suma de la longitud de la
hifa principal y de las longitudes
de todas las ramificaciones en
un arbol miceliar
Perimstro convexo wm Es la longitud del perimetro
. obtenido llenando todos los
huecos del micelio
Area convexa pm® Area dentro del perimetro
€Onvexo
Relacion de 4rea adimensional Relacién del drea convesa del

convexa

centro de un pellef con respecto
de la del pellet completo.

* Ver Yang ef al (1996).
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Apéndice B. Procesamiento digital de las imigenes en la caracterizacion morfologica
del micelio

Mediante el uso de una camara de video conectada al microscopio, es posible capturar la imagen de
un campo en el portacbjetos. Esta se envia a la computadora, para su procesamiento subsequente el
cual s¢ resume de manera muy general a continuacion. Para una descripcion mas detallada se
sugiere la revision del manual del programa.

Una vez que se inicia el programa Image Pro Plus 4.0 se activa el boton ubicado en la barra
de herramientas, el cual desplegara la ventana de captura de imagenes siguiente (representada en su
forma minimizada). Esta ventana cuenta con barras de ajuste de brillo y contraste (lado derecho de
la ventana), las cuales pucden usarse para mejorar la calidad de la imagen.

Como segundo paso, J— ,
se presiona ¢l botdn { - Integral Flashpoint 128
“start”, accion que
desplegara la ventana
con el campo enfocado
actualmente en el
microscopio

El tercer paso consiste en la captura de la imagen en
linea. Esta accidn se logra haciendo clic en el boton
“snap”. Esta accion convierte el boton “start” en
“stop”. Bl boton ahora “stop” se presiona para quitar
ta adquisicion en linea y dar lugar al procesamiento de
la imagen capturada.

El siguiente paso consiste en el delineado o binarizacion de la imagen original. El objetivo de éste
proceso se encuentra resumido en la figura 2.3 de la seccion 2.1.3.1 del texto principal. El proceso

de binarizacion se logra haciendo clic en j (una vez) o {dos veces), los cuales tienen
valores de gris limite diferentes. Aunque el ultimo se utiliza mas en la determinacion de viabilidad,
también es util para binarizar imagenes de la morfologia en pellets, mas que de micelio disperso. El
procesamiento siguiente se Heva a cabo en ésta imagen binaria.

Las particulas de polvo o basura en la imagen pueden eliminarse mediante valores limite asignados
de los parametros morfologicos, los cuales determinan si el objeto es aceptado o rechazado.

Antes de realizar las mediciones del micelio se hace la seleccion de la calibracién correspondiente a
la magnificacion actual, a través del meni measure / calibration [ select spatial, accidn que
desplegara la ventana siguiente:

El despliegue de éste cuadre
de lista muestra todas las
calibraciones, tanto del
microscopio, como del
eStereOmicroscopio.

Para la medicion de los parametros morfologicos es necesario desplegar la ventana count / size (en
el men\ measure / count [ size) y es la siguiente:
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La binarizacion de la imagen también se puede realizar utilizando las macros

Una vez seleccionados los valores de
grises, el botdn “count” mostrari la
imagen inferior, haciendo doble clic
sobre el objeto se muestra una
ventana con las dimensiones (o o
um) del micelio

La seleccidon de valores de grises
se hace arrastrando la linea roja a
la izquierda o derecha viendo al
mismo tiempo que no queden
regiones de micelio cubiertas
patcialmente de color rojo. Esto
se muestra en la fofo superior de
micelio,

»

ubicadas en la barra de herramientas (disefiadas ad hoc), las cuales tienen umbrales de escala de
grises diferente. El uso de ¢éstas evita el proceso de ajuste de la escala de grises manualmente en el

histograma, tal como se mostré en la figura anterior.

Las dimensiones del micelio se envian a una hoja de calculo de Excel® utilizando el botén
ubicado en la barra de herramientas.
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Apéndice C.  Calibraciones para las magnificaciones del estereomicroscopio SZ.1145 ESD.

Magnificacién Pixeles / mm
1.3 32.6773
2.0 35.7227
2.5 43.0
3.0 53.0
35 65.0
4.0 740
4.5 30.0
3.0 89.0
6.0 105.0428
7.0 1222581
3.0 139.0036

11.0 190.0026
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