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RESUMEN

El presente trabajo esta dirigido a la determinacion de los parametros de
proceso, necesarios para el disefio posterior de un fermentador continuo
(quimiostato) para producir levaduras panificadoras, utilizando como medio

de cultivo un elaborado hecho a base de melaza de cafa de azucar.

El desarrollo de la tesis fue llevado a cabo a través de cinco capitulos.
Primero se busca introducir al lector, en los aspectos generales del proceso,
tales como materias primas y producto en cuestion. Luego se presentan los
criterios para dimensionar los componentes del reactor continuo
experimental, que se construy0, para en €l estudiar el proceso. Se detallan
los procedimientos seguidos para el trabajo en laboratorio y en el prototipo
experimental disefiado y construido. EIl cuarto capitulo, esta dedicado al
analisis de los resultados obtenidos experimentalmente, con el fin de obtener
informacion atil para el disefio futuro de un quimiostato semi-industrial.
Finalmente se presentan las conclusiones y recomendaciones que el tesista

plantea se tomen en cuenta, para la realizacion de trabajos semejantes.
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SIMBOLOGIA

Qo Area interfacial especifica.

A Area de transferencia de calor.

a Moles de oxigeno consumido por mol de sustrato consumido.
b Moles de amoniaco consumido por mol de sustrato consumido.
B Espesor de la pared del quimiostato.

Cal*  Solubilidad del oxigeno en el medio de cultivo.

Cal Concentracion del oxigeno en el cultivo.

Cal Concentracion de oxigeno en el estado estacionario.
Calo,* Solubilidad del oxigeno en concentracién cero de soluto.
Cal*  Solubilidad del oxigeno.

Ci Concentracion del componente iénico i en el liquido.

Ci Concentracion del componente no iénico j en el liquido.

Cp Calor especifico del agua.

Cerit Concentracion critica de oxigeno en el medio de cultivo.
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d Moles de CO; desprendidos por mol de sustrato consumido.
Di Diametro del agitador.

DL Difusividad del oxigeno en el medio de cultivo.

dp Diametro de burbuja.

Dt Didmetro del tanque.

D Velocidad de dilucion.

Dopt  Velocidad de dilucion optima.
Derit Velocidad de dilucién de vaciado.
Dt Fraccion de Dt que como maximo se hace uso en los experimentos.

e Moles de agua desprendidos por mol de sustrato consumido.
Fo Caudal volumétrico de gas

F Caudal del medio de cultivo

Fmax  Extremo superior del intervalo de caudales a utilizar.

g Aceleracion de la gravedad.

HI Altura de la columna de liquido en el fermentador

Hi Distancia del impeler con el fondo del tanque.

Hi Constante para el componente iénico i.
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INTRODUCCION

La presente investigacion se centra en la ingenieria de los quimiostatos o
tanques agitados continuos, CSTR (en ingles, continuous stirred — tank
reactor) en los cuales el volumen de liquido se mantiene constante, debido a
la igualacion de los flujos de entrada y salida. Los parametros de operacién
caracteristicos en los reactores continuos son la velocidad de dilucion D y el
tiempo medio de residencia 1, definido como el reciproco de la velocidad de
dilucion. En un quimiostato las concentraciones en el estado estacionario de
biomasa, producto y sustrato estan en funcion de la velocidad dilucion

utilizada (proporcion entre el caudal y el volumen de liquido en el reactor).

El objetivo principal de esta tesis es la determinacion de la informacion que
debe ser usada para el disefio futuro de un quimiostato semi-industrial, para
producir levaduras panificadoras, utilizando como medio de cultivo un

preparado hecho a base de melaza de cafia de azUcar.

Los aspectos que cubre el disefio de un quimiostato son la determinacion de:
el volumen de reactor y el caudal de trabajo; el disefio y eleccion del equipo
de transferencia de calor (tanques enchaquetados, serpentines,
intercambiadores de carcasa y tubos, etc.); la potencia necesaria de

agitacion; y las condiciones adecuadas de transferencia de oxigeno (presion



parcial de oxigeno en el aire de entrada, velocidad de agitacién, uso de

antiespumantes, etc.).



CAPITULO 1

1. GENERALIDADES

El objetivo de este capitulo es introducir al lector en la terminologia usada
para describir la operacién de un fermentador continuo, destinado a la
produccion industrial de levaduras para panificacién. Previamente se
abordard la descripcion de los aspectos generales de las materias primas

usadas, y del producto obtenido.

1.1. Materias primas.
Las materias primas utilizadas para la fabricacion de levaduras para
panificacion son principalmente: melaza de cafia, agua, el cultivo

madre, aditivos y auxiliares tecnolégicos [1].

1.1.1. Melaza de cafia.
Es un subproducto de la fabricacion del azucar de mesa,

constituido por la fraccion del jugo de cafia, que se separa de



1.1.2.

los cristales de sacarosa, al final de las etapas sucesivas de
cristalizacion y evaporacién, en el proceso de fabricacién del
azucar.

La melaza es una miel negruzca, rica en sales minerales,
vitaminas y azucares fermentescibles, he ahi su incalculable
valor en la industria de la fermentacion. En el APENDICE A
se muestra la composicion aproximada de la melaza de cafia

y de remolacha.

Calidad del agua.

El agua utilizada en las diferentes etapas del proceso de
fabricacion de la levadura, debe encontrarse libre de
microorganismos que puedan mermar la produccion o generar
productos indeseables. También debe estar libre de cloro, el
cual destruye las células de levadura por medio de la

oxidacion de sus componentes celulares.

1.1.3. Aditivos y auxiliares tecnoldgicos.

Durante la etapa del pretratamiento y fermentacion, del medio
de cultivo, se adicionan sustancias de diferente indole:
o Suplementos nutritivos: Adicionados en la etapa de

coccion del pretratamiento. Tienen como objeto cubrir los



requerimientos nutricionales en cuanto a minerales y
vitaminas. Por lo general se usan: sales de amonio, de
magnesio y azufre, asi como vitaminas del complejo B.
Coadyuvante para la floculacion: Adicionado en la etapa
de clarificacién del pretratamiento. Tiene como objeto
separar las particulas sélidas y micelios coloidales. Por lo
general se usa el silicato de sodio por su relativamente
elevado poder de precipitacion.

Agentes antiespumantes: Adicionados al inicio de la
fermentacion con el objeto de evitar la formacién de
espuma, a través de la disminuciébn de la tension
superficial del medio. Los preparados de antiespumantes,
consisten en acidos grasos y ésteres de acidos grasos
vegetales.

Controladores de pH: Adicionados a lo largo del
pretratamiento. Tienen como objeto mantener el pH
dentro de lo 6ptimo para el crecimiento de las levaduras
(3-3.5). En el pretratamiento se usa acido sulfarico y en la

fermentacion, el acido fosforico.



1.1.4. Cepas y medios de mantenimiento.
La cepa de levadura utilizada para la panificacion es el
Saccharomyces cerevisiae, y los medios de mantenimiento

utilizados para su conservacion son:

1. Mantenimiento en medios de cultivo sélidos y repiques
periddicos (cada 3 a 6 meses) en medio fresco,

2. bajo aceite mineral,

3. congeladas a -20 °C y después a -55 °C en medios que
contienen leche o glicerol,

4. liofilizacion, y

5. mantenimiento a muy baja temperatura, en nitrégeno

liquido (-196 °C) [7].

1.2. Levaduras para panificacion.
Es el producto que se emplea para esponjar los articulos de la
panificacion, constituido por células de levaduras vivas, de enérgica
actividad fermentativa, obtenidas mediante multiplicacién en el
proceso de fermentacion alcohdlica de materias primas que

contienen almidén o azucar [1].

Las principales caracteristicas de calidad, para las levaduras de

panificacion son:



o La capacidad fermentativa: Es la rapidez masica promedio de
produccion de CO,, por parte de las levaduras, durante un tiempo
de 24 horas de fermentacién. Una buena levadura origina un
desprendimiento de 6 — 7 gr de CO, por cada 5 gr de levadura,
en ese tiempo [1].

o Prueba de panificacion: Se basa en medir el tiempo que demora
la masa en experimentar un determinado incremento en su
volumen (por lo general el doble). Los tiempos de fermentacion
normales oscilan entre 60 — 80 minutos [1]

o Caracteristicas organolépticas: Son los aspectos sensoriales que

debe cumplir la levadura prensada destinada a panificacion:

Tabla 1. Caracteristicas organolépticas de una buena levadura.

Caracteristicas de una buena levadura

Medios

.~ ., Cualidades Defectos
apreciacion
debe ser crema claro o .
color blanco no debe ser nunca rojizo

no debe desprender olor

olor debe ser inodora i
desagradable o acético

debe tener sabor no debe tener demasiado gusto ni de
gusto L

agradable acido

consistencia firme no debe ser en ningln caso blanda
textura P . ;

plastica ni pegajosa

debe diluirse sin formar debe desmigarse facilmente entre

utilizacién ;
grumos los dedos sin pegarse

Fuente: www.panaderia.com/informes/levadura.html



http://www.panaderia.com/informes/levadura.html

1.3. Produccion de levaduras.
El proceso de obtencion de levadura consiste en cuatro etapas
basicas: 1. Pretratamiento del medio cultivo; 2. Multiplicacién de
levaduras; 3. Separacibn mecanica de la levadura del mosto; 4.
Tratamiento necesario para la obtencién de la presentacion final del
producto [1]. La presente tesis esta orientada Unicamente a la
ingenieria de la multiplicacion de levaduras en su modalidad de
proceso continuo, sin embargo, dado que los ensayos
experimentales que se realizaron, requieren de la preparacion del
medio de cultivo, aqui se da un breve resumen de este punto, y en el

capitulo 3 se expondran los detalles.

1.3.1. Pre-tratamiento de la melaza.
La melaza de la cafa de azlcar contiene impurezas
bioldgicas, sustancias sélidas finamente divididas y coloidales,
gue podrian alterar el crecimiento e intercambio de
sustancias, entre el medio y las levaduras, por lo que se
necesita una esterilizacion y clarificacion técnicamente

satisfactoria de la melaza.

Por lo general, la esterilizacion y clarificacion se efectda en un

mismo proceso. La eleccion y realizacion del sistema de



1.3.2.

clarificacion estd supeditado a si la melaza es normal o
dificilmente clarificable. El pretratamiento de la melaza consta
de tres a cuatro fases: 1. Coccion; 2. Clarificacion; 3. Filtracion

0 separacion; y si es necesario 4. Refrigeracion [1].

Operacion del fermentador continuo.
Un quimiostato es un reactor continuo de mezcla perfecta o
CSTR (en ingles, continuous stirred-tank reactor), en el cual el
volumen de cultivo se mantiene constante, debido a que el
caudal de medio de cultivo fresco en la alimentacién, es igual
al caudal de medio gastado en la salida. A continuacion se
enumeran los paradmetros que describen la operacion del
quimiostato:

o Velocidad de dilucion (D): Es el caudal volumétrico por
unidad de volumen de cultivo en el fermentador; sus
unidades Sl son (m®/s)/m® o s™.

o Productividad volumétrica de biomasa (Qx): Es la cantidad
de biomasa producida por unidad de tiempo por unidad de
volumen de cultivo en el fermentador; sus unidades Sl son

Kg/(m? s).



o Velocidad de dilucion optima (Dop): Es el valor de la
velocidad de dilucion en la cual se obtiene el maximo de
productividad volumétrica de biomasa.

o Velocidad de dilucién de vaciado (D¢ir): Es el valor de la
velocidad de dilucion en la cual la concentracion de
biomasa una vez alcanzado el estado estacionario es
cero.

o Reinolds del rodete agitador (Rei): Es el grupo
adimensional que caracteriza a la agitacién del cultivo en

el quimiostato. Su definicion para tanques agitados es:

.:Ni-Diz-p

Rei (1.1)
7,

Donde Ni= velocidad del agitador, Di= didmetro del
agitador, p= densidad del cultivo, y=viscosidad del cultivo.
o Coeficiente de transferencia de masa (ka): Es el
parametro que caracteriza la rapidez de transferencia de
oxigeno en los quimiostatos. Su definiciébn viene
expresada por la Ley de Fick, simplificada para tanques

agitados:

Na =kl-a-(Cal*—Cal) (1.2)



Donde Na es la rapidez volumétrica de transferencia, Cal*
es la solubilidad de oxigeno en el medio y Cal es la

concentracion de oxigeno en el medio.

En estos equipos el estado estacionario se alcanza cuando la
velocidad especifica de crecimiento celular se iguala al valor
de la velocidad de dilucién usada, de lo que se deduce que la
velocidad de dilucion es el parametro de operacion mas
importante, ya que de el depende la concentracion de
biomasa y sustrato en el equilibrio; para su control, el
guimiostato debe contar de un dispositivo dosificador de gran

precision para la introduccion y extraccion del cultivo.

La reaccion bioquimica que se llevara a cabo consiste en la
reproduccion aerdébica de levaduras para panificacion
(Saccharomyces cerevisiae). Como medio de cultivo se
utilizara un preparado hecho a base de melaza de cafia de
azucar, cuya formulacion y preparacion se tratara
detalladamente en el capitulo 3. La reaccion tiene como
requerimientos: temperatura de 32 + 1°C, medio de cultivo
con 6 a 8 °Brix, un pH comprendido de 3 a 3.5, una fuente de
nitrdgeno amoniacal y una tension de oxigeno en el medio no

menor al 10% de la concentracion de saturacion del aire. En



virtud de las caracteristicas del proceso, el quimiostato
industrial debe contar con: agitacion mecanica, sistema de
calefaccién o enfriamiento del medio, difusor para la inyeccién
de aire, bombas peristélticas para la introduccién y retiro del

medio de cultivo de manera continua.



CAPITULO 2

2. DIMENSIONAMIENTO DEL PROTOTIPO
EXPERIMENTAL

El presente capitulo tiene como objetivo la determinacion de los
parametros de operacion necesarios para el dimensionamiento y
construccion del prototipo experimental. Dichos parametros importantes
son: el disefio y volumen del reactor, el intervalo de caudales a utilizar, la
potencia del motor agitador, el caudal de liquido refrigerante o calefactor
necesario para mantener la temperatura, y el flujo de aire necesario para
la aireacion. Para alcanzar dichos objetivos se haran uso de experiencias
a escala de laboratorio, datos existentes en la bibliografia, y la aplicacion
de conceptos de bioingenieria, balance de masa, balance de energia,

mecénica de fluidos, transferencia de calor y de masa.



2.1.Criterios utilizados en el dimensionamiento del reactor

El primer paso para el dimensionamiento del reactor es la eleccion
de un disefio general tanque-equipo de agitacion, el cual se lo
asumira considerando las caracteristicas reologicas del medio de
cultivo y los requerimientos de aireacion. Luego, para el calculo del
volumen y del rango de caudales a utilizar, se adoptaran como
compromisos, la minimizacion del tamafio del equipo, y la
procuracion del no vaciado de las células cuando se trabaje con el

limite superior del rango de caudales.

2.1.1. Disefo general del tanque-equipo de agitacion
El mezclado es una operacion fisica que se efectua por el
intercambio de materiales entre diferentes localizaciones,
eliminando gradientes de concentracion, temperatura y otras
propiedades. Los objetivos del mezclado incluyen la
distribucion casi instantanea del medio de cultivo fresco
inyectado continuamente en el reactor; la dispersion del aire
proveniente del difusor localizado en el fondo del tanque; el
mantenimiento de la suspension de levaduras, y la mejora de
la transmision de calor desde el liquido por concepto de la

respiracion celular.



La importancia del mezclado se ve incrementada en los
guimiostatos donde debido a la introduccion y extraccion
continua de fluido, se requiere de una elevada uniformidad
tanto de sustrato como de biomasa, para poder alcanzar el

deseado estado estacionario en el mismo.

Para la eleccion del disefio tanque-equipo de agitacion, se
hace referencia a dos aspectos béasicos relativos a la reologia
del medio y sus necesidades de oxigenacion:

o El caracter practicamente Newtoniano de la suspension de
levaduras (con u<4 — 5 cP) por debajo del 10% de solidos
[5].

o La relativamente elevada demanda de aireacion para la
produccion de levaduras (500 | aire / Kg melaza -h), bajo
las condiciones de operacion que arrojan los rendimientos

de biomasa normalmente aceptables [1].

El disefio sugerido del tanque y equipo de agitacion para los
bioprocesos que responden al perfil de baja viscosidad y
elevados requerimientos de aireacion, del caldo de cultivo,
comprende: un tanque  provisto de cuatro deflectores
regularmente espaciados, soldados perpendicularmente a la

superficie interior del mismo; un dispositivo de agitacion



mecanica de pequefio didmetro y elevada velocidad,
denominado rodete, suspendido e impulsado sobre el eje
geométrico del tanque, por un eje de acero que le transmite
el movimiento. El disefio del rodete a usar determina el tipo
de flujo en el tanque (axial o radial) y el nivel de transmisién
de potencia al liquido. El disefio de rodete elegido para la
construccion del prototipo experimental es el denominado
turbina Rushton, que consisten un disco con cuatro palas
planas soldadas perpendicularmente. Este agitador fue
elegido porque provee una agitacion del tipo radial y
transmite, relativamente, una mayor fracciéon de la potencia
suministrada al fluido, lo que significa menores gastos
energéticos para alcanzar una turbulencia determinada, con
respecto a otros disefios de rodete. El esquema vy

proporciones del equipo se muestran a continuacion:
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Proporciones

de turbina:

Wi/ Di= 0,2

Li/Di = 0,25

Proporciones

del tanque:

Dt/ Di= 3

HI / Di = 3

Hi/ Di = 1

Placas

deflectoras:

Wb / Dt = 0,1

Numero = 4
Fraccion de la
altura sin llenar 0,25

Figura 2.1. Proporciones establecidas para el quimiostato.
(Fuente: PAULINE M. DORAN, Principios de Ingenieria de los
bioprocesos, 1998).



2.1.2. Determinacion del volumen de reactor y del rango de
caudales a utilizar.
El volumen de reactor, V, y el maximo del rango de caudales

a utilizar, Fnax, son pardmetros directamente proporcionales:

Frax = K V (2.1)

Donde K es un valor lo suficientemente pequefio como para
prevenir el vaciado celular cuando se opera en dicho Fpax.
Por otra parte, se desea que el tamafo del equipo a construir
sea lo mas pequeiio posible, por lo que se establecieron los
minimos valores de V y Fnax de los que se pueden tener
acceso segun los recursos disponibles. La consideracion
simultdnea de ambos aspectos constituye el criterio para la
seleccion del volumen de reactor y el rango de caudales a

utilizar.

1) Valores minimos permisibles de volumen de reactor y
del rango de caudales a manejar.
El volumen del reactor, esta limitado por aspectos
practicos a la hora de su manufactura, en virtud de

aqguello, se establecio un volumen limite de 3 litros.



2)

Con respecto a la dosificacion, se usaron cuatro valores de
caudal para los experimentos en el quimiostato, para lo
que se puede disponer de una llave lo suficientemente
sensible como para manejar 0.2 I/h con un error del £ 0.1
I’/h, entonces, el minimo rango de caudales a utilizar es:

0.2;0.4;0.6; 0.8 I/h.

Proporcién entre el limite superior del rango de
caudales a utilizar y el volumen de reactor.

La proporcion entre el limite superior del rango de
caudales a utilizar y el volumen efectivo del reactor, debe
ser tal que no se produzca el vaciado celular. Dicha

proporcion es igual a:

Dcrit% 'V% (22)

crit

I:mf’:lx — D
Vv

Donde:

o Fmax €s el limite superior del rango de caudales a
utilizar.

o Dyt €s la velocidad de dilucion de vaciado.

o D €S la fraccion de Dgit que como maximo se hara
uso en los experimentos.

o V es el volumen total del reactor.



o Vg es la fraccion del volumen que es ocupado por el
caldo de fermentacion.
La eleccion del Dgis, S€ lo toma en funcién de que tan
cerca de D¢t se desea trabajar, la eleccidon aqui sera de un
90%; el Vo se lo eligié al determinar el disefio general del
tanque — equipo de agitacion, aqui se adopto el 70%; el
pardmetro que faltaria determinar, para establecer la
proporcionabilidad entre F y V, es Dit. A continuacion se
detalla la secuencia de razonamiento, que nos conduce a

un método para la obtencion experimental de Dgii.

La velocidad de dilucion de vaciado, es la velocidad de
dilucion en la que la concentracibn de biomasa en el
estado estacionario es cero, por lo que su calculo involucra
determinar la relacion existente entre la velocidad de
dilucion y la concentracion de biomasa cuando se alcanza
el equilibrio en el quimiostato. Dicha relacién resulta del
uso simultaneo de los balances de biomasa, sustrato, y del

modelo cinético de Monod [5].

Considérese el balance de biomasa para un reactor

continuo que opera en estado estacionario y mezcla



perfecta (la composicibn de la salida es igual a la

composicién del liquido en el reactor):

Corriente de alimentacion Corriente de producto

S
Xj S

V
OO .

S

Figura 2.2. Esquema de un fermentador de tanque
agitado continuo. (Fuente: PAULINE M. DORAN.
Principios de ingenieria de los bioprocesos, 1998).

La ecuacion del balance biomasa es:

F-x,—F-x+u-xV-K,;-x-V=0 (2.3)

Donde los términos que intervienen son:



o Flujo de biomasa en la corriente de entrada, igual a
F-xi, donde F es el flujo volumétrico de entrada e igual al
flujo volumétrico de salida, x; es la concentracion de
biomasa en dicha corriente.

o Flujo de biomasa en la corriente de salida, igual a F-x,
donde x es la concentracion de biomasa una vez
alcanzado el estado estacionario en el reactor.

o Velocidad masica de produccion de biomasa en el
reactor, igual a u-x'V, donde u es igual a la velocidad
especifica de produccion de biomasa y V el volumen del
liquido.

o Velocidad méasica de muerte de biomasa en el reactor,
igual a Kyg-x'V, donde Ky es la velocidad especifica de
muerte celular.

o Razdén de cambio de biomasa con respecto al tiempo,
igual a cero debido a que el sistema se encuentra en

estado estacionario.

Teniendo ademas como supuestos que Ky << u (la muerte
celular es despreciable), x; =0, (el flujo de alimentacion es

estéril):



u-xX-V=F-Xx (2.4)

Definiendo ademas F / V = D, donde D es la velocidad de

dilucion. Reordenando y dividiendo para x se obtiene:
D=u (2.5)

Lo que significa que la velocidad especifica de produccién
de biomasa es igual a la velocidad de dilucion. Sabiendo
ademas que la velocidad especifica de crecimiento celular
esta relacionada con la concentracion de sustrato, s,

mediante la ecuacién de Monod:

_ Hpay * S (2 6)
Ks +5
Donde pumax €S la velocidad especifica maxima de
crecimiento celular, y Ks es la concentracion de sustrato en
la cual se produce y = Umax / 2. Combinando estas dos

ultimas ecuaciones se tiene

D = Hma’® (2.7