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Resumen

Titulo: Estudio de las condiciones hidrodindmicas y de aireacion para el escalamiento de la
fermentacion de acido lactico a partir del glicerol crudo”

Autores: Johana Andrea Alvarez Tasco, Michael Ernesto Moreno Caballero™

Palabras clave: Glicerol crudo, Acido LActico, simulacién CFD, Lactobacillus Rhamnosus,
fermentacion, productividad, reologia, aireacion.

Descripcion:

El &cido lactico (AL) es un compuesto versatil con distintas aplicaciones en la industria,
que se puede obtener por distintos métodos, donde la sintesis por via fermentativa es una de las
mas atractivas porque puede ser empleada a nivel industrial. Sin embargo, presenta retos
importantes respecto a su escalamiento, debido a que en el cambio de escala surgen problemas
asociados con la transferencia de masa y energia, que ocasionan una distribucién no homogénea
de los nutrientes y generan el distanciamiento de las condiciones Optimas encontradas a escala
laboratorio, siendo comun que se reduzca la productividad del proceso. Por lo tanto, en este trabajo
se estudiaron las condiciones de agitacion (190, 167 y 210 rpm) cuando existen cambios de escala
en el volumen de fermentacion (500, 2500 y 5000 mL), y aireacion (25 mL) que favorecen el
proceso fermentativo y la productividad de AL empleando la bacteria Lactobacillus Rhamnosus
ATCC 7469 y glicerol crudo (GC) como fuente de carbono, utilizando parametros reolégicos e
hidrodinamicos, analizando la dinamica computacional del fluido CFD y la productividad global
de &cido lactico respectivamente.

Durante el desarrollo experimental se observé que las mejores productividades de AL se
obtuvieron cuando el proceso se realizd en condiciones aerobias, usando el oxigeno residual
presente en los viales de fermentacion, obteniendo valores de 0,0516 gLth* en un volumen de
fermentacion de 25 mL.

Por ultimo, la simulacion de los biorreactores utilizando los parametros adimensionales de
numero de Reynolds (500 mL), velocidad de punta de impulsor (2,5 L) y consumo de energia por
volumen de fermentacion (5 L) permitié concluir que las velocidades de agitacion que favorecieron
el proceso fermentativo fueron 190, 167 y 210 rpm respectivamente.

* Trabajo de grado
** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Luis Javier Lépez

Giraldo. Ingeniero Quimico, PhD. Codirector: Laura Johana Castellanos Suarez. Quimico, Ing.
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Abstact

Title: Study of hydrodynamic and aeration conditions for scaling of acid lactic fermentation from
crude glycerol”

Autors: Johana Andrea Tasco, Michael Ernesto Moreno Caballero™

Key words: Crude Glycerol, Lactic Acid, CFD simulation, Lactobacillus Rhamnosus,
fermentation, productivity, reology, aeration.

Description

Lactic acid (LA) is a versatile compound with different applications in the industry, it can
be obtained from different methods, fermentative synthesis is one of the most attractive because it
can be used at the industrial level. However, it presents important challenges regarding its scaling,
because in the scale change important problems associated with mass and energy transfer occur,
causing a non-homogeneous distribution of the nutrients and generating different conditions from
the optimal conditions found at the laboratory scale, reducing the process productivity. Therefore,
in this work agitation conditions (190, 167 and 210 rpm) were studied when existing fermentation
volume (500, 2500 and 5000 mL) scale changes and aeration (25 mL) that favor the fermentative
process and productivity of AL using Lactobacillus Rhamnosus ATCC 7469 and crude glycerol
(CG) as carbon source, using rheological and hydrodynamics parameters, analyzing the
computational fluid dynamics (CFD) and the global productivity of lactic acid respectively.

During experimental development it was observed that best AL productivities were
obtained when the process was done in aerobic conditions, using residual oxygen present in the
fermentation vials, obtaining values of 0,0516 gL *h in a fermentation volume of 25 mL.

By last, the bioreactors simulation using dimensionless parameters of Reynolds number
(500 mL), impeller tip speed (2,5 L), and energy consumption per fermentation volume (5 L) it
allowed conclude that agitation speeds that favored the fermentative process were 190, 167, and
210 rpm respectively.

* Graduation Project
** Faculty of Physicochemical Engineering. School of Chemical Engineering. Director: Luis Javier Lopez Giraldo.

Chemical Engineer, PhD. Co-director: Laura Johana Castellanos Suarez. Chemist, Eng.
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Introduccion

El &cido lactico (AL) es un compuesto orgénico utilizado en la industria alimentaria como
aditivo y conservante de productos carnicos, lacteos, cereales, bebidas y en la produccion de
plasticos biodegradables (Fernandez & Rendueles De La Vega, n.d.),(Okano et al., 2010). La
sintesis de este compuesto puede darse por fermentacion o sintesis quimica. Esta Gltima no es facil
de implementar debido a que los procesos no son viables ni técnica, ni econdmicamente.(John et
al., 2007) En contraste, se han implementado bioprocesos que involucran la fermentacion de
distintos tipos de materia organica como fuente de carbono, entre los cuales se destaca el glicerol
crudo (GC), el cual es el principal subproducto de la produccion de biodiesel a partir de aceites
vegetales (Dobson et al., 2012). Asi mismo, en el proceso de obtencion del AL se emplean
diferentes tipos de microrganismos (MO), como es el caso de la bacteria Lactobacillus rhamnosus
ATCC 7469 que en estudios anteriores demostré sintetizar el metabolito de interés con

conversiones de hasta 94,5% (Gamboa-Rueda et al., 2015).

La fermentacion para obtencion de AL a escala industrial presenta retos importantes con
respecto a su escalamiento debido a que, durante el cambio de volumen de trabajo, surgen
problemas asociados con la hidrodinamica de los biorreactores, como lo son la distribucion no
homogénea de los nutrientes, problemas asociados con transferencia de calor y masa, entre otros.
Lo anterior, genera un distanciamiento de las condiciones éptimas encontradas a escala laboratorio
lo que afecta de manera negativa la productividad del bioproceso (Bylund et al., 1998), (Hewitt et
al., 2000). Un escalamiento exitoso depende de la seleccion correcta de parametros de agitacion y
aireacion efectivos de los fluidos presentes, propiciando la distribucion uniforme de los nutrientes

durante el proceso fermentativo (Gelves et al., 2013). Para cumplir este proposito, existen distintos
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tipos de aproximaciones de escalamiento, los cuales dependen de las variables adimensionales que

describen el comportamiento hidrodindmico (Marques et al., 2010).

Hiruta et al. (Hiruta et al., 1996) realizd un escalamiento de 30 L a 1 m?, para la produccion
de un lipido con alto contenido de acido Y-linolénico, manteniendo constante la velocidad de la
punta del impulsor, se logro aumentar 18.3% el valor de Y-&cido linolénico en los lipidos. Para el
caso de Esra (Imamoglu & Sukan, 2013), se realiz6 el escalamiento de 100 mL a 10 L para la
produccion de bioetanol, empleando como criterio de escalamiento el nimero de Reynolds (Re) y
la velocidad de la punta de impulsor, obteniendo una productividad volumétrica de 0,21 gL*h,
88% mayor en el reactor de 10 L en comparacion con el valor alcanzado en él reactor de 100 mL.
Las metodologias empleadas en los estudios anteriores demuestran que los parametros

seleccionados son apropiados para la evaluacion del escalamiento.

Por otro lado, el comportamiento hidrodinamico de los procesos fermentativos también es
analizado por dindmica computacional de fluidos (CFD), la cual permite obtener aproximaciones
del fluido cuando se modifican variables como el tipo de agitador (Buss et al., 2017), las
condiciones de mezclado (Aballay et al., 2012), comparacién entre equipos (Aslanbay Guler et al.,
2019), entre otros. Este tipo de analisis también puede ser usado en procesos donde se realizan
cambios de escala utilizando pardmetros reoldgicos e hidrodindmicos como criterios de escalado
(Rana, 2015), debido a que se pueden realizar aproximaciones previas de los equipos para

determinar las mejores condiciones de disefio y operacion sin generar costos adicionales.

En conclusidn, en el presente trabajo se determinaron las mejores condiciones de agitacion
y aireacion en diferentes volimenes de fermentacion para el bioproceso de sintesis de acido lactico,

utilizando variacién de condiciones en el proceso fermentativo, seguimiento de metabolitos por
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HPLC y dindmica computacional de fluidos, tomando como parametros de escalamiento el nimero

de Reynolds y la velocidad de la punta de impulsor.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Determinar las condiciones de aireacion y agitacion que favorecen la produccion de acido

lactico utilizando como fuente de carbono glicerol para volumenes de 25, 500, 2500 y 5000 mL

1.2 Objetivos especificos

e Analizar las condiciones de aireacion que favorecen la produccién de acido lactico.

e Estudiar los parametros reologicos e hidrodinamicos para el escalamiento matematico con
el nimero de Reynolds y la velocidad de punta de impulsor

e Evaluar las condiciones de mezclado en diferentes volimenes de fermentacion empleando

dinamica computacional de fluidos (CFD)
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2. Cuerpo del trabajo

2.1  Marco teorico y estado del arte

La fermentacion se define como el proceso en el que los microorganismos (MOs) producen
metabolitos y/o biomasa, a partir de la asimilacion de sustancias organicas utilizando enzimas
producidas por los mismos, en ausencia o presencia de oxigeno (Hernandez, 2005). La produccion
fermentativa del AL ha ido en aumento en los ultimos afios, debido a sus multiples aplicaciones
industriales. Sin embargo, desde el punto de vista econémico la fermentacion a gran escala del AL
se ha visto limitada debido a sus altos costos de produccion, los cuales pueden ser reducidos
mediante la utilizacion sustratos de bajo costo que, usualmente, se eligen por su disponibilidad

geografica y la mejora en la produccion y productividad (Abdel-Rahman et al., 2013).

Dentro de las fuentes de carbono que se pueden emplear para la produccién microbiana de
AL, estan los azucares en forma pura como la glucosa, sacarosa, lactosa, etc. Estos se usan
generalmente a nivel de laboratorio, pero son poco atractivos a escala industrial por sus altos costos
(Karp et al., 2011), (Anuradha et al., 1999). Como alternativa, se han desarrollado investigaciones
donde se utilizan desechos agroindustriales que contienen azlcar (melaza, bagazo de cafia de
azucar, entre otros) (Abdel-Rahman et al., 2011), subproductos de la industria lactea (Young-Jung

Wee, Hyang-Ok Kim, 2006), (Li et al., 2010) y GC (Mazumdar et al., 2010), (Hong et al., 2009).

Actualmente en Colombia se producen grandes cantidades de GC debido a que es un
subproducto de la industria del biodiesel, y el uso de éste como biocombustible ha crecido de forma
exponencial. En el afio 2017 la produccion de biodiesel en el pais alcanzé las 540000 toneladas
métricas (Manuelita Estrategia de negocio y Bioenergia, 2018), de las cuales se obtiene en

promedio un 10% en peso de GC (Dobson et al., 2012),(Madigan & Clark, 2009). Ademas, para
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el afio 2020 se estima que su manufactura sea 6 veces mayor que la demanda en el mercado
generando una sobreproduccién del mismo, convirtiéndolo asi en un sustrato atractivo, con alta
disponibilidad y de bajo costo (Gamboa-Rueda et al., 2015), (Lizcano-Gonzalez, Victor Alexis,

Escalante Hernandez, Humberto, Quintero Silva, 2017).

Por otro lado, en la produccion de AL los MOs mas utilizados se clasifican en bacterias
(&cido lacticas, Bacillus, Cepas E.coli), hongos, levaduras, microalgas y cianobacterias(Abdel-
Rahman et al., 2013). Especificamente, en investigaciones anteriores se han reportado varios MOs
capaces de convertir glicerol puro en AL, entre ellos se encuentran Klebsiella Clostridium y
Lactobacillus (Biebl, 2001),(El-Ziney et al., 1998). Asi mismo, en el empleo de GC como fuente
de carbono, Kishimoto (Kazuda Kishimoto, 2008) desarroll6 un método para producir AL usando
Achromobacter Denitrificans NBRC 12669. Sin embargo, solo 3,9 gL de AL fue producido a
partir de 9,4 gL de GC. En otros resultados, Hong et al. (2009) y Mazumdar et al. (2010)
emplearon distintas cepas modificadas de la bacteria E.coli y obtuvieron productividades de 0,94

y 0,44 gL *h~1 respectivamente (Mazumdar et al., 2010),(Hong et al., 2009).

Cabe destacar, que en estudios anteriores llevados a cabo por el grupo de investigacion en
Ciencia y Tecnologia de Alimentos - CICTA, se compar6 un consorcio conformado por
Lactobacillus Fermentum y Lactobacillus Paracasei con una cepa de referencia L. Rhamnosus
usando GC, obteniendo como resultado que la bacteria Lactobacillus Rhamnosus ATCC 74609,
sintetizé el metabolito de interés con conversiones de hasta 94,5%.(Diaz Ruiz & Prada Palomo,

2012).

Dentro de los factores que afectan la eficiencia del proceso de fermentacion de AL se

encuentran la temperatura, pH, agentes neutralizantes y la concentracion de los nutrientes como la
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fuente de nitrégeno, sustrato y oxigeno. (Abdel-Rahman et al., 2013), (Gaden, 1959). Segun la
literatura los MOs industriales manejan temperaturas Optimas de crecimiento y produccion de
metabolitos entre 20 y 40 °C (Prieto David & Rojas Leidy, 2011). En relacion con el pH, las
bacterias pueden crecer en intervalos de 4 a 8, teniendo como éptimo entre 6,5y 7,5, en los cuales
se genera un efecto positivo en las productividades volumétricas. Sin embargo, la disminucién del
mismo por aumento de AL no disociado, se considera como inhibidor del proceso de fermentacion
(Es et al., 2018) . Por lo tanto, para atrapar el AL no disuelto durante el proceso de fermentacién
se adicionan agentes neutralizantes, tales como hidréxido de sodio, hidroxido calcio, hidréxido
potasio, carbonato de calcio entre otros. Frente a este fendomeno, Garcia Ochoa (Garcia-Ochoa &
Gomez, 2009) empled hidroxido de potasio para mantener constante un pH de 7 y su concentracion
maxima fue de 106 gL y una productividad de 0,54 gL*h"* de AL. Finalmente, una concentracion
Optima de nutrientes garantiza una productividad alta, y asegura la energia suficiente para la
sintesis de metabolitos, al igual que el mantenimiento celular (Hernandez, 2005). De esta manera,
las condiciones de agitacion y aireacion guardan una estrecha influencia en los gradientes de
temperatura y de concentracion de oxigeno; asi como la distribucién homogénea de los nutrientes

en los biorreactores que también aseguran el éxito del bioproceso (Pansuriya & Singhal, 2011).

Dependiendo del MO que se escoja dentro de un bioproceso y otros factores como la fuente
de carbono, fuente de nitrogeno, disponibilidad de oxigeno, entre otros, este puede tomar distintas
rutas metabodlicas obteniendo productos homo o hetero-fermentativos (Pansuriya & Singhal,
2011). La Figura 1 muestra las rutas metabolicas por via glucolitica empleando como fuentes de
carbono glucosa, maltosa, fructosa y el glicerol USP (puro) en las bacterias acido-lacticas, las
fechas azules indican las reacciones de fermentacién homolacticas y las purpura las reacciones

hetero-lacticas, mostrando los sustratos y productos principales y los productos intermedios
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obtenidos por las distintas rutas (Hatti-Kaul et al., 2018).

Figura 1.

18

Rutas metabdlicas por via glucolitica de bacterias acido-lacticas. Modificado de R. Hatti-Kaul,

L. Chen, T. Dishisha, and H. El Enshasy (Hatti-Kaul et al., 2018).

Sacarosa

v
J G-1-P MP l Maltosa

HK
Fructosa /& G-6-P Glucosa
H HK PG > >

—_ Glicerol  F4-p S

HO  OH . ATP PF
GK PFK
l ADPPu
G3P FBP
GPDZIl / L'A;DC
r'd
DHAP -7 GAP HO
NAD+ ——! 2ADP o o >_
NADH>+"< 2ATP 9( < d
°>\ / Piruvato & S Acetil-P \f , Acetato
\ \ AN ACK
wd o LD Pncév‘\ tpra
NADH Acetil-coA -
NAD+ Formiato | — NADH 22 Va
0 ADHE ;> nAD» i b
‘L< lactato  Acetaldehido AL.
/
N ~oue Etanol

Ruta homofermentativa a través de via glucolitica

Ruta heterofermentativa a través de via glucolitica

Simbolo
ScrP
MP
HK
PGM
PGI
GK
PFK
GPDH
ALDO
TPI
LDH
PDC

PTA
ADHE

ACK
G-1-P
G-6-P
F-6-P
G3P
DHAP
GAP
G3P
ATP
NAD+

NADH

ADP

Significado
Sacarosa fosforilasa
Maltosa fosforilasa
Hexoquinasa
Fosfoglucomutasa
Isomerasa de fosfoglucosa
Glicerol quinasa
Fosfofructoquinasa
Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
Fructosa-bisfosfato aldolasa
Isomerasa de triosefosfato
Lactato deshidrogenasa
Complejo de piruvato
deshidrogenasa
Fosfotransacetilasa
Aldehido bifuncional y alcohol
deshidrogenasa
Acetado quinasa
Glucosa-1-fosfato
Glucosa-6-fosfato
Fructosa-6-fosfato
Glicerol-3-fosfato
Fosfato de dihidroxiacetona
Gliceraldehido-3-fosfato
Glycerol-3-phosphate
Adenosin trifosfato
Dinucledétido de nicotinamida y
adenina en su forma oxidada
Dinucledétido de nicotinamida y
adenina en su forma reducida
Adenosin difosfato

La influencia del oxigeno fue evaluada en el trabajo realizado por Estela (Estela et al.,

2007) en donde se empled el MO Lactobacillus plantarum L10 en la produccion de acido lactico,

en éste se concluyd que las condiciones extremadamente aerobias o anaerobias afectan

negativamente los parametros de produccién; por el contrario, la incorporacion de cantidades

minimas de oxigeno tuvieron un efecto favorable alcanzando productividades de hasta 6,5gL*h™.
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El escalamiento de bioprocesos es un tema de suma importancia en la industria, pues de él
depende la produccion en grandes volimenes de un producto de interés y la rentabilidad de éste.
Sin embargo, existen desafios importantes debido a que es necesario estudiar, identificar y valorar
los parametros clave que influyen en la dinamica del proceso. La tarea es compleja, debido a las
variables involucradas en los fendémenos de transporte, la cinética quimica y los MOs, por nombrar
algunas principales. Estas a su vez, controlan la distribucion de los nutrientes, los gradientes de
temperatura y de concentracion y otros parametros, que finalmente, difieren de las condiciones
Optimas en escala laboratorio. En consecuencia, la mayoria de los procesos de fermentacion a gran

escala obtienen rendimientos y productividades menores a los esperados.

De forma general existen distintos métodos de escalamiento en fermentadores que se
clasifican de acuerdo con su nivel de dificultad, dentro de éstos estan las reglas de oro, los métodos
de andlisis dimensional, analisis semifundamentales y fundamentales. Cuando se realiza un
escalamiento por métodos de analisis dimensional, se eligen valores constantes de grupos
adimensionales como criterios de escalamiento que describan el comportamiento del proceso entre
las dos escalas de operacion. Asi, se tienen por ejemplo los siguientes: coeficiente volumétrico de
transferencia de oxigeno, potencia de agitacion por unidad de volumen, velocidad de agitacion,
numero de Reynolds, velocidad de punta del impulsor y tiempos de mezcla [9]. Se destaca el caso
de Esra (Imamoglu & Sukan, 2013) en el cual se realizd el escalamiento de 100 mL a 10 L
empleando como criterio de escalamiento el numero de Reynolds y la velocidad de la punta del

impulsor, obteniendo mejor productividad volumétrica a mayor volumen.

El escalamiento con la metodologia de nimero de Reynolds (Rei) es cominmente utilizado

cuando la geometria entre el matraz de agitacion y el biorreactor no son comparables, razén por la
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cual es necesario utilizar un factor diferente el cual pueda ser utilizado entre los fermentadores
que, para este caso es el régimen del flujo de las fermentaciones (Imamoglu & Sukan, 2013). Para
los biorreactores de tanque agitado, en el presente estudio, el escalamiento se realiz6 utilizando la
metodologia de velocidad de punta de impulsor. Para este parametro, se obtiene informacion sobre
las dimensiones del fermentador y a partir de una curva de nimero de potencia en funcién del
namero de Reynolds (Geankoplis & Straulino Mufoz, 1998) y el tipo de turbina se obtienen los
datos necesarios para realizar el escalamiento de la fermentacion (P. M. Doran, 2007). Las
ecuaciones matematicas del proceso de escalamiento para los biorreactores de tanque agitado, los
numeros de potencia y demas parametros reologicos e hidrodinamicos como nimero de potencia
modificado, consumo de energia, velocidad de punta del impulsor y demas se encuentran
relacionados en las ecuaciones 1 a 17 (Imamoglu & Sukan, 2013). El significado de los términos

presentados en la Tabla 1 se muestran en la lista de simbolos.

Tabla 1.

Ecuaciones utilizadas en el escalamiento para la produccién de AL.

Ecuacién # Ecuacion #
N;pD? 1 03\ /4 10
i~ 1=[—
n (5)
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p=1 3 T =7y 12
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19tip = 1l'NiDi 4 & 1/2 13
Tf = (E) n
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El escalamiento de los bioprocesos también puede hacerse utilizando la dindmica
computacional de fluidos (CFD), la cual consiste en el uso de software para obtener una
aproximacion de la hidrodindmica del fluido utilizando disefios de los biorreactores en 3D. Esta
aproximacion permite simular como varia el comportamiento hidrodinamico de la fermentacion,
empleando diferentes configuraciones y variables del proceso. Como el comportamiento fisico de
los fluidos estd gobernado por los tres principios fundamentales (conservacion de masa, energia 'y
segunda ley de Newton) es necesario utilizar ecuaciones matematicas que en la mayoria de los
casos se presentan como ecuaciones diferenciales parciales. En el caso de los sistemas isotérmicos

se utiliza las ecuaciones denominadas Navier-Stokes (P. M. Doran, 2007)

Las ecuaciones de Navier-Stokes son utilizadas cuando se tiene un flujo laminar; en el caso
de los flujos turbulentos existen diferentes modelos que permiten modelar el comportamiento del

fluido. Para el flujo en reactores de tanque agitado el modelo mas utilizado es el k-¢, el cual es una
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modificacion que incluye la energia cinética de turbulencia (k) y la velocidad de disipacion de la

energia cinética de turbulencia (¢) (P. Doran, 2013).

Dado lo anterior, en el presente trabajo se determinaron las condiciones hidrodinamicas y
de aireacion que favorecen la fermentacion de AL usando GC como fuente de carbono para
volimenes de fermentacién 25, 500, 2500 y 5000 mL, empleando la bacteria Lactobacillus
Rhamnosus ATCC 7469, utilizando CFD y tomando como criterios de escalamiento el nimero de

Reynolds y la velocidad de la punta del impulsor.

2.2 Metodologia

La metodologia desarrollada en el presente trabajo consta de 5 secciones; andlisis de las
condiciones Optimas de aireacion, analisis de los parametros reoldgicos e hidrodinamicos,

escalamiento y andlisis de CFD, tal como se muestra en la figura 2.

Figura 2.

Diagrama de flujo de la metodologia utilizada en el trabajo de investigacion.
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2.2.1  Andlisis de las condiciones de oxigeno que favorecen la produccion de &cido lactico

Para determinar estas condiciones, se realizaron fermentaciones por duplicado a 37°C, 200
rpmy pH inicial de 6.5, en tres volimenes de control (10, 25y 50 mL) en dos condiciones definidas
(aerobia y anaerobia) en medio MRS modificado con glicerol USP durante 12 horas, utilizando un
preinéculo de 10 % V/V en medio MRS, la composicion de los medios es mostrada en el Apéndice
A. Las fermentaciones se llevaron a cabo en viales transparentes de volumen total de 120 mL y en
un shaker con incubadora marca LABTECH. Durante esta fermentacion se realizaron tomas de
muestras (inicial y final) para realizar analisis de biomasa por densidad éptica (DO) y metabolitos

por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).

Una vez obtenidos estos datos se procedio a realizar un ANOVA utilizando el programa
STATISTICA para determinar si existen cambios significativos en la produccion de AL cuando
se realiza fermentaciones con presencia o ausencia de aire y los volimenes de fermentacion. Las

comprobaciones estadisticas para el uso del ANOVA se muestran en el Apéndice By C.
2.2.2 Escalamiento

El escalamiento se realizd en dos partes, en la primera se seleccion6 el numero
adimensional de Reynolds (Rei) como parametro de escalamiento manteniéndose constante, esto
debido a que la geometria del vial de 100 mL y el vaso del fermentador Bioflo 110 New Brunswick
de 1.3 L no son comparables. A continuacion, con la Ecuacion 1 se determinaron las condiciones
de agitacién teniendo en cuenta la relacion de didmetros impulsor-vial y que los parametros fisicos
del fluido (densidad y viscosidad) se mantuvieron constantes dado a que no existen diferencias
significativas entre los caldos de fermentacion utilizados. En la segunda parte, para el escalamiento

entre los biorreactores donde existe similitud geométrica, se usé la velocidad de punta de impulsor
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(Vip) de la Ecuacién 2, manteniéndose constante en los diferentes voliumenes de fermentacion para

determinar la velocidad de agitacion.

2.2.3 Andlisis de los parametros reoldgicos e hidrodinamicos

Se calcularon los pardmetros reoldgicos y nimeros adimensionales importantes en el
escalado empleando las Ecuaciones 1 a 17, tomando las dimensiones del vial y del biorreactor
Bioflo 110 New Brunswick (1.5 y 7.5 L) con un calibrador pie de rey digital Sata ST91512SC (0
a 200 mm). Para determinar la viscosidad el caldo de fermentacion se emple6 viscosimetro Anton
Paar Physica MCR 302, con curvas de flujo donde se vari¢ la velocidad de deformacion. EI nimero
de potencia se estimo a partir de una grafica de acuerdo con el nimero de Reynolds como se

muestra en el Apéndice D.

2.2.4 Analisis de CFD

Para el analisis de CFD fue necesario modelar en el programa COMSOL multiphysics v5.5
(version de prueba) los biorreactores CSTR New Brunswick BioFlo 110 con volimenes de
fermentacion de 500, 2500 y 5000 mL en 3D, utilizando el mddulo Mixer con las dimensiones
propias de cada fermentador (incluyendo sensores y tuberia de alimentacion), y ajustando la altura
a la cual se encontraba el fluido, la geometria y parametros clave que se presentan en el Apéndice
E. Dentro de las condiciones de este disefio, se aplicaron booleanos para generar la unién del eje
del impeler con los agitadores Rushton y la exclusion de esta union del tanque de fermentacion,
esto fue realizado para poder definir la superficie rotatoria del equipo. Luego, se definié el dominio
rotatorio, el cual fue seleccionado como la superficie interna del biorreactor y la unién generada

por los agitadores y el impeler. Dentro de las especificaciones del dominio se ajust6 la velocidad
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rotacional especificada en revoluciones por tiempo, utilizando los valores obtenidos de los

escalamientos dimensionales para cada volumen de fermentacion.

Una vez obtenido el disefio con sus respectivas dimensiones y definiciones de dominio, se
construyd la representacion geométrica de cada equipo utilizando una malla predefinida de tamafio
normal (objetos entre 0.00372y 0.0125 m). El paquete fisico utilizado para la solucion del sistema
fue el modelo para flujo turbulento k-e, dentro del cual se definieron las propiedades del fluido
seleccionando como material el agua, debido a su similitud con el caldo de fermentacion. También
se agrego0 el contorno de pared interior definiéndolo como los agitadores Rushton, restricciones de
puntos de presion de todo el biorreactor, tomando la presion inicial como cero y finalmente se
adicion0 simetria entre las paredes superiores del biorreactor. Para esta investigacion se uso el
estudio de rotor congelado, ya que es util para calcular perfiles de velocidad, presion, turbulencia

entre otros.

2.3 Resultados

2.3.1 Analisis de condiciones de oxigeno que favorecen la produccion de AL

Los datos obtenidos en términos de productividades volumétricas globales de acido lactico
y biomasa fueron clasificados por volimenes de fermentacion (VOL FER) y la ausencia o

presencia de oxigeno (SO/O) como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2.

Productividades obtenidas de las pruebas para el analisis de las condiciones de aireacion

P. Biomasa P. Acido Lactico Ausencia (SO) o Volumen de
[gLth™? [gLth?] presencia de oxigeno (O) Fermentacion
[mL]
0,0374 0,0457 0] 10

0,0353 0,0330 SO 10
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0,0279 0,0511 @) 25
0,0307 0,0403 SO 25
0,0220 0,0369 o) 50
0,0329 0,0304 SO 50
0,0343 0,0424 ©) 10
0,0371 0,0317 SO 10
0,0282 0,0516 ©) 25
0,0281 0,0315 SO 25
0,0216 0,0317 o) 50
0,0379 0,0273 SO 50

Por medio de un analisis de varianza ANOVA univariante multifactorial mostrado en la
Tabla 3 obtenido por el programa estadistico, donde solo se tuvieron en cuenta los datos de la
productividad de acido lactico (PAL), se determino que existen diferencias significativas con p <
0,05 para ambos factores (datos en color rojo). El coeficiente entre varianzas (F) indica si las
diferencias significativas fueron debidas al azar (F=1), en el analisis se obtuvo F =33,49y F =13,77
entre las fermentaciones SO/O y VOL FER respectivamente. No se mostraron diferencias
significativas en la interaccion de los factores. De acuerdo con la figura 3, la PAL tuvo mejores

resultados en fermentaciones aerobias en un volumen de fermentacion de 25 mL.

Ademas, se realiz6 un analisis Tukey para la misma variable, PAL, con el fin de determinar
si existen diferencias significativas entre los grupos formados por los factores y poder encontrar
las mejores condiciones (Tabla 4). Asi, para la PAL hubo diferencias significativas en pruebas en
presencia de oxigeno entre los volimenes de fermentacion (25-50) mL, también se destaca que la
prueba realizada en presencia de oxigeno en volumen de fermentacion de 25 mL tuvo diferencias

significativas sobre todos los voliumenes de fermentacion en ausencia de oxigeno.
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Para evaluar un panorama méas amplio, se realizé un ANOVA multivariable multifactorial
donde se encontro que existian diferencias significativas (p < 0,05, datos en rojo), entre las PAL y
productividad de biomasa (PX) con respecto a SO/O y VOL FER. Como se esperaba, el factor
SO/O tiene un mayor efecto que los VOL FER, sobre todo en la PAL (F = 33,4). Sin embargo, se
destaca que Unicamente la PX present6 diferencias significativas en cuanto a la interaccion de los

factores, de acuerdo con la Tabla 5.

Las fermentaciones aerébicas se encuentran con una concentracion aproximada de
1.3190 gL~ (calculos mostrados en el Anexo H), el volumen de 10 mL, tiene un porcentaje de
volumen de gas por volumen de recipiente de 91.67%, por lo que es el sistema que se encuentra

mas saturado de oxigeno puesto que tiene un mayor espacio de cabeza.

Asi mismo el volumen de 50 mL tiene un porcentaje de 58.33%, siendo el sistema mas
pobre de este nutriente. En consecuencia, el volumen de 25 mL con un porcentaje de 79.17%
representa un sistema intermedio en el que no hay condiciones extremas en cuanto a la

disponibilidad del oxigeno en el medio.

Tabla 3.

Resultados ANOVA Univariante Multifactorial Productividad de acido lactico

Efecto SS MS F p
Intercepto 0.017146 0.01746 1621.123 2E-08
SO/0 0.000354 0.000354 33.494 0.001165
VOL FER 0.000291 0.000146 13.774 0.005721
SO/0*VOL FER 0.000051 0.000026 2.413 0.170241
Error 0.000063 0.000011

Total 0.00076
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Figura 3.

ANOVA Univariante Multifactorial Productividad.
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Tabla 4.

Test de Tukey para la productividad del acido lactico

Grupo voL {1} {2} {3} {4} {5} {6}
No. SO/0O FER 0.03235 0.03590 0.02885 0.04405 0.05135 0.03430
1 SO 10 0.868919 0.874895 0.075521 0.008455 0.98714
2 SO 25 0.868919 0.366072 0.254501 0.022886 0.994686
3 SO 50  0.874895 0.366072 0.02467 0.003597 0.587679
4 ©) 10  0.075521 0.254501 0.02467 0.337653 0.146949
o) ©) 25 0.008455 0.022886 0.003597 0.337653 0.01438
6 @) 50 0.98714 0.994686 0.587679 0.146949 0.01438
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Tabla 5.

Resultados ANOVA Multifactorial por Productividad biomasa y acido lactico

Productividad de Biomasa Productividad de acido lactico
Efecto sS MS F D sS MS F D
Intercepto  0.011619 0.011619 3108.06 2E-08 0.017146 0.01746 1621.123 2E-08
SO/O 0.000078 0.000078 20.873 0.003816 0.000354 0.000354 33.494 0.001165
VOL FER 0.000145 0.000072 19.338 0.002422 0.000291 0.000146 13.774 0.005721
SO/0*VOL
FER 0.000109 0.000054 14.562 0.004985 0.000051 0.000026 2.413 0.170241
Error 0.000022 0.000004 0.000063 0.000011
Total 0.000354 0.00076
Figura 4.

Analisis multifactorial multivariable para cada variable dependiente.
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De acuerdo con los andlisis estadisticos, se encontr6 que las fermentaciones aerdbicas a 25
mL, tuvieron mejores resultados en términos de la PAL, esto coincide con lo encontrado por
Quatravaux, en donde se evaluo el efecto de diferentes sistemas de aireacion en la produccion de
acido lactico empleando la bacteria Lactobacillus plantarum en tanques agitados con cultivos
batch (Quatravaux et al., 2006), concluyendo que las condiciones extremadamente aerébicas o
anaerobicas afectaron negativamente los parametros de produccién; por el contrario, la
incorporacion de cantidades minimas de oxigeno en el sistema tuvieron un efecto favorable unido
a la velocidad de agitacion. Esto sugiere que, en las fermentaciones, empleado biorreactores, es
conveniente emplear el oxigeno residual presente; es decir, que el suministro de oxigeno adicional

en este medio puede tener efectos desfavorables en el metabolito de interés.
2.3.2 Escalamiento

Las dimensiones utilizadas, metodologia de escalamiento y velocidades de agitacion

obtenidas se presentan en la tabla 6.

Tabla 6.

Resultados obtenidos del escalamiento matematico.

Volumen Metodologia Diametro del  Velocidad de

escalado [mL] usada impeler [cm] agitacion
[rpm]

500 Re; 5.259 190

2500 Veip 5.973 167

5000 Veip 5.973 167

Como se observa en la Tabla 6, los didmetros del impeler para el volumen de 2500 y 5000

mL son iguales debido a que es utilizado el Biorreactor (New Brunswick Bioflo 110 de 7 L) para
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los dos escalamientos, esto implica que la velocidad de agitacion para estos dos volumenes se

mantiene constante.

2.3.3 Analisis de comportamiento reol6gico e hidrodindmico

En el escalamiento de los bioprocesos es indispensable tener en cuenta las caracteristicas
del microorganismo, en el caso del Lactobacillus Rhamnousus ATCC 7469, se ha demostrado que
es sensible a los cambios fisicos y mecanicos del medio (Liew, 2004). Por lo tanto, se calcularon
diferentes parametros y nimeros adimensionales que ayudaron a entender el comportamiento

reoldgico e hidrodindmico en los volumenes de fermentacion.

Tabla 7.

Parametros calculados para el escalamiento
Escalamiento con Reynolds y con velocidad de punta del impulsor.

Volumen (mL) 25 500 2500 5000
Di (cm) 5,128 5,259 5,973 5,973
Dint (cm) 5,128 10,542 18 18
Ni (rpm) 200 190,160 167,430 167,43
Num. Imp. NA 2 2 2
v (m?s1) 1.04E-06 do (cm) 2
p (kgm-3) 1000 k (impeler) 10

Tabla 8.

Parametros reologicos e hidrodindmicos calculados

Resumen del comportamiento reolégico e hidrodindmico del caldo de
fermentacion

Volumen (mL) 25 500 2500 5000
Re 8425,31 8425,310 9569,190  9569,190
Vtip (ms™1) Na 0,524 0,524 0,524
Fr 0,447 0,053 0,047 0,047
Ph 4,526 Na Na Na
Np 0,360 7,580 7,77 7,860
Po (W) 0,002 0,097 0,128 0,129

Po/V (Wm~™3) 109,225 194,142 51,343 25,968
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Ac (m?) 0,002 0,008 0,025 0,0254
£ (Wkg™1) 0,035 0,667 0,602 0,6093
 (um) 75,040 36,040 36,980 36,870
y(s71) 80 33,333 31,693 27,904

T (Nm2) 0,192 0,034 0,033 0,0290
tm (s) 0,085 1,670 6,474 12,948

El nimero de fase fue de 4,526, este valor se calculd Unicamente para el vial porque es la
Unica configuracion que presenta agitacion orbital. Asi, este nimero determina si el medio se
encuentra "en fase" (Ph >1,26) estado en el cual el fluido se agita correctamente, o "Fuera de fase"
(Ph <1,26) donde se crea un remolino en el centro radial de la agitacion que reduce la eficiencia

del mezclado y la transferencia de oxigeno (Mandenius, 2016).

De otra parte, el nUmero de potencia se calcula empleando correlaciones empiricas con el
Rei y el tipo de agitador; este valor aumento veinte veces su valor del vial al biorreactor, luego
presento pequefios incrementos en los biorreactores con diferentes volimenes de fermentacion. De
forma similar, la potencia requerida y tasa de disipacion de energia por unidad de masa aumentaron
su valor en la misma proporcién, representando un mayor consumo de energia y poder

suministrado por el agitador por unidad de masa respectivamente (P. M. Doran, 2007).

Ahora bien, el consumo de energia por volumen de fermentacion (Po/V), se considera una
medida de la intensidad de la mezcla y la tasa de transferencia de masa en el sistema. Se destaca
que, para el volumen de 500 mL, este valor se duplicé en relacion con el volumen de control (vial).
En consecuencia, se esperan mejores resultados en cuanto a la produccion de acido lactico. En
contraste, el Po/V en fermentaciones de 2500 y 5000 mL se redujo 3 'y 5 veces respectivamente,
por lo que se espera que disminuya la tasa de produccion a medida que aumenta el volumen de

fermentacion (Deniz et al., 2015).
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Asi mismo, la escala de mezclado Kolmogrorov representa el tamafio de los remolinos
generados por la turbulencia del sistema y los resultados obtenidos se encuentran dentro del rango
para viscosidades bajas como el agua entre (30-100 um) (P. M. Doran, 2007). Al respecto, se
destaca que este pardmetro se redujo a la mitad en el cambio escala del vial al biorreactor; lo
anterior aumenta el riesgo de estrés celular debido a una mayor cercania con el tamafio de las
células (Mesquita et al., 2017). De forma similar, se redujo la velocidad de cizallamiento que
representa la fuerza motriz para la transferencia de momento, esto quiere decir que existen menores
gradientes de velocidad en los biorreactores. La tension de cizallamiento se redujo cinco veces su
valor desde el vial al biorreactor representando una reduccion de la fuerza aplicada al sistema y

mejores resultados en los mismos (P. M. Doran, 2007).

Es importante mencionar que el parametro de tiempo de mezcla (tm) en el presente estudio
tiene una tendencia lineal con respecto al volumen de fermentacion, con un R? de 0,99 como se
muestra en la Figura 5. El aumento que presenta el tm podria tener efecto desfavorable en la
produccion de acido lactico debido a que un mayor tiempo de mezcla influye negativamente en la
transferencia de masa produciendo zonas muertas en interior del biorreactor, aunque el efecto es
mucho mayor en fermentaciones de dos o mas fases el cual no es el caso (Deniz et al., 2015; P. M.

Doran, 2007).
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Figura 5.

Relacion Tiempo de mezcla vs Volumen de fermentacion
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El analisis reoldgico e hidrodindAmico mostré que la agitacion es insuficiente, teniendo en
cuenta que es menor que la del volumen de control de 25 mL. Esta misma conclusién la obtuvo
Deniz et al. (Deniz et al., 2015), en un escalamiento de bioetanol desde un volumen de 2 a 8 L,
empleando la velocidad de punta de impulsor, donde la tasa de agitacion fue menor que la del
volumen de control, obteniendo resultados desfavorables en cuanto los parametros reoldgicos e
hidrodinamicos. Ademas, comprobd experimentalmente que con este método se obtenia una menor

productividad que con aquellos con los cuales se obtenian tasas de agitacion mayores.

De acuerdo con lo anterior, se esperan mejores resultados en los volimenes de
fermentacion de 500 y 25 mL respectivamente, y una reduccién en la tasa produccion de AL a
medida que aumenta la escala, por lo que se recomienda usar metodologias como tiempo de mezcla

y consumo de energia por volumen de fermentacion en las cuales la tasa de agitacion aumenta con
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el cambio de escala para asegurar una mezcla adecuada y que no se produzca lisis celular (Deniz

etal., 2015).
2.3.4 Analisis CFD

La representacion de los modelos geométricos (ajustados al volumen de control)
correspondientes al biorreactor Bioflo 110 con sus respectivas especificaciones (Ver Apéndice E)
en volimenes de fermentacion de (500, 2500 y 5000 mL), son mostrados en la figura 6. Para

dimensionar la similitud con los biorreactores reales, estos se muestran en la Figura 7.

Figura 6.

Modelos geométricos de los fermentadores de izquierda a derecha de los volimenes de
fermentacion de 500, 2500 y 5000 mL con malla de tamafio normal
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Figura 7.

Biorreactores New Brunswick Bioflo 110 con vasos de volumenes de 1,3, 4y 7 L

Después de completar la simulacion empleando el modelo para flujo turbulento k-e con el
estudio de rotor congelado, se obtuvieron varios perfiles que describen el comportamiento del

fluido al interior de los biorreactores.

En la figura 8, 9 y 10 se muestran los perfiles de velocidad que permiten analizar la
vorticidad en el fendmeno de mezclado en dos modelos de biorreactor y en diferentes volimenes
de fermentacion. Por un lado, la primera escala de colores (lado izquierdo), corresponde a la

variacion de la velocidad en el interior del biorreactor con un valor maximo esperado de vy;, =

0,524 ms~1, obtenido del calculo tedrico de esta variable, establecida como constante durante el
escalamiento (ver tabla 8). De otra parte, la segunda escala (lado derecho), corresponde a las
velocidades del fluido en contacto con las superficies del equipo. Para mostrar la seccion
transversal de los biorreactores se realizo un corte en el plano XZ, ocultando las paredes del frente
para observar su interior. También, en las mismas se incluyeron las lineas de flujo resultantes
(color azul) que indican la trayectoria del fluido durante el mezclado como resultado de la rotacion

de los impeler.
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Como se observa en la figura 8, el modelo del volumen de 500 mL fue el que tuvo mejor
distribucion de velocidad a lo largo del biorreactor, manejando velocidades entre 0,35a0,45ms ™1,
cerca de las paredes entre 0,25 a 0,35 ms~!. Ademas, no se visualizaron zonas muertas
(velocidades cercanas a 0 ms™1) gracias a los bafles, configuracion que minimiza la formacion de
vortices, como se comprueba con las lineas de flujo que se visualizan méas homogéneas y

equiespaciadas.

Figura 8.

Perfil de velocidad para biorreactor con volumen de fermentacion de 500 mL

Corte: Magnitud de velocidad (m/s) Linea de flujo: Campo de velocidad marco espacial
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En el volumen de 2500 mL hay un aumento en el didmetro de los agitadores Rusthon. Sin
embargo, el modelado mostrado en la figura 9 presenta una mayor variacion entre los rangos de la
velocidad de 0,30 a 0,45 ms™1, y en las paredes del biorreactor entre 0,15 a 0,25 ms~1. Aunque

no llega a la formacion de zonas muertas y no se forman vortices en la superficie del volumen, si
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se presenta un pequefio vortice en el fondo del tanque, que podria corregirse ajustando la distancia
entre el impeler y el fondo del biorreactor. En cuanto a las lineas de flujo, se muestra que el fluido
se desplaza por todo el biorreactor, pero se observa que, con el aumento de escala y volumen de
fermentacion, el desplazamiento del fluido se torna menos homogéneo en la parte superior e

inferior de los tanques.

Figura 9.

Perfil de velocidad para biorreactor con volumen de fermentacion de 2500 mL

Corte: Magnitud de velocidad (m/s) Linea de flujo: Campo de velocidad marco espacial
Superficie: Magnitud de velocidad (m/s)
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El modelo del volumen de fermentacion de 5000 mL presentado en la figura 10 se simul6
con las mismas dimensiones del biorreactor empleado en la escala anterior (cambiando la altura
del fluido y la distancia entre los impeler). En este volumen de fermentacion se presenta una
distribucion no homogénea del perfil de velocidad, donde se alcanzan velocidades del fluido entre

los rangos de 0,2 a 0,4 ms™1, y en las paredes entre 0,1 a 0,2 ms~1. En otras palabras, la mayor
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parte del fluido no se agita a la maxima velocidad (0,5 ms~1) proporcionada por los agitadores.
Ademas, se identifican pequefas formaciones de vortices sobre la superficie del liquido y el fondo

del tanque que disminuyen significativamente el efecto positivo del mezclado.

Figura 10.

Perfil de velocidad para biorreactor con volumen de fermentacion de 5000 mL

Corte: Magnitud de velocidad (m/s) Linea de flujo: Campo de velocidad marco espacial
Superficie: Magnitud de velocidad (m/s)
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Dado los resultados anteriores, en el volumen de 500 mL se tienen condiciones de
mezclado deseables en cuanto a la distribucion homogénea del fluido, lo que nos indica que la
configuraciény la velocidad aplicada en esta configuracion del biorreactor, beneficiaran el proceso
fermentativo. Ademas, a medida que aumenta la escala, también incrementa el distanciamiento de
estas condiciones optimas. En el volumen de 2500 mL, se presenta un mezclado aceptable, que

podria mejorarse como se menciono anteriormente con el ajuste de las posiciones de los impeler.
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Finalmente, para el volumen de 5000 mL las condiciones de mezclado no son aceptables, dada la
formacion de remolinos, la distribucién heterogénea y la disminucién de la velocidad en la mayor
parte del fluido. En sintesis, para mejorar las condiciones de mezclado se propuso una alternativa
de disefio y ajuste viable para el equipo del laboratorio, que mejore el perfil de velocidad mostrado

en el escenario menos favorable, en la configuracion de 5000 mL.

2.3.5 Estrategias de mejoramiento perfiles de velocidad en escalas de laboratorio

Para la seleccion de la estrategia se consideraron dos criterios: el primero esta relacionado
con relaciones dimensionales y configuraciones del biorreactor, de acuerdo con parametros de
disefio tedricos presentados por Doran (P. Doran, 2013) y que fueran viables para implementacion
en los equipos existentes del laboratorio. La segunda parte, esta relacionada con parametros o
relaciones adimensionales de escalamiento que se podrian aplicar de acuerdo con la informacién
disponible, variando Unicamente la velocidad de agitacion. EI procedimiento fue el siguiente: se
realizo el célculo de las velocidades de agitacion de acuerdo con la configuracion propuesta en la
primera parte como se muestra en el Apéndice F; estas se valoraron de acuerdo con las condiciones
propias del microorganismo como la velocidad de agitacion dptima a pequefia escala, y los valores
maximos en los cuales se produce lisis celular. Asi mismo, se tuvo en cuenta la conclusién obtenida
en el analisis reoldgico que reza que, la velocidad de agitacion debe ser mayor a medida que el
volumen de control aumenta. En la Tabla 9, se resumen las propuestas encontradas con sus
respectivos analisis y en la Tabla 10 se resumen las estrategias y mejoras implementadas

comparadas con el modelo original.
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Tabla 9.

Criterio de seleccién de propuesta de mejora para 5000 mL

41

Propuesta

Ventaja

Limitacion

Comprobar los didmetros
del impeler con criterios de

Se obtienen los agitadores con
el mejor disefio posible para

Se debe construir los impeler

disefio mejorar el proceso de
agitacion
Proponer un tercer impeler Se mejora la agitacion Se debe comprar un impeler

con posiciones
equiespaciadas en el
volumen del liquido

agregando un tercer impeler y
la implementacion de este al
sistema es sencilla

adicional para el equipo

Cambiar la  agitacion
proponiendo otra estrategia
de escalamiento usando el
parametro Po/V

El céalculo de este parametro
ya fue realizado en el andlisis
reolégico e hidrodinamico,
por lo cual la velocidad de
agitacion puede ser
determinada.

No se presenta limitacion el
realizar la propuesta de
mejora.

Tabla 10.

Comparacion de los parametros principales de los agitadores con volumen de 5000 mL

Parametro

Altura de volumen de fermentacion

[mm]

Diametro del impeler [mm]

Cantidad de impeler

Altura del fondo al primer impeler

[mm]

Longitud del agitador [mm]
Distancia entre impeler [mm)]
Velocidad de agitacion [rpm]

5000 mL sin
modificar
245

59,730
2
40,00

185,270
80
167

5000 mL modificado
245

59,730
3
59,730

185,270
61,76
210
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Figura 11.

Perfil de velocidad para biorreactor con volumen de fermentacion de 5000 mL con la mejora
implementada.

Corte: Magnitud de velocidad (m/s) Linea de flujo: Campo de velocidad marco espacial
Superficie: Magnitud de velocidad (m/s)
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Como se observa en la figura 11, al realizar las modificaciones mencionadas se obtuvo un
perfil de corte de velocidad del fluido con rangos entre 0,4 a 0,5 ms~1! y en las superficies entre
0,2a0,3ms™1 esdecir que tiene reduccion minima, las lineas de flujo estan distribuidas de forma
uniforme por todo el biorreactor lo que indica un mezclado homogéneo en el cual no se presentan
zonas muertas, como es el caso de los voliumenes de fermentacion de 500 y 2500 mL. Se destaca
que la formacidn del vértice superficial fue eliminada, y el fendmeno desfavorable del fondo del

tanque se redujo de forma considerable.
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3. Conclusiones

La presencia de oxigeno tiene un efecto positivo en la productividad del &cido lactico por
via fermentativa, en contraste, en ausencia de oxigeno se ve favorecida la productividad de la

biomasa.

En cuanto al volumen de fermentacion con oxigeno, se obtuvo una mayor productividad
de acido lactico en el volumen de 25 mL, por lo que se concluye que el porcentaje de volumen de
gas por volumen de recipiente de 79.17% aproximadamente seria el mas adecuada para obtener

mejores resultados.

De acuerdo con el analisis reologico e hidrodindmico en el cual se emplearon parametros
y numeros adimensionales importantes en el escalado de bioprocesos, se esperan mejores
resultados en los volimenes de fermentacion de 500 y 25 mL respectivamente y una reduccion en
la tasa produccion de &cido lactico a medida que aumenta la escala. Para evitar esta reduccion, se
debe emplear una metodologia en la cual la tasa de agitacion aumente con el cambio de escala para
asegurar una mezcla adecuada, teniendo en cuenta un limite de agitacion para evitar el fendomeno

de lisis celular.

La metodologia de modelamiento CFD permite realizar mejoras significativas en el
desempefio y la productividad de las fermentaciones, especialmente en las configuraciones
geomeétricas de los biorreactores y su comportamiento fenomenolégico e hidrodinamico. A su vez,
constituyen una gran ventaja debido a que representan un ahorro en términos de tiempos
experimentales, reactivos y permiten dimensionar a priori los posibles problemas asociados con el

escalamiento de un bioproceso. El presente estudio permitid generar mejoras alcanzables en el
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disefio de los biorreactores existentes en el laboratorio como es la inclusion de un nuevo impeler
en volumenes de fermentacion mayores a 2500 mL y un cambio en la velocidad de agitacion en

los mismos.

De acuerdo con el andlisis CFD se concluye que en volumen de 500 mL se obtendran las
mejores condiciones de agitacion para una distribucién uniforme del fluido y que dichas
condiciones positivas, se reducen a medida que se aumenta de escala si no se realizan los

respectivos ajustes.
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4. Recomendaciones

Evaluar las condiciones de agitacion obtenidas en funcion de la productividad volumétrica.

Realizar los estudios de aireacion en volimenes de fermentacion més grandes.

Utilizar metodologias de escalamiento usando otros parametros adimensionales para

determinar cudl es la mejor.
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Apendices

Apéndice A. Medio MRS (Agar de Man, Ragosa y Sharpe) y MRS-Modificado

Tabla 11.

Composicén medio MRS

Sustancia Solido [gL~']  Liquido [gL™1]

di-amonio hidrégeno citrato 2 2
Extracto de carne 8 8
Extracto de levadura 4 4
Glucosa 10 10

Magnesio Sulfato 0,2 0,2

Manganeso Il Sulfato 0,05 0,05
Peptona bacterioldgica 10 10
di-Potasio Hidrogeno fosfato 2 2
Acetato de sodio 5 5
Tween 80 1 1
Agar 10 0

Tabla 12.
Composicion medio MRS-modificado
Sustancia Solido [gL~']  Liquido [gL™1]

di-amonio hidrogeno citrato 2 2
Extracto de carne 8 8
Extracto de levadura 4 4
Glicerol 10 10

Magnesio Sulfato 0,2 0,2

Manganeso Il Sulfato 0,05 0,05
Peptona bacterioldgica 10 10
di-Potasio Hidrdgeno fosfato 2 2
Acetato de sodio 5 5
Tween 80 1 1
Agar 10 0

Apéndice B. Andlisis para la validacién de ANOVA unifactorial
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OBJETIVO:

Determinar si hay diferencias significativas en la productividad de &cido lactico entre

fermentaciones con presencia 0 ausencia de oxigeno.

e Variable dependiente: Productividad de &cido lactico (P AL)

e Factor: Ausencia o presencia de oxigeno (SO/O)

La Tabla 13 muestra que el requisito de varianza a (p>0.05), se cumple (p> 0.1273)

Tabla 13.

Test de Levene's para homogeneidad de varianzas ANOVA unifactorial

Lewvene's Test for Homog eneity of Variances (Spreadsheetl in Wor kbookl)
Effect: "SO/O"
Degrees of freedomfor all F's: 1, 10
MS MS F p
Effect Error
P AL 0.000034  0.000012 2.764463 0.127358

La Tabla 14 muestra los valores, observados y residuales necesarios para realizar la
verificar el requisito de que la distribucion normal de los datos debe ser uniforme, como se

muestra en la Figura 12 este criterio es aceptado.
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Tabla 14.

Valores observados, predecidos y residuales del ANOVA unifactorial

Observed, Predicted, and Residual Values
Sigma-restricted parameterization
(Analysis sample)
PAL PAL PAL
Observed Predicted Resids
1 0.04570 0.04323 0.00247
2 0.03300 0.03237 0.00063
3 0.05110 0.04323 0.00787
4 0.04030 0.03237 0.00793
5 0.03690 0.04323 -0.00633
6 0.03040 0.03237 -0.00197
7 0.04240 0.04323  -0.00083
8 0.03170 0.03237 -0.00067
9 0.05160 0.04323 0.00837
10 0.03150 0.03237 -0.00087
11 0.03170 0.04323 -0.011532
12 0.02730 0.03237 -0.00507

Histogram: P AL RES
K-S d=.15235, p> .20; Lilliefors p>.20
Shapiro-Wilk W=.93881, p=.48287

No. of obs.

-0.015 -0.010 -0.005 0.000 0.005 0.010
X <= Category Boundary

Figura 12. Histograma datos residuales ANOVA unifactorial
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Tabla 15.

ANOVA univariante unifactorial para evaluar el efecto significativo de los factores

Figura 13.

Univ ariate Results for Each DV (Spreadsheetl in Workbool
Sigma-restricted parameterization

Effective hy pothesis decomposition

Degr. of P AL P AL P AL P AL
Effect Freedom SS MS F p
Intercept 1] 0.01714€ 0.01714€ 422.456( 0.00000C
SO/O 1| 0.000354  0.000354 8.728Z] 0.01442¢
Error 10} 0.00040€ 0.000041
Total 11 0.00076C

ANOVA univariante unifactorial para evaluar el efecto significativo de los factores

0.055

SO/O; LS Means
Current effect: F(1, 10)=8.7283, p=.01443
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals

0.050

0.045

0.040

P AL

0.035

0.030

0.025

0.020

SO

SO/0
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Apéndice C. Andlisis para la validacion de ANOVA multivariante multifactorial

OBJETIVO:

Determinar si hay diferencias significativas en la productividad volumétrica de acido
lactico y biomasa entre los volumenes de fermentacion, presencia o ausencia de oxigeno y la

interaccion entre estos factores.
e Variables dependientes: Productividad de acido lactico (P AL), Productividad de biomasa
(P X)
e Factores: Volumen de fermentacion (Vol Fer), ausencia o presencia de oxigeno (SO/O).
Requisito de varianzas homogéneas para la aceptacion de la hipdtesis nula (p = 0.00)

La Tabla 16 muestra que el requisito de varianza a (p>0.05), se cumple.

Tabla 16.

Test de Levene's para homogeneidad de varianzas ANOVA multifactorial

Levene's Test for Homogeneity of Variances (Spreadsheetl in Workbookl_(Recovered).Ruta_Metabolica_Andrea (1))
Effect: "SO/O"™"VOL FER"

Degrees of freedomfor all F's: 5, 6

MS MS F p
Effect Error
P X 0,000002| 0,000000| 2,628548E+29 0,00
P AL 0,000004| 0,000000f 3,720177E+29 0,00

El requisito de que la distribucion normal de los datos debe ser uniforme, como se

muestra en la Figura 17 este criterio es aceptado.
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Tabla 17.
Distribucién normal PAL (izquierda), PX (derecha)
H=agram: PALREI Hi=ogmm: P X RE3
K5 d=07939, p= 20, Lilefors p= 20 K5 d=_ 11087, p= 20, Lillefors p= 30
Shapire-Wilk W= 99558, p=1.0000 ) ShapiroWilk W= 98303, p=93353
’ 7T
3
§2 g
1 1
¢ 0.008 0.004 0.0m 0000 0002 0.004 0.008 o 0.003 0002 Q001 0.000 Q001 0.002 0013
X == Canery Boundary X == Catlegary Bourdary
Tabla 18.
Test multivariable de significancia.
Multivariate Tests of Significance (Spreadsheetl in Workbook1_(Recovered))
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
Test Value F Effect | Error p
Effect df df
Intercept Wilks| 0.001227/ 1085.068 3 4, 0.000003
SO/O Wilks| 0.046893 27.100 3 4/ 0.004058
VOL FER Wilks| 0.017216 8.829 6 8 0.003564
SO/0*VOL FER Wilks  0.087947 3.163 6 8 0.067772
Tabla 19.
Resultados de ANOVA multivariable multifactorial para cada variable dependiente
Resultados Anova Univariante Multifactorial PXy PAL
Parametrizacion restringida por Signa
Descomposicion efectiva de la hip6tesis
Degr. of PX PX PX PX PAL PAL PAL PAL
Effect Freedom SS MS F p SS MS F p
Intercept 1] 0,011619] 0,011619] 3108,060/ 0,000000| 0,017146 0,017146 1621,123 0,000000]
SO/O 1] 0,000078] 0,000078 20,873/ 0,003816| 0,000354] 0,000354 33,494/ 0,001165
VOL FER 2| 0,000145 0,000072 19,338 0,002422 0,000291 0,000146 13,774/ 0,005721
SO/O*VOL FER 2| 0,000109 0,000054 14,562 0,004985 0,000051 0,000026 2,413 0,170241
Error 6] 0,000022 0,000004 0,000063  0,000011
Total 11] 0,000354 0,000760
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Apéndice D. Estimacion de nimero de potencia
Tabla 20.
Estimacion del nimero de potencia, parametro adimensional
102
\\ziminar Transiti(;n Turbulent
10 \ N 1
Q"‘ 7.58 \\\ . ; —
Q : : :
| : | T~— 2
1 : :
=3 :
............................................. OB ST JO
0.1
1 10 102 103 104 105 106
N, D{p

o 10387.81
Re' - % 11985.93
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Apéndice E. Mediciones y pardmetros para tener en cuenta para el disefio de los Biorreactor New Brunswick Bioflo 110

Tabla 21.

Mediciones y parametros tomadas de los biorreactores

PARTE
TANQUE

IMPELER
RUSHTON

EJE DEL
IMPELER

TUBERIA DE
ALIMENTACION
1

Medicion
Numero de deflectores
Anchura del deflector [cm]
Diametro del impeler [cm]
Diametro del tanque [cm]

Alto del tanque [cm]
Diametro del buje del impeler [cm]
Longitud de alabes del impeler [cm]

Numero de alabes del impeler
Ancho del alabe del impeler [cm]

Diametro de disco para turbinas de Rushton y
Smith [cm]
Diametro del eje del impeler [cm]

Diametro del eje de impeler [cm]
Longitud del eje de impeler [cm]
Radio interno [mm]
Longitud [cm]

Grosor de pared [mm]

Radio interno [mm]
Longitud [cm]

500 mL
4,000
1,296
10,542
11,419
7,000
1,040
1,725

6
1,620
2,356

1,040
1,040
5,500
1,800
5,500
1,480

1,8
5,0

2500 mL
4,000
1,930

18
18,600
13,927

1,200
1,826
6
1,630
3,146

1,200
1,200
8,541
2,400
7,817
1,230

NA
NA

5000 mL
4,000
1,930

18

18,600
27,854
1,200
1,826

6
1,630
3,146

1,200
1,200
22,400
2,400
21,750
1,230

NA
NA
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TUBERIA DE
ALIMENTACION
2
SENSOR DE
TEMPERATURA

SENSOR DE pH

Grosor de pared [mm]

Radio interno [cm]
Longitud [cm]
Grosor de pared [cm]
Radio interno [mm]
Longitud [cm]
Grosor de pared [mm]

1,48

0,100
5,500
0,600
0,015
5,500
5,900

NA

0,090
8,239
0,792
0,900
8,239
5,000

NA

0,900
22,150
0,792
0,900
22,150
5,000
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Apéndice F. Propuestas para el mejoramiento del mezclado

1. Comprobar que los didmetros del impeler sean los adecuados a los didmetros del vaso, si

no ajustarla, Figura 14y 15.

Figura 14.

Dimensiones recomendadas del impeler Rusthon

. 3D;
,disc diameter = e
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Figura 15.

Relacion de configuraciones de acuerdo con las dimensiones

Impeller

1. Rushton turbine 3 3 1 0.1 4
Wi /p=02, L; /Diz 0.25

Como se muestra en la tabla 22, en el volumen de 500 mL el diametro del impulsor (Di)
excede las medidas recomendados, para el volumen 2500 mL, estd dentro del rango de las medidas
teoricas, teniendo en cuenta que para las dimensiones del vaso para el volumen de 2500 y 5000
mL son iguales pero que la altura del volumen de fermentacion aproximadamente se duplica,
convendria tener en cuenta el diametro del impeler calculado con la altura del liquido o un

promedio entre ambos que seria de 71,83 mm.
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Tabla 22.

Comprobacion de las dimensiones reales con las tedricas

Volumen 5000 ml

Dimensiones [mm] Teorico Experimental
Dt Didmetro vaso 186 186
HL Altura del Volumen 245 245

de fermentacion
Wb  Ancho de bafles 18,600 19,300
Di, Didmetro del impeler 62 59,730
Dt Segun Dt
Di, Dia. Imp. Segin HL 81,67
HL
Hi Altura fondo-impeler 81,67 (40) (120)
Wi Altura paleta 16,33 18,260
Li Ancho paleto 20,42 16,030
Dd Diametro de disco 61,25 31,460

65

2. Parael vaso 5 L se plantea mantener el mismo didmetro del impeler y aumentar su cantidad

a 3 con posiciones equiespaciadas en el volumen de fermentacion del liquido y una relacion

altura-fondo del impeler igual al diametro del impeler. La tabla 23 presenta los calculos

obtenidos al realizar las modificaciones propuestas.

Tabla 23.

Calculo de configuracion, inclusion de impeler, impeler equidistantes y altura fondo-impeler igual
al diametro del impeler

Sin cambios en Di (Diametro Impeler)
Dimensiones [mm]

HL Altura del volumen de 245
fermentacion
Di Diametro impeler 59,730
#imp. Numero de Impeler 3,101
Hi Altura fondo-impeler 59,730
HL-Hi Altura restante 185,270

Hi-i Altura entre impeler 61,760
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3. Parametros adimensionales de escalamiento : kLa, Po/V, Re, Niy tm

Ya se utulizaron los parametros de Re y Ni, kLa no se puede aplicar por limitaciones de
los sensores presentes en el laboratorio; por lo cual se usaran los parametros de tm y Po/V: Para el
escalamiento con el tiempo de mezcla se utilizaron el parametro tm del volumen de 2500 mL
debido a que con el valor obtenido en el volumen de 500 mL se obtenia una velocidad de agitacion
que supera el limite para la lisis celular; para el escalamiento usando el parametro Po/V se utilizd
el valor obtenido en el volumen de 500ml, esto de debe a que el valor no supera los limites de lisis

celular y ademaés en este volumen se encontro mejor relacion Po/V.

Tabla 24.

Escalamiento utilizando tiempo de mezcla (tm) y consumo de potencia por volumen de
fermentacion (Po/V)

Escalamiento Sin cambios en Di

Volumen 500 2500 5000
(mL)

Di (cm) 5,259 5,973 5,973
Dint (cm) 11,419 18,6 18,6
Num. Imp. 1 2 2
tm (s) 1,666 6,490 12,9809
Ni, tm (rpm) 189 650,569 334,032
Po/V (Wm™3) 194,1424 51,343 25,968
Ni, Po/V 189 260,841 210,138
(rpm)

4. Propuesta seleccionada

Se manejara el mismo didmetro del impeler, porque no es factible cambiar este para que se

adecue a la altura de los voliumenes de fermentacion, pero se hara la inclusion de un impeler,
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también se manejara un espaciado desde el fondo del vaso al primer impeler igual al diametro del
este y una distancia equidistante entre los impeler. En cuanto a la agitacion que se implementara
en la simulacion se utilizara el parametro de escalamiento consumo de energia/ volumen de
fermentacion (Po/V), el cual se mantendrd igual en los volimenes de 2,5y 5 L; una vez realizado

el calculo se obtuvo una velocidad de agitacion de 210 rpm.

Apéndice H. Célculo de concentracion de oxigeno.

Se utilizo la ecuacion de Van der Walls para describir el comportamiento del gas en el

espacio de cabeza de los viales.

[P+a(£V)2](K—b) = RT

n

. 9 R2Tc?
8 Pc?
1RTc

=3P ¢

Zc

P = Presién atmosérica
a = Parametro de atraccion
b = Parametro de repulsion
n = Numero de moles
V =Volumen de la mezcla de gases
R = Constante universal de los gases
T = Tempertura ambiente
Tc = Temperatura critica

Pc = Presion critica



ESCALAMENTO DE LA FERMENTACION DE ACIDO LACTICO

Tabla 25.

Datos para la concentracion de oxigeno

68

R 8.314 ]mol‘lK‘1

Tamb 27 °C 300.15 K

Patm 1.015 bar 101500 Pa

Oxigeno

Tcl 118.38 °C 391.53 K

Pcl 50.8043 bar 5080430 Pa
Nitrégeno

Tc2 146.89 °C 420.04 K

Pc2 33.9844 bar 3398440 Pa

V/n 0.02336375 m3mol~!




