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RESUMEN

Muchos de los metabolitos utilizados en la industria alimentaria y farmacéutica
son producidos por microorganismos aerobios. Uno de los factores principales para la
produccién éptima de estos metabolitos es la velocidad de absorcion de oxigeno. Esta
depende de la velocidad de suministro de aire, la configuracion del equipo y de la
composicién del medio de cultivo empleado. Siendo esta ultima la menos estudiada. La
presente tesis tiene como objetivos estudiar los efectos provocados en la transferencia
de oxigeno y el area interfacial especifica en un biorreactor de columna de burbujeo
por la variacidon de la concentracion de un medio de cultivo sintético.

Se utiliz6 un medio de cultivo compuesto por una mezcla de MgSO.,
(NH4)2.S04, KoHPO4, KH2PO4 y glucosa. Se consideré la fuerza idnica para caracterizar
la concentracion efectiva de las sales variandola de 0.08 M a 0.16M y en el caso de la
glucosa de 5 g/l a 60 g/l. El sistema presento sedimentacién de sales. Se evaluaron
cinco velocidades superficiales de aire entre 0.4 y 2 cm/s, manteniendo en todos los
casos un régimen burbujeante homogéneo. El coeficiente volumétrico de transferencia
de masa (k,a) se obtuvo por el método dinamico de absorcién de oxigeno. El area
interfacial especifica (a) se caracterizé a partir de la fraccion retenida del gas y del
diametro promedio de Sauter de las burbujas. Este ultimo se determiné mediante
adquisicion y analisis digital de imagenes.

El empleo de sales inorganicas y glucosa incrementé hasta en un 70% el valor
del kia con respecto al agua pura, siendo su valor maximo de 0.04439 s'. Se
determiné que la sedimentacién de sales no tuvo efecto significativo sobre el k.a. De
igual forma se encontraron indicios de una posible interaccion glucosa-sales, la cual
provocd un incremento en el k.a a concentraciones de glucosa inferiores a los 10 g/L. A
concentraciones mayores se detecté un decremento del k.a. Este comportamiento fue
atribuido al hecho de que el area interfacial especifica permanece constante al llegar a
la concentracion senalada, sin embargo las propiedades fisicoquimicas no. Estas
varian de tal forma que dan indicios de una posible disminucién del k.






ABSTRACT

Most of the metabolites used in the food and pharmaceutical industry are
produced by aerobic microorganisms. One of the main factors for an optimal production
of these metabolites is the velocity of oxygen absorption. This depends on the velocity
of air supply, the configuration of the equipment and the composition of the culture
media. Being the latter the least studied. The purpose of this thesis is to study the
effects over the interfacial area and mass transfer in a bubble column bioreactor by the
variation of the concentration of a synthetic culture media.

The culture media used in this work is composed of a mixture of MgSQsa,
(NH4)2S0.4, K:HPO4, KH2PO4, and glucose. lonic strength was used to characterize the
effective concentration of salts varying from 0.08 to 0.4 M and, in the case of glucose,
from 5 to 60 g /I. Five values of superficial gas velocities between 0.004 and 0.02 m/s
were evaluated, maintaining in all cases an homogenous bubbling regime. The
volumetric mass transfer coefficient (k,a) was obtained by the method of dynamic
absorption of oxygen. The interfacial area (a;) was estimated from the gas holdup and
the Sauter mean diameter of the bubbles. The later was determined by acquisition and
digital analysis of images.

The use of inorganic salts and glucose increased up to 70% the value of k.a with
respect to pure water, its maximum value being 0.04439 s™'. It was determined that salt
sedimentation did not significantly affect the kia. There were found indications of a
possible glucose-salt interaction, which caused an increase in kia at glucose
concentrations lower than 10 g/l. At higher concentrations a decrease in k.a was
detected. This behavior was attributed to the fact that the interfacial area remains
constant when reaching the indicated concentration, however the physical-chemical
properties vary in such a way that they give indications of a possible decrease of the k..
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INTRODUCCION

Los microorganismos son aprovechados por el ser humano principalmente para
la elaboracién de diversos metabolitos. Debido a que estos ultimos son de gran interés
econdémico, el ser humano se ha visto en la necesidad de desarrollar y estudiar
técnicas de cultivo en donde sea posible proporcionarles las condiciones ambientales y
los nutrientes necesarios para que produzcan estas sustancias, en cantidades y
velocidades mayores a las que ocurren en la naturaleza (Galindo y Serrano-Carreén,
2007).

Un tipo de biorreactor comunmente empleado para procesos aerobios es la
columna de burbujeo. Esta pertenece a la categoria general de reactores multifasicos y
estd conformada por un recipiente cilindrico con un difusor de aire en el fondo; el gas
es dispersado en forma de burbujas en una fase liquida o una suspension liquido-
sélido. En general, las columnas de burbujeo son utilizadas en procesos que involucran
reacciones de oxidacion, alquilacion, cloracion, polimerizacion, hidrogenaciéon, y
procesos biolégicos como fermentaciones y tratamiento de aguas residuales. Estos
reactores le deben su amplia gama de aplicacion al hecho de que favorecen la
transferencia interfacial de masa. La agitacion se realiza neumaticamente por el mismo
movimiento de burbujas, ademas de que su costo de operacion es relativamente bajo
(Kantarci, Borak y Ulgen, 2005).

Un medio de cultivo adecuado para el crecimiento y aprovechamiento de
microorganismos por lo general debe contener una fuente de carbono, nitrégeno,
azufre, fosforo y potasio. En algunas ocasiones es necesario agregar ciertas vitaminas
y otras sustancias inductoras con el fin de favorecer el crecimiento de una especie en
particular (Cerra et al.,, 2013). El efecto de la composicion de medios de cultivos
especificos en la transferencia volumétrica de materia en una columna de burbujeo ha
sido estudiado desde los afios 80 (Adler, Buchholz, Wittle y Schugerl, 1980). En estos
primeros trabajos se identificd que variar la concentracion de las sales inorganicas en
un medio de cultivo especifico y la adicién de antiespumante provoca un cambio en el
coeficiente global volumétrico de transferencia de materia (k.a). Ellos atribuyeron que
este efecto era provocado por la inhibicién de la coalescencia y la generacion de
espuma en el medio. Hasta la fecha no se han realizado muchos estudios empleando
medios de cultivo especificos, y son escasos los trabajos que analizan el
comportamiento separado de los componentes del kia, a saber, el coeficiente de
pelicula del lado del liquido (k.) y el area interfacial especifica (a) en medios de cultivo.
Sin embargo, si se ha estudiado el efecto por separado de las sales inorganicas puras
y algunas fuentes de carbono que componen estos medios.



En este trabajo, se estudio el efecto que ejerce la variacion de la concentracion
de un medio de cultivo compuestos por glucosas y un conjunto de sales inorganicas
(KH2PO4, KoHPO4, MgSO4*7H20 vy (NH4).SO4) sobre la transferencia de oxigeno en un
biorreactor de columna de burbujeo. Para ello, se realizaron mediciones
experimentales para la estimacion y analisis de parametros caracteristicos de la
transferencia de masa (coeficientes de transferencia de masa volumétrica y area
interfacial especifica) asi como las propiedades fisicoquimicas de los sistemas de
estudio.



ANTECEDENTES

Transferencia de masa en sistemas Gas-Liquido

La transferencia de masa se puede definir como un traslado de una de
sustancia a través de otra a escala molecular. La rapidez con la cual un componente se
transfiere de una fase a otra suele caracterizarse mediante el grado de desviacion del
sistema del equilibrio (diferencia de concentraciones o presiones) y un coeficiente de

transferencia de masa, éste ultimo puede presentarse con diferentes unidades

. m mol Pa . .
dependiendo del modelo empleado (Z’m_Zs o] m_ZS); es importante mencionar que la

transferencia de masa neta es nula al alcanzarse el equilibrio (Treybal, 1980).

Densidad del flujo de transferencia de materia=(Coeficiente global)-( Potencial global)

[1]

En sistemas en los que se transfiere una sustancia entre una fase gaseosa y
una liquida, es necesario conocer como se relaciona la composicion del componente
de interés entre ambas fases. Una forma de describir esta relacién es mediante la ley
de Henry, que a una temperatura dada puede expresarse como:

PA=H XA
(2]

en donde Pa es la presion parcial del componente A en la fase gaseosa. La
constante de Henry (H) corresponde al inverso de la solubilidad del componente A en
la fase liquida, esta tiene las unidades de la presion y Xa es la fraccion molar del gas
en la fase liquida. La ley de Henry se cumple a concentraciones suficientemente bajas
del componente que se disuelve para componentes no condensables a una
temperatura de operacién constante. Cuando son varios los componentes gaseosos
que se disuelven, la ley de Henry se cumplira para cada uno de ellos por separado.
Otra forma de expresar la ley de Henry se muestra a continuacién (Donde-Castro,
Rocha-Uribe y Sacramento-Rivero, 2013).

Cac=HACaL
[3]

donde Cac Y CaL son las composiciones molares del componente A en la fase
gaseosa y liquida respectivamente, y Ha es la constate de Henry del componente A.



Con la finalidad de simplificar el modelado del fendmeno de transferencia de
materia en sistemas liquido-gas se suele emplear un término conocido como
coeficiente global de transferencia. Este puede definirse tanto para la fase liquida (Kv)
como para la gaseosa (Kg) teniendo las unidades de m/s y estableciendo las siguientes
expresiones:

Iac=Ks(Cprs — Cac )
[4a]

JaL=KL(C, —Cal)
[4b]
En donde las concentraciones molares denotadas con * corresponden a
concentraciones globales en el equilibrio del componente A en sus respectivas fases y

Jac ¥ JaL corresponden a la densidad de flujo molar del componente A en la fase
mol
)

gaseosa y en la fase liquida respectivamente (—-
Es conveniente disponer de otras ecuaciones para calcular los coeficientes
globales en funcidén de los individuales de cada fase (kg y k). Las ecuaciones para la
transferencia interfacial suelen ser obtenidas con base en el “modelo de la doble
resistencia”, llamado también de Lewis y Whitman. Este modelo considera que toda la
resistencia y por consiguiente toda la caida de concentracién, se da en las peliculas
superficiales adyacentes a la interface. En esta ultima, la resistencia es nula, es decir,
el proceso se da en el equilibrio. En los sistemas muy diluidos o con contra difusién
equimolar pueden escribirse para cada una de las fases las siguientes ecuaciones.

Jag=Kg (Cpg — Caci)

[5a]
Ja=ke (C,; —CaL)

[5b]

donde Cag;i ¥ CaL; son las concentraciones de la fase gaseosa y liquida en la
interface respectivamente, y ke y ki son los coeficiente particulares de la fase liquida y
la fase gaseosa (m/s), respectivamente. Estos valores representan un solo punto en la
linea de equilibrio por lo que las expresiones anteriores estan en términos de un
potencial parcial.

Resulta conveniente que el potencial quimico se exprese de manera que el
resultado sea positivo y se pueda igualar las expresiones de las Ecuaciones (5a) y
(5b), esto es posible si se considera un estado estable con régimen permanente.



Cac — Caci _ CaLi — CaL
T 1
Ka kL

‘JA=

[6]

Si se cumple la ley de Henry en el intervalo de concentraciones (0, Cp(; ), Se
obtiene:

C
i
A=T1

kK Tke

[7]

Por lo que el coeficiente global de transferencia K. queda expresado como:

()
" \k, | Hkg
(8]

Esta expresion solo es valida si se cumple la ley de Henry (Mueller, Kim y
Court, 1982b). En caso de que la fase gaseosa sea poco soluble en la fase liquida, se
puede aproximar el valor del k. con el del K. (de ahora en adelante se utilizara la
nomenclatura k. para hacer referencia al coeficiente de transferencia).

Es importante mencionar que para conocer la velocidad de transferencia de
masa es necesario multiplicar la Ecuacion 5a o 5b por a, que no es otra cosa mas que
el area interfacial (aj) por unidades de volumen.

_ area interfacial
G Unidad de volumen

(Cac — Caci)

[9]

_ area interfacial
L unidad de volumen

(CaLi — Cal)
[10]

En donde v es la velocidad de transferencia de masa (mol/s). Debido a que en
la practica resulta dificil conocer el area interfacial se suele utilizar el término conocido
como coeficiente volumétrico (k.a) cuyas unidades son la inversa del tiempo para
realizar los calculos correspondientes. Es importante mencionar que la mayoria de los
métodos para determinar el coeficiente de transferencia se obtiene este valor y no el
termino k. (Donde-Castro et al., 2013).



Columnas de burbujeo

Las columnas de burbujeo, estan compuestas por un difusor que se encuentra
en la base de un recipiente por lo general cilindrico (Figura 1). Las burbujas
proporcionan una gran ai que favorece la absorcidon del gas en el medio liquido. De
igual forma presentan bajos costos de operacién y mantenimiento.

Medio de O 0 0o
Cultivo DDGQDDDD
Sintético (PR PR P
LIRS S I R
— o0 0 0
LI S i R
QO C_T
LI S S R
Q- oO_C_0
LI I S O R
oo _ OO
S R S R
(I I &
GDGDDDDD
sl s ) Difusor
o oo O
Go=

Figura 1: Componentes principales de una columna de burbujeo (Kantarci et al., 2005)

Las variables involucradas en las columnas de burbujeo se pueden dividir en
independientes como lo son la geometria de la columna, el tipo de difusor, la
composicion del medio de cultivo y la velocidad de suministro de gas, y dependientes
como el régimen del flujo, el a;, la retencién del gas (¢g) y el k.. En la Figura 2 se puede
apreciar la relacion que tienen estas variables.
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Figura 2: Variables independientes y dependientes en una columna de burbujeo

Velocidad de suministro
de gas

+

Geometria de la columna

+

Tipo de Difusor

+

Composicion del medio

Régimen del flujo
Area interfacial

Retencion del gas

k.

Comportamiento hidrodinamico dentro de una columna de burbujeo

El flujo de las burbujas en una columna de burbujeo es catalogado como un
flujo inducido por la gravedad. A escala de una burbuja, la gravedad da lugar a la
flotabilidad, lo cual provoca la ascensién de las burbujas en el liquido. A mayor escala,
la gravedad actua de una manera desigual en la distribucién de las burbujas en la
mezcla. El flujo inducido por gravedad y la estructura del flujo pueden incrementar la
heterogeneidad en la distribucion de las burbujas, provocando un flujo turbulento. En

estos flujos, se han identificado diferentes estados:

En la Figura 3 se puede apreciar la representacién de estos estados.

11

Flujo de gas bajo: En este régimen, las burbujas sufren un agitado local y no
presentan un movimiento radial. Este régimen puede ser homogéneo (burbujeo
perfecto) o heterogéneo (burbujeo imperfecto) dependiendo del flujo de gas
suministrado.
Flujo de gas intermedio (rotacion turbulenta): En este régimen se generan
vortices cuyo tamafio dependera de las dimensiones de las burbujas, estas
ultimas presentan un movimiento radial.
Flujo de gas elevado (flujo tapdn) : En este régimen el liquido fluye de manera
ascendente en el centro de la columna y desciende cerca de las paredes
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Figura 3: Esquema de posibles regimenes de flujo en columnas de burbujeo
(Kantarci et al. 2005).

Se ha identificado que el flujo homogéneo se presenta a velocidades
superficiales del gas menores a 5 cm/s. En éste flujo las burbujas tienen un tamafio
homogéneo. El flujo de rotacién turbulenta se presenta a velocidades mayores de 6
cm/s y se caracteriza por sus burbujas heterogéneas con movimientos irregulares. El
flujo tapdn solo se ha reportado en columnas con diametros muy cortos (Kantarci, et
al., 2005). Por lo general, en sistemas bioldégicos que usan biorreactores gas-liquido
tipo columna de burbujeo, los flujos burbujeantes deben mantenerse en régimen
homogéneo con la finalidad de evitar el excesivo estrés hidrodinamico de los
microorganismos que se desee cultivar.

Debido a la diferencia entre las densidades de gases y liquidos, las burbujas no
se mueven a la misma velocidad que el liquido. Las burbujas causan una perturbacion
en el liquido que genera una compleja agitacion; a esto se le llama pseudo-turbulencia,
la cual no es la unica causante de la agitacion de la fase liquida. (Riboux, Risso y
Legendre, 2010).

El perfil de velocidad promedio del gas es ascendente en la columna y tiene su
valor maximo en el centro de la columna. El valor de éste disminuye al alejarse de este
punto (Manjrekar, Gonzales y Mills, 2016). El perfil en la fase liquida es muy parecido
al de la fase gaseosa ya que presenta su velocidad maxima en el centro de la columna,
se ha reportado que existe un punto de inversién en donde el flujo del liquido (debido a
la turbulencia generada por las burbujas) tiende a ir descendentemente (Zhang y
Greasham, 1999). Es importante mencionar que la velocidad promedio del gas en la
columna es menor a la velocidad superficial del gas suministrado.
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Retencion del gas

La retencién de gas es un parametro adimensional clave para el disefio de
biorreactores que caracteriza el fendmeno de transporte de las burbujas. Este se define
como el volumen fraccional que la fase gaseosa (burbujas) ocupa en el sistema gas-
liquido. La retencién de gas depende principalmente de la velocidad superficial definida
como la velocidad promedio del gas que es suministrada en la base dividida por el area
seccional de la columna (Shah, Mastright, Heijnen y Gulik, 1982); la retencién tiende a
aumentar al incrementar la velocidad superficial del gas (Prakash, Margaritis y
Bergougnou, 2001), de igual forma ésta es mayor si el tamano promedio de las
burbujas es menor.

Se espera que al incrementar la retencion del gas en la columna, se incremente
el a; (debido a la presencia de burbujas pequefas) y a su vez disminuya la velocidad
de ascenso de las burbujas.

Area interfacial

El area interfacial en una columna de burbujeo es la suma de las superficies de
las burbujas generadas al suministrar gas a través del difusor. El area interfacial
especifica (a), por otra parte, es el valor resultante de dividir el area interfacial entre el
volumen total de liquido en el sistema. La aportacion del area interfacial en el valor final
del kLa es significativa por lo que resulta de vital importancia conocer las dimensiones
de las burbujas. Debido a que el area interfacial es inversamente proporcional al
tamafo promedio de las burbujas, se debe fomentar la formacion de burbujas de
menor tamafo; para lograr esto Ultimo es necesario operar a velocidades superficiales
bajas y si es posible el medio de cultivo debe contener sustancias que inhiban la
coalescencia.

Medios de cultivos en biorreactores

Los medios de cultivos pueden ser catalogados como (Zhang et al., 1999):
e Sintéticos cuando los componentes son introducidos de manera
consistente y precisa
o Complejos cuando no se conoce con certeza la cantidad exacta de los
componentes que lo conforman.

Debido la naturaleza del presente trabajo, es necesario controlar y conocer con

exactitud los componentes que conforman al medio de cultivo, motivo por el cual es
necesario emplear un medio sintético.
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En la Tabla 1 se muestran los principales elementos que pueden contener los
medios de cultivo sintéticos.

Tabla 1: Compuestos utilizados normalmente en la elaboracién de medios de
cultivo sintéticos (Atlas 2010)

Elemento Compuesto utilizado
K KoHPO4, KH2PO4, KCI, KoSO4
Fe FeSOs, FeCls, FeCl,*4H,0,
Mg MgSO4*7H20
Ca CacCly, CaCly*2H.0
Na NaCl
N (NH4)SO4 , NH4CI
Zn ZnSO4*7H20
C Glucosa, fructosa, sacarosa, sucrosa

lactosa o residuos solidos organicos.

La seleccion de los componentes del medio de cultivo depende principalmente
de las necesidades de los microorganismos utilizados y las rutas metabdlicas que
efectuan.

En el caso de microorganismos aerobios es necesario suministrar oxigeno al
sistema. Este por lo general se sumista atreves de un flujo constante de aire y se mide
con una unidad denominada VVM, ésta hace referencia al volumen de aire en
condiciones estandar suministrado por volumen de liquido por minuto.

Efectos generales de la presencia de solutos en el medio de cultivo

La presencia de solutos en la fase liquida tiene impacto en la formacién de
burbujas y la tendencia a la coalescencia, los cuales son factores que afectan a la
retencién del gas y el area interfacial disponible. Asi, se ha reportado que la presencia
de electrolitos o impurezas incrementa la retencién del gas (Hikita, Asai, Tanigawa,
Segawa y Kitao, 1980). Otros estudios reportaron que en varias mezclas y mezclas
ajustadas de liquidos organicos, la retencién del gas fue mayor que en liquidos puros
con las mismas propiedades (tension superficial, densidad y viscosidad) (Ozturk,
Schumpe y Deckwer, 1987).

Efectos de la presencia de electrolitos en el medio de cultivo
Las sales minerales que se utilizan en los medios de cultivos son consideradas
electroliticas, ya que al disolverse generan iones. Estas pueden proveer al medio de

cultivo de nitrégeno (sales de amonio o nitratos), fosforo (fosfatos), potasio (sales de
potasio), calcio, magnesio, azufre, etc.
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Varios estudios (Botello-Alvarez et al., 2011; Baz-Rodriguez et al., 2014) han
demostrado que el efecto de un electrolito anadido en el equilibrio es independiente de
la naturaleza quimica del electrolito, pero depende de una propiedad de disolucion
denominada fuerza ionica. p se define como:

n= %([A]Z,i[B]Z,Z3 +[CIZE + )
[11]

En donde u es la fuerza idnica, A, B y C son las concentraciones de los iones y
Zp, Zsy Z:son sus respectivas cargas (Skoog, West, Holler y Crouch, 2005).

En los primeros estudios realizados se observo que el tamafio de las burbujas
disminuia en sistemas compuestos por soluciones electroliticas acuosas y aire en
comparacion con sistemas aire-agua (Marruci y Nicodemo, 1967; Lessard y Zieminski,
1971; Zieminski y Whittemore, 1971). En trabajos posteriores (Botello-Alvarez et al.,
2011) se determiné que esta disminucién oscila entre 23-65% en comparacion con el
agua pura. Este comportamiento se puede atribuir al hecho de que la presencia de
electrolitos inorganicos reduce el volumen de las burbujas generadas en el difusor
(Martin et al., 2006). Sin embargo se demostré que la reduccion del tamafio de las
burbujas se debe principalmente a la reduccidn de la coalescencia de las burbujas
(Lessard et al., 1971). Estos estudios llevaron a plantear un nuevo concepto conocido
como concentracién electrolitica de coalescencia (Ci). Esta se define como la
concentracion electrolitica en solucion acuosa que reduce en un 50% la coalicion entre
burbujas en comparacién con el agua pura (Lessard et al., 1971). Otro término utilizado
es el de concentracién critica de coalescencia (CCC), el cual hace referencia a la
concentracion de una sustancia que provoca la inhibicion maxima posible de la
coalescencia. En situaciones normales la CCC es diferente para cada sustancia, sin
embargo en un trabajo mas reciente (Quinn, Sovechles, Finch y Waters, 2014) se
comprobd que si se utilizan sales electroliticas, es posible homogenizar el valor de la
CCC al emplear la fuerza iénica como concentracidon caracteristica, siendo 0.32M su
valor homogenizado

Como se mencioné en apartados anteriores, el tamafio de la burbuja afecta
considerablemente la transferencia de oxigeno. La disminucion de tamafio causada por
la presencia de electrolitos organicos ocasiona que la velocidad de ascenso disminuya
lo cual causa que el k. disminuya aproximadamente un 60% en comparacién con el
agua pura (Baz-Rodriguez et al., 2014). La presencia de burbujas pequefias aumenta
el tiempo de residencia y de la misma forma incrementa el area interfacial. (Pohorecki y
Nowosielski, 1986).

La concentracién electrolitica de coalescencia ha sido sugerida como necesaria
al momento de caracterizar la hidrodinamica (Ribeirio y Mewes, 2007) y la
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transferencia de masa (Al-Taweel, Idhbeaa y Ghanem, 2013) en un equipo de
burbujeo. Ribeiro y Mawes (2007) propusieron el uso de una concentracién
adimensional (C,=C/Ci) como una variable independiente en el andlisis hidrodinamico
en columnas de burbujeo, ellos observaron que usar este término normaliza el efecto
del electrolitico en la retencion del gas. De igual forma, emplear el diametro de Sauter
correlaciona bien con el termino C, (Botello-Alvarez et al., 2011).

A pesar de que se conoce qué efecto tienen los electrolitos en las variables
hidrodinamicas y de transferencia, aun se tiene en duda qué propiedad de éstos las
causa. Una posible explicaciéon es que la hidratacion de los iones generados en la
disolucién de los electrolitos y el ordenamiento que tienen éstos cerca de la superficie
de la burbuja generan un efecto que inhibe la coalescencia (Craig, 2011). Esta
afirmacion es respaldada por otro trabajo en donde se propuso que la regla de
combinacion para la codificacion de la coalescencia de burbujas (Craig, Ninhman vy
Pashley, 1993) esta directamente relacionada con el ordenamiento de los iones cerca
de la superficie de la burbuja (Marcelja , Gonzales y Mills, 2006). Esta regla consiste en
asignar una letra a o B a cada ion involucrado en la disolucion y determinar todas las
combinaciones posibles de los iones. EI método empleado por Craig (1993) para
determinar estas combinaciones, consisti® en medir la cantidad de luz transmitida al
atravesar con un haz de luz una columna de vidrio cilindrica que contenia una solucién
acuosa electrolitica y un flujo de alta densidad de N suministrado en la base de la
misma, teniendo como resultados una disminucion de la sefal detectada o ningun
cambio. En la Tabla 2 se presenta un resumen de los resultados reportados.

Tabla 2: Asignacion a y B de electrolitos disueltos en agua (Craig et al., 1993; Craig,
2011)

lones Lit K* Cs* Mg*? Ca*? NHs* H* (CH3)NHs* (CHs)sNH,*

Asignaciones a
OH - a
F- a
Cl- a
Br- a
I- a
NO3' a
SOy a
a
a
B
B
B

a a a a B B

O O

o000 O
@)
XXX XX X

OO0OO0OO0O0OO0O 09

(CO0,)2
|O3 -
ClOs3 -
ClOs4 -
CHsCOO

XXX0O 00000008|Z
>
>
o

>
X
>
>

SCN- B X X

O: Presencia de la Inhibicidon de la coalescencia
X: Ausencia de la Inhibicidn de la coalescencia

16



Se ha reportado (Baz-Rodriguez et al., 2014) que emplear algunos electrolitos
puros en una columna de burbujeos, incrementa el valor del k.a en un margen de 40-
50% en comparacién con el agua pura y disminuye el valor del k. en un 60% en
comparacion con el agua pura.

Efectos de la presencia de carbohidratos en el medio de cultivo

En los pocos estudios que se han realizado sobre los efectos de los
carbohidratos en el kia se han reportado resultados contradictorios. Algunos autores
mencionan que la adicién de glucosa o sacarosa no tiene un efecto significativo sobre
el kia (Fakeeha, Jibril, Ibrahim y Abasaeed, 1999), mientras que otros afirman que lo
incrementa considerablemente (Voigt y Schugerl, 1979).

Lo que si ha sido corroborado por varios autores es el hecho de que la adicion
de carbohidratos disminuye el valor del k.. Esto se le atribuye al incremento que
provocan en la viscosidad del sistema, lo que provoca una disminucidn en la
solubilidad del oxigeno y en la difusividad molecular (Mueller y Boyle, 1967; lwai, Eya,
Aral, y Takeuchi, 1993; Kilonzo y Margaritis, 2004). Por otro lado, el posible aumento
en el k,a causado por adicion de carbohidratos se le atribuye a un aumento en el area
interfacial, que es lo suficientemente alto como para contrarrestar el efecto negativo
que provocan en el k. (Painmanakul y Hébraard, 2016). Se ha reportado que la adicién
de carbohidratos provoca una inhibicién de la coalescencia de burbujas (Craig et al.,
1993).

Efecto del cambio de las propiedades fisco-quimicas sobre la transferencia de
materia.

Debido a la naturaleza de cada una de las propiedades fisico-quimicas, resulta
conveniente abordarlas por separado.

a) Tension superficial

Para determinar si una sal incrementa o disminuye la tension superficial
es necesario analizarla por medio de la serie de Hofmeister. Se ha reportado
que las sales que tienen involucrados a los iones fosfato y sulfato incrementan
el valor de la tensién superficial (Zhang y Cremer, 2006). En el caso de la
glucosa, se han hecho estudios en donde se ha demostrado que incrementar la
concentracion de esta sustancia incrementa la tension superficial (Pegram y
Record, 2009).

No existen estudios que analicen una mezcla de glucosa con sales, sin

embargo se ha reportado que mezclas de ciertas sustancias pueden hacer que
la tensién superficial siga un efecto contrario al de las sustancias individuales
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que la conforman (Docosolis, Giese y Van-Oss, 2000), por lo que se
recomienda hacer mediciones de esta propiedad en lugar de emplear modelos
para predecir su valor.

En trabajos previos (Mouza, Dalakoglou y Paras, 2005) se comprobd
que reducir la tensién superficial entre una fase gaseosa y liquida provoca una
reduccién en la coalescencia en el sistema provocando asi burbujas mas
pequefas y por ende una mayor retencion del gas. Lo anterior indica un
incremento en el area interfacial. Por otro lado se realizé un estudio (Hebrad,
Zeng y Loubiere, 2009) que encontré que disminuir la tension superficial por
medio de surfactantes provoca un decremento del k.. Entre estos dos efectos,
el primero es mas significativo, causando un incremento en el valor del kia
(Jeng, Maa y Yang, 1986). Cabe sefialar que si la solucién acuosa presenta
contaminantes soélidos, la adicion de una sustancia que reduzca la tensioén
superficial puede provocar una disminucion en el ki.a (Painmanakul. Loubiére,
Hébrard, Mietton-Peuchot y Roustan, 2005).

b) Viscosidad

Un incremento en la concentracién de glucosa provoca un aumento en la
viscosidad del sistema (Kim, 2010). De manera similar incrementar la
concentracion de sales (fuerza idnica) provoca un incremento en la viscosidad
(Goldsack y Franchetto, 1978). Debido a que por lo general esta propiedad se
calcula por medio de correlaciones, no existen muchos estudios experimentales
con mezclas de sustancias. Sin embargo, hay informacion referente a la
viscosidad con una mezcla de sacarosa y cloruro de sodio; en dicho estudio se
reportd que incrementar la concentracion de esta mezcla provoca un
incremento en la viscosidad del sistema (Chenlo, Moreira, Pereira y Ampudia,
2002).

Se ha reportado que un incremento en la viscosidad provoca un
aumento de la coalescencia y un incremento del diametro de burbujas (Kantarci
et al., 2005). De forma complementaria se ha observado que el incremento de
la viscosidad disminuye la retencion del gas del medio (Kantarci et al., 2005).

Otros autores (Behkish, Men, Inga y Morsi, 2003) han observado que un
incremento en la viscosidad media de una solucion, provoca un decremento en
el kia disminuye. Este efecto se le atribuye principalmente a que aumentar la
viscosidad provoca un decremento en la Difusividad del medio (Yoshida y Akita,
1965).
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c) Densidad

Incrementar la concentracién de glucosa, aumenta la densidad del
medio (Kim, 2009). De manera similar, un incremento en la concentracion de
sales (fuerza i6nica) aumenta la densidad del sistema, al ser las densidades de
cada una de las sales utilizadas mayor a la del agua.

A la fecha no se han realizado estudios sobre el efecto directo que tiene
la densidad del liquido sobre las variables de transferencia de materia (solo se
han realizado para la transferencia de calor).

Entre la viscosidad y la tensiéon superficial; la mas influyente sobre la retencién
del gas es la tensién superficial. Esto fue comprobado por un estudio realizado con
alcoholes de cadena corta diluidos en agua. Como la tension superficial es la Unica
propiedad de las antes mencionadas que varia significativamente con respecto al agua,
se considerd como la mas significativa (Kelkar et al., 1983).
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HIPOTESIS

Incrementar simultdneamente la concentracion de glucosa y sales inorganicas
en solucién acuosa, afectara significativamente el kia y los parametros que lo
componen en comparacion con el reportado al emplear las sustancias por separado.
De igual forma se espera que los efectos se deban a una interaccion entre las dos
sustancias.
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JUSTIFICACION

El oxigeno es muy poco soluble en medios acuosos y su suministro puede ser
un aspecto limitante en el desarrollo de cultivos aerobios. En particular, la composicion
de un medio de cultivo (por lo general compuesto por carbohidratos y las sales
inorganicas como fuentes convencionales de carbono, nitrégeno y minerales) puede
afectar de manera benéfica o perjudicial la transferencia de masa y la hidrodinamica en
biorreactores tipo columna de burbujeo; estos factores no son considerados al
momento de disefarlos ya que por lo general se emplean correlaciones que consideran
que el medio esta compuesto solo por agua pura. En vista de lo anterior, es importante
generar el conocimiento que permita describir como la composicién de un medio de
cultivo quimicamente definido para un microorganismo, afecta la transferencia
interfacial de masa y el area interfacial de biorreactores aerobios.

En este trabajo se propone analizar el transporte de masa en un medio de
cultivo por glucosa y sales (KH2PO4, KoHPO4, MgSO4*7H20, y (NH4)2S04)) en una
columna de burbujeo, en donde se variaran las concentraciones y la velocidad de
suministro del gas. Se analizara el efecto provocado por la interaccion glucosa-sales
sobre el coeficiente volumétrico de transferencia de materia y el area interfacial.
Ademas, se evaluara el efecto de la sedimentacion por saturacién de sales sobre el
coeficiente volumétrico de transferencia de materia. Conceptos que a la fecha de
redaccién del presente trabajo, no han sido estudios.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto del incremento de la velocidad superficial de aire y la
concentracion de glucosa y sales electroliticas de un medio de cultivo sintético sobre el
transporte interfacial de oxigeno y el area interfacial especifica en biorreactores de
columna de burbujeo.

Objetivos particulares

o Medir los valores de k.a y el area interfacial especifica a diferentes velocidades
superficiales y concentraciones de glucosa y sales.

e Determinar si la sedimentacion presentada al incrementar la concentracion de
sales en un medio de cultivo sintético provoca un efecto significativo sobre el
kLa.

e Analizar el efecto de la interaccién Glucosa-Sales sobre el kia y el area
interfacial especifica.
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METODOLOGIA

Disefio experimental

Se empled un disefio experimental factorial para analizar la influencia de los
factores sobre las variables de respuesta ki a y a. Este disefio se presenta la Tabla 3

Factor 1: fuerza lonica. En este trabajo se emplearon concentraciones
de 0.08M (&), 0.16M (Cy), 0.25M (Baltz et al., 2010; Hanly y Henson,

2

2013; Yang et al 1992), 0.32M (CCC) y 0.4M (véase el anexo A para
mayor informacion).

Factor 2: concentracién de glucosa. Por lo general en el cultivo de de
bacterias (Escherichia Coli) se suele utilizar concentraciones que van
desde los 5 g/l hasta los 40 g/l (Baltz et al., 2010; Hanly et al,. 2013;
Bruschi, Kromer, Steen y Nielsen, 2014; Yang, Xu y Eppstein, 1992). En
este trabajo se utilizaron las concentraciones de 5, 10, 20, 30, 40 y 60 g/I
(0.028, 0.055, 0.111, 0.16 y 0.22 M respectivamente)

Factor 3 velocidad superficial: Para el cultivo de Escherichia Coli se
suelen utilizar velocidades de suministro de aire de 1 hasta 3 VVM-
(Zhou et al., 2018) siendo la ultima la mas eficiente. Sin embargo a estas
velocidades no se conserva el régimen homogéneo; ya que se han
reportado casos en donde existe cambio de régimen a velocidades
superiores a los 1.7 vvm- (Baz-Rodriguez et al., 2014). Tomando en
cuenta esto, las velocidades a utilizar seran 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 y 2 cm/s o
bien 0.34, 0.68, 1.02, 1.36 y 1.7 VVM respectivamente.

Tabla 3: Esquema general de los factores analizados

Factor Numero
de

niveles

Fuerza ionica (M)* . 0.08, 0.16, 0.25, 0.32
y 0.4
C°"fj:;;aa°;:n'; de A 0, 0.0278, 0.055,
9 0.111, 0.222 y 0.333
Velocidad

superficial de 5 04,0812, 16y 2

suministro de gas
(cmls)

A: ver composicién de los medios de cultivo en el anexo A
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Este sistema generd 150 casos posibles en donde se caracterizo la transferencia
de masa y la hidrodindmica del sistema. El estudio se realizé por duplicado.

Descripcion del equipo

El estudio se realizd6 en una columna cilindrica de 1.2m de alto y 0.095m de
diametro, la cual contaba con un vidrio poroso como difusor, dos sensores 6pticos de
difusién de oxigeno de la marca Hamilton, un termorecirculador con control de
temperatura Polyscience, un cubo de cristal, un rotametro y una camara Nikon J5 con
lente 6ptico de 60mm. La disposicién del equipo se presenta en la Figura4y 5.

0,092m .
- - Sensores opticos
Cs Agua recirculada & i d.c oxigeno
émara disuelto
fotografica Camisa para 0,1m (Visiferm Arc
1ler.m .T15{ con control de DO, Hamilton) a
cr.ltc Nikon AF temperatura 25m(R68) y
lf\;[mrg 60 mm R76 55m(R76
28 Cubo de
cristal ‘/\) — Termorecirculador
con control de
i1 L 4 Gy temperatura
R683 (AD-07R-20-A11B
PC: Polyscience)
Procesamiento
de imagenes por 0,6em L
medio de la .
herramienta otametro Aire
Image
Processing Tool - |
Box de Matlab Agua recirculada Nitrogeno
Plato poroso
de vidrio

Figura 4: Esquema experimental para analisis de transporte interfacial de masa en
una columna de burbujeo
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Ty Malvuls de airs

Figura 5: Fotografia del sistema experimental
Caracterizacion de la transferencia de materia

La determinacion del valor del k a se llevo a cabo para cada caso de estudio. Para ello,
se utilizé el método dinamico (Wise, 1951). Este método se basa en la medicion de la
concentracién de gas disuelto en el medio por absorcion o desorcién de dicho gas. Asi,
se monitored el cambio dinamico de la concentracién de gas disuelto. La temperatura
de operacion fue de 25 °C y se control6 mediante la recirculacion de agua en el
enchaquetado de la columna, empleando un termorecirculador con control de
temperatura (AD-07R-20-A11B, Polyscience). La concentracién de oxigeno disuelto se
monitored con dos sensores 6pticos de oxigeno disuelto (Visiferm Arc DO, Hamilton), a
0.25 (R68) y 0.55 m (R76) por encima del difusor de la columna de burbujeo,
respectivamente.

La técnica dinamica de absorcion consiste en eliminar el soluto gaseoso de la fase
liquida, por ejemplo, mediante el burbujeo de nitrogeno. Posteriormente, el liquido es
puesto en contacto con el aire para medir la variacion de oxigeno con el tiempo. La
expresion matematica de este comportamiento se puede ver en la Ecuacion (12).

CaL=Care—Caeexp !
[12]
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En donde Cae es la concentracion de oxigeno en el equilibrio, Ca. es la
concentracion de oxigeno en un tiempo dado (1) y el k.a es el coeficiente de ajuste no
lineal de los datos recabados.

El valor final del coeficiente volumétrico de transferencia de masa se determind
mediante el ajuste de un modelo adimensional transitorio de transporte (Rivas-Iterian,
Guillen-Francisco, Sacramento-Rivero, Zitlapopoca-Soriano, Baz-Rodirguez, 2018), se
utilizé como valor inicial el obtenido por el método descrito anteriormente. Para plantear
el modelo fue necesario normalizar las variables de la siguiente manera:

Cac =—_ CaL _ko2gCaLo
b C -
Caco

Cac= ,Z

z
A Cavo Chaco h’ h
[13]

(hvaire) (hkLa)

1 Vslip-Vin 2 Vslip

[14]
En donde:

k,,_g=Constant de Henry del oxigeno en el medio acuso

Vin = Volumen del espacio entre el difusor y la base de la columna

V’aire = Flujo volumétrico del gas
Vsip = La Velocidad de deslizamiento hace referencia a la velocidad del liquido en la
interface gas-liquido

[15]
Siendo V4 la velocidad superficial de la fase gaseosa y €g la retencién de
h=Altura del medio de cultivo
Cac = Concentracién de oxigeno en la fase gaseosa
CaL = Concentracion de oxigeno en la fase liquida
Caco = Concentracion inicial de oxigeno en la parte inferior al difusor
Cacin = Concentracion de oxigeno en la interface
(Cag)=Representa la concentracién promedio del gas disuelta en la fase liquida a lo
largo de la columna. Su valor se aproxima a través de la siguiente ecuacién

1
(CAG)=f Cacdz
0

[16]
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De igual forma se considero lo siguiente:

Un flujo tapdn en la fase gaseosa (Ecuacién 17), es decir que no se consideré
una variacion axial en la fase gaseosa.

dC—AG= _ aCAG _ I_|2 ‘ 1-89

dt 0z Kopg &g (Cac = Car)
[17]
Un mezclado perfecto en la fase liquida (Ecuacion 18).
TR = ((Cr) ~ Co)
[18]
El modelo presenté las siguientes condiciones fronteras
Cac(t=0,2>0)=0 [19]
Cac(10,2=0)=1-exp(M,t) [20]
%5 (0, 22h)=0 21
CaL(t=0)=0 [22]

El ajuste del k.a se llevd a cabo mediante una minimizacion de la diferencia
entre los datos experimentales y el modelo de respuesta, cumpliendo con la siguiente
funcion objetivo

tn 2

F(k,a)=min z [CaL exp D-CaL calc (t.k )]
=0

[23]
En donde los sufijos exp y calc indican datos experimentales y calculados
respectivamente y t, es el tiempo en donde se extrajo la ultima medicion

Caracterizacion del area interfacial especifica

La hidrodinamica del sistema se monitore6 a partir de la estimacion del diametro
promedio de Sauter de las burbujas (ds2) recurriendo al analisis digital de imagenes. El
didmetro de las burbujas se determind a partir de mediciones de los ejes mayor y
menor de las burbujas asumiendo que son elipsoidales (Keshavarzi et al., 2014). Estas
mediciones se realizaron para al menos 200 burbujas en cada caso de estudio. Las
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imagenes se capturaron y extrajeron de secuencias de video de alta velocidad
mediante una camara fotografica Nikon J5 con un lente Nikon AF Micro 60 mm f/2.8d.
Las secuencias de video se adquirieron a 1200 cuadros por segundo con una
resolucion de 800 x 296 pixeles; posteriormente, las imagenes se procesaron en
computadora en donde se determinaron las dimensiones de la burbuja. Para esto, se
empled un programa que utilizé la herramienta Image Processing Toolbox de Matlab.

El area interfacial especifica también esta relacionada con la retencién del gas ¢4y
el diametro de Sauter de la burbuja, teniendo la siguiente relacién

629

as————
d3a(1-€g)
[24]
El diametro de Sauter esta definido por la siguiente ecuacién

Yin-d®
Yingd?

32=

[29]

En donde n4 es el numero de burbujas y di se puede calcular
.3 2
di=,/dM“-dm

siendo dM el eje mayor de la burbuja y dm el eje menor.

[26]

La retencion del gas fue calculada mediante la siguiente expresion

AV
9T AV,

[27]
En donde V_ es el volumen original del liquido en la columna y AV es el

incremento en el volumen al burbujear el gas. (Baz-Rodriguez et al., 2014). Este ultimo
se calculd a partir del incremento de altura del medio al introducir el gas.
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Caracterizacion de las propiedades fisico quimicas
Densidad
Se utilizé un densimetro Easydens DMA™ 5000 Generacion M (Anton Paar

GmbH), el cual utiliza el principio de tubo vibratorio para realizar su mediciones. Este
equipo se presenta en la Figura 6.

Jderlngo

Desechos

Celular

Dersimetro de tubo vikronte

Figura 6: Diagrama general del equipo de medicion de densidad

Las muestras fueron enfriadas a 25°C (bano térmico) y filiradas (a vacio) antes
de introducirlas al equipo por medio de la jeringa. La medicion fue recibida e
interpretada por medio de la aplicacién Easy Dens™ del celular. Se cercioré de que no
hubiera ninguna burbuja de aire en la secciéon en forma de “U” del equipo, para evitar
mediciones erréneas; se tomaron dos mediciones para cada caso experimental.

Viscosidad

Se utilizé un viscosimetro de esfera descendente modelo 3560001 (Haake). La
temperatura fue controlada a 25°C con el encamisado del equipo, se dejo reposar la
muestra durante 20 min para cerciorarse de que se alcanzara la temperatura deseada.

Este equipo (Figura 7) esta basado en la ley de Stokes, por lo que para hacer la
medicion se requiere llenar el tubo interno con la sustancia a analizar e introducir la
esfera correspondiente (dependiendo del rango esperado de la viscosidad); se utilizé
una camara de video (Nikon AF con lente 60mm f/2.8d) para poder obtener una medida
mas exacta del tiempo que tarda la esfera de moverse del punto “A” al “ B” (se empled
la opcién de reproducciéon de camara lenta).
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Figura 7: Diagrama del viscosimetro de esfera descendente

El tiempo tomado fue utilizado en una correlacion proporcionada por el fabricante,
esta se presenta a continuacion:

nzt'(pe_pL)k
(28]

En donde n es la viscosidad en centipoise (cp), pe €s la densidad de la esfera p. es
la densidad de la muestra y k es la constante de calibracién de la esfera (0.00668 para
este caso).

Tension superficial

Se utilizd un tensiometro capilar Surfgauge modelo Dyne Gauge, DG-1
(Surfgauge). Para poder realizar las mediciones se agregé una gota de la muestra
como se ve en la Figura 8. Posteriormente el tubo capilar se colocod de forma vertical
de manera que la punta del tubo tocara la superficie de la gota; por capilaridad la
muestra asciende a través del tubo hasta sefalar la tension superficial en dinas; se
tomaron dos mediciones para cada caso experimental. Los tubos capilares estan
calibrados de modo que su escala de lectura ya estd dada en unidades de tension
superficial.
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Figura 8: Diagrama general del tensidmetro
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Efecto de la concentracion del medio sobre el k. .a

El medio de cultivo presenté precipitacion a concentraciones de sulfato de
magnesio mayores a 1.48 g/l. Este comportamiento ha sido reportado con anterioridad
en mezclas que se utilizan como fertilizantes en los campos de cultivo, que contienen
fosfatos y sulfato de magnesio y debido a la precipitacién se recomienda utilizarlas con
moderacion para evitar contingencias ambientales; trabajos previos atribuyeron esta
sedimentacion al incremento en el pH provocado por el sulfato de magnesio (Burt et al.,
1998; Fares et al., 2009). Sin embargo, no se encontraron reportes que mencionaran
este fendmeno en trabajos del area de ingenieria de bioprocesos. El hecho de que
haya precipitacién implica que en realidad los bioprocesos que emplean medios con
este efecto se lleven cabo con una fase sélida suspendida.

Al analizar una gran variedad de medios de cultivos utilizados industrialmente
(Atlas, 2010), se detectdé que debido a sus composiciones presentaron el mismo
comportamiento. Por ello, se decidié mantener el medio y emplear una fuerza ionica
efectiva para los analisis. Para realizar una aproximacion de las equivalencias se
consider6 como nulas las concentraciones del fosfato monobasico y dibasico de
potasio en los casos que presentaron sedimentacion, esta consideracién se presenta
en la Tabla 4 (para mas detalles consultar anexo A):

Tabla 4: Equivalencias de fuerza ionica y fuerza ionica efectiva

Fuerza Fuerza ionica
ionica efectiva
(M) (M)
0.08 0.08
0.16 0.16
0.25 0.089
0.32 0.115
0.4 0.149
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El efecto de la sedimentacion de las sales se evalué utilizando un analisis de
varianza (ANOVA) para los datos del k.a recabados en un medio de cultivo sin glucosa.
Se consideraron como covariables la densidad, viscosidad y tensién superficial.

El analisis estadistico y los supuestos correspondientes se realizaron mediante
el programa StatGraphics Centurion. EI ANOVA determiné que la a fuerza i6nica, la
velocidad superficial y la viscosidad tuvieron un efecto significativo sobre el k.a (Tabla
8 del anexo B). El resultado obtenido para los dos primeros parametros concuerdan
con lo reportado en la literatura (Kantarci et al., 2005). La significancia de la viscosidad
se analizara en otra seccion.

Con el fin de entender la relacion existente entre los datos recabados se realiz6 una
prueba multiple de rangos por el método de Tukey. La Tabla 5, indica una diferencia
significativa en los rangos de fuerza iénica ocurre entre 0 y 0.8 M la cual fue Unica. En
el caso de las velocidades superficiales se determind que todos los grupos con
excepcion de los correspondientes a una velocidad de 1.6 cm/s y 2 cm/s son diferentes
entre si. Esto se hace evidente al analizar la Figura 9.

Tabla 5: Prueba de comparacién multiple de rangos para kia en un medio de cultivo
sin glucosa; a) Rangos de fuerza idnica; b) Rangos de velocidades superficiales

a) Casos MedialLS SigmalS$S Grupos

103 103 Homogéneos
0 10 19.71 2.19
X
0.08 10 29.71 1.87 X
0.089 10 33.09 1.03 X
0.115 10 36.81 1.69 X
0.146 9 40.31 3.00 X
0.16 10 30.66 1.39 X
b) Casos MedialLS SigmalS$S Grupos
103 103 Homogéneos
04 11 23.97 0.69 X
0.8 12 28.29 0.55 X
1.2 12 32.32 0.55 X
1.6 12 36.21 0.55 X
2 12 37.79 0.55 X

Para determinar si la sedimentacion provocé un cambio en el sistema fue
necesario consultar trabajos previos en donde se realizaron pruebas con sales puras
sin la presencia de la sedimentacion, como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9: Valores de k.a en diferentes condiciones a) medio de cultivo sin glucosa a
diferentes velocidades superficiales; b) utilizando NaCl (Botello et al 2011).



Al comparar los incisos de la Figura 9, se puede identificar un comportamiento
similar aunque con diferentes magnitudes. Esta diferencia era de esperarse ya que no
se utilizaron las mismas condiciones de operacion (diferente temperatura y volumen del
medio). Tomando en cuenta esto y el resultado de la prueba de Tukey se llegé a la
conclusion de que la precipitacion de sales solo afecta el valor real de la fuerza iénica y
no asi al comportamiento que provocan en el sistema.

Descartando la influencia de la sedimentacion sobre el k.a se prosiguié con el
ANOVA de todos los datos recabados (Tabla 9 del Anexo B). El analisis determiné que
la velocidad superficial, la fuerza ibnica y la concentracion de glucosa fueron
significativas sobre el kia. Debido a la cantidad de datos recabados, se opté por
analizar los datos por medio de dos enfoques.

Primer enfoque: analisis de k.a vs Fuerza iénica

El propdsito de este enfoque fue analizar graficamente el efecto que provocé la
adicién de sales a una solucion acuosa de glucosa. Es evidente identificar en el inciso
a y b de la Figura 10 que tanto la glucosa como las sales agregadas tienen un efecto
benéfico sobre el k.a, siendo el efecto de las ultimas mayor, esto concuerda con lo
reportado en trabajos previos (Kantarci et al., 2005), sin embargo a medida que se
incrementa la concentracion de glucosa este comportamiento se ve alterado como se
puede apreciar en los incisos ¢ y d de la misma figura, tomando en cuenta estos
hechos es posible identificar un patron en donde a medida que se incrementa la
concentracién de glucosa en el medio, el efecto benéfico sobre el k.a provocado por el
incremento de la fuerza iénica va disminuyendo, siendo mas evidente en velocidades
inferiores a los 0.8 cm/s en donde el efecto se vuelve negativo a las concentraciones
de glucosa de 20 y 60 g/l. A la fecha no existe alguna referencia que sustente este
comportamiento, sin embargo es importante mencionar que se ha reportado que los
cationes generados por las sales inorganicas tienden a interactuar con la glucosa en
medios acuosos, provocando una diversidad de ordenamientos moleculares entre
ambas sustancias. A pesar de que se han realizado varios estudios ninguno ha tratado
de relacionar la concentracion de glucosa y sales con esta interaccion (Mayes et al.,
2013). Este hecho y los datos recabados dan pauta a la posibilidad de que el
ordenamiento generado por la interaccion de las sales y la glucosa, dependen de la
concentracion de las mismas y éstos provocan un efecto negativo sobre el k.a. Para
complementar esta hipétesis es necesario introducir el area interfacial especifica pero
esto se discutird mas adelante.
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Figura 10: Valores de k.a a diferentes concentraciones de glucosa; a) 5 g/L; b) 10 g/L;
c) 20 g/L; d) 60 g/L

Segundo enfoque: k a vs Concentracion de glucosa

El propdsito de este enfoque fue analizar graficamente el efecto que provoco la adicion
de glucosa en una mezcla de sales en soluciéon acuosa, esto no fue posible con el
enfoque anterior debido a que los ejes utilizados no permitian relacionar l6gicamente
los datos. Cabe sefialar que el ANOVA no sufrié ningun cambio al tratarse de las
mismas mediciones. Como se puede ver en la Figura 11, a pesar de modificar los
puntos de origen se detecté el mismo patrén, es decir un incremento en el k.a al
adicionar glucosa en bajas concentraciones (5g/l) y un decremento de este efecto al
incrementar la fuerza ionica. De esta forma se comprobd que este comportamiento es
consistente a pesar de introducir un valor inicial diferente. Luego, conforme aumenta la
concentracion de glucosa, aparentemente el k.a alcanza un valor minimo entre 10 y 20

g/L.
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Figura 11: Valores de k a para diferentes valores de fuerza iénica a) 0.08M; b) 0.115M,;
c) 0.16M.

Efecto de la concentracion del medio sobre el area interfacial especifica

Debido a la presencia de la sedimentacion de sales y un exceso de glucosa, la
claridad del medio se vio comprometida, por lo cual no fue posible identificar las
burbujas en las imagenes recabadas. Por ello el area interfacial especifica no fue
caracterizada a una concentracién de glucosa de 60 g/l. Cabe sefialar que para el
cumplimento de los supuestos del ANOVA (homocedasticidad) fue necesario aplicar la
transformada de Box-Cox, esta herramienta permiti6 la homogenizacién de las
varianza a través de una ley de potencia en donde se empled una A de -0.231632.

En este caso ademas de los factores principales, la tensién superficial y la

densidad resultaron ser significativos (Tabla 10 del Anexo B). Los ultimos parametros
se analizaran mas adelante.
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Al analizar la Figura 12 se identifico que el incremento de la concentracion de
glucosa a valores mayores de los 10 g/l (punto en donde se presentd el valor maximo
de area interfacial especifica) en niveles de fuerza idnica superiores a los 0.115M
provocaron un efecto negativo sobre el area interfacial especifica. Para reforzar esta
afirmacion se realizé la prueba multiple de rangos de Tukey (Tabla 6). Esta identifico
que el unico punto diferente en el sistema corresponde a los datos recabados a una
concentracion de glucosa 10g/l.
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Figura 12: Valores de a para diferentes fuerzas iénicas; a) 0.08 M; b) 0.115 M; c)
0.16M
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Tabla 6: Prueba de comparacion multiple de rangos para los datos correspondientes al
inciso ¢ de la Figura 12.
Concentracion

de glucosa Grupos
g/l Casos MediaLS SigmalLS Homogéneos
0 10 166.8 2.36 X
5 10 170.9 2.36 X
10 10 156.3 2.36 X
20 10 172.1 2.36 X
40 10 175.6 2.36 X

A pesar de ser estadisticamente significativo el cambio generado por la glucosa,
para fines practicos pueden ser despreciados. Sin embargo, vale la pena destacar que
el valor maximo de esta medicion coincide con el aparente minimo de k a alrededor de
la misma concentracion de glucosa (10 g/L), lo cual da consistencia fenomenoldgica a
las observaciones al tratarse de dos mediciones independientes.

Tomando en cuenta esta informacion y la linea de pensamiento planteada en el
apartado anterior, podemos intuir que la interaccién entre las sales y la glucosa no
afectan de forma negativa el &area interfacial especifica. Por el contrario, éstas
provocan que el sistema alcance en concentraciones menores, un estado similar al
presentado en la concentracién critica de coalescencia (Baz-Rodriguez et al., 2014). El
decremento detectado en el kia debe ser generado por una disminucion del k.. Es
importante mencionar que a pesar de que es posible determinar este parametro con el
disefio experimental empleado, este no aportaria mayor informacion ya que el
resultado obtenido seria dependiente de lo ya presentado. Debido a esto se prosiguid
con una forma indirecta de determinar su comportamiento, es decir un analisis en el
cambio de las propiedades fisico-quimicas.

Efecto de la velocidad superficial sobre el area interfacial especificay el k .a

La velocidad superficial resultdé ser significativa en los ANOVA del area
interfacial especifica y el k.a (consultar anexo B). Esto se hace mas evidente al
analizar las Figuras 11 y 12, en donde se puede apreciar como existe una diferencia
consistente y marcada entre los niveles estudiados. Este comportamiento concuerda
con lo reportado en la literatura para sales puras (Botello-Alvarez et al., 2011; Baz-
Rodriguez et al., 2014; Kantarci et al., 2005).

Efecto de la concentracion del medio sobre las propiedades fisico-quimicas
El comportamiento fue similar para todos los niveles de fuerza iénica por lo que

solo se discutira el primer caso (consultar anexo C para los demas niveles de fuerza
idnica), el cual se muestra en la Figura 13.
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Figura 13: Datos correspondientes a un nivel de fuerza idnica de 0.08M y niveles de
glucosa variables; a) Densidad; b) Viscosidad dinamica; c¢) Tension superficial

La viscosidad y la densidad siguen el comportamiento esperado (como se
menciond en los antecedentes). Es importante sefalar que la densidad no aumenta
entre las concentraciones de 10 y 20 g/l, de glucosa debido a la filtracion que se realizé
antes de hacer las mediciones (los fosfatos sedimentados representan un perdida
similar al incremento generado por la glucosa). Otro aspecto a considerar es que las
mediciones realizadas del viscosimetro fueron utilizadas solamente para entender el
comportamiento de esta variable con la concentracion del medio y no por su valor
exacto.

Al analizar la Figura 14, se hace evidente el motivo por el cual la viscosidad fue
considerada como un factor significativo en el ANOVA realizado para un medio sin
glucosa. Este comportamiento no es de extrafiarse ya que como se menciono en los
antecedentes un incremento en la viscosidad es perjudicial para el k. y por ende el k.a.
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Figura 14: Datos correspondientes a un medio sin glucosa con niveles de fuerza idnica
variables.

La tension superficial sigue el comportamiento que ha sido reportado en
trabajos previos en donde se menciona “que un incremento en la concentracion de
glucosa provoca una disminucion de la tensiéon superficial siempre y cuando la
concentraciéon de glucosa no supere un valor de los 5% en porcentaje masico, una vez
superado este valor se presenta un incremento en la tensién superficial” (Horfar Kurz,
Policova, Hair y Neumann, 2006), Esto ultimo se ve reflejado al incrementar la
concentracién de glucosa a 60 g/l (o bien 6% en porcentaje masico).

Lamentablemente las propiedades fisico-quimicas solo aportan una base para
sospechar que realmente la interaccion entre la glucosa y las sales inorganicas
provocan un decremento en el k;; esto significa que los datos no dieron suficiente base
estadistica como para determinar el origen del comportamiento del k.a.
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CONCLUSIONES

Se determiné que la velocidad superficial, la fuerza i6nica y la concentracién de
glucosa son estadisticamente significativas sobre el kia y el area interfacial
especifica.

El incremento de la velocidad superficial provoca un incremento del kia y el
area interfacial especifica.

Incrementar la concentracion de glucosa a niveles superiores a los 10g/l en una
concentracion constante de fuerza idnica provoca un efecto perjudicial sobre el
kia, este efecto se acentua si la concentracidon de fuerza iénica empleada es
mayor a los 0.089M.

El valor del area interfacial especifica del medio es determinado por la fuerza
ionica.

El efecto de la concentracién de glucosa a pesar de ser considerado como
significativo para el area interfacial especifica, para fines practicos puede ser
despreciado.

La sedimentacion de las sales en el medio de cultivo no afectan el
comportamiento del k.a

Se recomienda para futuras investigaciones someter al sistema a un analisis de
velocimetria por imagenes de particulas, con la finalidad de obtener los perfiles
de velocidades de la fase liquida y con él un valor independiente del k.

47



48



REFERENCIAS

Adler, I., Buchholz, H., Voigt, J., Wittler, R., y Schidgerl, K. (1980) Bubble coalescence
behavior in biological media. Applied Microbiology Biotechnology. 9 249-260

Al-Taweel, A.M. Idhbeaa, A.O., y Ghanem, A. (2013). Effect of electrolytes on
interphase mass transfer in microbubble-sparged airlift reactors. Chemical
Engineering Science 100, 474-485.

Atlas, R. M. (2010). Handbook of Microbiological Media. Washington D.C.: Taylor &
Francis.

Batlz, R. H., Davies J. E., y Demain A.L (2010).Manual of industrial microbiology and
biotechnology. USA: ASM press

Baz-Rodriguez, S. A., Botello-Alvarez, J. E., Estrada-Baltazar, A., Vilchiz-Bravo, L. E.,
Padilla-Medina, J. A., y Miranda-Lopez, R. (2014). Effect of electrolytes in aqueous
solutions on oxygen transfer in gas-liquid bubble columns. Chemical Engineering
Research and Design, 92(11), 2352-2360.

Botello-Alvarez, J.E., Baz-rodriguez, S. A., Gonzalez Garcia R., Estrada-Baltazar A.,
Padilla-Medina A., Gonzalez Alatorre G., y Navarrete-Bolafios J.L. (2011). Effect of
Electrolytes in Aqueous Solution on Bubble Size in Gas A Liquid Bubble Columns,
12203-12207.

Behkish, A., Men, Z., Inga, J. R., y Morsi, B. I. (2002). Mass transfer characteristics in a
large-scale slurry bubble column reactor with organic liquid mixtures. Chemical
Engineering Science, 57(16), 3307-3324.

Berry, B. N., Dobrowsky, T. M., Timson, R. C., Kshirsagar, R., Ryll, T., y Wiltberger, K.
(2016). Quick generation of Raman spectroscopy based in-process glucose control
to influence biopharmaceutical protein product quality during mammalian cell
culture. Biotechnology Progress, 32(1), 224-234

Bird, R. B., Stewart, W. E., Lightfoot, E. N., y Vazquez, F. M. (1996). Fendmenos de
transporte: un estudio sistematico de los fundamentos del transporte de materia,
energia y cantidad de movimiento. Segunda edicion. Espana. Editorial Reverté.

49



Bruschi, M., Krémer, J. O., Steen, J. a, y Nielsen, L. K. (2014). Production of the short
peptide surfactant DAMP4 from glucose or sucrose in high cell density cultures of
Escherichia coli BL21(DE3). Microbial Cell Factories, 13-99.

Burt, C. (1998). Chemicals for fertigation. Procedimientos del 19.0 congreso anual de la
IA. (Documento 98-002). San Diego.

Cerra, H., Aversa, N., Carbone, N., Carnevali, S., Chiesa, C., Covo, M., y Zaresky, A.
(2013). Manual de Microbiologia aplicada a las Industrias Farmacéutica,
Cosmética y de Productos Médicos. Buenos Aires: Subcomisién de buenas
practicas (BP).

Chenlo, F., Moreira, R., Pereira, G., y Ampudia, A. (2002). Viscosities of aqueous
solutions of sucrose and sodium chloride of interest in osmotic dehydration
processes. Journal of Food Engineering, 54(4), 347-352.

Christenson, H. K., Bowen, R. E., Carlton, J. A., Denne, J. R. M., y Lu, Y. (2008).
Electrolytes that Show a Transition to Bubble Coalescence Inhibition at High
Concentrations. The Journal of Physical Chemistry C, 112(3), 794—796.

Craig, V. S. J., Ninham, B. W., y Pashley, R. M. (1993). The Effect of Electrolytes on
Bubble Coalescence in Water. Journal of Physical Chemistry, 97(type 2), 10192—
10197

Craig, V. S. J. (2011). Do hydration forces play a role in thin film drainage and rupture
observed in electrolyte solutions? Current Opinion in Colloid and Interface
Science, 16(6), 597-600.

Daly, J. G., Patel, S. A., y Bukur, D. B. (1992). Measurement of gas holdups and sauter
mean bubble diameters in bubble column reactors by dynamics gas
disengagement method. Chemical Engineering Science, 47(13-14), 3647—-3654.

Docosilis, A., Giese, R. F., y Van Oss, C. J. (2000). Influence of the water-air interface
on the apparent surface tension of aqueous solutions of hydrophilic solutes.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 19(2), 147-162.

Dondé-Castro, M., Rocha-Uribe, J. A., y Sacramento-Rivero, J. C. (2013).
Transferencia de Masa: Teoria y aplicaciones en procesos quimicos. México:
Pearson.

Dursun, G., y Akosman, C. (2006). Gas-Liquid interfacial area and mass transfer

coefficient in a co-current down flow contacting column. Journal of Chemical
Technology & Biotechnology. 81(12) 1859-1865.

50



Fakeeha, A. H., Jibril, B., y., Ibrahim, G., & Abasaeed, A. E. (1999). Medium effects on
oxygen mass transfer in a plunging jet loop reactor with a downcomer. Chemical
Engineering and Processing: Process Intensification, 38(3), 259-265.

Fares, A., y Abbas, F. (2009). Irrigation systems and nutrient sources for fertigation.
Colleague of tropical agriculture and human resource ,SCM-25 .

Galindo, E., Pefia, C., y Serrano-Carreon, L. (2007). Domesticar microorganismos en
un biorreactor: los retos del bioingeniero. Una Ventana Al Quehacer Cientifico,
131-143.

Garcia-Ochoa, F., y Gomez, E. (2009). Bioreactor scale-up and oxygen transfer rate in
microbial processes: An overview. Biotechnology Advances, 27(2), 153—-176.

Goldsack, D. E., y Franchetto, R. C. (1978). The viscosity of concentrated electrolyte
solutions. Il. Temperature dependence. Canadian Journal of Chemistry, 56(10),
1442-1450.

Hanly, T. J., y Henson, M. A. (2013). Dynamic metabolic modeling of a microaerobic
yeast co-culture: predicting and optimizing ethanol production from glucose/xylose
mixtures. Biotechnology for Biofuels, 6(1), 44.

Hebrard, G., Zeng, J., y Loubiere, K. (2009). Effect of surfactants on liquid side mass
transfer coefficients: A new insight. Chemical Engineering Journal, 148(1), 132—
138.

Henry, C. L., y Craig, V. S. J. (2009). Inhibition of bubble coalescence by osmolytes:
Sucrose, other sugars, and urea. Langmuir, 25(19), 11406—-11412.

Hikita, H., Asai, S., Tanigawa, K., Segawa, K., y Kitao, M. (1980). Gas hold-up in
bubble columns. The Chemical Engineering Journal, 20(1), 59-67.

Hoorfar, M., Kurz, M. A., Policova, Z., Hair, M. L., y Neumann, A. W. (2006). Do
polysaccharides such as dextran and their monomers really increase the surface
tension of water?. Langmuir, 22(1), 52—56.

Iwai, Y., Eya, H., Itoh, Y., Aral, Y., y Takeuchi, K. (1993). Measurement and correlation
of solubilities of oxygen in aqueous solutions containing salts and sucrose. Fluid
Phase Equilibria, 83, 271-278.

Jeng, J. J.,, Maa, J. R, y Yang, Y. M. (1986). Surface effects and mass transfer in

bubble column. Industrial & Engineering Chemistry Process Design and
Development, 25(4), 974-978.

51



Kantak, M. V, Hesketh, R. P., y Kelkar, B. G. (1995). Effect of gas and liquid properties
on gas phase dispersion bubble columns. The chemical engineering. 59, 91-100.

Kantarci, N., Borak, F., y Ulgen, K. O. (2005). Bubble column reactors. Process
Biochemistry, 40(7), 2263-2283.

Kelkar, B. G., Godbole, S. P., Honath, M. F., Shah, Y. T., Carr, N. L., y Deckwer, W. D.
(1983). Effect of addition of alcohols on gas holdup and backmixing in bubble
columns. AIChE Journal, 29(3), 361-369.

Keshavarzi, G., Pawell, R. S., Barber, T. J., y Yeoh, G. H. (2014). Transient analysis of
a single rising bubble used for numerical validation for multiphase flow. Chemical
Engineering Science, 112, 25-34.

Kilonzo, P. M., y Margaritis, A. (2004). The effects of non-Newtonian fermentation broth
viscosity and small bubble segregation on oxygen mass transfer in gas-lift
bioreactors: A critical review. Biochemical Engineering Journal. 17(1), 27-40

Kim, E. (2010). Relationship between viscosity and sugar concentration in aqueous
sugar solution using the Stoke s’ Law and Newton ’ s First Law of Motion. Science
One Research Projects. Obtenida el 5 de noviembre de 2018 de
https://open.library.ubc.ca/collections/undergraduateresearch/51869/items/1.01072
12.

Kuncova, G., y Zahradnik, J. (1995). Gas holdup and bubble frequency in a bubble
column reactor containing viscous saccharose solutions. Chemical Engineering &
Processing: Process Intensification, 34(1), 25-34.

Lessard, R. R., y Zieminski, S. A. (1971). Bubble Coalescence and Gas Transfer in
Aqueous Electrolytic Solutions. Industrial & Engineering Chemistry Fundamentals,
10(2), 260-269.

Li, H., y Prakash, A. (1997). Heat Transfer and Hydrodynamics in a Three-Phase Slurry
Bubble Column. Industrial & Engineering Chemistry Research, 36(11), 4688—4694.

Li, H., & Prakash, A. (2000). Influence of slurry concentrations on bubble population
and their rise velocities in a three-phase slurry bubble column. Powder
Technology, 113(1-2), 158—-167.

Luo, X., Lee, D. J., Lau, R,, Yang, G., y Fan, L.-S. (1999). Maximum stable bubble size

and gas holdup in high-pressure slurry bubble columns. AIChE Journal, 45(4),
665-680.

52



Manjrekar, O. N., Gonzalez, H., y Mills, P. L. (2016). Hydrodynamics and Mass Transfer
in Bubble Columns. Engineering and applied science theses and dissertations. 160
obtenida el 5 de noviembre del 2018 de
https://openscholarship.wustl.edu/eng_etds/160/?utm_source=openscholarship.wu
stl.edu%2Feng_etds%2F160&utm_medium=PDF&utm_campaign=PDFCoverPage
]

Marcelja, S. (2006). Selective Coalescence of Bubbles in Simple Electrolytes. The
Journal of Physical Chemistry B, 110(26), 13062—-13067.

Marrucci, G., & Nicodemo, L. (1967). Coalescence of gas bubbles in aqueous solutions
of inorganic electrolytes. Chemical Engineering Science, 22(9), 1257-1265.

Martin, M., Montes, F. J., y Galan, M. A. (2006). On the influence of the liquid physical
properties on bubble volumes and generation times. Chemical Engineering
Science, 61(16), 5196-5203.

Mayes, H. B., Tian, J., Nolte, M. W., Shanks, B. H., Beckham, G. T., Gnanakaran, S., y
Broadbelt, L. J. (2013). Sodium lon Interactions with Aqueous Glucose: Insights
from Quantum Mechanics, Molecular Dynamics, and Experiment. The Journal of
Physical Chemistry B, 118(8), 1990-2000.

Mouza, A. A., Dalakoglou, G. K., y Paras, S. V. (2005). Effect of liquid properties on the
performance of bubble column reactors with fine pore spargers. Chemical
Engineering Science, 60(5), 1465-1475.

Mudde, R. F. (2005). Gravity-driven bubbly flows. Annual Review of Fluid Mechanics,
37(1), 393-423.

Mueller, J. A., y Boyle, W. C. (1967). Relative importance of viscosity and oxygen
solubility on oxygen transfer rates in glucose solutions. Environmental Science &
Technology, 1(7), 578-579.

Mueller, J. A., Kim C., y Court N. (1982b). Ridgewood Aeration System Analysis Phase
|. Coarse Bubble Sparger System. Nueva York. Frank Burde & Association

Othman, N. Z,, Elsayed, E. A., Malek, R. A., Ramli, S., Masri, H. J., Sarmidi, M. R.,... El
Enshasy, H. A. (2014). Aeration rate effect on the growth kinetics, phytase
production and plasmid stability of recombinant Escherichia coli BL21 (DE3).
Journal of Pure and Applied Microbiology, 8(4), 2721-2728.

53



Oztiirk, S. S., Schumpe, A., y Deckwer, W.-D. (1987). Organic liquids in a bubble
column: Holdups and mass transfer coefficients. AIChE Journal, 33(9), 1473—
1480.

Painmanakul, P., y Hébrard, G. (2016). Effect of different contaminants on the a-factor:
Local experimental method and modeling. Chemical Engineering Research and
Design, 86(11), 1207-1215.

Painmanakul, P., Loubiére, K., Hébrard, G., Mietton-Peuchot, M., y Roustan, M. (2005).
Effect of surfactants on liquid-side mass transfer coefficients. Chemical
Engineering Science, 60(22), 6480-6491.

Parasu Veera, U., Kataria, K. L., y Joshi, J. B. (2004). Effect of superficial gas velocity
on gas hold-up profiles in foaming liquids in bubble column reactors. Chemical
Engineering Journal, 99(1), 53-58.

Pegram, L. M., y Record M. T. (2009). Using surface tension data to predict differences
in surface and bulk concentrations of nonelectrolytes in water. The Journal of
Physical Chemistry, C nanomaterials and interfaces. 113(6), 2171-2714

Peterat, G., Schmolke, H., Lorenz, T., Llobera, A., Rasch, D., Al-Halhouli, A. T., ...
Krull, R. (2014). Characterization of oxygen transfer in vertical microbubble
columns for aerobic biotechnological processes. Biotechnology and
Bioengineering, 111(9), 1809-1819.

Pohorecki, R., y Nowosielski, J. (1986). Interfacial area generated in aqueous
electrolyte solutions on a sieve plate. AIChE Journal, 32(4), 632—639.

Prakash, A., Margaritis, A., Li, H., y Bergougnou, M. A. (2001). Hydrodynamics and
local heat transfer measurements in a bubble column with suspension of yeast.
Biochemical Engineering Journal, 9(2), 155-163.

Quinn, J. J., Sovechles, J. M., Finch, J.A. y Waters, K. E. (2014). Critical coalescence
concentration of inorganic salt solutions. Minerals Engineering. 58. 1-6.

Ribeiro Jr., C. P., & Mewes, D. (2007). The effect of electrolytes on the critical velocity
for bubble coalescence. Chemical Engineering Journal, 126(1), 23—-33.

Riboux, G., Risso, F., y Legendre, D. (2010). Experimental characterization of the

agitation generated by bubbles rising at high Reynolds number. Journal of Fluid
Mechanics, 643, 509.

54



Rivas-Interian, R. M., Guillen-Francisco, J. A., Sacrament-Rivero, J. C., Zitlapopoca-
Soriano, A. G., Baz-Rodriguez, S. A. (2018). Concentration Effects of Main
Components of Synthetic Culture Media on Oxygen Transfer in Bubble Column
Bioreactors. En revision.

Rodriguez-Loépez, J., Sanchez, A. J., Gbmez, D. M., Romani, A., y Parajo, J. C. (2012).
Fermentative production of fumaric acid from Eucalyptus globulus wood
hydrolyzates. Journal of Chemical Technology & Biotechnology, 87(7), 1036—1040.

Ruzicka, M. C., Draho§, J., Mena, P. C., y Teixeira, J. A. (2003). Effect of viscosity on
homogeneous—heterogeneous flow regime transition in bubble columns. Chemical
Engineering Journal, 96(1), 15-22.

Schumpe, A., & Grund, G. (1986). The gas disengagement technique for studying gas
holdup structure in bubble columns. The Canadian Journal of Chemical
Engineering, 64(6), 891-896.

Shah, M. V, van Mastrigt, O., Heijnen, J. J., & van Gulik, W. M. (2016). Transport and
metabolism of fumaric acid in Saccharomyces cerevisiae in aerobic glucose-limited
chemostat culture. Yeast (Chichester, England), 33(4), 145-61.

Shah, Y. T., Kelkar, B. G., Godbole, S. P., & Deckwer, W. D. (1982). Design
parameters estimations for bubble column reactors. AIChE Journal, 28(3), 353—
379.

Sierra, R., Zapata, J. D., & Ramirez, M. (2011). Produccion De Goma De Xantano
Empleando Cascara De Pina. Revista Investigaciones Aplicadas, 4(2008), 30-34.

Skoog, D. A., West, D. M., Holler, F. J., & Crouch, S. R. (2013). Fundamentals of
Analytical Chemistry. USA: Cengage Learning.

Stemmet, C. P., Bartelds, F., van der Schaaf, J., Kuster, B. F. M., & Schouten, J. C.
(2008). Influence of liquid viscosity and surface tension on the gas-liquid mass

transfer coefficient for solid foam packings in co-current two-phase flow. Chemical
Engineering Research and Design, 86(10), 1094—1106.

Taguchi H, y Humphrey A.E. (1966). Dynamic Measurement of the volumetric oxygen
transfer coefficient in fermentation systems. J Ferment Technol; 44. 881-889

Treybal, R. E. (1980). Mass-transfer operations. Nueva York: McGraw-Hill

55



Tobajas, M., & Garcia-Calvo, E. (2000). Comparison of experimental methods for
determination of the volumetric mass transfer coefficient in fermentation
processes. Heat and Mass Transfer, 36(3), 201-207.

Voigt, J., & Schigerl, K. (1979). Absorption of oxygen in countercurrent multistage
bubble columns—I Aqueous solutions with low viscosity. Chemical Engineering
Science, 34(10), 1221-1229.

Wilkinson, P. M., Haringa, H., & Van Dierendonck, L. L. (1994). Mass transfer and
bubble size in a bubble column under pressure. Chemical Engineering Science,
49(9), 1417-1427.

Wise, W. S. (1951). The Measurement of the Aeration of Culture Media. Journal of
general microbiology. 5. 167-77.

Yang, X.-M., Xu, L., & Eppstein, L. (1992). Production of recombinant human interferon-
a1 by Escherichia coli using a computer-controlled cultivation process. Journal of
Biotechnology, 23(3), 291-301.

Yoshida, F., & Akita, K. (1965). Performance of gas bubble columns: Volumetric liquid-
phase mass transfer coefficient and gas holdup. AIChE Journal, 11(1), 9-13.

Zhang, J., & Greasham, R. (1999). Chemically defined media for commercial
fermentations. Applied Microbiology and Biotechnology, 51(4), 407-421.

Zhang, Y., & Cremer, P. S. (2006). Interactions between macromolecules and ions: the
Hofmeister series. Current Opinion in Chemical Biology, 10(6), 658—663.

Zhou, Y., Han, L. R,, He, H. W,, Sang, B., Yu, D. L., Feng, J. T., y Zhang, X. (2018).
Effects of agitation, aeration and temperature on production of a novel glycoprotein
gp-1 by streptomyces kanasenisi zx01 and scale-up based on volumetric oxygen
transfer coefficient. Molecules, 23(1), 1-14.

Zieminski, S. A., & Whittemore, R. C. (1971). Behavior of gas bubbles in aqueous
electrolyte solutions. Chemical Engineering Science, 26(4), 509-520.

56



ANEXO A

Las composiciones para los medios se muestra en la siguiente Tabla

Tabla 7: Composicién del medio para el crecimiento de E. Coli. (Baltz et al 2010).

Factor (NH4)2S0Os KH:POs  K;HPO4 MgSO, Fuerza Sedimentacion

referente idnica
al medio
original
1* 4 3 5 2 0.247 Si
.32 1.28 0.96 1.6 0.64 0.086 No
.64 2.56 1.92 3.2 1.48 0.158 No
1.25 5.12 3.84 6.4 2.56 0.316 Si
1.62 6.6 4.95 8.25 3.3 .40 | Si

*La fila corresponde a los valores originales del medio; Se omitieron las sales con baja
concentracion(ppm)
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ANEXO B

Tabla 8: ANOVA de los datos correspondientes a un medio de cultivo sin glucosa

Co-variables Suma de Gl Cuadrado Razén- Valor-P
Cuadrados Medio F
103 103
Tension superficial 0.0053 1 0.00532 1.45 0.2344
Viscosidad 0.038 1 0.0386 10.52 0.0022
Densidad 0.000368 1 0.000368 0.10 0.7527
Efectos principales
A:Velocidad 1.235 4 0.308 84.25 0.0000
B:Fuerza ionica 0.347 5 0.0694 18.93 0.0000
Residuos 0.168 46 0.00366
Total (corregido) 3.49633 58

Tabla 9: ANOVA del disefio experimental para el k.a

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon- Valor-P
Cuadrados Medio F
103 103
Co-variables
Densidad 0.023 1 0.0234 3.27 0.0714
Tension superficial 0.013 1 0.0128 1.80 0.1814
Viscosidad 0.0044 1 0.0044 0.62 0.4332
Efectos principales
A:Velocidad 9.235 4 2.308 322.76 0.0000
B:Fuerza i6nica 0.925 5 0.185 25.87 0.0000
C:Glucosa 0.73 5 0.146 20.43 0.0000
Residuos 2.06 28 0.00715
8
Total (corregido) 1.54 30
5
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Tabla 10: ANOVA del disefio experimental para el a

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén- Valor-P
Cuadrados Medio F
103 103
Densidad 0.310 1 0.31 24.93 0.0000
Tensién superficial 0.108 1 0.108 8.66 0.0036
Viscosidad 0.0226 1 0.0226 1.82 0.1791
Efectos principales
A:Velocidad 335.03 4 8.375 6715.73 0.0000
B:Fuerza ionica 4.224 5 0.845 67.75 0.0000
C:Glucosa 1.138 4 0.284 22.82 0.0000
Residuos 2.993 24 0.0125
0
Total (corregido) 352.577 256
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ANEXO C
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Figura 15: Datos correspondientes a un nivel de fuerza i6nica de 0.089 M y niveles de
glucosa variables; a) Densidad; b) Viscosidad; ¢) Tension superficial
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Figura 16: Datos correspondientes a un nivel de fuerza iénica de 0.115 M y niveles de
glucosa variables; a) Densidad; b) Viscosidad; ¢) Tensién superficial
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Figura 17: Datos correspondientes a un nivel de fuerza iénica de 0.146 M y niveles de
glucosa variables; a) Densidad; b) Viscosidad; ¢) Tensién superficial
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Figura 18: Datos correspondientes a un nivel de fuerza i6nica de 0.16 M y niveles de
glucosa variables; a) Densidad; b) Viscosidad; ¢) Tension superficial
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