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NOMENCLATURA

Nomenclatura

ISH Coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno
a Arca interfacial por unidad dc volumen

Ky Coeficiente de transferencia de masa

ds: Didmetro Sauter

[0o] Fraccion volumétrica de la fase inmiscible
o1 Tensioén interfacial/superficial

CMC Concentracion micelar critica

Sp Coceficiente de extendido

Hy. Altra del liquido
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P Potencia en condiciones no aircadas

Pg Potencia en condiciones de aireacion

H Hold ~up
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aA Interfase aceite-agua
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[m “m?)
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[cm]
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Resumen

RESUMEN

Algunas fermentaciones industriales utilizan aceites vegetales como fuentes de carbono; asimismo, la
dispersion del aire en los procesos aerobios debe ser eficiente para satisfacer la demanda de oxigeno
de los cultivos. Sin embargo, los procesos de transferencia ligados al grado de dispersién del aceite o
del aire no han sido estudiados de manera sistemdtica. Esto es de vital importancia si se considera que
éstos sistemas experimentan cambios en la tensidn superficial principalmente ligados a la presencia de
proteina soluble.

La distribucion de tamanos de gotas de aceite de ricino y burbujas de aire se estudié (utilizando
anilisis de imdgenes) como una funcidn de la concentracién de proteina soluble, en un sistema de dos
fases (agua-aceite) y en un sistema de tres fases (agua-aceite-aire). La dispersién se realizé en un
tanque agitado de 7 L, utilizando un sistema modelo que simula un caldo de fermentacién agitado por
una turbina Rushton, simuldndose las condiciones de la fermentacién para la produccién de y-
decalactona por Trichoderma harzianum.

En los sistemas aireados se evalud el efecto de la presencia de aire sobre el tamaiio de las gotas de
aceite asi como el tamafio y localizacién de las burbujas de aire (ya sean libres o dentro de gotas)
como funcién de la concentracion de proteina.

Para el sistema difdsico. la presencia de bajas concentraciones de proteina disminuye el didmetro de
las gotas en la dispersién del aceite de ricino, observindose un efecto importante solo a bajas
concentraciones de ella. En el sistema trifdsico, la presencia de aire (0.5 vvm) ocasioné un incremento
en el tamaiio de las gotas con respecto al sistema sin aireacién. En la dispersion de las gotas de aceite
se observd una disminucidn en el didmetro Sauter al incrementar la concentracién de proteina en el
sistema ( >0.002 g/L). Un comportamiento similar fue observado en el caso de las burbujas de aire ¢n
el seno del liquido. Se observé una reduccidn en la tensidn superficial/interfacial por la presencia de
proteina. A su vez las proteinas -por ser moléculas con carga- inducen ésta a la superficie de las gotas
y/o burbujas, disminuyendo la frecuencia de acercamiento.

La localizacion de las burbujas fue dependiente del tipo (principalmente de su estructura) y
concentracion de proteina. Para la lipasa de germen de trigo, el porcentaje (volumen) de burbujas
dentro de gotas incrementd (de 21 a 48 %) al aumentar la concentracién de proteina; sin embargo. al
utilizar la BSA se mantiene un porcentaje constante (21%).

El coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (kea), se incrementé al incrementar
gradualmente la concentracion de proteina (< 0.5 g/L) al trabajar con la lipasa de germen de trigo.
mientras que al utilizar la BSA en el mismo rango de concentraciones se observé una disminucidn del
Kia al aumentar la concentracidn en el sistema ( aire-medio acuoso-aire).
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Introduccion

1 INTRODUCCION

En la actualidad existen numerosos bioprocesos industriales que utilizan aceites vegetales como fuente
de carbono. Ello es debido a su alto valor energético y a su bajo costo, en comparacién con otras
fuentes de carbono (i.e. carbohidratos) (Large er al., 1998). Un ejemplo de estos sistemas es la
produccién de compuestos aromiticos por el hongo filamentoso Trichoderma harzianum, utilizando

aceite de ricino.

El cultivo de Trichoderma harzianum . en biorreactores para la produccién de y-decalactona
(compuesto con aroma a durazno) en un medio acuoso y acei»te de ricino, involucra un proceso
hidrodindmicamente complejo de cuatro fases, heterogéneo y altamente viscoso (Serrano-Carreén er
al., 1997). Esta fermentacién involucra el mezélado de dos fases inmiscibles (medio acuoso y aceite),
una fase sélida (micelio) y una fase gaseosa (aire). Su utilizacién como fuente de carbono por parte del
hongo involucra un proceso de hidrdlisis (Sokolovskd et. al.,- 19'98), por la accién de lipasas,

produciendo dcidos grasos.

La problemadtica de los sistemas multifdsicos reside en buena medida en las caracteristicas reoldgicas
de sus caldos, los cuales ocasionan complejos problemas de mezclado, lo que resulta finalmente en
una reduccion de la transferencia de masa al sistema. Una herramienta para caracterizar estos
problemas consiste en el estudio de las dispersiones liquido-gas, con la finalidad de conocer
especificamente el fenémeno de transferencia de oxigeno en los caldos de cultivo dentro de un tanque

agitado.

0]
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Introduccién

El valor del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (ki a) es reconocido como uno de los
criterios para el escalamiento de procesos de fermentacrién. Considerzihdoﬂ que la transferencia de
oxigeno es regularmente el paéb limitante en diversos procésos, su valor inﬁuye determinantemente
sobre la productividad de-un.biorreactor, ya jque refleja la capacidad de éste para transferir oxigeno
(Bailey y Ollis, 1986).
La adicién de una fase inmiscible puede alterar la tensién superficial, asi como el comportamiento
coalescente y la rigidez de las burbujas de aire, pardmetros directamente relacionados con el
coeficiente de transferencia de oxigeno y especificamente, el drea interfacial (Vardar-Sukan, 1998).
Esto es debido a que, cuando dos liquidos inmiscibles o parcialmente miscibles se ponen en contacto,
se genera una tension interfacial en el limite de las dos capas del fluido. Las sustancias disueltas en la
solucion también ocasionan un cambio en la tensién superficial (Maron y Prutton, 1996): los
electrolitos fuertes producen un incremento de la tensién superficial, mientras que algunos compuestos
orginicos (aceites, antiespumantes, etc.) tienen la capacidad de disminuir la tensidn superficial de la

solucioén.

La dispersion de dos fases-inmiscibles o de una fase liquida y‘ una gaseosa puede ser cuantificada
mediante andlisis de imdgenes. Este método consiste en la captura, digitalizacién y procesamiento de
una imagen mediante un programa computacional, Los pardmetros que generalmente se cuantifican
tienen que ver con la forma, tamafio y densidad de color de la misma. La ventaja del anilisis de
imdgenes es que es un método susceptible de ser realizado sin perturbar el sistema, ademds de que

dicho proceso puede ser automatizado.

Existen reportes sobre la dispersién de sistemas inmiscibles (Dalmau ef al.1998; Zhou y Kresta, 1998);

sin embargo, la naturaleza de: los cultivos microbianos los hace mds complejos y, en este campo,




“Introduccién

pricticamente no hay informacién sobre los fenémenos baswos de transferencxa 1nterfac1al es decnr

afectan la productividad de un fermentador.

Con base en lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo principal la caracterizacién de las fases
en un sistema de fermentacion multifésico mediahié':érlr anallsxsde larsrwdispersiohe's a nivel
microscépico y tomando como modelo de estudio Ia produccién de y-decalactona por el hongo
Trichoderma harzianum. Asi mismo, se genero‘mforn‘mcwn para' explicar el fenémeno de la
transferencia de oxigeno en estos sistemas (multlfa51cos), evzl_l_uando ¢l efecto de agentes tensoactivos
sobre el coeficiente volumétrico de transfelgencia de ongeﬁq (k‘La).'Actixalmente, integrantes del grupo
del Dr. Galindo, realizan estudios sobre el efecto de otras variables (morfologia fungal y viscosidad)
sobre la dispersién del aceite de ricino y del aire, esperando obtener informacién que permita
caracterizar el sistema en forma detallada. Ello, en ultima instancia, permitird disefiar procesos de

fermentacién mds eficientes
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Antecedentes

2 ANTECEDENTES

2.1 CULTIVOS MULTIFASICOS

Un gran nmimero de bioprocesos industriales involucran sistemas multifisicos, los cuales requieren
realizar dispersiones liquido-liquido y/o liquido-gas de forma eficiente. Los bioprocesos en dondé estd
presente una segunda fase inmiscible han sido ampliamente utilizados para la produccién de quimicos
de alta calidad (Schmid er al. 1998), p;ara‘biotransformaciones que incluyen reacciones de oxidacién-
reduccién especificas, como las utilizadas para la purificacion de suelos contaminados (sistemas
aceite-agua)(Mordn er al. 2000) o bien para la produccnon de biosurfactantes (Kollmer er al. 1999).
Ouro ejemplo de éstos slstemas. es el uso de solventes orgdnicos inmiscibles en agua, como la
produccién de aldehidos por bacterlas,_ q‘ul__lfzanbdo s;ster’nas de dos fases, logrando extraer éstos in situ a

partir de la fase acuosa (Molinari et al;.,] 999). .

Los - microorganismos miceliares  desempefian un papel de gran importancia en la industria de
antibidticos, dcidos orgdnicos, vitaminas, enzimas y recientemente en el mercado de compuestos.de
aroma (Mitard y Riba, 1988; Treskatis er al., 1997). Las fermentaciones aerébicas de organismos
filamentosos cubre un amplio rango de proce.sos bioldgicos importantes. Las fermentaciones son
particularmente complejas cuando la fuente de carbono u otro nutriente es inmiscible en agua. Las
caracteristicas fisicas que presentan los cultivos miceliares son diferentes de aquellos que involucran
cultivos microbianos (bacterias o levaduras), debido principalmente a la gran diversidad morfoldgica y
fisiolégica que desarrollan durante su crecimiento. Sin embargo, en la mayoria de los procesos

fermentativos miceliares, estos crecen en forma de micelio disperso (Olsvik y Kristiansen, 1994),
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Antecedentes ™

pxovocando la formacnon de caldos altamente viscosos y no- Newtomanos, donde la transferencna de

masa y la homogeneldad se ven drast:camente lxmltadas conforme avanza el proceso (Cu1 etal., 1998) v

2.1.1 Empleo y degradacion de sustratos liquidos insolubles (aceites) en cultivo
sumergido ’ N

La eleccidn de la fuente de carbono en cultivos miceliares, al igual que en otros sistemas,: depende-
regularmente del producto deseado y de su costo. Una gran variedad de sustratos son empleados, los
cuales abarcan desde sustratos solubles ordinarios (glucosa, sacarosa, etc.), hasta compuestos
insolubles (aceites, harinas, celulosa). Los sﬁstratos insolubles pueden ser . clasificados en dos
categorias: sélidos (celulosa, almidén, harinas) y liquidos (aceites), englobando éstos dltimos una gran

cantidad de sustratos no solubles empleados industriaimente.

El uso de aceites naturales como fuentes de carbono en fermentaciones miceliares ha presentado
algunas ventajas, incluyendo sus propiedades como antiespumante (Large et al., 1998). Por otra parte
los aceites son esenciales en la industria de los antibiéticos (Elibol y Mavituna, 1997), ya que se ha

reportado que mejoran la produccién de compuestos solubles en aceite (Keudell et al., 2000).

Por. otro ‘lado, estudios recientes ~demuestran que el - metabolismo llpldlCO esta mvolucrado
directamente en la biosintesis de vaflos compuestos de aroma (lactonas) Bonnarme et al (l997)
empleando una gran diversidad de aceites vegetales como complementos nutncmpales; reportaron la
produccién de la molécula de 6 pentil-o-pirona por el hongo Trichqder)nq sp De"‘figuzvle rﬁanera,
Serrano-Carredn er al. (1997) demostraron que el aceite de ricino, al ser uti'liz'éydo,'cfor‘r.)o fuenté linica
de carbono, indujo la sintesis de la y-decalactona (compuesto con aroma a durazno) en cultivos de

Trichoderma harzianum (desarrollados en bioreactores de laboratorio). ..
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Antecedentes

El proceso de degradacidn de sustratos insolubles requiere de una serie de etapas, donde la interaccién
entre los pardmetros fisicos (geometria del impulsor, dindmica del ﬂuidq, fenémenos dé transporte) y
biolégicos (crecimiento, morfologia, etc.) determinardn la efircievr;cr:izrxrdel p:r:c;éresd.r En el caso especifico
de aceites (triglicéridos), éstos tienen que ser hidrolizados inicialmente hasta el glicerol y acidos
grasos libres a través de la accién de lipasas excretadas al medio. Posteriormente, los dcidos grasos
libres son transportados hacia el interior de la célula, do'r;deféronrdegrudados hasta mondémeros de
carbono - a través de la B-oxidacion (Weete, 1980)-, los cuales se incorporan finalmente a las rutas
metabdlicas donde liberan su aporte energético. En este sentido, Ison y Lilly (1996) han sefialado que
la interaccidn entre el aceite y el hongo es de gran importancia, ya que la sintesis de las lipasas, asi
como su accién hidrolitica, depende del contacto entre las fases. Por ello, una adeguada interaccidn es

crucial para la induccién de las enzimas y la posterior hidrélisis del aceite.

En la actualidad, los lipidos y los aceites sonicon‘siderados componentes esenciales de los médios de
fermentacién debido a que poseen propieq;ides aﬁtiespumantes (Cavanagh er al.,1994) y -como se
menciond previamente- constituyen ﬁna fuente alternativa de nutrientes, como fuente de carbono total
(Rocha-Valadez er al., 2000; Serrano-Carfeén et al.,1997) o parcial (Rols y Goma, 1991) que favorece
la produccién de metabolitos secundarios. Sin embargo, el uso de aceites genera problemas de
mezclado y de transferencia de masa entre las diversas fases del sistema (medio de cultivo -fase
acuosa-, aceite -fase orgdnica-, biomasa filamentosa -fase sélida- y aire -fase gaseosa). Por otra parte,
la reologia compleja de los cultivos mice]iargs dificuitan mis el proceso de hidrélisis (Rocha-Valadez

et al., 2000).

El contacto entre las fases depende del drea interfacial y por lo tanto es deseable incrementarla para
que el sistema no tenga limitaciones de transferencia (Tsouris er al., 1996). La transferencia de masa
(oxigeno) se ve dominada por mecanismos que involucran flujos de masa en las interfases (figura
- }
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2.1). Sin embarcro se ha con51derado que la hmnacnon mlcml y prmcnpal (paso lxmltante) en este tipo

de pxocesos reside en Ia heterogeneldad del Mstema (Ison y Lllly,]996) X

' Célulak 7
individuales

Gota de
aceile

Burbujas
de aire

Agregados
celulares

Figura 2.1 Mecanismo de transferencia de masa en un sistema tetrafdsico

2.1.2 Meétodos empleados para mejorar el mezcladb y~‘la1t1jansfferen.cia de masa

A pesar de los problemas que origina la compleja: reologfa de los caldos miceliares, existen

alternativas para disminuir o eliminar esta prdblemética. Ekl fuﬂdafﬁe%iio fadica en mejorar la calidad
del mezclado (y por lo tanto la homogeneidad del sistema)k. Uﬁa aitefﬁﬁtiva &npleada con frecuencia
es la de incrementar la velocidad de agitacién conforme aumenta ]a viscosidad, ya sea al inicio o
durante el cultivo, tratando de mejorar la transferencia de masa. y de mlmmlzar la heterogeneidad en el

sistema. Lejeune y Baron (1995), para cultivos que produ'cen celulasas por Trichoderma reseei,
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sefialan que la produccién .de:éstas fue afectada por:las condiciones de agitacién imperantes en el

sistema,

Sin embargo, se han reportado otros trabajos en donde la t;ansferencigl ’de ’masa (oxigeno) se
incrementa por la presencia de una segunda fase liquida inmiscible enydloride el gas presenta una alta
solubilidad. Se ha observado que los aceites mejoran la produccnon dematermles VIipiosBilVJbrlés como
vitaminas, esteroides, coenzimas y algunos productos farmzié’éuticog;‘f(Vi%lndahim:e,' 1992) cuando se

adicionan al caldo de fermentacin, lo cual estd relacionado con la alta solubilidad del oxigeno en los

aceites,

2.2 DISPERSIONES EN SISTEMAS DE FERMENTA CION

2.2.1 Dispefsién de aire

En sistemas bioldgicos, la dispersién de aire en el medio de cultivo es de vital importancia para llevar
a cabo procesos aerobios. La transferencia de oxigeno tiene lugar a través de la interfase gas-liquido y
depende en gran medida de las caracteristicas de las burbujas (tamafio y ndimero) en el sistema. Su
tamafio a su vez estd determinado por la velocidad de agitacidn, el flujo de gases, la geometria del

impulsor y del tanque, las propiedades del fluido y su reologia (Tatterson, 1991).

Para obtener una mayor drea de contacto se requieren burbujas pequeiias porque tienen una mayor
relacion drea superficial/volumen. Ademds, poseen una velocidad de ascenso menor-a las grandes, lo
que permite que recirculen mejor y permanezcan el tiempo suficiente para lograr de forma eficiente la

transferencia de masa (oxigeno).
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Durante ¢l tiempo que permanecen'en el femxemador se presenta un rompumento dc burbujas en la

zona del nnpulsor Al mismo tlcmpo, se presenta el fcnomeno de coalescencm que consnste en.la.

union de las burbujas, gencrando otras mayores. Cuando se encuentran mxcrborgamsmos prescntcs los&
mecanismos de dispersion se ven dré'sticamente modificados. Desafortunadamente, la ‘mavor parte de -
los trabajos publicados sobre la dispersion d,ev gases se han restringido a sistemas en los que la fasc
continua cs el agua y cs dificil aplic:;r diéecféméﬁtci‘ ids resultrz#iosra otros sistcmas mascomplejos
(como los que se presentan en sisternas de fermentacion). Los metabolitos producidos.por las céiulas,
incluyendo las proteinas extracelulares, cambian la composicion de! medio vy pucdénf vzifiar la

distribucion de tamafios de burbujas (Adler et al, 1980).

Aun cuando el tamaiio de las burbujas depende fuertemente de la concentracion de solutos (fuerza
iénica), no sc ha encontrado una corrclacion general aplicable entre la tension superficial v el tamafio

de las burbujas (Machon ¢f al/, 1997).

Otra prqpiedad fisicoquimica de los sistemas de fermentacion es la viscosidad. Un aumento en la
viscosidad de la fase continua disniinuve la eficiencia de mezclado. lo cual dificulta la ruptun;a‘de las
burbujas que salen del difusor. Asi, éstas ascienden rapidamente. disminuvendo la transfereﬁdia de
masa (oxigeno). debido principalmente a que las burbujas grandes (producto del fenémeno’ anterior)

poscen una area interfacial menor.

2.2,.2 Dispersion de aceite

El tamario de las gotas es funcién de la geometria de los sistemas, de las propicdades fisicas de ambos
liquidos (viscosidad. tension superficial. hidrofobicidad, etc.), de la fraccidon volumétrica de la fase
dispersa v de la energia que sc provee al sistema (Tsouris er al. 1996). Del equilibrio resultante se

obtendra una distribucion de tamafios de gotas (Pacck ef al. 1999).

___,__,.—,

10 T GON



“Antecedentes

La viscosidad. es un paramctro detenmnantc en“el” tamano de” gotas En una fase “continua,” en.

f'ennemacxones este paramctro se vc afectado por la crecnente presencla de blomasa (prmcnpalmente la

micelial) o la prOducci()n de macromoléculas (como exopolisacaridos). Cuando esto ocurre, no se
puede lograr una composicién homogénea en’ el sistema v aunque se sabe que cxiste un minimo de
cneryn para lograr una dispersion uniforme (Armenante v Huang, 1992), en sistemas blologncos éste

parametro no sicmpre pucde ser utilizado debido a la sensibilidad que algunos mlcroorgamsmos v

células muestran a las fucrzas de corte producto de la agitacion.

2.2.3 Parametros que caracterizan una ‘dispersiiv(ma

Entre los didmetros promedio consnderados el dxametro Sauter €s el mas utlhzado aI relamonar el area
mtcrfacml por umdad de volumen a -v.el area para- la transferencxa dc masa. Por consngmente

determina la tasa.de transferencla de energia, masa v/o reaccnon qunmlca en dlsperswncs (Pacek et al,

1999). Sin embargo, el dlametro Sauter por si-solo no puede caractenza un” ' 'spersmn en vusta de

quc cs posnblc obtener un- mismo valor del dlametro promedlo para dlstnb 'es‘:,de'—‘vtamaﬁos

difcrentes (Zhou v l\resta 1998) Por lo tanto para un: lejor entendimiento:d las dlsperSlones.

ademas dc mcdlr cl dxametro promcdlo Sauter sc cuantlﬁca lad trxbucton de tamaiios.

El didmetro Sauter se define, para cualquier distribucién de valores discretos; de la siguiente manera:

Sy e
d Z(di):dﬂ e ‘

=
19

donde:
di= Diametro de cada burbuja o gota, um.

n= Nuimero de 'b’urbujas O gotas

11
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El diametro Sauter sc¢. obnenc a pamr de medncnones del dlamctro de gotas o burbu_;as dependc dela

Forma de la dlStl‘lbllClOl’l de tamano dc 5otas/burb1uas (Zhou ¥ [\resta 1998b) v es -por deﬁmcmn -

mayor que el diametro antmetlco y mas dependlente de las burbu_jas/gotas de mavor ‘tamaiio (Machon

et al. 1997).

En la tesis dc Brito (2001) se puede encontrar una revision completa de los diferentes parametros

Otiles para caracterizar una dispersion .

2.3 ESTUDIOS DE DISPERSION EN SISTEMAS MODELO

La influencia de los 'agcntcs surfactantes sobre el tamaiio dc las gotas \"burbujaé de aire ha sido
abordado en varios estudios previos. Drogaris v Weiland (l98.>) mvestlgaron la coalesccncia de
burbujas dc aire cn soluciones de dcidos grasos y #- alcoholcs En agua pura Yy en solucxones muy
diluidas, la coalescencia dominé en el sistema. Sin embargo, la ‘frgcuenqxai de,choqug entre -las
burbujas fue eliminado (100 % a 0 %) a mayorés conéentfdéiqnes dé;’ sbhntdé kz’xéiidosﬁ grasos o

alcoholes).

Dalmau et al. (1998) evaluaron la influencia del tamafio de las gotas de dcido lecico,cn la produccién
dec lipasa por Candida rugosa. Sus resultados mostraron que el tamaiio de las gotas ’(dizimetro
promedio) disminuyé de 3.5 um a 1.0 pm al aumentar la velocidad de agitacion (300- 800-rpm). Esta

disminucién cn el diametro dc las gotas favorecio la produccion de lipasas cxtracelulares.

Machon er al. (1997) evaluaron el taniafio de las burbijas: de aire en soluciones conteniendo
clectrolitos vy alcohol, en' tanques agitados. Observaron que al aumentar el valor de la tensién

superficial por la presencia de los diferentes: solutos(alcohol que disminuye la tensién superficial con

12
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respecto ala del ‘agua o:los electrolitos ‘quela iaur.n’g:ngan)ﬂy,;erlr;Eliz'm‘getrq‘Sa:uté;r; de:las burbujas se

incremento “de 1000 pm a aproximadamente 2500 ‘pm, utilizando una- agitacion: e 770 rpm.y una

turbina’ Rushton

Kollmer er al. (1999) evaluaron el efecto de la concentracion de bios_tirfactantes sobre la tension

‘interfacial, el diametro-Sauter y la distribucién de tamaiios de gotas en dispersionés modélo, urtilizrand;
el sistema n-octano/agua. Sus resultados mostraron que al incrementar ‘la \con‘éentracinc'm %ie'
biosurfacmntc, la teﬁsién interfacial v el diametro Sauter disminuyen khasta un valor’.‘miriiimq'( te:’nsn;é/n
interfacial = 25 mN/m ). Las distribuciones de tamaiios de gotas (densidad‘dq prébabilid:ad‘de
numero), muestran que la coalescencia desaparece debido a que las gotas ‘son‘ estﬁbi‘liiadas;por la
adsorcion del biosurfactante cn la interfase. Esto sucede al aument’a‘r' ia ébnéentraciéﬁ de

biosurfactante ¢n ¢l sistema.

Gallego-Lizon v Pérez de Ortiz (2000) evaluaron el tamaiio de gotas en emulsiones “liquido-
membrana”. Una cmulsion “liquido-membrana® es un sistema de tres fases que esta formada por dos
fases dc la misma naturaleza (generalmente acuosas), separadas por una tercera llamada “liquido-
membrana”, inmiscibles en las otras dos. Un sistcma tipico consiste en una cmulsién de agua cn
aceite, cstabilizada por la adicion de un surfactante. Las variaciones en la tension interfacial v la
viscosidad fueron realizadas cambiando la concentracion del surfactante. Los cstudios evaluaron el
cfecto de la velocidad de agitacion en el sistema. Los resultados muestran que al aumentar la velocidad
de agitacion se obtienen tamarios de globulos (producto de la emulsién), mas pequefios. Sin embargo,
muestran que ésta disminucion en ¢l diametro (medido como d;:) no cs debida unicamentc a las
propiedades  fisicoquimicas de las emulsiones,” sino “también a loé parametros hidrodinamicos

(velocidad de agitacion, didmetro del impulsor, etc).

sy
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Janse et al. (1999) evaluaron ¢l efecto de la’é ﬁbraé de ‘pulpa 'vde ‘papel sobre cI' I10/d-11p (fraccibén o

volumétrica retenida) del gas. Las conclusnones mas 1mportantes de este estudlo fueron entre otras a)

las pulpas industriales contienen agentes actlvos a: Ia superﬁcxe los cuales ticnen ‘un efecto en la
formacion v preservacion de burbujas pequenas con ‘una’ gran area mterfacxal b) la generacnon de

burbujas pequefias es resultado de Ia combmamon dc utlllzar un dlfusor con onﬁmos pcqucnos y de Ia

presencia de surfactantes, los cuales -al adhcnrse ala mterfase- impiden la coalesccncna

Galindo et al. (2000) evaluaron el tamaiio de gotas de aceite v burbujas de aire en sistemas modelo de
hasta cuatro fases (aire-medio acuoso-aceite-micelio). En el sistema de dos fases, observaron que al
incrcmcntgr la. concentracion de aceite en el medio, el diametro Sauter de las gotas de aceite
incrementaba de 750 pm (para 2 % dc accite) a 1230 pm (para 13 % de aceite). En el sistema trifasico
(aire-accite-medio acuoso), la introduccion dc aire al sistema incrementd drasticamente ¢l tamaiio de
las gotas de aceite, debido principalmente a la introduccién de burbujas en el interior de las gotas de
aceite y a la caida en la potencia suministrada debida a la aireacién. Por otro lado, en este mismo
trabajo, fueron evidenciados algunos fendémenos de superficie v considerados como posibles
parametros involucrados ampliamente en la dispersion. Al adicionar Sudan III (colorante hidrofobo) v
utilizando 10 % de accite. no se observaron diferencias en el diametro Sauter de las gotas de acceite
entre los sistemas con airc v sin aire, Sumado a ésto, no obscrvaron diferencias caracteristicas cn la
superficie de las gotas. las cuales habian sido observadas en los experimentos tipicos con aircacion.
Con relacion a las burbujas de aire. observaron que al aumentar la concentracion de aceite. el diametro

dc éstas fue decreciendo.

Zahradnik er al. (1999) estudiaron los fenomenos de coalescencia en soluciones de sacarosa,
cxaminando el cfecto de agentes surfactantes (alcoholes alifaticos) y demostraron que la coalescencia

de las burbujas de airc es suprimida por la adicidn de éstos.
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Bredwell et al. (1993) estudiaroﬁ la dispersién de microburbujas. 'Lqé:‘mriic»rqb,urbxuqu:]so‘n pequeiias
burbujas_esféricas estabilizadas con surfactantes, con. di'z'lme‘ti'os_fdeli.fdréén 'Lglre lVOO‘ pm las cuales
proporcionan un area superficial considerable. La c:rlpafcié::Surfactantejéu;;oiciéafz; 'iii;niicroburbujas
genera una doble capa eléctrica que actia como. repulsor ‘de otras burbujas, -previniendo asi la
coalescencia. Los resultados mostraron que la concentracion de surfactante es una variable importante
en la formacion de dispersiones estables; sin cmbargo; cﬁando la concentracion de surfactante es
mucho mas baja que la concentracion micelar critica (concentracion a la cual el surfactante forma una
capa monomolccular cn la interfase, Clarkson et al. 1999), las dispers‘ioﬁes establcé de microburbujas

no licgan a formarse.

2.4 EMULSIONES

Una emulsion es un sistema heterogéneo que consiste de al menos un liquido inmisckibley dispersado en
otro en forma de gotas. La fase que se enduentra en forma de gotas se conoce como fase dispersa v la
fase que constituyve la matriz en la que las gotas son suspendidas se conoce como fasc continua
(Adamson, 1982). Las emulsioncs son formadas por la aplicacién de una energia cxterna ( p.e.
agitacion)(Lec et al. 2002). Las emulsiones son sistemas termodinamicamentc inestables. quc tienden a :
separarse con ¢l tiempo. Esta inestabilidad es debida a la cnergia libre asociada a la'intcrfziSé entre las
fases. Al incrementarse ¢l area interfacial (por la disminucion del tamafio de particula) se 1iécesita mas
cnergia para mantener una cmulsion v evitar la coalescencia. Las superficies'de las gotés v burbujas de

una emulsion pueden ser estabilizadas con surfactantes.

Algunas moléculas actian como agentes activos a la superficie (llamados ~surfacta11tes o _agentes
cmulsificantes) ¥ pueden reducir la energia necesaria para mantener separadas. las fases, previniendo la
coalescencia v mantenicndo la estabilidad de la emulsion, Los agentes surfactantes son necesarios para

estabilizar el sistema. Algunos de los mecanismos de estabilizacién incluyen:
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> Disminucion de la rensmn su/)elf cra///meijacm/ Es ‘la_fuerza requerida - para reducxr el

contacto cntre¢ dos fases (gas-_llquxdo ]quIdO-l quxdo) Las moléculas en la- fase acuosa son

atraidas una a otra en todas dirccciones. En la ,c'apa limitc entre las dos fases, las moléculas estan
en contacto con otraS'méléélllaS'= v'expérimentan fuerzas desiguales entre las diferentes fascs.

Cuando se fomla una emulsxon. cl area de contacto sc mcrementa aumentando la tension

interfacial total Asn Ias molcculas tlenden a migrar de la interfase a la-fase continua v reducen ¢l

area de contacto entrc moléculas diferentes (figura 2.2),

> Adicion de parlzcu/as pequenias. Fragmentos de cclu]as, S|llca etc., pueden estabilizar una

emulsion, adsorbiéndose a la interfase para formar una?barrcra ﬁsnca alredcdor de las gotas en la

emulsion. Debe alcanzarse un balance entre Ia: tens n _l‘n‘tq’facxal;del aceite y los solidos y del agua

v los solidos (figura 2.3).

- Adicidn de macromoléculas. Algunas macromoléculas -como - proteinas v gomas- forman
peliculas alrededor de las gotas de la emulsién cstableciendo. una. barrera fisica: (figura 2.4).
evitando asi la coalescencia. Cuando sc utilizan proteinas como agentes surfactantes, éstas sc

despliegan y reoricntan (ver detalles en la seccion 2.3.1.1).

\ : \-)1?11 rmN

Figura 2.2 . Estabilizacion de las emulsiones por fuerzas interfuciales
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Figura 2.3. Estabilizacion de emulsiones por particulas solidas

Figura 2.4. Estabilizacion de emulsiones utilizando macromoléculas

2.4.1° -Agentes surfactantes en bioprocesos

Debido a que l;\ ténéio‘n su@fﬁcial de un liquido csta determinada pér la enejrgia de las moléculaé enla
region interfacial, el desplazamicento dc’moléculas de la superficic liquida por solutos adsorbidos
afectard dircctamente el valor de la tension superficial. La relacién entré ’la estructura quimica de una
molécula adsorbida v la velocidad de adsorcion, diferencia las clases de surfactantes y determina su
utilidad (Adamson. 1982). Las propiedades de muchos agentes surfactantes son. consecuencia de la

forma v propiedades fisicoquimicas de éstas moléculas.

Los surfactantcs son moléculas amfifilicas. es decir, poseen un-extremo con caracteristicas polares v
otro no polar (Adamson. 1982). Por cllo, las moléculas de surfactantes se alinean a la interfase accite —

agua. con el grupo hidrofilico cn ¢l agua vy cl tallo hidréfobo en el aceite (figura 2.3).
N .
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Los * surfactantes tienden ';‘ a .,f‘orm,a,r égrcgados estables (n1iceias) Vcn_' sdiucién, :fs,ieﬁ‘jp're' que su
concmtr;xcién esté Vprorri;rriba dc; su conccptracién micelar g:fitjq;x (CMC) :yr src;;z}bsrprbé@ a Ia; Virnterfascs
gas-liquido (Jordan. et al. 1999). Los caldos de fermentacion contienen numerosas sustancias activas a
la superficie (surfactantes). Los biosurfactantes definen una clase de surfactantes que son sintctizados

por microorganismos (i.e. proteinas, fosfolipidos,etc.).

El valor de tensién superficial minima (omin) para un surfactante sera determinado por la concentracién
micelar -critica (CMC). La CMC: esla concentracién -a- la cual el surfactante forma una capa

monomolecular en la intérfase liquido-liquido o gas-liquido (Porter, 1994).

90000
HERR

T | seees
» \Tm'r

Emulsion agua/aceite Emulsiéon aceite/agua

Figura 2.5, Orientacion de los agentes surfuctantes en las interfases
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2.4.1.1  Proteinas

Las proteinas son moléculas activas a la superficie, las cuales tienen ‘la propiedad de adsorberse a
interfases agua-aire o aceite-agua, debido esencialmente a las propiedadeé h’idrofébicas de éstas
interfases. Esta adsorcion cstabiliza la lamela de la burbuja, reduciendo la tensién superficial

(Clarkson er ail. 1999).

Pezennec er al. (2000) han mostrado que el comportamiénto de las proteinas en la interfase es
influenciado principalmente por su rigidez estructural.:Por ejempld, las proteinas globularés;(lizbéima,
albumina de suero bovina, ovalbumina) forman peliculas con alta rigidez. Tripp et al. (l994) 'déscriben
cl proceso de adsorcion de las proteinas globulares (BSA, lizosima, citocromo - C; . ribonucleasa,
caseina. ctc.) considerando su naturaleza amfifilica y su estabilidad. Las proteinas globhlérés con un -
alto grado de cstabilidad conformacional y poco flexibles son consideradas rigidas v reSist¢11‘ grandes
cambios cn su conformacion. Por otro lado, las proteinas globulares llar‘nadkas | ;‘suzives’Y son
rclativamente flexibles v pueden reorientar su estructura terciaria para adsorberse éoﬁ mas facilidad en

las interfases.

Otro factor que influencia la adsorcién de las proteinas en la interfase es el niimero v distribucion de
aminoacidos no polares sobre la superficie de las proteinas. La BSA es una proteina globular,
considerada como “suave™. Tripp ef al. (1995) reportan que la adsorcion de la BSA a la interfase aire-

agua es un proceso rapido.

Beverung er al. (1999) proponen que la adsorcion de la proteina es inducida por las interacciones
hifrofébicas entre el aceite v los residuos hidrofébicos de la superficie de la proteina, Altos niveles de
proteina facilitan ¢l desplegamiento. El tamaiio v la amfifilidad de la proteina, en contraste con la

polaridad dc las fases, determina la adsorcion reversible o irreversible de éstas.
—
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Las propiedades de las protemas dlﬁcren de-las de los agentcs surfactantes de ba_jo peso molecular

(Prins y van t RICL 1987) en que l) ¢

‘adsorbcn a una mtcrfase a muy bajas concentracmnes 2) son

flexibles v pueden camblar su conformac:lon cuando se adsorben a la mterfase

s,

Cuando la molccula dc protcma se adsorbe, sufre un cambxo conformacnonal conocido ' como
desnaturalizacion superﬁcna] lgste desplegamiento c¢s producto de la reon%tacxon de Ias regiones
hidrofébicas de la molécula hacia la fase gascosa (en el caso de interfases gas-liquido) (Clarkson et al,
1999). Se ha obscrvado la formacion de peliculas viscoelasticas en la interfase aceite-agua debido a la

adsorcion de proteinas (Beverung er al. 1999). Al adsorberse éstas a la interfase, conducen a la

reduccién de la tensidn interfacial.

2.4.1.2 Antiespumantes

Al igual que las proteinas, los anticspumantes son sustancias activas a la superficie, las cuales
disminuyen la clasticidad superficial de los liquidos y previenen la formacién de espuma. Algunos de
los anticspumantes utilizados en bioprocesos son: aceites, acidos grasos, ésteres, alcoholes

poliglicoles. etc. y su modo de accion depende de la naturaleza del compuesto (Vardar-Sukan, 1998)

Los aceites naturales son sustancias organicas insolubles en agua, compuestas por triglicéridos- esteres
de glicerol con cadenas laterales de acidos grasos saturados e insaturados - junto con algunos acidos
grasos libres-, los cuales son ficilmente metabolizables. La adicion de agentes antiespumantes altera la
tension superficial, la fuerza ionica v la viscosidad, afectando asi el comportamiento coalescente v la
rigidez de las burbujas v por lo cual se incluven como tensoactivos o surfactantes ya que al bajar la

tension superficial. influencian la dispersion en los sistemas de fermentacién.
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Sin embargo, el principal efecto dc la adicion de los agentes anticspumantes en las fermentaciones cs

obscrvado sobre Ia transferencia de oxigeno, como se describira en la siguiente scccion.

25 TRANSFERENCIA DE OXiGENO
Los objetivos mas importantes de un biorreactor son- la dispersion del gas en el scno del liquido

(transferencia de oxigeno) v una adecuada interaccion entre las fases (mezclado), debido a los

requerimientos metabolicos de oxigeno por parte de los microorganismos.

En los bioprocesos aerébicos, el gas — casi siempre : a‘ire‘ - débe ser aispersado en un liquido (solucion
acuosa o suspension) y el 0\lgeno debe disolverse. Un summlstro de 0\lgeno suﬁcxente para el
crecimiento de las células s critico, debido a la baja solubllldad del oxlgeno cn agua (Vardar-Sukan
1990). La transferencia de ougeno parece ser la hmltacxon MAs severa en’ cultlvos microbianos

(Kawase ef al, 1997, Worden et al, 1998).

El oxigeno es sin duda el elemento mas dificil de abastccéf en cultivos sumergidos debido a su baja
solubilidad en agua - alrededor de 10 ppm elﬁpleando airea | atm v a temperatura ambiente (Atkinson
v Mavituna, 1991) - por lo que debe suministrarse continuamente mediante aireacion. El aire v/o gases
cmpleados se adicionan al medio a través de un difusor colocado debajo del impulsor. permitiendo con
csto una mejor dispersion del gas. Sin embargo, debido a la baja solubilidad del oxigeno v a las
muiltiples barreras que debe atravesar el gas, frecuentemente se generan gradientes de éste clemento en

cl medio. lo cual puedc causar limitaciones nutricionales en los cultivos.

La transferencia de oxigeno hacia el liquido y de c'ste al organismo se basa en la absorcion del oxigeno
desde la fase gaseosa hasta la fase Ilqmda la’ cual se puede dl\'ldll‘ cn las siguientes ctapas (Bailey v

Ollis, 1986) (fgura 2 6)
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Capa : - : Capu
limite limite

Reaccion

bioquimica

’ Célulu
Seno del liquido

N

Burbuja
de gas

~

Membrana
celular
Interfuse Interfase clul:

sus-liquido agregado-liquido

Figura 2.6. Pasos involucrados en el transporte de oxigeno.a partir.de una burbuja de aire

1. Difusion del oxigeno a partir de la burbuja de gas en l‘a intequ;isé‘ gééé;liq11ido';‘

2. Transporte a través de la interfase gas-liquido.

(93]

. Difusion del oxigeno a través de la region del liquido ad_ifacérnitcr,zy_lz»la;burbuja de'gas.

4. Transporte de oxigeno de la zona del liquido:bien mezclado a la rcgi()n .del ll’cju;'do no:mezclado

alrededor de las células.

7]

. Difusion de la region alrededor de las células.
6. Transporte a partir del liquido a las células o agregados celulares.
7. Transporte difusivo del oxigeno dentro de los agregados celulares.

8. Transporte a través de la membrana celular,

La transferencia de masa (en este caso de O:) en ¢l sistema, esta rcpresentado por (Doran. 1999):

Naoz= kia (C* =Cy) | Do 2)
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donde :
k.= Coeficicnte de transferencna de O\Igeno [m s ]
a = Arca interfacial por unidad de volumcn del ﬂundo [m m" ]
C*= Concentracion de oxigeno en el equilibrio [ngl m"’]

C= Concentracién dc oxigeno cn ¢l seno del liquido fgmol m™|

El area interfacial puede scr calpulada conociendo el diametro promedio Sauter (ds;). El diametro
promedio Sauter es un parzim:tro,impoftante debido a que csta directamente relacionado con ¢l arca
interfacial, la cual determina la velocidad de transferencia de oxigeno en las dispersiones (Zhou y
Kresta. 1998). Su valor puedp ser calculado directamente obteniendo el tamaiio de las burbujas de aire,

utilizando por ejemplo; 11erfamienté;s de andlisis de imagencs,

Particndo del valor del'diametro promedio Sauter; es posible calcular el area interfacial de acuerdo a :

. - o | )

o =—

dy,

En la cual, el valor de ® representa la fraceién volumétrica de la fase dispersa.

2.5.1 Efecto de agclltés s;lrfactan;tcs sobre el kpa

2.5.1.1 Antiespum‘a'nte’s ~ e

La adicion de agentes antiesp:umantes és “necesario ch ’niuch‘és»,fenﬁc»:nﬂt'acidne,s v tiene un efecto
importante v complcjo sobre la trénsferencia de o.\'igén‘ot(Mqrﬁo:el a/ :199:9'). En forma mas particular,

¢l kia es afectado en gran medida por ¢l drea interfacial (ji)r debido al comportamiento coalescente v

las propiedades fisicoquimicas del medio v ¢l k,_en funcic‘m: de‘los parametros hidrodinamicos del
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sistema, en especial la capa limite en la interfase gas-liquido: En algunos casos, la‘adicién en exceso

de los agentes surfactantes puede conducir: a un*increm transferencia de oxigeno,

cspecialmente si el agente antiespumante es también un nutrlente .como en el caso de los aceites
naturales (Rols y Goma, 1991). Sin embargo, este fendmeno no ha sndo todavm ‘totalmente explicado.

Galindo er al. (2000) sugieren que, cn los sistemas con baja concentracion de aceite, el tamaiio de las
burbujas se¢ ve incrementado -conduciendo-a un area interfacial menor — y por lo tanto una

disminucion en el ki a.

Los agentes antiespumantes bajan la tension superficial giisnl1inqyeﬁdo el diametro de las burbujas v
afectando tanto cl diametro Sauter (d;.) como elr ho’ld-up. an ’embargo, el tamaiio promedio de las
burbujas no depende unicamente de la agitacion suniinistfada, sino también dc¢ las propiedades
coalescentes del sistema. Asi. la velocidad de coalescencia depende de las propicdades fisicoquimicas
del liquido (densidad. viscosidad, tensién superficial). El efecto de la variacion de la composicion del

medio sobre el comportamiento coalescente de las burbujas es de dificil prediccion.

El efecto neto de la adicion de un agente antiespumante depende de las etapas’ limitantes cn ¢l proceso
de suministro de oxigeno. Esta limitacion puede ocurrir: a) a través de la interfase (afectando
principalmente cl valor de ki), o b) en el seno del liquido (afectando cl area interfacial) (Vardar-

Sukan. 1998).

Los agentes antiespumantes incrementan la coalescencia v reducen la transferencia de oxigeno, sin

cmbargo, hasta ahora no se ha encontrado una relacion cuantitativa entre estos factores. Vardar-Sukan

(1990) comparé ¢l efecto de diferentes accites (aceite de maiz y aceite de semillas de amapola) sobre
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el kia. En general, observé que el ki disminuia hasta:un minimo. al incrementar la Conccn_tracic"n de

aceite:

adlcnonado a una solucmn con sales, cl kLa-dlsmmuve sngmﬁcatlvament cbldo al’ mcremento en la

coalesccncxa S| se ad|c10na protema al medlo, la- velocidad de coalescencna dlsmmuve debldo al

dcsplazamlento del 'mtlespumante de: Ia 16teffase ga iquido,

Morio er al. (1999) encontraron que laadicic’:ﬁ dei bajﬁz‘xs' cbncéﬁtréciones‘dé anticspumantes disminuye
marcadamente el cocficiente volumétrico de transférencia de oxigého '(k._"a). Los antiespumantes
utilizados cn sus cstudios incluycron el aceitc de sova, la s’ilicona v el polipropilenglicol. Las
concentraciones dc antiespumante utilizadas abarcaron un rango de 2 a 1000 ppm. Altas
concentraciones de aceite de soya o bien de silicona (200-1000 ppm), mejoraron la transfercncia de
oxigeno. Al incrementarse la concentracién de antiespumante, los cfcctos pueden explicarse mediante
tres mecanismos: a) que la movilidad de las burbujas disminuya, 4) que la coalescencia se incremente
6 ¢) que la tension superficial disminuya. Los primeros dos efectos disminuyen cl valor de kia
(especificamente afectan ¢l valor del arca interfacial), mientras que al disminuir la tensién superficial,

se reduce ¢l diametro de las burbujas v se incrementa el area interfacial.

Rols y Goma (1991) estudiaron el efecto de la concentracion de aceite de soya sobre la velocidad de
transferencia de oxigeno en un medio para la produccién de butanodiol, por la bacteria A. aerogenes.

La presencia de aceite de sova en. el mcdto dc femlentacmn mejor6 la capac1dad de transferir el

oxigeno. Para las condxcnoncs empleadas cn ese tmbajo (0 77 vvm'y 300 rpm» el uso de 19 % v/v de

aceite de sova incremento 1.48 veces el kx_a comparadocon el sistema sin aceite.
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Si la adicién de aceite de soya mﬂuencm el coeﬁcneme volumetnco de transferencxa de ougeno

entonces este podna estar actuando en la mterfase gas hquxdo o blen dentro della capaillmlte del gas

Algunas de las posibles explicaciones mcluven (Rols ¥ Goma, 199 I)

.

la fase acuosa y aumentando el area mterfacml de la fase gaseosa

» que la solubilidad del oxigeno cn aceite es mayor que su. solublhdad en: agua Ias gotas de

accite localizadas en la capa limite (entre la . fase acuosa v cI gas), ueden mcrementar la
permeabilidad del oxigeno en esa.capa
» que la fase oleosa puede actuar como un'intermediario activo para el transporte de oxigeno de

las burbujas de gas al agua (Rols et al., 1990')

Rols v Goma (1991) sugieren que el mecz}nismo'implicado'éh Ia méjora de la transferencia de oxigeno
al trabajar con cmulsiones -de hidrocarburos o pcrﬂuorocarbbhos- es la formacion de una capa de
aceitc como una pelicula delgada en la interfase gas-liquido. Este fenémeno se rige por el ““coeficiente
de extendido™ (Sp) que se define como la difusidn de una gota de aceite sobre la interfase gas -

liquido. Sc expresa como :
Sp= 66— (Cag + Gan) ' )

donde:
o= Tension superficial agua-aire
o, = Tension interfacial aceite- aire

0,4 = Tensién interfacial accite-agua
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Cuando ‘¢l valor de Sp> 0, el aceite se extenderd sobre la interfase aire-agua; si Sp<0, el ac‘eite
simplemente flotara en la fase acuosa (Adamson, 1982). qus y Goma (1991) detemlinarro:x} :e],vz,’bf dc
Sp= +37.4 dinas/cm para el aceite de soya, lo cual sugiere que en el sistema de tres fases (airc-aceite-
agua), las gotas de aceite podrian extenderse sobre la interfase gas-liquido. Este coeficiente (Sp) fue
reportado también por Moran er al. (2000) al estudiar el efecto de la aireacion sobre las gotas de
bitumen (fraccién de los hidrocarburos en tierras oleosas), obteniendo un valor de Sp = 21, para el

sistema airc-bitumen.

Linck v Benes (1976) evaluaron el efecto de la que aceitosa sob:r¢:ql—c'o§ﬁciente de transferencia de
masa-(oxigeno). En emulsiones del tipo aceite-agua de n-alcanos. (sistema con coeficiente de extendido
ncgativo) el valor de ki no es afectado por la concentracion de la fase accitosa; sin embargo, al trabajar
con cmulsiones de dcido olcico-agua (sistcma con coeficiente de extendido positivo) cl ki inicialmente
disminuye v luego se incrementa al aumentar la fraccion (v/v) de aceite en ¢l sistcma (de 0 a 0.22). La
disminucion inicial en ¢l k, es atribuida a efectos de la actividad superficial del acido oleico, esto es, a
bajas concentraciones de dcido oleico se presenta una acumulacion de éste en la interfase gas-liquido,

comportandose como una barrera para la difusion del oxigeno.

Kawasc v Moo-Young (1990) reportaron que .a bajas conccntracxones de acelte la eﬁcxencxa cn lar

transferencia de oxigeno disminuye consnderablememe “Sus resultados sugleren que cI antlespumante

podria estar afectando cl valor deky v prcsentanclo un efecto menor sobrc el area mterfacnal

Liu et al. (1994) reportaron una tendencia a disminuir-el valor del kia al aumentar la concentraciéon de
aceite (aceite de ricino, aceite de olivo y manteca de cerdo ) utilizando 200 rpm (0.5 % v/v v un kia =

2549 0, . para ¢l aceite de ricino). Reportando un incremento del kia solo al adicionar de 20 a 435 % de

accite de ricino en ¢l sistema. f" IQ CON
uEy)
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2.5.1.2 Otros agentes surfactantes ~

Koide er al. (1976) reportaron el efqggo;ggfagqgtes,s’urﬁgvcrtgntgs “como los alcoholes alifaticos.’ Los

surfactantes disminuyen la transfercncia de masa a partir de’ las burbujas en ‘al menos dos formas

(Koide er al., 1976):

1) los surfactantes se adsorben en la. mterfase gas llquldo :retardando el ﬂu_|o superﬁcnal por el

gradiente de tension superficial en la mterfase v

2) los surfactantes adsorbidos cn la intcrfase gasfliquidd c cp

moléculas de gas en la interfase gas-liquido, lo que se conoce como res

Koide et al.. (1976) estudiaron el efecto de alcoholcs ahfatxcos como agentes actlvos a la supcrﬁcnc

sobre la transferencia de oxigeno en soluciones acuosas Al evaluar el valor de k,_ on respecto ala

concentracion de alcohol utilizada, observaron que éste: valor dlsmmuvc confom1 se mcrcmenta la
concentracion de alcohol ¢n el sistema y que es mas drastlco en SOlllC‘lOneS' de alcohol con cadenas

largas de carbonos.

2.5.2 Morz‘cmrlism‘os; 'ba:rar mcrementarlatransferencnade bxiéello

Debido a que la solubilidad del oxigehoré;j agua'é’srmu_v'baja, una forma de mejorar la velocidad de
transferencia de oxigeno, consiste en ufilizal‘ "Qéétores” de bxigeno, en los cuales la 1s’oklu‘bi1i(kiad del
oxigeno cs mayor (Rols y Goma, 1990). Jianlbng (2000) evalud el uso de #-dodecano como vector de
oxigeno cn la produccién de acido citrico porrAspergiIlus niger y observd que al utilizar una fraccion
volumétrica del vector menor que el 4 % , ¢l kea incrementaba lincalmente. El valor de Sp para éste
sistema con #-dodecano fue igual a 0.6 dinas/cm. Ademas dc aceitcs vegetales. se han utilizado
perfluorocarbonos como portadores: de oxigeno, aprovechando ventajas como la alta solubilidad del

oxigeno en ellos (aproximadamente 20 veces comparada con la del agua) (Junker er al., 1990).
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2.5.3  Modelo de estudio: prodllééiéh,dé y,-d‘éc?l‘l‘ac“tona& por thiclm(lerma h:arzria'l@“u"rnt}i.

Trichoderma harzianum.es.un hongo ﬁlaﬁentdso prod‘uctor de diferentes compuestdsv,‘de,Vintei:fr,és;i:‘om‘o
lactonas (ésteres ciclicos) v algunas enzimas (lipasas, celulasas, etc.), cntre otros. Bonﬁanrme él al;
(1997) v Serrano-Carrcon et al. (1997) demostraron que el hongo es capaz de producil; lactonas a partir
de diversos sustratos ( i.e. glucosa y algunos aceites vegetales). 7. harzianum pr’oduce;dosr.ﬁlagtonas
caracteristicas ( y-decalactona v 6-pentil-a-pirona) v su produccion depende de la composicién del
medio de cultivo. Este proceso es sumamente complejo, va que ademas de la reologia desarrollada por
el crecimiento filamentoso ~la formacion de caldos no Newtonianos- involucra el mezclado de cuatro
fases inmiscibles. incrementando asi los problemas de heterogeneidad y transferencia de oxigeno
durante ¢l proceso. En este sistema. es importante ascgurar que el aceite de ricino se encuentre
completamente incorporado en el medio acuoso. Considerando también que la presencia de diversos
agentes tensoactivos producidos por ¢l microorganismo (p.e. proteinas) contribuyen a modificar la
tension superficial/intcrfacial del sistema — parametro fisicoquimico que afecta la dispersion en los
sistemas de fermentacion-, éste estudio es una contribucidn para caracterizar el sistema real. Este
trabajo gencré informacion accrca de la interaccion entre fases, considerando la tension superficial v

evaluando su efecto sobre la dispersion de las fases y sobre la transferencia de oxigeno.
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3 OBJETIVOS

GENERAL

~ Caracterizar la dispersion de las fases inmiscible v gaseosa v el coeficiente de transfercncia de
oxigeno en un sistema de fermentacidn modelo de 3 fases (aceite-medio acuoso-airc) como

funcion del tipo v concentracion de proteina soluble
ESPECIFICOS

~ Caracterizar la dispersion de aceite de ricino en un sistema modelo de 2 fascs cn funcién del tipo v
concentracion de proteina soluble.

~ Caracterizar la dispersion de aceitc dc ricino y aire. en -un sistema modelo;t‘rifésicbi cﬁ'ﬁlnéié‘n del
tipo y concentracion de proteina soluble.

~ Evaluar cl efecto de proteina soluble sobre la localizacion de- las burbujés de gas, en el sistema
modelo trifasico. |

~ Evaluar el efecto del tipo ¥ concentracion de proteina soluble sobre el cocﬁcicnté volumeétrico de

transferencia de oxigeno.
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4 MATERIALES Y METODOS

41 FERMENTACION (PRODUCCION DE y-DECALACTONA)

4.1.1 Microorganismo

Se utilizd la cepa Trichoderma harzianum obtemda ~ cn forma hoﬁhzada - del Imemalzonal
Mycological Insmme (IM1I 206040). La ccpa se preservo en tubos de ensayo (slams) en medxo de agar

de dextrosa v papa (PDA, Bioxon) a 4°C.

4.1.2 Obtencién y conteo de esporas

De la cepa preservada. sc inoculd | cm® del medio sélido sobre una caja Petri con medio fresco. La
caja sc incub6 a 29 °C durante 96 horas. Las csporas obtenidas se recuperaron con 2 mL de solucién
salina (NaCl 0.9 % con 7ween 40 al 0.05 %). El conteco de csporas sc realizé en una cdmara dé
Neubauer. utilizando el objetivo 40X de un microscopio Nikon Alphaphot (modelo 2452). P}x‘ra el
desarrollo del indculo se utilizo una concentracion de 5 x 10° esporas / mL. de medio de cultivo. La

suspension se adiciono en forma estéril al medio de cultivo.

4.1.3 - Sistema de fermentacion

El cultivo se llevéd a cabo cn un biorreactor de 14 L (New Brunswick Scientific, ‘modclb MF14)
utilizando un volumen de trabajo de 10 L. El fermentador consta de una jarra de 45 cm de altura v 21
cm de diametro. flecha de acero inoxidable dc 0.9 cm de diametro v trés turbinas tipo Rushton (Di =
0.3Dy) . El fermentador esta equipado con un motor.de 1/4 Hp y un controlador para la velocidéd dcr
agitacion. Cuenta con un controlador de pH (/ngol/d, modelo 2300), conectado a un clectrodo de pH
(Ingold) v una bomba peristaltica (Master Flex, ;11odcl§ 76 i4-é0) para la adicion de base (pH = 3.6).

El control de la temperatura se llevo a cabo mediante un sistema de circulacion de agua a través de las
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mamparas: del fcrmentador El ﬂujo de aire se«controlé con un rotz'lmetro El sistcma consta de un

anallzador de ougcno dlsuelto concctado a.un electrodo polarografico de oxigeno (/ngold, modelo

170).

4

42 MEDIO DE CULTIVO Y CONDICIONES DE OPERACION EN LOS
ESTUDIOS DE DISPERSION

Para realizar los experimentos de dispersion se usd como fasc continua una solucién acuosa ri‘ca en
salcs con la siguiente composicion (en g/L): (NH,).SO, (5). KH,PO, (7). Na-HPO4 (2), MgSO. 7!—130
(1.5). CaCl, 6H,O (0.067), FeCl; 6H-0 (0.008), ZnSO, 7H,0 (0.0001). La fase quﬁida ixﬁniscible
utilizada fuc accite de ricino (3 %) grado industrial (Drogueria Cosmopolita S.A.) v la fasc gaseosa fue
aire a | kg/cm® dc presion. Las propiedades fisicas de las fases liquidas se resumen en la rabla 4.1, La
viscosidad del aceite s¢ midié experimentalmente utilizando un dispositivo dc cilindros concéntricos

DIN 125 en un redmetro (Rheomar 120. Contraves), a un gradiente de deformacion de v =100s" v a

29 °C.
Tabla 4.1 Propiedades fisicas de los liquidos utilizados
Propiedad Aceite Solucion acuosa
Viscosidad (mPa s) 490 1
Densidad (kgm™) 960 1000

El sistema para la cvaluacion de las dispersiones esta constituido por un equipo de aireacién/agitacion
(figura 4.1) y un sistema de andlisis de imagenes (Brito, 2001) que scra descrito cn una seccion
posterior. Se utilizo un tanque de vidrio de 6.7 L. de volumen de trabajo, ¢l cual es de configuracion

“estandar™ (D+/H;. = 1) » tiene cuatro bgffles de 01Dy
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Figura 4.1 Diagrama esquemdtico del tanque de mezclado

El sistema. que ha sido descrito en detalle por Brito (2001), cuenta coh una 'cilaqueta cuadrada de
acrilico para el control dc la temperatura. La agitacién esta provista por un motor de corricnte directa,
de vclocidad v torque variable. con una potencia nominal de 186 wa&s; La velocidad del impulsor se
controla a través de dos potenciometros, uno de ajuste fino v otro de ajustc grucso, medido con un
transductor ferromagnético (Power Instruments, Inc, modelo 892-1800-OHM-SXC). un engrane (60

dicntes) y un tacometro (Power Instruments, Inc, modelo [ 715VR).
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En el sistema tnfasxco la mtroduccxon de Ia fasc gaseosa (alre) se. rcahzo con la awda de un rotametro

(Cole Parmer modelo FMO44-4OG ) para medlr el ﬂLlJO‘ Sc utxllzo un’ dlquOI' sxntcnzado dc accro;

inoxidable (para HPLC, diametro de poro = 20 pHm).- Se uso6 una turbma Rushton (01 = 0 DDT) como

impulsor, colocado a 10 em n del fondo del tanque.

Sc controld la temperatura a 29 £ 1 °C, ajustando la temperatura del agua de la chaqueta con un

calentador de recirculacion (Polyscience). ajustando a la vez la temperatura del tanque.

4.2.1 Montaje del equipo

Esta ctapa incluyo el montaje del tanque de mezclado,‘bq[ﬂes, flecha. impulsor;. sonda de luz (v
difusor en los casos que se¢ utilizo aireacion), asi como todas las conexiones del s1stema de analisis de
imagenes. El medio acuoso (descrito previamente) asi como 335 mL de aceite, dc ricino (5 % viv de
6.7 litros) fueron adicionados al tanque de vidrio. En éstc momento ﬁlc:ajus:tada la velocidad de
agitacion (200 rpm) y la temperatura. El conjunto de condiciones: se dejo ‘cétaBilizar durante 30

minutos, periodo en ¢l que sc ajustd ¢l enfoque v otros parametros (brillo, contraste).

43 METODOS ANALITICOS

4.3.1 Détyeiiﬁlnac _n e protein sollnbl,é'(métodb dé,'BEad‘for:d)

Este ensayo se basa en el metodo de: Bradford Es un procedlmlento snmple v preciso para la

determinacion -de protemas solubles Involucra la adlcxon de un colorante acndo a una -solucion de

proteina. La intcrpolacion con-un-curva estandar proporc1ona una medlda relativa de la concentracién

de proteina (Garcia er al., 1998). ’

El procedimiento ¢s como siguc: ; '
PSISCON |
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Preparaf 3 05 diluciones ‘de ;L:x;na’rsorlucig')n estandar de proteina, las cuales deben ser
representativas dc lrz}s m}lestrgs que seran gﬁ;{lizgdas.

Adicionar 800~ uL de cada muestra estandar cn tubos de ensayo. Las. soluciones son
generalmente cnsayadas por duplicado o triplicado.

Adicionar 200 pL del colorante reactivo Protein Assay Dye Reagent Concentrate. ,(,B‘O Rad
Catalogo No.-500-0006) a cada tubo y agitar en vortex.

Incubar a temperatura ambiente de 23 a 30 minutos.

Nlcdir la absorbancia a 595 nm.

Los valores de las muestras sc extrapolaron dc la curva patron, la cual sc elaboré utilizando

soluciones de albumina sérica bovina (BSA) en concentraciones dc 2 a 20 pg/mL (figura 4.2).

0.5 -

T 04 -

: N

w ;

(o] !

B 0.3 -

=

2 0.2 -

© L

g C (g/L) = 0.0164*Abs + 0.1023

2 01 - * R2 = 0.9847
0 | |

0 5 10 15 20 25

Concentracion de proteina (ug/mL)

Figura 4.2 Curva patron para la determinacion de proteina.
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4.3.2 Caracteristicas'de las proteinas utilizadas
Sc cstablecio trabajar con dos proteinas de diferente hidrofobicidad (propiedad- sgpgtﬁci;iyl{dé,_las, )
proteinas). Considerando lo anterior se eligicron dos proteinas comerciales: albiimina de suero bovino

(BSA) (Sigma, 98% proteina) v la lipasa de germen de trigo (Sigma. Tipo I).

La BSA ¢s una proteina globular (PM = 67.000). su punto isoléctrico es 4.9. El valor de
hidrofobicidad para esta proteina es -203 kJ/mol (Sugimura er al. 2000). Es una protcina con la
capacidad de transportar jones v dcidos grasos. Presenta en su estructura un gran numero (17) de
puentes disulfuro. La lipasa dc germen dc trigo tiene un PM= 42,000 y es inactiva sobre los
triacilglicéridos (Beverung er a/, 1999). factor importante para nuestros cstudios, pues al utiliéar aceite
de ricino como fase inmiscible (sustrato para las lipasas) podriamos tener interferencias debido a la
produccion de hidrolizados del aceite de ricino. Para corroborar lo anterior, se realizd la determinacién
dc la actividad enzimatica de la lipasa (ver mas adelante). La preparacién coxﬁerdﬁl presentd una
purcza del 95 % (valor reportado por el proveedor). Las caracteristicas dckcéd;"x.rdna dé las proteinas sc

resumen en la tabla 4.2,

Tabla 4.2 Caracteristicas de las proteinas utilizadas

Albumina de suero bovino Lipasa (ge_rﬁ:yeni‘dye nfigo)
(BSA) RO A )
PM (Da) 67.000 T 42000
P, 9 41
Hidrofobicidad (kd/mol) 2057 : ‘il 7 -|724" ‘
Pureza (%) 99 % ‘ k 93 %

" Valores reportados por Sugimura et al., (2000)
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4.3.3 Determinacién de actividad enzimitica de lipasa_

La determinacién de la actividad de la lipasa se realizo utilizando la técnica reportada por Sokolovska

ct al. (1998), descrita a continuacién:

. Sc mezclan 3 mL de la solucion dc protcma con 10 mL dre;buffe}»de‘ fosfatoé (pH =‘7)7 v 13mL
de aceite de olivo en un matraz Erlenmeyver de 100 mL.

. Después de 60 minutos de incubacion a 37 °C , sc toman 8 mL de la emulsion, los cuales son
centrifugados v el aceite hidrolizado es separado v mezclado con una mezcla de acctona-ctanol para
cxtraer los acidos grasos libres.

. La concentracién de dcidos grasos es determinada por titulacion con NaOH 0.05 N, utilizando

fenolftaleina como indicador.

4.3.4 Cinética de produccion de proteinas por‘Tfichalléfif;(l h'(li'?,i(miun

Como una aproximacién al sistema de fermentacion revél‘ibp‘ztr‘@";lzvl;élproduccién de y-decalactona. se
realizo un cultivo de Trichoderma harzianum usando aceite dé "Vrirc;ino cohb fuente de carbono v se
siguio la cinética de produccion de proteinas (figura 4.3). El'o’bjetivo de esto fue cstablecer los valores
de la concentracion de proteina presentes en el caldo v utiiizar valores similares en los estudios de
dispcrsion en cl sistcma modelo. Como puede observarse en la figura 4.3 en las primeras 48 horas se
inicia la produccién de protcinas. Los valores se encuentran por debajo de los 0.35 g/L, alcanzando un
maximo a las 130 horas. A partir de estos resultados de la cinética se establecio como limite superior
¢l valor de Ia concentracion mas alta obtenida en la fermentacion real, analizandose un rango de

concentraciones de 0.002 a 0.5 g/L.
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4.3.5 Déterminaci(‘)n de la tensién suberficial

La tensién superficial se midié en un tensiémetro FISCHER, modelo 20, el cual es utilizado para
determinar la tensién superficial e interfacial aparente de liquidos, utilizz;ndno Vel rﬁétodo del ar;il];) (dur
Noiiy) reportado por Clarkson et al. (1999). En éste método, un anillo de platino-iridio de dimensiones
conocidas se suspende de un brazo, éste tltimo se mantiene en posicidn horizontal, aplicando torsién
sobre un alambre de acero inoxidable. Incrementando la torsién eﬁ el alambre se eleva el brazo y elr

anillo, el cual acarrea la pelicula del liquido en el cual estd sumergido. La fuerza necesaria para romper

con el anillo la interfase es el valor de la tensién superficial.
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Figura 4.3 Cinética de produccion de proteinas.en.un cultivo de T. hargianum usando aceite de
ricino como fuente de carbono
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> Calibracién

La cahbramon del tensiometro se realiza de la sxguxentc manera:

1. Colocar el anillo en el gancho ubicado en €l c\tremo |zqulerdo del brazo

[\S]

. Cortar un trozo de papel pequeiio v colocarlo sobre el amllo par'l que actue como 'una platafomla cl

cual sera utilizado para la calibracion v debcra ser de masa conocnda

w

. leerar el brazo de torsion y ajustar hasta que el md:ce y.su lmagen se encucntren exactamente en
linea con la linea de referencia cn el espejo. .
4. Es necesario determinar la exactitud de la calibracion a partir de la lectura obtenida. La tension

superficial aparentc esta dada por:
S =Mg /2L &)

donde:
M = peso dcl trozo dc papel ( g)
g = aceleracion de la gravedad ( cm/s” )
L = didmetro de la circunferencia del anillo (cm )
S = tension superficial aparente ( dinas/cm )
Si la lectura del disco difierc del valor calculado, entonces la longitud del brazo de ’torsién chc'ser

ajustada hasta que los dos valores coincidan.

» Operacion
Para realizar la determinacion de tension superﬁcnl deben prepararse la muestra vel tensxometro La
mucstra puedc ser colocada cn un dlsposmvo de vndno de al menos 4.5 cm de didmetro. Al utilizar

aceite. cualquier residuo sera rcmowdo con- benceno v dcspues enJuagado con acetona v agua
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destilada. El anillo. debera ser.remojado en acetona y dejar que ésta se evapore.‘E's‘te procedimiento

debe segui;se aun cﬁ?mdo no seutlllcen a_c'icii:trt‘asi.

> Medicién (figura 4.4)

El anillo es colocado en el gancho ubicado en el extremo del brazo. El liquido a medir es tra’nsferidlo al
recipiente de vidrio y colocado'so't;re; la tabla de muestreo. Esta dltima es elevada hasta que el anillo
estd inmerso en la muestra liguida. Una distancia de inmersi6n de 0.32 cm es considerada suficiente.
El brazo de torsién es liberado yr ely instrumento ajustado a cero. Debe mantenerse el anillo en el
liquido durante su manipulacién, ‘sub‘iendo o bajando la tabla de muestreo si es necesario. Al bajar la
tabla de muestreo (hastd que el ahillo se encuentra en la superficie del liquido) debe ajustarse con el
botén sobre el lado derecho para mantener la linea de referencia con la marca del espejo. Continuar
con los dos ajustes simultdneos hasta que la pelicula de la superficie es separada del resto del liquido.

La lectura en este punto de rompimiento es la tensién superficial aparente.

Figura 4.4 Equipo para la determinacion de la tension superficial
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# Factor de correccnon . '

Para obtencr los valores reales de la tensnon superﬁcnal se utlhza Ia sngmentc relaclon.

‘§= PxF:

donde S es-el ‘valor vcrda’derd P el valor aparente ¥ F el factor do édrrécciéh' El f‘actor de cbrrecci()n

dcpcndc del tamano del amllo v ‘de la densidad de las fascs mvolucradas El factor de correccion

obtenido (vcr ane\o) ﬁ:e F 0. 925 para los e\penmcntos reahzados

4.4 SISTEMA DE ANALISIS DE IMAGENES

El analisis de mmgencs consiste fundamentalmente en el procesamicnto de imagencs con una
computadora Surglo como una combmacxon de las nuevas técnicas de video v computacxonales que se‘
aplican para la cuantificacion de los tamafios de gotas (Pacck er al.,1999) v burbujas (Machon et al.,
1997). ‘Rccientemente, Galindo er al. (2000) obtuvieron imagenes claras v facilmente anzilii@les de

gotas v burbujas cn un sistema modelo de fermentacion de hasta cuatro fases.

4.4.1 Descripcion del sistema de anilisis de imigenes

Se utilizd el sistema*desarrollado cn: nuestro laboratono Y que ha sido descrito cn- detallc por-Brito

(200 l) A contmuacnon sC prcscnta un- rcsumen de las caracterlstlcas deI sxstema

4.4.1.1 Sistema optico

Consta de un estercomicroscopio Olvblpus SZ4045ESDvcon un rdngo:dc zoom de 1.8 a llX. como

lente de aumento, el cual esta montado sobre un soporte 0lvmpus SZSTB,IESD Pemmc hasta 110

nu de distancia de enfoque. Estc parametro es importante cuando se requxerc una dlstancna de trab'l_]o

amplia (distancia del punto de enfoque a la lente). En este caso,':la 'chaqueta se encuentra entre ¢l

tanque.y ¢l estercomicroscopio v es necesaria esa separacion. de lo contrario, la chaqueta no permitiria

enfocar el interior dcl tanque (figura 4.5). La sonda fue ubicada en la zona de descarga del impulsor.
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La adqunsncnon de las imdgenes se llevd a cabo con una camara de VIdCO Hltachl l\P DDO Color NTSC

Dlgllﬂ/ dlsenada para producir imagenes de alta calxdad cn anahs's dc es'-» Para: acop’lar‘_la

camara al estereomicroscopio se usé un triocular 0/ympus SZ?CTV (Bnt_o; 200[ L "ﬁlic"n‘te de Ii.;z fue

un estroboscopio modelo MVS-2600 (EG&G Optoelc@iréﬁicsj, [ j g sonda‘:de"'ﬁﬁra,éptica

sumcrgible de | m de longitud y un didmetro de salida de luz de 04 mm. f‘

Estereomicroscopio

Sonda de luz ‘, 2

estroboscopica
.

Punto de @ < ;
enfoque

Pared del Pared de la
tanque chaqueta

- Hlem >

Figura 4.5 Plano de enfoque en la captura de imdgenes

4.4.1.2 Computadora

Se usé una computadora cquipada con una tarjeta digitalizadora de imagenes Flash Point® 128
(Integral Technologies). quec cuenta con cntradas dec video v permite ¢l ajuste de color. brillo.
saturacion y contraste a los niveles deseados. Sc utilizo ¢l programa comercial de andlisis de imagencs

Image-Pro & Plus v.4.1 (Media Cybernetics, USA) para adquirir v procesar las imagenes.
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4.4.2 Arreglo experimental -

En la figura 4.6 se presenta una fotografia del arreglo pxpgtjmgpyta]._l..éi:'Ju'minacién'cog:s:ifsgércx] una

sonda de luz estroboscopica sincronizada a la camara de video acoplada a un estércomicroscopio y una

computadora que controla todas las operaciones.

4.4.3 Procesamiento digital de Ias imiAgenes

Utilizando una camara de video conectada a un cabezal de un estcrcbmicroscopio, es pdsible’bbltener, Y.
capturar imagenes amplificadas de una pequeiia seccion del interior\del tanque de mezclado (figura
4.4). Una vez que sc ha obtenido la imagen cn la computadorg, sc procede a evaluar el tamario de cada
gota de aceitc o de burbuja de aire que sc observa, mediante el programa comercial de procesamiento
de imagenes Image-Pro® Plus (Media Cybemnctics, EUA), haciendo uso dc la calibracién adecuada

(conversion de pixeles a pm) v de las funciones integradas o adaptadas del programa.

4.4.3.1 Captura, digitalizaciéon y almacenamiento

Para captar adecuadamente las imdgenes. es necesario enfocar ¢l punto que ilumina la sonda, lo cual sc
hace manualmente. Sc creé una botonera que tiene asociadas algunas macros. En la figura 4.7 se
muestra la botonera creada. El nombre, la descripcion detallada y el icono asociado a cada una de las

macros s¢ describen en la tabla 4.3.
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Figura 4.6. Fotografia del arreglo experimental (1),(2) computadora con tarjeta de digitalizacidn,

(3) camara de video, (4) sincronizador, (5) cabezal de estereomicroscopio, (6) fuente de

luz estroboscdpica, (7) tanque de vidrio con tapa, (8) rotimetro, (9) sonda de luz
estroboscdpica

Plimage-Pio Plas .
Eie _Edt Acqthe Ephance Procest yeasue Macto Window Help -

e R AL ALY T Y
% 12 3 9 O0O® |

iz |

Figura 4.7 Botonera del programa Image-Pro® Plus
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Tabla 4.3 Macros para capturar, procesar y analizar imdgenes

Nombre . Descripcion

Prende Enciende cl estroboscopio

Apaga Apaga el cstroboscopio

Captura Enciende el cstroboscopio, captura 30

imagenes, reduce su tamaiio al 30 %. les asigna
un nombre v las almacena cn el disco duro de
la computadora

Gris claro Convierte a cscala de grises. homogeniza cl
fondo. aplica un filtro (imagenes con un zoom
de 2.3X)

Gris oscuro | Convierte a cscala de griscs. homogeneiza cl
fondo. aplica un filtro (imdgenes a un zoom
4X)

Manda Envia los datos a la hoja de calculo Lxce/®
para su posterior analisis

Umbral Define automaticamente ¢l umbral de
Dcfault scgmentacion v deteccion de los objetos
Eligc Scleccion manual de objetos de interés v

automatica de objctos restantcs
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4.4.4°" Calibracion del estereomicroscopio_-

Un.pixcl. es la unidad constit'uti'va ,dé ‘u'lia,',imag‘en “digital, Cada. imageh ptoqe’sadaﬂticne 320 x 240

pixeles. La cquivalencia de estos a ‘milimetros se determiné - para cada: magmﬁcaclon — con una

camara de Neubauer. Sabiendo que la cuadncula dc la camara "e de‘0,0a mm se detennmo la

equivalencia en pixeles del espacnp de la cuadrlcula y con los valopcs obtemdos sc hlZO una regresion -

lineal (figura 4.8). Los detalles han sndo dcscntos por Bnto (2001)

250

N
o
o

Pixeles/mm
-
[4,]
o

[4)]
o

2 4 6 8 10 12
Zoom

-
o
o

O o A

Figura 4.8, Calibracidn del esterecomicroscopio

4.4.5 Procesamiento de imigenes para medir tamaiios de gotas

Aunque las imagencs de gotas son facilmente observables utilizando ¢l estereomicroscopio, no es
posible una segmentacion scmiautomatica. La. principal dificultad radica en que la mayoria dc las
gotas cstan muy cerca unas de otras v las ﬁmciones del programano pueden discriminar entre uno v

otro objeto. Por lo tanto. fuc nccesario usar las herramlentas dc medxcnon manual dcl programa /mage-

Pro® Plus con el fin de cuantificar el tamaiio dc las gotas (/' gura 4.9).
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Figura 4.9 Procesamiento manual de imdgenes para medir tamarios de gotas de aceite

El procedimiento (Brito, 2001) se resume a continuacion:

1. Activar la calibracién que corresponda al zoom con el que se tomaron las imagenes.

2. Abrir las ventanas Measurements y Data collector del ment principal Measure.

3. En la ventana Measurements, definir la herramienta de medicién manual a utilizar.

4.Recopilar las mediciones en el colector de datos (Data collector). Esta funcion permite

acumular la informacién de muitiples imagenes analizadas.

5. Repetir desde el paso 4 para cada imagen, hasta que se hayan medido al menos 500 gotas.

6. Exportar los datos a la hoja de cilculo (Excel©) para su posterior analisis.
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4.5  MEDICION DEL k;.a

La medicion_del k.a sc realizé utilizando ¢l método de degasificacion reportado por Sobotka et al.
(1982). Estc sc basa cn la medicion del cambio de la concentracion de oxigeno disuelto en el liquido.

El oxigeno disuelto se midié usando un electrodo polarografico Merttler Toledo, 4100,

El oxigeno cn cl sistema fue removido utilizando N> como gas inerte. La dependencia “del:oxigeno

disuelto con respecto al tiempo esta dado por:
de./dT =kia(C" - Cu) - (6)
Sin embargo, en éste caso, C. = 0 . haciendo que la integracion de la ecuacion (6) sea:

n(C-Ci)/C-Cu=dkalta—t) M
Cuando el oxigerio disuelto ha sido‘totalme'nte'e]itkﬁinadb,“Cl = 0°'a t,=0, la ecuacion (7) adopta la
forma siguicnte:

In (1-C o/ C)=-keat e o : (8

La figura 4.10 resume los pasos neccsarios para llevar a cabo la medicion (Quintero, 198 1).. Primero
sc elimina el oxigeno mediante burbujeo de nitrdgeno en lugar de airc; una vez que Ci, = 0, se airea de
nucvo v se toman mediciones de Cy. a diferentes tiempos. Si se grafican cstos valores de acuerdo a la

ccuacién (8), sc obtienc la figura 4.11 . en donde la pendicnte es igual a -ka.

El electrodo de oxigeno disuelto fue colocado arriba de la punta del impulsor: respctando ¢sta
ubicacion en todos los experimentos. El sistema se considera como homogéneo (completamente

mezclado).
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Eliminacion de oxigeno con N,

e
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Figura 4.10 Pasos del método de eliminacion de oxigeno pdara la determinacion de kia

In[1-(C(t) CY]

Tiempo (s)

200 300 400 500

Figura 4.11 Ejemplo de la determinacion de ki a
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4.6 CONSUMO DE POTENCIA.

El valor de la potencia ~ suministrada al sistema sc obtuvo experimentalmente mediantc un
dinamometro de cojinete neumatico (Reséndiz er al.. 1991), utilizando las mismas condiciones de
operacion del sistema modelo. El principio de funcionéh‘licnto ha sido detallado por Reséndiz er al..

(1991) vy se describe brevemente a continuacion.

El agitador rotaCIonal mlparte una f’uerza mecanica a la cual presenta resmtencna cl hquldo del interior
del tanque. Este llqmdo a su-vez, produce un torque sobre cl lmpulsor el cual se transmltc al motor a
través de la flecha dc agnacxon. Este torque de reaccxon causa que elsxstema dc agntacnon rote.sobre su
soporte. cn dircccion contraria a la del impulsor. Esto pcmmc que el torquc sca medldo mcdlantc la
fuerza transmitida a una plataforma graduada, por medlo de un acoplamlcnto mecanico. A pamr de

estas mediciones, la potencia se puede obtener como: ‘
Potencia = (Torque) (Velqéidzid,dé ‘desplazamientdangularr)
o bien,

=(AB)w) S B )

donde- P ¢s la.potencia (watts). F cs la fuerza (kg), B es el brazo de palanca (ni) VO la vcloci‘dad

angular (s).

A su vez,

o =2xN ' ' (10)

v N es la velocidad de rotacion del impulsor (s™)..
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47 REPRODUCIBILIDAD DE LOS EXPERIMENTOS DE DISPERSION

Se determinG la reproducibilidad de experimentos tipicos. Para ello se llev6 a cabo una praeba por

duplicado de la determinacién de tamaiios de gotas de aceite en el sistema trifdsico (medio acuoso —

aceite de ricino-aire). La figura 4.12 muestra los didmétros Sauter asi como las distribuciones de

tamafio de gotas determinados para dos experimentos independientes realizados bajo las mismas

condiciones (impulsor Rushton',‘200 rpm, 0.5 vvm, 5 % aceite de ricino y 0.02 g/L de proteina).

Los resultados de didmetro Sauter, asi-como las distribuciones de tamario de las gotas mostraron alta

reproducibilidad (ver figura figura 4.12), ‘

1.0 4

0.8 4

0.6 ~

0.2 4

Distribucion de volumen acumulado

0.0 -—8—&

R 20 ®
@a

&

e

O dy,= 1040 ym
QSQ A dy, =990 um

100 1000
Didmetro (pm)

10000

Figura 4,12 Repmducibilidad de pruebas para determinar tamaiios de gotas de aceite
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 DISPERSION EN SISTEMAS DE DOS FASES

5.1.1 Efecto de la concentracion de proteina sobre la dispersion de gotas de aceite

La caracterizacion de las dispersioncs se hizo cn términos del diametro Sauter y de distribuciones dc
volumen acumulado. En éstas ultimas se puede observar como el volumen dc la fase dispersa, se
distribuye cn un eje de tamaiios de gotas o burbujas (Ramkrishna et af.. 1995). Este tipo dc graficas

permiten comparar distribuciones de tamafios de particula al emplear dos o mas condiciones.

5.1.1.1  Albumina de suero boyino (BSA)'

Como sc ilustra en la. fi gura 5 la, las tres concentracnoncs de protelna utilizadas, modlﬁcan la

tendencia de la graﬁca de dlstnbucnon dc volumen hacm la lzqmcrda del control lo cual representa

una disminucion en el dlametro de las gotas de accnte

La figura 5.2a muestra el diametro Saufcf dejrla;'igot#s de zrlc‘r:“eié"cc;rﬁo;;f'ﬁncirén de la cdncentracic'm de
proteina. en cl sistema difasico. Se observo que el tamano de las gotas (d;s) de acelte disminuy6 . de
612 pm para el control (sin proteina) hasta 430 “pme (como promedlo) para las tres concentracnones de
protcina utilizadas. Se observa una caida dramatl‘ca en,el d33 al adlcxonar"protema aliststema (0.002

g/L), sin embargo, después de csta caida enel d-, su valor permanece constante.
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Figura 5.1. Dispersiin de aceite de ricino como funcion de la concentracién de a) 3SA y.b) Lipasa
de germen de trigo '

La figura 5.3 muestra algunas imagenes tipicas del sistema, para los experimentos en donde se utilizé
BSA. dc la dispersion del aceite de ricino. Como puede observarse. las imagenes de las gotas
presentan una superficic “lisa” claramente observable, similar a la observada en trabajos previos
(Galindo er a/. 2000; Lucatero. 2002), bajo condiciones no aireadas. Estos datos seran comparados con

aquellos obtenidos cn el sistema aireado en una’seccion posterior.
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Figura 5.2, Didmetro Sauter de las gotas de aceite como funcion de la concentracion d e a)BSA v b
lipasa de g. de trigo en el sistema difiisico '

5.1.1.2  Lipasa

Como pucde obscrvarse en la figura 5.1b y en la figura-5.2b, la presencia de la lipasa reduce el
diametro de las gotas en la dispersion del aceite de ricino -para el sistema de dos fases. Los resultados
para la lipasa en éste sistema, indican que al mcrementar la concentracion de protcina (hasta 0.5 g/L)

sc observa una disminucién del diametro Sauter de las gotas de aceite, efecto similar al observado con
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la BSA (seccion S.1.1.1), al utilizar una concentracién igual. Los resultados indican que a
concentraciones menores de 0.02 g/L, el efecto de ambas proteinas es fuertemente dependiente de la

concentracion y posiblemente de sus caracteristicas superficiales (determinadas por su conformacion,

ver anexo 2).

| —
: Y . ﬂ
T2 PN -

Control (sin proteina)
.

0.5 g/L.

0.002 g/L.

Figura 5.3. Imdgenes de gotas de aceite en presencia de BSA, magnificacion 8 X

La figura 5.4 muestra algunas imagenes tipicas del sistema con lipasa de germen de trigo. En estos
sistemas, puede observarse una diferencia en las imdgenes en el sistema con lipasa, en las cuales se

observa menor contraste al ser comparadas con el control (sin proteina).
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7 Rcéllliilaos

Para entender: el cfecto de las protcinas en la interfasé del “sistema ;accite'- mcdio ~acuoso,

consldcremos que Adamson (1982) ha rcportado que la cfcctwndad de cualquner agente surfactante

adsorbido a una pelicula puede scr debida a:
a) que las moléculas adsorbidas pueden reducir la’ cncrgxa deil éiVStehiafldiséé‘rs'zxdo,'bajando la

tension superficial/interfacial del sistema

b) la formacion de una barrera rigida o altarﬁénté: vi}séosal cn lavrintc}rfzrlgc‘:, capaz de prevenir o
retardar lé coalcsccn@ia de las gotas que glmoéén Vcomcvjiro;srlt.‘llt;:rxdo de la agitacion mecanica v,

¢) que las moléculas que poseen -una ca?ga Jeléétri‘ész (i.e. proteinas con residuos cargados
cléctricamente), i‘mpartcn"ésta carga a~la s‘uperﬁciev‘de las gotas, dando como resultado la
formacién de una doble. capa electnca que dlsmmuve fa frecuencia de acercamiento de las

gotas, evitando asi la coalcsccncna

Kollmer er al. (1999) evaluaron la influencia de biosurfactantes sobre dispersiones de n-octano/agua.
Reportaron que incrementando la concentracidon de biosurfactante, la tensién superficial v el ds
disminuyen a un minimo, logrando alcanzar una maxima concentracion de surfactante en la interfasc.
Esto ¢s coincidente con los resultados rcportados en el presentc trabajo, en el sentido que al
incrementar la concentracion de proteina (surfactante) en el sistema se alcanza un valor constante
(~450 pum) de los tamafios de gotas de aceitc. Ademas ambas proteinas disminuyen la tension
superficial: sin embargo. los efectos mas dramaticos se observan con la BSA (a bajas concentraciones,
~ 0.002 g/L). la cual al ser adicionada al sistema de dos fases reduce el didmetro de las gotas hasta un

minimo (450 pm).

Con base cn los resultados del efecto de la BSA y la lipasa sobre la dispersion del aceite de ricino se

puede inferir que:




Resultados

1) Concentraciones menores de 0.02 g/L de proteina disminuyen la tensién superficial Uiéura
3.5), facilitando con esto el rompimiento de las gotas por el impulsor.” =

2) Que a concentraciones mayores de 0.02 g/L. de proteina se logre un recubrimiento de las gotas

con la proteina, disminuyendo asi la coalescencia. Clarkson et al. (1999) reportaron que las

proteinas pueden formar interacciones intermoleculares en la interfase, formando peliculas

cohesivas, las cuales son resistentes a la deformacién.

0.002 g/L . 0.5 g/L
Figura 5.4. Imdgenes del sistema con lipasa de germen de trigo

Algunos trabajos previos reportan que al utilizar BSA (Clarkson et al. 1999; Tripp ef al. 1995) a bajas

concentraciones se logra recubrir el drea entre las interfases (esto es debido a la reorientacion de sus

zonas polares y no polares) y se lc ]a concentracxén micelar critica (CMC), la cual se define

como la concentraclén a la cual cambla la pendlente del gréﬂco de tensi6n superficial contra logaritmo

de la concentraclon (figura 5.6), alcanzando una pendlente de cero. Algunos estudios han reportado
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(Tripp et al., 1995) que. el valor. de.CMC. .de ,unray,proteyl’nra es depcndie‘nte .de ~»d()sr pardmetros
principalmente: del peso. molecular de ,las,prqten’rias y”de la rigrid,ez,_estrqctu;al_die ,‘a nﬁolééula de

proteina.
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Figura 5.5, Efecto de la corxcet:traciért} tipo de proteina sobre la tensién superficial

Esto sugiere que la BSA es un protefna‘que presenta gran afinidad por las,supe‘rfiéies,‘en este caso por
la superficie hidr6foba (aceite). Para explicar ésta afinidad, se ha repor_tado que algunas proteinas
como la BSA se difunden rdpidamente a partir del seno del liquido a la fase gaseosa y se adsorben a

ésta, alcanzando asi un valor de CMC (Clarkson et al. reportan un valor de 0.03 g/L). En contraparte,
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la lipasa. no alcanza éste valor a las concentracnones estudladas en e] presente traba;o Clarkson eral.

(I999) proponen tamblen quc cl componamlento observado a] utlllzar la BSA pucdc ser dcbldo a quer

€s una proteina activa a las superﬁcxes (tiene gran capacidad como agente surfactante) -a dxferencla
dc otras proteinas- v 'a que dada su confotrmacion estructural, podria prescntar un alto grado de
ﬂc:\lblhdad pcm‘ntlcndole desplegarsc v adsorberse rapldamente a la mterfase (gas-hqtudo o hquldo-
llquldo) Lo anterior ha sido reportado por Clarkson ef al. (1999) y por Trlpp (1993). Sus estudios
demostraron que la actividad superficial de las proteinas, esto es, la capacidad de adsorberse a las
interfascs. cs dependientc de su reoricntacion molecular v de los cambios conformacionales que
experimentan cstas moléculas. En estos sistemas, la tension superficial es funcidon tanto de la
concentracion de surfactante adsorbido como de su conformacion. Por lo tanto, al correlacionar los

datos dc los reportes previos con aquellos descritos en este trabajo, puede sugerirse que las

v distribucion de aminoacidos polares v no polares) de

caracteristicas cstructurales (conformacion
ambas proteinas (ver anexo 2) cstin ocasionando cfectos marcadamente diferentes a bajas
concentracioncs, posiblemente debido a que no solo la concentraciéon esti provocando una
disminucién menor o mayor (en el caso de la lipasa y la BSA respectivamente) en la tension
superficial v en cl diametro Sauter (figiras 5.2a ,5.2b v 3.5) sino que se presenta un arreglo
conformacional durante cl proceso de adsorcion. Clarkson et al. (1999) reportaron también que cuando
la molécula de proteina c¢s adsorbida, ésta sufrc un cambio conformacional conocido como
“desnaturalizacion superficial”. Este desplegamiento conduce a una reorientacion de las regiones

hidréfobas de la molécula hacia la fasc gaseosa v las regiones hidréfilas hacia el agua, estabilizando

asi las gotas de aceite o bicn las burbujas de aire.
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Figura 5.6. CMC para las diferentes prbtez'nas: a) BSA y b) lipasa de germen de trigo

52 DISPERSION EN EL SISTEMA DE TRES FASES

Las condiciones empleadas para el sistema trifésicidjfu'éroﬁ sihilares a las utilizadas en la seccion
anterior, solo que en éste sistema se utilizé una corriente de aire como gas, alimentado a un flujo de
0.5 vvm. En la figura 5.7 se presentan algunas imdgenes tipicas para el sistema trifdsico utilizando
BSA y lipasa de germen de trigo. Es posible identificar claramente las gotas de aceite, las burbujas de

aire en el seno del liquido asi como las burbujas de aire en el interior de las gotas de aceite.
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Burbuja dentro
de gota
w2

sooﬁ

Figura 5.7. Imdgenes de gotas de aceite y burbujas de aire para el sistema trifdsico a)BSA y
b)lipasa de germen de trigo

5.2.1 Efecto de la presencia de aire en el tamaiio de las gotas de aceite de ricino

El efecto de la aireacion sobre la dispersion de las gotas de aceite se muestra en la figura 5.8, cn la
cual se presentan los didmetros Sauter a las diferentes concentraciones de proteina en los sistemas
aireado y sin aireacién. El didmetro Sauter de las gotas en el sistema aireado fue mayor con respecto al
sistema no aireado para todo el rango de concentraciones de proteina utilizados. El incremento en el
dj; de las gotas en presencia de aire (0.5 vvm) es congruente con la caida de potencia debida a la

aireacién, Para los sistemas sin aire, la potencia fue de 0.25 kW/m® y fue de 0.19 kW/m® bajo

condiciones aireadas. Otro fenémeno que puede explicar el incremento del dy; de las gotas :st
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introduccion de burbujas de aire dentro de las gotas' de aceite. Lo anterior fue reportado-por Galindo et

al. (2000) asf como por L,ucyatcro'/(2002) en sistemas trifz'i,sico‘s.
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Figura 5.8, Efecto de la presencia de aire sobre el didmetro Sduter de gotas de aceite y en funcion
de la concentracion de proteina: a) BSA y b) lipasa de germen de trigo

En la figura 5.9 se muestran imdgenes tipicas del sistema bajo condiciones aireadas (imagen a) y no
aireadas (imagen b). Al comparar las gotas de aceite entre ambos sistemas, se observan caracteristicas

muy particulares. Primero, la superficie de las gotas en el caso del sistema difdsico es lisa, mientras
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que en el sistema trifdsico (con aireacion) la superficie es rugosa, y segundo, el didmetro de las gotas
se incrementa al introducir aire al sistema, como se mostré en la figura 5.8. Este fenémeno fue
también observado por Galindo et al., (2000) y por Lucatero (2002). Algunos reportes identifican este
fenémeno como una dispersién multiple. Una ;_lispersién miltiple es formada cuando la fase continua
forma gotas dentro de las gotas de otra fase (Lee e al, 2002). La formaciéon de las estructuras
mostradas en la figura 5.9b podria ser consecuencia de la coalescencia y ruptura de las gotas (Lee et

al., 2002; Sajjadi et al., 2002).

(b)

Figura 5.9. Diferencias en la apariencia de las gotas de aceite entre los sistemas no aireado (a) y
aireado (b)

Sajjadi er al. (2002) reportan que la inclusién de gotas de la fase continua (medio acuoso) dentro de la
fase inmiscible es funcién de la presencia de surfactante en la fase dispersa. Mencionan dos
mecanismos que determinan éste fenémeno. El primero es la formacién de las gotas internas cuando la
fase continua es atrapada entre las gotas coalesciendo. El segundo mecanismo sugiere que la inclusién
podria ocurrir por la deformacion de las gotas de aceite, con lo cual se facilitaria la introduccién de la

fase continua.
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5.2.2 Efecto de la concentracion y tipo de pjl:'o'tgi/najrsqp'ré‘;la:;dispersi N drgggotasﬁde

aceite

La caracfgriiacic';; dcladnsbersnondc; ‘las gio‘jtraé deaceltc c;'nel élsten1a Bﬁ&ﬂ:lgtnfasmo:;;’x'ﬁﬁéstr; en
la figura 5.10a para la. BSA' yen la:ﬁgura 510b parala liﬁasa de germen de trigo. En estos sistema. la
dispersion de las gotas de aceite sé ve favorecida pdr la mayor concentracién de cualquicra de las dos
proteiﬁas. Es importantc recordar que la iipasz{ ’es una enzima, la cual presenta un sitio dc union a su
posible substrato (alguno o alguno de los compuestos presentes en el aceite de ricino). Los resultados
mostrados en la figura 5.11b sugieren que dadas las caracteristicas estructurales dc la lipasa, ésta
migra principalmente hacia la interfase inmiscible, orientando su sitio de unién hacia el sustrato, por lo
quc utilizando concentraciones por arriba de 0.02 g/L, se logra reducir significativamente el tamario de
las gotas de aceite. El d;» de las gotas ¢n cste sistema (figura 3.115) se reducen de 1150 ym para el

control (sin proteina) hasta 330 pm al utilizar 0.5 g/L de lipasa.

A diferencia del comportamiento de la BSA en ¢l sistema difasico, en el sistema trifasico sc presenta
una posicion de los datos diferente, entre cada una de las concentraciones de protcina (con respecto al
control). En la figura 3.10a se obscrva como cl corrimicnto hacia la izquicrda de las curvas (con
respecto al control) e¢s dependiente de la concentracion de proteina. Como sc ha reportado
anteriormente (Clarkson er al., 1999: Tripp et a/;, 1995: Beverung e/ al.. 1999) la BSA es una proteina

activa a las superficies, la cual a diferencia de la lipasa, no prcsénth_ en su estructura un sitio de unioén

especifico por ¢l aceite. Asi. en el sistema. trifasic inespecificamente hacia las

interfases presentes (no olvidar que tanto-la: fasc 'gaseosa com fase aceitosa son hidrofdbicas); 1o
cual no significa que deje de interaccionar:con ,algUna'dc las interfases. Beverung et al. (1999) han
propucsto que los residuos hidrofdbicos presentan tna mayor afinidad por la interfase aceitosa que por. -

la gascosa (ambas fascs son hidrofobas) v que ¢stc efecto es dependicnte de la hidlr'ofob'ici'cribadr \ la
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estabilidad conformacional de:las protcx‘ﬁas.gLOS"vdgzi de las gotas én éSte sistema.van-de 1150 pm para
el control, hasta aproximadamenm‘G(‘)O pm (para 0.5 g/L. 'dve proteina) (figura 5.11a).
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Figura 5.10. Dispersidn de las gotas de aceite como funcién de la concentracion de proteina en el
sistema modelo trifdsico : a) BSA, b) lipasa de germen de trigo

TESIS CON
65 FALLA DE ORIGEN |




Resultados

1200

1000 :
‘ a) BSA

600

e

400 !’

: Diamietro Sauter (um)

[o]
1200

1000 b) Lipasa
800
600

400 17

Diametro Sauter (pm)

] — T '
00 02 04 06

Concentracién (g/L)

Figura 5.11. Efecto de lu concentracion.de proteina sobre eI didmetro .Sauter de las gotas de aceite:
a) BSA y b) lipasa de germen de mg().

5.2.3 Efecto dela concentr'lclon y: tlpo de: protema sobre 1a dispersidn de las burbujas
de aire

Para un sistema trifasico similar al empleado en €ste trabajo, Galindo er al. (2000). Larralde- Corona er
al. (2002) v Lucatero (2002) han reportado la presencia de burbujas de airc dentro de las gotas de

aceite. Dadas las caracteristicas de las imagencs obtenidas, resulta ficil cuantificar las burbujas dentro
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de las gotas y Ias burbuJas en el seno del llqmdo (fgura 5 12) y poder reahzar el anahsns cons:dernndo

éstos dos grupos Los resultados del anahsls de Ia dlsperswn de estos, asx como; su dlscusxon se

presentun a conlinuacic‘)n.

Como panorama general, evaluando el efecto de la concentracién de proteina sobre la dispersidn de las
burbujas de aire podemos observar ::(/'igu:lr'dr 5.13a) que al aumentar la concentracién de la BSA,
disminuye el didmetro de las burbujas; sin embargo, el efecto de la lipasa sobre el didmetro de las
burbujas parece ser independiente de la concentracién (figura 5.13b). En la siguiente seccién se

describird en detalle el efecto de las proteinas sobre las burbujas de aire en el seno del liquido y las

burbujas de aire en el interior de gotas de aceite.

. Burbqla llhre 4)

At l")

Figura 5.12. Localizacién de las burbujas de aire (dentro de gotas de aceite o libres en el seno del
liquido).
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Figura 5.13. Dispersion de las burbujas de aire como funcicén.de la coricentracion de proteina : a)
BSA y b) lipasa de germen de trigo
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5.2.4 Localizacién de las burbujas de aire

Como sc mencioné en la seccion 5.2.3, se ha observado la presencia de burbujas de aire dentro de
sotas de aceite v burbujas en el seno del liguido (figura 5.12). La proporcién de burbujas de aire
(dentro de gotas dc accite) sc muestra en la tabla 5.1. A medida que aumenta la concentracion de la
lipasa en el sistema. sc incrementd el porcentaje (en volumen) de burbujas de aire dentro de las gotas
de aceite. El incremento va desde 21 hasta 48 %. mientras que al utilizar la BSA, se obtuvo un valor
constante ( ~21%). Estc comportamicnto pucde scr explicado considerando el valor de la CMC (figura
3.6). A las concentraciones utilizadas, la BSA alcanza su CMC mientras que la lipasa n‘o presénta ésta-
caracteristica, Clarkson et al. (1999) reportaron que las proteinas pueden f‘bmmr i‘nter"acciones'
intermoleculares en la intcrfase. formando peliculas cohesivas. las cuales son’ fésisfc}nfés ala
deformacion. Asimismo, Adamson (1982) ha reportado que éstas moléculas de surfacgantc puéden
crear una barrera rigida o altamente viscosa en la interfase. capaz de prevenir o rétardaf la coalescencia

de las gotas que chocan como rcsultado de la agitacion mecanica.

PORCENTAJE EN VOLUMEN
Concentracion g/L BSA Lipasa
0 21 21
0.002 15 18
0.02 19 45
0.5 17 48

Tabla 5.1. Porcentaje (en volumen) de burbujas de aire dentro de gotas de aceite

Los resultados sugieren que una vez que el sistema con proteina ha alcanzado la CMC, forma en la
interfasc liquido-gas una barrera rigida, lo que posiblemente estd impidiendo o dificultando la entrada
de las burbujas dc aire en las gotas de aceite, debido a que la orientacién del extremo hidrofobo del

surfactantc es siempre hacia el interior del aceite o bien del airc (por ser ambos hidréfobos). Por su
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parte, los-extremos hidrofilos estan orientados hacxa la’ fase acuosa (hacna el e\tenor), ocasnonando la

repulsnon entre cllas e lmpldlendo su cntrada en: Ias gotas de acexte -E to e\phcana los resultados del

sistema contenicndo BSA. En cl caso de la hpasa de gem1en de trlgo cl valor de CMC no'se alcanza '

por lo que la interaccion entre la interfasc aceite v aire no esta saturada v posnblememe -desde el

punto de vista estructural (conformacién)-, ésta protema no constltuya una barrera (en la mterfase) al

paso de las burbujas al interior de las gotas de aceite.

Un posible mecanismo es que debido a .la .interaccion. de la lipasa con el aceite (dada su
hidrofobicidad) ésta actuard como acarreador de las burbujas de aire al interior de las gotas. Sin
cmbargo, con el . fin de entender completzi,mehte_éste fenomeno, serd ‘necesario realizar estudios

“especificos de interaccion de la proteina con las interfases.

5.2.4.1 .Burbujés ae mre enelsenodel liquido

En désta scccio’n ;e anﬁli;ﬁ la dirspcr‘siénrdc las burbujas libres (en el seno del liquido). En la figura
5.14 sc observa el efecto de las diferentes concentraciones de proteina (BSA vy lipasa de germen de
trigo) sobre la dispersion de las burbujas de aire en-el Scno del liquido.- Pucde obscrvarse que ambas
proteinas modifican drasticamente las curvas de voluméh acuniulado, efecto que es marcado a altas

concentraciones de ellas.

Estos resultados sugicren que. en el sistema trifasico, las proteinas presentan dos, comportamientos
dependiendo de sus caracteristicas cstructurales: la lipasa (una enzima), pof encontrarse en un sistema
con interfases altamente hidrofdbicas. cstd migrando hacia ambas superficics. aunque de manera mas
significativa migrara hacia la fase aceitosa. al cual reconoce como posible sustrato (figura 5.10b) . Por

otro lado, sc inficre que la BSA no migra hacia la interfase aceitosa. sugiriendo que presenta mas
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afinidad hacia-la intérfasc gascosa (ver figura 3, I4a), comparada con su ¢fecto sobre el aceite (figura

5.10a), efecto que cs especialmente marcado al utilizar concentraciones mayores a 0.002 g/L.
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- 0
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—p— 0.5
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1.0 4
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Figura 35.14. Dispersion de las burbujas  de aire (seno del liquido) como funcion de la
concentracion de proteina ;- a) BSA; b) lipasa de germen de trigo
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pm al utlllzarror g/L‘ 'dc BSA mlentras que para elVSIstema ‘con llpasa los dlametros van desdc HOO'V

um para el control hasta 330 um (al utlllzar 0 D g/L)’.‘_fg

1200
.
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400 - Lo

Diametro Sauter (um)
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o L} T L} B T ¥
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Concentracion (g/L) -

Figura 3.13. Efecto de la concentracion y tipo de proteina sobre el didmetro Sauter de las
burbujas libres

La disminucién en el diametro Sauter de las burbujas libres puede explicarse en términos de la tension
superficial: una reduccién en la tension superficial/interfacial por la presencia de proteina, permite al
sistema generar burbujas mds pequefias debido al rompimiento de éstas (trabajo realizado por cl
impulsor). Por otro lado. algunos estudios en sistemas en los cuales se encuentran surfactantes, como
¢l reportado por Janse er al. (1999) en el que utilizaron sistemas que contienen pulpa de. papel
industrial (en columnas de burbujeo), observaron que los agentes surfactantes presentes ticnen un

efecto sobre la conservacion del tamafio de las burbujas v concluyen que la formacién de burbujas
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pequeiias_es el resultado de Ia;combiilacién de utriliyzarr un diﬁnsér fcrzonr',:griﬁréips; pcgygﬁos‘~r(cqh1o el
sinteizado) v de Ia presencia de surfactantes (los cuales actfan cstabilizando o terfase de las
burbujas). De igual forma, Bredwell er a/. (1995) repdrtan' que la capa de surfactante que rodea a las
microburbujas, gencra una doble capa eléctrica que actia como repulsor de otras bufbu_ias, previniendo
la coalescencna v obteniéndose asi burbujas de menor diametro. Zhou et al (7000) obscrvaron quc Ia

liberacion de surfactantes en los sistemas aceitc-aire-agua producm dos efectos 1mportantes l) la

reduccion de la tensiéon superficial, la cual promueve Ia‘fomlacién;‘dcgburbujas pequeﬁas v 2) la

adsorcién de los surfactantes cn la interfase estabilizan las bllrbtljas’generzidas. o

Con base en cstos rcportes v con los rcsultados obtemdo en este'trabajo 's¢. conﬁrma la aﬁmdad de

ambas protemas por la interfase gaseosa, cfecto partlculam ‘ nte 1mportante al utlhzar O 5 g/L de BSA

5.2.4.2 f_Bu'rbujns de aire en el interior de las gotas de aceite

Bajo todas las condiciones. las burbujas dentro de gotas fueron mas pequéﬁas qué Ias‘burbujas libres.
El comportamiento obscrvado de las burbujas de aire dentro de las. got‘aks‘de?aceitéh se pfesema en la
JSigura 5.16 para ambas proteinas (lipasa de germen de trigo v BSA); Al utilizar la BSA -a diferentes
concentraciones-, la distribucion de volumen acumulado no presenta difercncias; sin embargo, con
respecto al control (sin protcina) sc observa un corrimicnto hacia la izquierda, lo cual indica menores
diametros de las burbujas. Para la lipasa de germen de trigo. las diferentes concentraciones v ¢l control
s¢ cncuentran practicamentc en la misma posicion del griafico: no se observd disminucion en el

diametro de las burbujas en éste sistcma.
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Figura 5.16. Dispersion de las burbujas de aire - dentro de gotas - como funcion de la
concentracion de proteina : a) BSA, b) lipasa de germen de trigo
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Una explicacion al fenomeno de la introducciéh' dcblas burbujas' dewaire cn,el'in'terior"dc lzis gotas de

accnte ha SldO “reportado por Galmdo et al. (2000) qmencs sugneren que el mccamsmo por el cual se

encucntran burbujas dentro dc las gotas, podria cstar asoc;ado aun ’fatrapamnento‘ dc las burbujas por
las gotas de accite v a su “inmovilizacién™ en' ¢l inter'iof:dé’l";ac;i’te de alta viscosidad, donde éstas son
incapaces de coalescer (Lucatero, 2002). Basado en los prmc:plos termodinamicos se ha rcportado
(Moran er al. 2000) que la extension de un ﬂuldo sobre un sustrato puede predecirse utilizando el
coeficiente de extendido del liquido (Sp, definido en la scccion 2.5.1.1): un valor de Sp positivo
implica un extendido espontaneo del liquido sobre la fase gaseosa. En el sistema utilizado por Moran
et al..~ aire-bitumen- (un sistema similar al de éste trabajo: aire- aceite) obscrvaron que un coeficiente
positivo implica que al ponerse en contacto el aire v el bitumen da inicio a un proceso espontianeo de
cnvolvimiento de la burbuja hasta que ésta es “atrapada™ por el accite, lo cual podria explicar cl

fcnomeno observado cn estos estudios para el sistema airc-aceite (Galindo et al. 2000: Lucatero. 2002,

Larralde-Corona ¢r al. 2002).

5.3 COEFIClENTE_VOLUMETRlCO DE TRANSFERENCIA DE OXiGENO

5.3.1 Ei‘eégo deh concentnclon ){,,ttipo'délprbteina sobre el kia

La*evéluééiéﬁv aclj kefe;to;};‘{@: lqrcgljccmrarciét»irdc protcina sobre cl kLa sc llévé a cabopara cl sistema
modelo trif‘ésico (accftc -“”'Vlﬁ‘cciio‘:vz\icu‘dso - airc) v cl difasico (medio acuosb - airc). Se hzi reportado
(Morio et al, l999' Rols ‘\-"Go‘ma“ 1991: Liu er al.. 1994) la funcion del aceite c'omo 'agente
tensoactivo, por lo que se evaluo su efecto sobre el k.a . utilizindose un control en cl cual no llabla‘
aceite (se sabe quc la prcscncm de proteinas v aceites influencian el valor del k[_a) (Prms viovan't Riet,

1987 . Vardar-Sukan, 1998) Los resultados serdn discutidos en la sngulentc seccion. -
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5.3.1.1° Evaluacion del sistema difasico (aire-medio acuoso) y-trifisico (acei(e-aire-medio

acuoso) '
Fue posible medir el kpa cn cl sistema difasico hasta una concentracioén de proteina de 0.02 g/L (figura
3.17), va quc utilizando concentraciones mayores a 0.02 g/L, la formacion de espuma impidié hacer

~ medicioncs confiables.

La figura 3.17 evidencié dos comportamientos diferentes para cada una de las proteyi,nas‘. Para la BSA
se-observa un valor constante del kia al aumentar la concentracion de proteina en el sistema (dentro
del rango estudiado) con respecto al control (sin proteina). Al utilizar la lipasa de germen de trigo, los

valores para el kia incrementan conforme la concentracion de la proteina aumenta.
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Figura 5.17. Efecto de la concentracion de proteina sobre el kpa en el sistema difdsico

En la figura 5.18 sc presentan los resultados de kia para.cada una de las proteinas en el sistema

trifasico. Utilizando la'lipasa de germen de trigo, se observd un incremento en el valor del kia al
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aumentar la concentracién de proteina del sistema (de 10.8 h”' para el control sin proteina a 25.2 i"'al
utilizar 0.5 g/L de proteina). Por su parte, utilizando BSA se observé un incremento seguido por una
disminucion en el valor del k.a (hasta alcanzar el valor de 12.8 h'') al utilizar 0.5 g/L, el cual fue

similar al obtenido en el experimento control (sin proteina).
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0] 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
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Figura 5.18. Efecto de la concentracion de proteina sobre el I a en el sistema trifdsico

Estos resultados pueden inferirse en términos del efecto de la proteina como agente surfactante sobre
el coeficiente de transferencia de oxigeno (k) y el drea interfacial (a), pardmetros que integran el kpa.
El k. es afectado por la condiciones hidrodindmicas del sistema y.puede constituir el principal paso
limitante en la transferencia de oxigeno (ver figura 2.6, seccién 2.5), mientras que el drea interfacial

representa el drea de transferencia disponible de oxigeno, entre mayor sea, mayor serd la transferencia

717
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de oxigeno al sistema. La cuantificaciéq,del d3;~perfhite inferipel efecto de las proteinas sobre el drea
interfacial, con relacién a és;to, i(blln)éf el ai (171979,9)‘ re:p,cr)rlk't‘én queV:V la presencia de biosurfactantes
permite estabilizar las interfééés. debido a una adsorcién del surfactante a éstas, lo cual trae como
consecuencia que las burbujas no coalescan y de esta forma, el drea interfacial se incremente (menor
da2). Por otro lado, Koide er al. (1976) reporta que algunos surfactantes disminuyen la transferencia de
oxigeno ya que estos se adsorben a la interfase gas-liquido y que éstos, adsorbidos en la interfase gas-
liquido. se convierten en barreras al paso de moléculas de gas a través de la interfase, convirtiéndose
posiblemente en una resistencia para la difusion del oxigeno. Adamson reporta la formacién de una
barrera rigida o viscosa en la interfase, en presencia de surfactantes, la cual podria constituir en el
caso de la BSA, una limitacién difusional. Bredwell y Worden (1998) observaron una disminucién en
el k. en presencia de surfactantes debido a que la concentracién de éste puede influir en el espesor de
la pared de liquido que rodea a las burbujas de gas. Sin embargo, en los estﬁdios mencionados (Koide
et al., 1976 ; Bred\yell y Worden, 1998) no se han utilizado p-rotgl’nas como surfactantes, las cuales,
como se desctibié en la seccién 5.2.4 (para el caso especx:fico dé'la ‘lipas‘z‘l de germen de trigo y fa

BSA) tienen estructuras y comportamientos muy especificos en las interfases.

Con baser en lros fesultados obtenidos en éste trabajo y a los répq?@e’s ;le la Iiteraiurailpuede Sugeri|~se
que, dependiendo de las caracteristicas estructurales de las ‘protel‘nas,r el _drea interfacial (a) se
incrementa por la disminucién de la tensién superficial y la estabilizacién de la interfase gaseosa por la
presencia de protefnas (moléculas con carga que imparten ésta a la superficie de las burbujas evitando
la coalescencia), Como se mostré en la figura 5.15 (seccién 5.2.4), el dy; de las burbujas de aire
disminuye al aumentar la concentracion de proteina cn el sistema (esto para ambas proteinas), por lo
cual ¢l valor de a se incrementaria. Este fenémeno ha sido reportado por Mordo er al. (1999), Rols y

Goma (1991) y Jianlong (2000).
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En el primer caso, al incrementarse el drea mterfacxal se observaria un incremento en el I\La conforme

mayor sea la canudad de proteina. Sin embargo, solo a concentraciones menores de O 5 g/L se ObSCIVd

éste comportamiento (con ambas proteinas) y al utilizar 0.5 g/L de BSA no se incrementa el ykLa.'Asi.
el mayor efecto de la BSA (concentraciones > 0.2 g/L) se esperaria que fuera sobre:la interfase gas-
liquido, por lo cual el valor de kia no se incrementaria como en el caso de la lipasa (en ambos

sistemas: difdsico y trifdsico).

La proporcién de burbujas dentro de gotas muestra un incremento al utilizar lipasa (de 21 a 45 %),
mientras que il utilizar la BSA se mantiene constante (~21 %). Esto implica una rhayor proporcién de
aire en la fase inmiscible al utilizar lipasa, lo que podria sugerir un aumento en la transferencia de
oxigeno (reportado por Elibol y Mavituna, 1997; Rols y Goma, 1991). Sin embargo, el atrapamiento
de las burbujas en el interior de las gotas podrié no contribuir al incremento-del kLa, debido a que la

difusion del oxigeno de las gotas de aceite hacia el seno del liquido podria representar una barrera.

5.3.1.2 Comparacidén del k; a para el sistema difdsico y trifdsico

La tabla 5.2 presenta la comparacién de los valores de kia para el sistema trifisico (medio acuoso-
aceite-aire) y para el difasico (medio acuoso- aire). Como: puede observarse, la tendencia de los
valores para el sistema difidsico y trifdsico es similar: se incrementa con lipasa y se mantiene constante
al utilizar la BSA. Sin embargo, es importante notar que para ambas proteinas, el kia fue siempre
mayor en el sistema difdsico que en el trifdsico (en el rango de concentraciones utilizadas en esle
estudio). Moriio et al. (1999) reportan que'la’ adicién‘de aceite -cbmq antiespumante- afecta el valor

del kpa incrementando la coalescencia. Nofdébe o‘lvidur'se ‘q'u'e' el SiStema cbn sales es un sistema 1o

coalescente, por lo que el didmetro de Ias burbu_|as es mayor en comparacxon al sistema con aceite, en

el cual se promueve la coalescencna, mcrementan ose as:. el dlametro de:las burbujas y de esta forma

disminuyendo el drea interfacial.
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Tabla 5.2 kya (en ') como funcion de la concentracion de proteina para los sistemas-cony sin

aceite
Concentracion BSA Lipasa
(&/L) (sin a,c,e,i‘,‘?), ,(QP?i?‘c,‘?iﬂt‘?) (sin aceite) (con aceite)
0 3].9:1;9 124+08 | 31.9+19 | 124 0.8
0.002 34.2":*:' 221 21.1+08 | 553+23 | 202+04
0.02. 288+ 1.3 | 20.2%:0.3 60 + 2.1 21.6 1.2
05 | = [128%13| - | 24817

En xérmino§ de la: preséhcia de'aceite los resultados (fabla 5.2) muestran queen el sistefné’ s‘in »prorteyl’nn ’
(control) se obser\{;i uﬁa disminucidn drdstica del kia en el sistema (60 % con respe‘ctoa al ’si;té_rha sin

accite). Ai adiéioﬁar— bajas concentraciones de BSA (0.002 y 0.02) al sistema sin acreiiter,‘ 'Ts‘e’;(;kk)’sérva un .
ligero incremento en el kia. Al comparar el efecto de la adicién de BSA a los sistemnas cléh‘yisiij“aceite

se observa un incremento en el k.a al utilizar 0.002 g/L, efecto menos evidente al;utilizqr'O.Q‘Z g/L. k

Al utilizar lipasa, se presenta una marcada tendencia a incrementar el valor del kpa, en el sistema sin
aceite comparado con el sistema con aceite. Por otro lado, al comparar el incremento de la

concentracién de protefna en los sistemas con y sin aceite muestran que, utilizando 0.002 g/L se
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incrementa dristicamente el valor del k.a en el sistema sin aceite comparado con el sistema con aceite
al adicionar la misma concentracién de proteina. Un efecto similar sobre el kia es observado al
adicionar 0.02 g/L, es decir, incrementando la concentracién de proteina en el sistema.

Estos resultados evidencian un mecanismo complejo de transferencia de oxigeno el cual es

dependiente no solo de la presencia de proteina sino también de la presencia o ausencia de aceile.
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6 CONCLUSIONES

Los resultados aqui obtenidos sugieren que tanto la concentracion como el tipo (hidrofébica o
hidrofilica) de proteina influyeron de forma importante en la dispersién de las fases y el coeficiente

volumétrico de transferencia de oxigeno.

Con lo que respecta a la dispersidn del sistema de dos fases se concluye que la presencia de proteina
redujo el dzi de las gotas de kaceite y que a concentraciones mayores a 0.002 g/L vse observé un valor
constante del didmetro. Se sugiere que ésto pueda ser debido a que las prdtel‘rias estdn actuando como
agente activos a la superficie, reduciendo la tensién superficial/interfacial y a su vez -por ser
moléculas con carga- imparten ésta a la superficie de las gotas, dando como resultado la formacién de
una doble capa eléctrica que disminuye la frecuencia de acercamiento de las gotas, evitando asi la

coalescencia.

Para el sistema de tres fases (aceite-medio acuoso-aire) se encontré que al aumentar la concentracidn
de proteina en el sistema se observé una reduccién en el diémctro (diz) de gotas y burbujas. Los
resultados para la fases inmiscible y gaseosa, sugieren que las caracteristicas estructuraleks de las
proteinas impactan de forma diferente, infiriéndose un reconocimiento especifico de la lipasa (enzima)
hacia la interfase aceitosa (posible sustrato) y un reconocimiento no especifico de la BSA hacia la

interfase gaseosa.

Con respecto a la localizacién de las burbujas de aire (dentro y fuera de gotas de aceite), se observé
que al utilizar la lipasa de germen de trigo, el porcentaje (en volumen) de las burbujas de gas dentro de

las gotas de aceite se incrementd. dristicamente (de 21 % a 48 %) a medida que aumenté su
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concentracion en el sistema. A :diferencia, al utilizar:la BSA, el porcentaje de las burbujas de aire

dentro de las gotas es constante (~21 %),

Al aumentar la concentracion de proteina en el sistema (hasta 0.5 g/L), el coeficiente volumétrico de
transferencia de oxigeno (kia) se incrementd -de forma importante- al utilizar lipasa, mientras que para
la BSA, los valores de kLa disminuyen al incrementar la concentracién de proteina. Esto indica que
una vez que el sistema con BSA ha alcanzado su CMC (concentracién micelar critica), ‘la interfase

liquido—gas se encuentra saturada, mientras que no se observa éste fenémeno con la lipasa.
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7 PERSPECTIVAS

El estudio desarrollado en el presente trabajo.solo proporciona informacion muy general del sistema.
Sin embargo da un indicio de algunas estratégias a seguir. Siguiendo con ésta linea surgen algunas
propucstas: primero un estudio detallado, para comprender la interacciéon compleja de las fases
presentes en el sistema de fermentacion (aceite-medio acuoso-aceite, aceite-aire). Como segundo
punto. la realizacion de un modelo matematico integrando los mecanismos de transferencia de masa, la
cual constituiria una herramienta poderosa para la caracterizacién de sistemas con tales mecanismos
complejos de transferencia. Por ltimo. tratar de caracterizar in situ la dispersion de gotas de aceite v
burbujas de aire, sin embargo debido a los limites operacionales del sistema, no ha sido posible
analizar la dispersion, debido al oscurecimicnto de las imagenes. Los resultados de este estudio
podrian correlacionarsc con las observacioncs in situ, asi como con otros trabajos realizados a la par de
éste, tratando de realizar una caracterizacion integral del sistema de produccién elegido, v con la

perspectiva de poder explicar otros sistemas con la misma complejidad.
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Apé'ndi'ccs

9 ANEXOS

ANEXO 1. Factor de correccion para los valores de tension superficial (Cat. No. 14-812, Fisher

Scientific).

Las lecturas obtenidas del tensidmetro (FISCHER) proporcionan un valor de tension superficial

aparente. Para obtener el valor real debe utilizarse la relacion :
CUS=PxF

Donde § es ¢l valor real, P ,el,valof‘aparehte v F'es un factor de correcién. El factor de correccion es

calculado a partir dé la siguiente expresion:

F =0.7250 + ¥ 0.01452 *P / C* (D-d) +0.04534 - 1,679 r /R

Donde:

F = factor de correccion

R = radio del anillo

r = radio del alambre dcl anillo

P = lectura aparentc

D. d = densidad de las fascs

K =0.04334 - 1.679 t/R

C = circunferencia del anillo (3.913 cm)
a=0.725

b =0.0009075
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o Apéridiécs i

Los valores de a, b y K son constantes universales de todos los-anillos. La rclacién R/r-es de

52.987484 para el anillo utilizado en:cstos cstudios. -
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Apéndices

ANEXO 2. Estructura de las proteinas. Distribucion de las regiones hidr6fobas e hidrofilicas.

Albumina de suero bovino

- Hidrofobas
- Hidrofilicas

Puede observarse unas distribucion bastante homogénea de las regiones hidrofilicas e hidrofobas. Se
ha reportado (Clarkson ef al., 1999) que en la interfase se presenta un desplegamiento, esto es una

orientacién de las zonas hidr6fobas hacia el aceite y las zonas hidrofilicas hacia el agua.
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Triacilglicerol lipasa

- Hidroéfobas
- Hidrofilicas

l:l Sitio de binding

. Sitio activo

A diferencia de la BSA, la lipasa presenta una zona hidrofilica expuesta al solvente y cn el interior de
la estructura se encuentra la region hidréfoba. Presenta un sitio de actmdad catalitlca (cl cual para el

presente estudio fue inactivado) y un sitio de binding o smo de re noc1m

un reconocimiento especifico de éste sitio con el acelte, sm Ia posnb]e ocu ncia de un desplegamiento

de la proteina como en el caso de la BSA.
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