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LEZEQDICCION

La obtencidn de gluconato de calcio por fere
mentacidn fingica es un proceso dlen conoeido., ILa
sal d¢ s0dio, que ha suporado reclentemente en ime.
portancia industrial a la anterior, puede ser pre-
parada & partir de la odfleica por reaccidn qufmica,
pero es mucho mig conveniente hacerlo por proce so
formentativo direoto. lLa cita dibliogrifica exisew
tente sobre este dltimo proceso se refiere \nicae
mente & la obtenoidn en sistena discontinuo o seni
contfnus (5), no existiendo datos sodre el sistema
continuo,.

Kl objeto de la presente tesis en el estodio
de la produccidn de gluconato de sodic en sistema
cont{nuo, en una etapa. Como era necesaric contar
cpn datos del procesc, se comenzd por considerar
praviamente sl sistema discontinuo estudiando la in
fluencia de los nmedios y el pH,
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Kl deido glucdnico fué aislado por primera v
por Boutroux (65) (57) de un proceso para la ohten~
eidén de deido ddotico, Aproximadamente 50 afics des~
puds sea comenzd a producir en escala industrial por
prodeson ferventativos,

21 £cido gluaénico o pentahidroxicaproico(CHeCH,
(CH,0M), COOH) 4 (PaM.196,16) %e expende en soluciones
ol 508, dado que su obtencidn como producto sélido es
sunaments costosa, Al estado puro os un producto crig
talino, blanco ¢ inodore. En solucidn acuosa estf en
equilibrio con la garma y dolta lactona, dependiendo
1a composieldn de 1a concentrasién y de la temperatn
ra de la solucién,

La delta~lactona (P.M.178,1%) se obtiene por
aristalinizacidn da soluciones acuosss de deido glued
nico (52). En agua se hidrolisza parcialmente & £eido
gluednico con disminucidn gradual de pH (57) €39).

las propledades fisicas del deido glucdnico ¥y
derivados ss muestra en la Tabla I (57) (39).
2oxioldads

B2 £oido glucdnico y algunos ds sus derivados
presentan bajlas toxieidad. As{, para ls disclucidn de
cdleulos renales =6 puede suministrar foido glucénie
o0 en la dleta diaria ain que se noten diszturdios en
los Srganos digeativos tanto animoles como humsnos .
Bl doido gluednico y su sal de mmenlo son eficaces o
va disminuir el pH en la orina humans sin gquea se noe-
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ten cambios patoldgicos renales {13) (27). Conclue=
siones semejantes se han obtenido con ln lactona(2?
en 1o que se refiere & irritacién gdstrice, siendo
tolerablo en pequefias dosis diarias (63). En solu-
oidn al 0,25 M, el £cido glucénico e menos irritan
te y téxico qus otros doidos,

Propledudes semejantes presentan algunas de
sus sales {17) (49) (&) cuyo uso en la industria far
nacéutica y alimenticia se detalla mds adelante,.
asaidn sacpestrantes

El deido glucénico y sus sules alcalinzs se ca,
rectorizan por formar lones complejos solubles en
cantidades variables de ién metdlico e idn glucons=
to, formando quelatos muy estables, 8¢ ha comproba-
do sspacialmente e¢sta propledad con gluconato de sg
410 ¥ se han hecho estudios comparstivos de esta sal
frante a tetrafosfato de sodio, eitrato do sodio y
ia sal sédica del deido etilendiamino-tetra-acético.
(EDTA) (57)« La eficaein del gluconato de sodic coe
no secuestrants en medic anlealino es superior s la
asacidn de los compusstos mencionados, fundamentalee
mente para los fones calelo, magnesio ¢ hierro (Sh)
Tanbidn se han sfectusdo estudics sobre otros iones
tales como aluminio, cobalto, manganeso y sinc,sien
do en este caso @) deido glucdnico o su sal sddica,
. menos efectivos que los otros agentes mencionados g
tariormente.

Farker (44) estudio la corrosividad sodre hig
rro ¥y estafio con solucionecs de deido fosférico,tar-



tirico, oftrico y plucdnico, sfendo este Witimo o)
que provocaba la meror pérdida de peso, Zn Pfizer
(53) (57) se efectuaron ensayos sobre acero inoxie
dable 316, aleaoldn Monely cobre, alumnio, sine y
acero dulce con soluciones da doido aedtico, fosfd
rico, glucdnico, glicdlico, ldotico y fémico, de-
mostrande que el £oido gluadnico presentaba una ag
oidn corrosiva menor que los otros £cidos ensaya--
dos.
aaatividad anfmioas

Aurque es da poca aplicacidn en el campo de
1a sfntesis orgdnica, con ¢l £oido glucénico sepe
den efactuar reacciones propias de¢ los grupos cars
boxilos y carbinoles, Asf, so puede obtenor el as-
ter fosfdrico del fo0idp gluodnico (61)§ por sseti«
lacidn produceddiversos dorivados (40), existiendo
tanbién patentes para la obtencidn de cerivados em
ureidos y sninag no saturadas (67), amidas aromdti
cag estables (49), aminas alifdticas tersiarias{2®
efedring (66) y naftil-awina (12), También numerce
sas patentes menclonan la dbtencidn do sales inorgd
nicss por sf{ntesis, tales como eslcio (51) (60)ern
mo (11), aluminio (38), titanio (69), antimonio(5B)
y otros netales (59).
galeas

ElL £eldo glucdnico y sus derivados han encop
trade miltiples aplicaciones tanto en la industrias
farmacfutica como en la alimontacidn y en 1a indus



tria quinica en general,

Uso farmacduticos EL gluconato ferroso y el
fosfogluconato ferroso son dtiles para el tratamien
to de anomias (68§, (28), (16) en individuos que no
tolaran sulfato ferroso. Bl gluconato de calelo ep
un excelente agente para o) tratamiento de hipocsle
canias (27) y como couwponents para inyecciones de
cumarina para nifios espdsticos (6}, Junto con el gly
conato de magnesio ge lo aplica como ingrediente de
dentffricos (48). EL gluccnato de potasio es mis tn
larable que el clorure Jde potaslo para ol tratamien
to de hipopotasemizs en diabdticos (3).Tamdién tiee
nen aplicacidn farmacdutica otras sales como glucoe
nato de efedrina (66), mono-alil-urefds del £eido
glucdnico (67) ¥ glueonato de antimonio (32) eantre
otros, por ser menos irritante y mencs téxicos.

Use en alimentost La delta-lactons os dtil en
panificteidn pues Iavo:ece la liberaeidn gradual de
anhfdrido carddnico dando un proeducto de mayor unie
forwidad {35). También hay suplezentos alimenticlos
que incluyen gluconato de calcelo, eficaces para pra
venir dlarrers en terneros (12).

Uso en la tndustria quinicas BL £ecido glucdni
€0y la delto-lactona y el gluconato de smonio se en
plean en la industryia textil (W) como catalizadoras
dcidos para ¢l tefiido en processdo de colorantes a
la tina. Tanbidn los dop primeros se usan como c¢ata
lizadores on el tratamiento de resinas cololidales e
la misza industrias; tlenen la gran ventajs de ser L



nodoros ¥ no tdxicos. En mercerizacidn de telas el
gluconato de sodio amctda como secuestrsnte de hie-
rro evitando la contaminacidn ds telas por este me
tal,

En el campo de los detergentes ol doido glue
ednioo y su sal sddica no permiten la deposicidén de
incrustacionos especielmente cnando se trabaja con
sgues relativavente durss (18), En la industriaifs
tea tambidn presentan esta propieded como agente s
limpladores, teniendo la ventaja sobre los otrosds
no permitir sl desarrollo de olores desagradable s
en botollas y tarros de lechs (46),(47)(32),

Zn ol grabado de aluminio ge aprovechan las
propiedades secuestrantes del {oido glucénico ol
cual svita la deposicién de costras duras y adhee
rontes en dicho metal ¥ en ol equipo (41) (19). Ia
pisma propiedsd se aprovecha para el lavady de e~
quipos en la industria de corvecerfn (18).

Los cueros blancos, poco resistentes al agua,
mojoran dicha propiedad cusndo al tratamiento se a
gregan gluconatos {50) que evita la procipitactdn
de hidréxidos de slwainio.

Para la perforacién de pozos en terrencs cal
oireos se susle emplear foide glucdnico (en lugar
de elorhidrico), el gue ademis da ser neutralizan-
te es gacuastrente, avitando la precipitacién de
hidréxido de hierro y aluminic (65).

Ldonds de las splicaciones ya mencionadas, -
tanto el dcide glucdnico eomo la lactonz y sus sa-
lesy presentan otros usos industriales en el campo



de la fotograffa, litograrfa (72) (68), gaivanoplas
t{a (9) (10), en la industria de los algididas (2b)
¥y de la pintura (43).

Desde ol dsscubriniento del fLeldo glucdnico =
hesta nuestros dias ss ha comprobado que el mismo es

producido por gran cantidad de hongos y bacterias,
Entre los primeros los mfs comunes pertenccen a los
gdneres Aspergillns y Penicilldum y entre las baota
rias 1as nds importantes pertenscen al génere dcata
bacter, Pssudomonas y Fhytcmonas.

Amtos procesos, emplcande hongos y bacterlas,
han sido estudiades intensivamente, siendo en la ag
tualidad la fermentacidn fdngica (dspargillus niged
la do mayor importancia industriel. Las cepas de Az
parzilius nizer en general producen feido gluabnico,
eftrico y oxdlico, dapendiendo 1a formaaién de cada
uno de éstos d¢ la composicidn del medio, dol pH ¥y
de 1a espacificidad da la copa (21)¢ El efacto del
contenido de nitrdgenc cn ¢l rodld para la obteneew
eidn de los distintos docidos dapende del pH. Asf,ba
Jo conteni&o de nitrégeno favorece la eparicidn de
dcido glucénico en presencia de un agente neutrsli-
gante, pero en cedio dcido la aparicidn de glucdni-
co se favorsce con alto contenido de nitrdgenc. Da-
sarrollando ricelio en presenciz do poco nitrégeno
se produce £eido oftrico, cspecialmente en la segun



ds fase. Con baja concentracidn de minerales, pra-
ponderantenente se forma feido oxdlico, En cuanto
& la especificidad, hay cepas de Aspergillus niger
que producen altos rendimientos en doido glucdnico
conservando su estabilidad adn luego de varios trems
fantes,

Existen numerosas citas bibliogrdficas gobre
1a produceidn de gluconato de calelo (56), no sien
do as{ sin embarpo para la obtencidn de glucona to
ds sodic, Blom (5) mencilona la obtencidn de estell
tino producto en planta piloto. Para tal fin dispo
ne de uns cepa do Aspargillua niger NRRL-.3 y traby,
Ja con medios que contienen desde 24 & 357 de glue
cosa & la que se mgraga mecerado de mais y ssle s
on proporciones adecuadas, Emplean un indeulo de
desarrollo vegatativo del hongo de veinticuatro ha
ras, recomendands un volumen de 10§ del volumen a
farmentar, La fermentasidn se efectis a 33R.342Cen
fermentador de acero inoxideble de 0,60 m, de dif.
metrs ¥ b m. de altura, trabajando a presidn cond
que 30 logra mayor utilizacidn de glucosa y menor
formacidn de espuma. EY pH es mantenido automdtics
wente & G,S'ﬁ 0,5 por agregado de hidrdxido de so~
dio econcentrado. Los problemas de ospuma fueron sp
lucionedon con oetadecancl al 1S sn etanol, Dese
puda de un perfodo de retardo de e¢inco s siste how
ras ¢l zistema entra en 1la etapa logar{imica, cone
sumidndose la glucosa a uns velocidad de 1% g/l.h.

hasta que se llega a 1 g/1 de glucosa remanente.
Con esta nisma fermentacidn tambidn se efece



tuaron ensayos de reutilizacién de micelio, elimie
nando de esta manera el perfodo de induceidn y lo-
grando una velocidad semejante & la ya mencionads
durante todo el proceso.

Blom estudid alstintzs variables relacionse-
das a esta fermentacidng entre ellas comprobaron =
que algunos antiespumantes tenfan accidn sobre el
sistema enzimitico del microorganismo {aceits de
80ja)} que la esteXilizacidn discontinua (15-30 mi
nutos & 121¢C ¥y ph 4,5) disminnfe el problema 4o &3
puma ¥ que un indculo hecho con desarrollo vegeta-
tivo era superior a un infculo de esporos, El aue
mento de agitacildn, sereacidn y presidn son favorg
bles, puss aumentan la veloecidad de utilizacién de
glucosa. En este trabajo adends se dan datos de ex
timacidn de costos para una planta complets en 1la
que se inoluye la otapa de recuperacidn de glucona
to de sodio.

El dcido glucdnico se produce por la oxidae
¢idn de la gluscosa en condiclones asrobias.El pro-
caso 98 catalizado por una enzima intracelular ¢oe
pinmente denominada glucosa-oxidasas Keilin y Har-
tree (36) demostraron que ¢sta enzima es la flavine
adenina-dinucledtido (FAD) y que no se trata de u~
na glucosa oxidass, sino de una dehidrogenasa (glu
cosa-asrodehidrogennsa) (37) que o8 ocapaz de sepa~
rar hidrégeno y utilizar el oxfgeno eomo aceptor ds



hidrdgens formando agus oxigenada. Como producto i
termedio se forma gluconolactons que por hidrdiisis
produce fcido glucednico. La secuencia de reacciones
s¢ puede formular coms sigues

HO-G 0=C |
0-?-3 ‘-'
H-ﬁlt-m! H-ti:-on
HOCoH HOmCeH , ,
| 3  FAD e | 4 FADH
x.:f.-on :a..:f..oa 2
ﬂ-li%——o E-clt—a
cn,_on cnaoa
Glucosa Gluconclactona
—
o':? (I‘!GOH
R-C'S-OE n-ti'_nx
ﬁwl:-u on-(lx-.n
a-?.on $ Hzc iy H-(I:-»tm
K—(Il—o 34':.011
caaon (33203

heido gluednico

regenerdndose la enzima en la sigulente forma:

FADR, 0y ———> FiD§ 10,

El perdxido de hidréSgeno a pesar de ser un endrgico
microbicida no afecta gl Azpergillus nigar dedbido a
qus la enzima ocatalssa, por 61 producida, la descon
pone & medida que se va formandos

23202 ~tatalasa . 2 B0, § 02

Empleando



Empleando agus con oxfgeno pesado se demostrd (2)
qus los £{tomos del oxfgeno del agna oxigenada proe
ducidos en la oxidaoidn de la glucosa zon darivie-
dos del oxfgeno molecular, por lo cual se dednjo ~
que la dehidrogensse cataliza la traneferencia del
hidrdgeno doade 1a glucosa nl oxfreno.

En cuanto a la presencic de gluoconalactons «
también ha sido demostrade por medidas polarimétri
caz (2), en raacclones en que se comparaba la velp
cidad de oxidacidn de la glucosa y 1a formaeidn de
doldo gluednico en presencia ds glucoss-zerodehidm
genasa. Jo comprobd quo la lsctona pasa a deidoxin
plemonts por hidrdlisis, sin que oxista una aceién
enzimdtica intermedin.

Tanbién se ha demostrado que los citocromos
norintervienen en la oxidecidén de glucosa (36).

Franke (23) estudil la cinétice de oxidacién
ds la glucosa en prssencla de la enzima, sstadlew.
clende que ol po dptizo para ess rencoidn es do §0.
Forster (22) recnlea el hecho de que para el procgs
80 fermentutivo ¢l pH dptizo es da 5,0 y oxplicacs
to admitiendo que lo que se¢ mide es ol pH del mewe
d¢i0 ¥y no el del interior de la céiula que posidlo-
mente sea de 6,0 y que ademds pusde depender del
tipo d'o ricroorganisro utilizado. Humphrey (29)sog
tiene que la stapa controladora os la velocidad de
hidréliais de lu lazectona, la cual & su ves depends
del pH. Fostar sostlene en cambioc que despuds Qo g9
leccionay el microorganisme y el medlo, una ves qos
aquel ha desarrollado, la eficiencia dependard de



la saturacidn del siatama bioldgico por ol oxfgence.
Teao ¥ Kempe (70) llegan tamdidn a 1a misma conolue
8ién de que la solubilided del oxfzgeno es la etaps
controladora, trabajands con Rasudamanss ovalis.

El estudio del sistems contfnuo exige ol gong
cimiento previo de la cindtica dol proceszo, heeho
qua ha sido considerado en varios tradajos. les mig
mos han permitido desurrollar una teorfa que silien
es limitada, respecto & otros procesos quimicos, es
ti1 desde ¢l puntso de vista protico. La Llimitpeew
¢ifn ee debe & que los mecanismos de los procesosmi
erobioldgicos no estdn aclerados en la mayorfa de
los casos debido a su complejidad.

Sindticay

El estudio ds la cindtica puede sfectuarsetan
to an sistema continuo como en discontinuoj en gena
ral en procesos fermantasivos aste dliimo sistenaes
el que wds se ha ermplesdo,

El desarrollo tedrico existente en la actuall
dad en fermentaciones goncuerda bastante bien con
los Zatos practicos obtenidos sn lavoratorio conmg
tarias y lovadurss, En un cultivo en sistoma dlscon
t{nuo, si se represents la concentracidén celular en
funcidn del tiempo, generalmente se obtliens una cup
va sigmoide (25), La expresidn matemdftica do la ety
pa logarf{tmica ez la siguientes
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_%2 - k°.‘x° (1)

donde:

ax%/4¢ = velocidad de crecimiento de micrg
organismo,

%0 2 concentraeifn de microarganismo,
k° = volocidad especffice de orecimlento,
La integracidn de esta expresidn das

x°®
o
por lo tuntos
X0 w X300"s9 (3
x° = Leln E?. (ll-)
i

dondes

xg = concentracidn inicial de microorganismo.

En 1x ecuscidn (b), kO se considera constante,
lo cual es correcto sdlo euando todo el sustrato nee
cosario para el oracimiento estd presente en exce so
¥ la temperatura se mantiens constanta (30). Monod
(42) demostrs que la relaeién existents entre X° ¥y
1a concentracidn de sustreto fundamental para el org
eimiente ds3 de tipo hiperbdlica, siendo k® preporein
pal & la concentracidn de sustrato cuando dsta ss by,
Ja ¥y llegando a un valor de saturacidn con alts cofie
centracién de gustmato. Es decirs

8
kc‘.kgf;%‘i?- (5)



dondes

X® = conoentracién de sustrato.

k9 = constante de velocidad de crecimiento
(es docir, el valor méximo de kP & nie
veles ¢a saturacidn del sustrato limie
tante)‘ '

K, = constante caracter{stics del miorcorsa
niasmo z- del sustrato y que numéricauen
te es igusl & la concentracidn de suse
trato cusudos

k® = & x5

Tambidn exists una relacién simple entre cre-
cimisnto de nicroorpanismo y utiliraoidn deo sustrae=
to, en la dque ¢l primere es proporeional al sgepundos

58 m = X _ax8 (€)
a9 ae

dondes
X » gonstante do rendimiento,.

Conootendo las tres constantes ks Ky e ¥ 26
puede obtener una descripeidn euantitativa completa
dal ciclo ds orecimiento de un cultivo sn ststems -
disecont{nuo. Esar mismas scuaciones y constantus se
pueden aplicar al tratamianto tedrico dsl eistoma
continuo (30),

En general, an un procezo fermentativo, al
ereeinmiento do mieroorganismo (‘como as{ tambidn 1lea
formacidn de producto cuando dste estd asoclsdo a
arecimiento) tiene un perfode inicial en el gue préigp
ticanente no hay dasarrollo, as decir, un perfodode
induceidn (26) al que sigue una etapn de ripido erg
oimiento que tin‘auza oon una disminucién tawhidn s
pida o panlatina de la velocidad de orecimienteo. ia



representacidn grdtica de 1o concentracidn de microe
organismoc X%, contra el tismpo O, da la CUPVA OATIGe
terfatica de las remcolones sutocatalfticas, ez de=
cir, aquellas en las que ol producto formado cataliw
ze la reaccién, incrementando le velocidad com &l
tiempo,

Cuando ze quiere trabajer en pisters continuo
el mirmo sa inlcia como sistema discontfnuo v euando
#eo 1lega & eligidn punte de la curve de crecimiento se
comienza el sistoma contfnuo por el agregedo ds nme«
dio fresco, wenteniendo el volumen constante., Por ma
¢20 de un balance de materis en el que s incluyen =
los pardmetros cinéticos obtenidos anteriorments se
pueden determinar las condiciones que ge necesitanma

ra el sistema continuo,

1¢

Reactante Reactante Regctonte Acunulacidn
que ingra| 4 | que seon |- | que sale| 3 |de) renetan|(?)
sa oon la vierte en del reace te on ¢l g
cerge, el reacton tor, agtor.

Este dalance se¢ aplica tanto a mieroorganismo,
como & sugtrato o producto. En ol ocaso da microorgae

nismo serd:
FX3 & kOXOV = FX° 4 V X2 (8)
dondes
Ig € econcentracidn de microorganiszmo sn la a
limontacidn.
X® » goncentracidn de microorganiswo en el
reactor,

F = mdal volumdtrico de alimentacidn delm



Y= :nlmn del medio conteonido &n el reace
oY

e = tiempo,
dx9/4%= variacidn de la comcentracidn de microe
organismo con el tismpo.
Dividiendo la ecuseidn (8) por ¥ y despelando
4x%/4¢ resultas

o ‘

gg...{;.xg;xoxe-%xo {9)
O kO -

g%_.g%‘.xguﬂ E) (10)

Bn la ecuacién (10), F/V.X3 e3 cero, puest o
que xf; es igual a cero en los raactantes que ingra
san oon la cargee. Por lo tantos

X2 = XO(k0 - L) (11)
a0 V

En operasidn contimia cuando el sistema entra
en régimen, la concentrasién de microorganismo X°,
no var{a con el tiempo, es decir, su valor s cero,
por 1o tantos

éi" = kO0X° (12)

g- = k° (13)

El término F/V es una caraoterf{stica importan
te de los reactores contfnuos. Hormalmsnte el voluw
men 468 reaceidn V es una variadble que se mantiens =
constante, por 1o que en ests relacidn lo dnico que
generalmente se modifica es el caudal volumétrico -
del medio. La relacidn F/V se denomina velocidad o



ralacidn de dilucidn, Di
g-a D (1)

La velocidnd de dilueidn se pueds definir eg
mo el caudal volvmdtrico por unidad de volumen de
reanccién. En loa sistemas continuos 1s velocidad ds
dilueidn ¢s una nedida de la velocldad de ronceidn
{64) ¥y la 1pualdnd D = %O dotorming l& condicién -
que debe cumplirso en el sistema cont{nuo cuando so
esatableco ol répimen, Loas velores de D estén condl
cionsdos por los valores & k® y nunca deben supe~
rar el valor dads por la ecuacidn (%), tsl como lo
demuestran Herbert y col. (30). Codbrepsaando esta
velocidad de diluoidn critica D,y la cantidad de
mieroorganiems cuo salo del cistama es suparior =a
Ja cantidad de microorgunicmo que se roproduce en
el sistema, por 10 que la conaentracidn comienza a
diaminuir poco s poco hazta anularse completawante,
detenidndose la reaceidn (lavado <e microorganismol

Tl tiampo de rotencidn estd dado por la ine
verza de la volocidad de dflucidns

R, = 16
r %. (16)

Estrictamsnte, os el tiampo de rotencién mo-
dio (15), puecto que las partfeulas no permanecen
todas el alsmo tiempo en el resctor.

En los sisteras contfnuos tembidn es comdn in
eluir el rendimiento efective, que estd dado porla

ralacidn entre microorganismo formado (o gluecosa =
consumida) y sustrato mgregados



g = b (17}

donde)
'!g, 2 randimiento efectivo.
DiPz velocidad de transformacidn de la glue
cosn oonsumida,
Dx:u velocidad da ingroso del sustmto (gln
Gosa ).

Bl valor da ¥, es siompre menor que le conges
tante de rendinmiento ¥, cnando ¢1 vuleor de la velo-
cidad d¢ dllucidn as mayor que cero, &adbido e) suse
trato que ssle del equipoe sin rescoionar,

Uno de¢ los aspecton wds iwportantes en siste-
mas qont{nues es a1l cemine que debs seguir el matew
rial & resccionar, Danckverts {19) considers que lo
que mejor daescride s wn resctor es la distrivucidn
de los tiempos de yocidenaiz de partfoulss o moldey
las gue pasan por al equipo (por tiempo de residenw
cia de una partfeula so extiends al tlexpo que pere
nanece la misna en e1 renctor, medido en ol monento
en qua ingresa hasia quo sale del wquipo.

Las comparsciones s¢ han efectuado sobre dos
tipos do roactoresy uno ¢ el tanque con mezclade to
tal en ol cuel las partfculas que ingreson se diSee
peraan instantdinesuiente y en forma uniforme y of o=
tro os el reactor tubular con "fluio pistdn) en el
que las partfeulas ingrasan ¥y ge desplazan Jjuntesa,
mo 81 formaran un pistédn, considarando a estos ojen
plog como cagos oxtremog.

E1l primer caso menoionado presenta una gran
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dispersidn en los tiempos de residencia, por lo que
dado que no existe un dnico valor para dichos tiem
pos se toma un valor promedio estsdfstico que sa ¢a
nomina tiempo de rotencién medio, mientras quo end
resctor tubular la dirpersién es mfniva, lste dltie
ro es (til en ¢l caso de remcciones cuya velocid ad
disminuye con la concentrzcidn; pero si la velociee
ded de reaccidn wumenta con la concentracidn, camo
en los procesos antocatnlfticos, ¢l concepto se ine
viorte y on este caso o5 mds dtil el resctor ¢on
mozclado total,

Siendo la fermentucidn gluednica, como todos
loa procesos microbiclégicos, un proseso autocatelf
tico, se hace necesarlo emplsar un rozctor con mes-

clado total como o3 @l tonghe agitado,

w0 Qoo Dwm o
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Elaragreaplsmo v oxadio do ronteniniantos

Los ensayos se efectiaron con una copa do  JLaw=
rornillna nizer NRPL-3, proveniente del Northera URY
lization Resaarch and Pevelopmant del Departamento 4
fpriculturs de los EU.UY., productors de deido plued
nico y emploada parz la producoidn de gluconato de
sodlo {5).

La cepa fud consaervada en dos tuboz con tlerm
¥ para su cultivo, ssporulacién y gerninacidn se em-
plaarc;n los medios indicados por Blom (5), que figue
ran en 1n TARLA II,

Tdenicans

8¢ hicloron detorminsciones dey glucosa,emplex
do ol ndtodo de Shaffer-Somogyi (62)§ de consumo de
hidréxido de sodlo, que 8¢ rugisztrd sutomfticument e
y adends ess determind miercorganismo, Tn este dltimo
0s80 se presenteron CGifiowltades, por Lo que se ensy
yarcen diversas tdoniess que e detallan a continug-
eién.

1) Pon £tracldne o) Con papel. de filtros i)
trands un volunasn madldo de musstra, lavando con aw
gun deatilada basta pH neutro, secando en estufa a
90# durante ocho horas, snfriando on desecador y pg-
sando, Este nétodo presenta el inconveniente de que
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durante las pesades 61 papol absorbe humsdad ripids
mente dando resultedos falsos y qus &dands se hace
diffeil lavar blen el micelio,

b) Par.plass filtrantes (Jena g3) tambidn so-
bre un volumen medido 4o musstra, lavando con agus
dostilads hasta neutralidad, saecando en estufa a 90
grados durante ocho horss, enfriando en dagocador y
pesando,

2) Por centrifnsacidn: centrifugande un volue
ren rodido de musstra a 6.000 G., Javando con agua
destileda en el miswo tubo ¥y eentrifugando, xepie--
tlaendo esta oper.cidn harta pE neutro, segando esty
fa z 908C ocho horas, onfriando on dpsocador Y pe-
sando, Con esto nftodo fud dirfell separar una po=
quafia poreidn de micello gue sobrenadata sn el 1{-
quide, principalmento en las muestras extrafdas en
In parte finsl del proceso.

Lag tdenices detallados no dieron resultsdos
reproducibles, on aligunos cascs por &ificultados de
in miema tdenica, cowro ce aclara rde arriba, y en o
tros dobido a los prodlemas ocasionsdos por in espy
ma producida durante los ensayos, la cusl arrastra
mlceraorganiszmo hacla la parte superdor del feormontg
dory por sgrogado da anticspumante no se resuelve el
problens porque ol microorganismo queds adherido 13
la pared, tapa dol tangue, ¢Jeo del agitador y slec-
tredos do medida de pH que no estdn en contacto con

el modio, produciéndose asf difarcncias dc cONCEne=

tracidn en las muostras. A esto sa cuna el hocho de
quo &l xienlio se va adhiriondo a los cortacorrien=

n%



tes y donds accesorios sunsrgidos en el liguido y da
Ja de eatar en suspessidn quedando retenido por lo
tento en 8l tanque en ol zomento de hacer ls oxtrace
cién para la detorminacidn,

De las técnicus cmpleadas, la que did nejores
resultados fué la de filtracidn por pluca que no pra
sentd be inconvenientes ds absorcidn de humedad ya
mencionads, siendo tambidén el lavado del micelio muw
ocho nds sencillo.

Iguipa. e dnstruxentals

El desarrollo de $ndculo (etapa de germinacidn)
89 hizo en erlenneyer de 1X0 ml, ds capacidad, lise,
on agitador rotatorio a 240 r.p.m. y a 320C,

Bl proceso fe efectud en un equipo que cons ta
ds (figura N8 1)s: un tangue de acero inoxidable (8)
de dies litros de cspacidad (1), agitador de ocho pa
letas (2), cuatro cortacorrientes (3) y un orifici o
latoral de salida de modio (&). La tapa consta da o=
rificios de: entrada de antiespumante (5), medio fres
¢o (6), hidrdéxido de godio (7), electrodos para pH
{8) y tubo parn oxtraccidn de muestra (9). Los elecw
trodos estdin conectados a un medidor de pH (10) y €a
te al controlador registrador (11) el cusl comandsla
wdlvula solenoide (12) para ol agregado de hidrdxido
d¢ sodic contanido en una probeta (L3) ¥ cLyo Yoluww
men sa registra continug y automdticamonte por medio
de un tambor (1%) que da una vuelta cadm veinticus-
tro hores por accidn de un mecanismo de relojeria,
Trabajsndo on sistema contfnuo &l medioc fresco e &
groga desde dos fraseos de vidrio Fyrex de nueve lie
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tros de capacidad cada uno (15). EL candal se con-
trold por un Juego de cxpilares (16) y se midid por

un sistema de cgpilar y turbuja (17), dtil para dee

terminacidn de caudales muy dajos (hasta 1000 ml/h)e
Rl medio fermentado se recogid en un frasco ds doce
1itros de capacidad (18), El eonduoto do descargs del
tanque lleva una tubulsadure lateral (19) para la oxe
traccidn de muestra. Elztanque de fermentacién estaw
da eolocado an un beflo de agum (20) calentado elégoww
tricamente ¢Z1) y cuya temperatura se controld por
medic de un "relay” electrdnico (22),.

Candlcionng npecztivass

Para ia preparacidn de infdculos se partid de
ssporos conservados en tierra. Los modios empleados
para las distintas etopas estdn indicados en 1a taw
bla IX.

Loa esporog conservados en tierra sa gesbraron
en tubo inclinado, incubdndolos durante siete dfasan
estufa a 302C; da este tubo e pasada a un erlentgew
yor de 250 ml. de capacidad que contenfa 30 ml, dems
dio de esporulacidn, inecuddndolo siete dfas & 30 ©C,
enn estufa, Bstos esporos se extrafan con 50 ml, de g
gue estdril que contenfa tres gotsa de tween 80§ dw
1s suspensidn asf obtonida se tomaban 10 ml. que se
segbraban en el nmadio de germinseidn. Bl ndmero de
s3poros genbrados en este medio fud do sproximadanen
te 10 x ﬁOG esporos/ml, emplsando para su determinae
cidn una esmare de Neubauer.

la germinacidn se efectud on erlenceyer de wil



nl. de capacidad con 300 ml. deo medio, colocado en
agitedor rotatorio a 240 r.p.m. Este squipo estd e
locado en una efmara estufs con regulacidn sutdmdtl
ca de temperaturag el perfodo de germinacidn fué de
2% hs., a 32¢C.

Todas las experiencias se efectuaron sn tane
qus sgitado de diez litros do capaoidad emplesndo =
oinco litros de medioc on sistema discontinno y seis
litros en sistema continuo, En un casc ss empled un
tanque de cineo litros sug';fn se indica mds adelante,

Todos los pedios ¥y la mayor parte dal natsewws
risl 80 esterilizaron a 1204C duwente 15 minutos en
autoclave. La glucosa se esterilizd separadamente da
las sales y el medio se mezcld en &l mozento de 1a
siembra, Loz eleotrodos para medida de pR se esterd,
lizayon con solucidn de formol al 208 durante 15 mi
nutos y se lavaron con abundante cantidad de agusqg
téril.

El volunen d¢ indoulo utilizado en czda expes
riencis fud del 6% con respecto al volumen total en
pleado. El caudal de aire fuéd en todos los ensayo s
0,5 1itros ds sire por litro de medio y por minntos
la agitacidn, 700 r.p.m.j la temperatura, 329C; el
agente neutralizante, hidrdxido de sodio al 205; y
el antilespumante, aceits de oliva o emlnzd‘m de 5l
licons R.De 1115, ssgin los casos,

Yariallez considaradazs

1) Composicidn de los medios:t En las primeras

experiancias en sistema discontinuo se estudid 1a
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modificacidn del medio de ferventacidn originalmente
propuesto por Bloom (Tabla II), pussto que dlohs moe
dio ored numerosnos problemas debido a la sxcesivady
macidn de espuma, Para tal fin se preparawon tras ma
dios dtstintes (N8 1, 2 ¥ 3)s En el modio H% ) se o
pled extracto de malta al 0,58, en o) medio He 2 ge
utilizé macerado de maiz, mientras que en ol medio W
3 se prepard sin extracto de malta ni macerado  de
malg, EL contenido de glucosa fué de aproximadamente
208 ¥ la concentracidn de sales la misma para todos
los medios, Todos estos ensayos se realizarona pH
5,0,

En e) grdfico n® 1 y en 1la tabla III se odsere
van los resultados obtenidos con el medio Ne 1, lIa
curva (A) se refiers a un ensayo en ¢l eual a las dg
cs horas de iniciado el proceso fud necegario agre«
gar doddo sulfidrico al 206 para bajar el pHjeste pra
blema fud atritufdo a 1s prasancia de espuss que pex
turbaba en forma indirsota la sefial de 15-3 slectroe=
dos, puesto que cuando el pH llegaba a 5,0 se¢ atria
la vdivula de descarga de hidréxido de sodic,el cual
cafa sobre la espuma tardzndo mayor tiampo en lleger
sl medio ¥y por lo tanto a les electrodos. Cuando el
pH subfa por encima de 5,0 #e carraba la viélvula doe
sificadora, pero durante el tiempo transcurrido enw
tre 12 spertura y clerre de la vdlvula ingreosada ex-
cesiva cantidad de dlcall, el cual al incorporarssal
medio provocaba un aumento anormal de pH. La surva
{B) corresponde a una expsriencia realissda sin los
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TABLA IIX

Medio R°1
PH 5,0
Antiespumante, aceite de oliva

Tiempo Glucosa consumida % de FaOH consumido
(h) (G/l)
(a) (B) (4) (B)
4’0 1’7 —
10,0 8,2 3,0
14-,0 8’1 4,0
16,0 1,8 595
20,0 16,3 8,5
23,2 41,1 18,5
25,2 60,8 25,5
28,5 93,9 41,5
30,9 95,7 49,0
33,0 102,8 57,0
34,0 71,8 27,0
36,0 141,8 67,0
38,0 75,9 35,5
40'0 86.5 37’0
46'0 112.8 59)5
47,0 193,6 96,0
57,0 160,2 84,5
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inconvenientes abservados anteriormente, En e¢sts ea

80 8} consumo de glucosa se acalera con respecto al
antericr,

En e grifico HO 2 y en la TABLA IV se mues«e
tran los resultados obtenidos empleando ol medio HE
2. la ocurva () representa los valores de glucosacn
rrespondientes a una sxperiencia en la cual durante
la fase inloial, aproximadazents de 10 horas,la tent
peratura obasrveda fué de 276C por mala vegulacidn
del bafio tormostdtico. Después ds este lapso la ten
peratura se reguld a 32¢, no presentando problema s
de espura, Por otra parts la curva (D) ee refiere a
un ensaye realisado en las mismas condiciones que &l
anterior, salve que en cste caso se reguld la temps
ratura 8 328C sin inconvenientes, Al trabajar en eg
tas condiciones se agudizs el prodlera de espuma, =
que fud imposidle controlmr con aceite de olivajpor
tal motivo se recurrié a la emulsién de silicona ya
mencionada.

lLeas conclusicnes que surgen de ¢stos ensayo s
son las sigulentes: el macarado de maig disminuye el
ticupo total del proceso con raspecto al observadoe
cnando se utilizd oxtracto de malta. El ugo de sili
cona como antlespumante da mejores resultados que el
aceite de oliva, pero con el medio que contiene mae
cerado da maixz ¥ trabtejando en las condiclones 6ptl
mas, ain cuando se utilisza s$licona, se produce 6s«
puma regularmente y esto presenta ¢l mismo inconvee
niente que el ya moncionado en el ensaye (A), Por g
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~IABLA IV

Medio R°2

PH 5,0

Antiespumante, aceite de oliva y silicona R.D. (ver texto)

Tiempo
()

Glucosa consumida

% de KaOH consumido

4,0

8,0
14,5
14,7
16,7
18,5
19,7
20,7
21,5
22,7
23,5
24,7
26,5
26,7
28,5
28,7
29,7

38,5

(/1)
&Y ) (2 (®
nsauaaunnnus====a-====#==-==-=-========-====-q

2,8 2,0
59,9 1,8

22,8 . 10,0
82,5 18,4
87,5 29,1

38,0 21,5
110,9 42,4
122,8 47,5

65 .7 30 'O
132,9 57,2

17,2 43,5
172,0 66,3

113,1 56,0
172,6 75,8

125,8 63,4
181,2 84,9
202 ,7 89 ] 4
206,2 95,0

189,0 95,0
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tra parte un pH demasiado elevado, como consecuenw
oin de 1a espuma, es perjudicial para ¢l microorga=
nismo, dado que es posible qus este valor excesivo
de pH tenga alguna accién sobrs la rigider de la pa
red celular por lo ocual ésta perderfa capacidad pae
ra resistir la presién osmdtica interna (55).

Los ensayos efectuados con el modioc N® 3 fue-
Ton muy lsntos, no consignfndose los resultados por
haber sido suspendidos al verificarse una disminQe
cidn apreciable de la vslocidad del procesoc,

La conclusién que surge a travds de los ensa-
yos realizados con 103 dlstintos medios conduce a
1la slucoidn del wmedio N9 1, por ser el gue prosentd
menor formseidn de espums y por ser ademds satisfag
torio desde el punto de vista ds la productividad,

2) Seleccionado el wedio NP 1, se programaron
ensayos a pH 5,03 5,55 6,0 y 6,5, teniendo ax;" cuan-
ta que el pE éptimo para la veigczdad mdxina do oxi=
dacidn de la glucosa es 5,8 (29).

Loz valores de pll ensayados inicislments fuee
ront 5,08 5,5 y 6,0 ¥ los resultudos obtenidos sedd
servan en la TANLA V ¥y en &l grdfico n® 3. Las va-
riasciones de pH fuaeron de ot 042 del valor indicado.
En el primer caso, & pH 5,0, se¢ observa que la eon-
versidn de la glucosa se inlcid aproximadamente a
las dies horas y el tiempo total del proceso oscild
alrededor de lus 55 horas, 4 pXl 5,5 la conversidn co
uienza liperamente antes que el caso anterior, sien
do €l tiempo total del ensayo do aproximadamente 4%
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~IABLA V_

Medio K1
Antiespumente, aceite ds oliva

Tiempo Glucosa consumida % de NaOH consumido

PH PH

550 545 6,0 550 595 6,0
=t
4.0 0,8 —

10,0 1,0 0,9
13,5 9,8 5,9
14,0 6,2 4,4
15}5 3139 -
16.0 832 2’9
18,0 26,8 10,4
19,5 56,1 19,5
22,0 47,3 17,6
23,0 28,7 - 1,2
2 80.9 3 9

22:3 44,0 17'7.
26,0 57,3 105.4 25,4 43.0
' 0 [] ’

§§;3 134,2 64,8
35,5 152,7 71,6
38,0 101,7 167,0 50,0 78,0
39,5 170,1 77,8
42,0 122,4 198,8 59,0 94,7
45,5 198,8 -
46,0 141,5 67,0
50,0 162,8 76,8
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horas. Finalments a pH 6,0 el perfodo inicisl @&el
proceso se alarga llagando a ser de 13 a 1¥ horas,
pero durante la fase logaritmica la velocidad de
consund de glucosa auments,

De 10 dicho anteriorzente se hace evidente =
que & medida que auments el pH desde 5,0 a 6,0 au-
nenta la veloclidad de consums de glucosa y se acor
ta ol tiempo total de fermentacidn. 8in embargo,en
el ltimo caso moncionado la fase inicial es nids
largo que aen los ensayos sfactuadeg a pH menor.

Este fendmeno se atriduyd a que el inéeculo se
sncontraba al final del perfodo de germinacidén a
pH muy bajo (entrs 2,5 y 3,0) ¥ que a) hacer la =
siembra, el mieracorganismo ingresaba & un medio con
pH muy superior al del medio del cual provenfa, ra
tarddndose el tiempo de adaptscién & las nusvas con
diciones de desarrollo,

Laq/ndximaa velocidadea de consumo de gluco=
sa para log valores de pil ensayados estdn indicae
dos en lm TADLA VIj dichos valores rueroh slaculn-
dos grdficamente,

TARLANI,
Madio N2
Antiespumantd, aceits de oliva

pll ax®/a0

0 5,0
gzs 735
»0 11,0




Los inconvenienteammoionados llevaron & ensa
yay dos tipos de solusiones:

a) Obtener una germinscidn & pH 6,0 controla~
da autopdticamente y efectuar el ensayo al mismo piL

b) Efectuay la etaps de germinacidn sin conee
trolar pH, desarrcllando la etapa inlcial del proca
z0 a pH mds bajo que 6,0,

Para ol caso a) se prepard un indculo a pHwn
trolado a 6,0 en un fermentador de vidrio Pyrex New
Brunswick Scientif (HBS) de einco litros de capaci-
dad, smpleando 1500 ml. de medio do_gch&Jn y 2
nl. de usa solucidn de silicona R.D. 1115 como anti
espurants, ElL pE xe controld du@;bmdumauta por =
gregado de hidrdxido de sodio al 20%. Prdcticemente
a las 24 ha, habfa cesado el concumo de hidréxido ,
presentando desarrollo abundante. De este medic de
germinacidn se sacaron 300 ml. en probata estdril y
se sembraron en &l tanque de fermentscidn. De esta
manera se logrd un indeculo que en todo momento eaty
vo & pH 6,0,

Los resultados de esta fermentacidn se mueges
tran en ol grifico Na L4, curva (C) y en ls TABLA VI,
Be odserva que, & pesar de que el consuro de glucoe-
sa comienza relativamente pronto, la duracién del
snssyc so alarge llegando a ser de clincuenta horas,
siendo la velooidad mixima de consumo de glucosa de
535 2/1eRs

Las experiencias realizadas segdn b) fueron L
nicladas a pH 5,0 y 5,5 figurando los resultados en



Medio R°1

pﬂ 6.0

Antiespumante, aceite de olivs

I

Tiempo Glucosa consumida % de NaOH consumido
(1) (B) (¢) (1) (B) (c)

12,0 T4 —

15.5 24)1 9.0

18,0 20,3 11,5

21,5 52,9 40,1 25,0 —

22,0 36,0 17,0

23,0 51,0 25,4

23.5 55.6 22’5

25,5 68,3 30,0

26,0 71,9 33,6

26,5 84,1 38,0

31,5 102,0 -

35,0 91,5 48,0

3750 103,3 57,5

38,0 130,0 69,5

38'5 139'9 69’5

39,5 17,5 59,6

40,0 137,4 74,0

41,0 124,8 64,0

43,0 136,0 69,5

44,0 161,0 ——

45,0 163.7 138.4 87.5 74,5

47,0 ' 156,2 79,0

47,5 172,6 99,0
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la tabla VIX y en el grifico B8 & (ourvas (&) y (B),
De ncuerdo con la experiencia adquirida antsriormen
te ol proceso se inicié a pH 5,0 on un caso y a las
diez horas se cambié a pH 6,0, mientras que en el o
tro caso se inleid a pH 5,5 cambidndolo a 6,0 tame
bidn & las dlex horass KL tiempo total de. gamqnu-
oién fué para ambos casos de aproximadamente cusren
ticinco horas. Durante la fase logaritmica dal pro=
cesc iniciado a 5,0 la velooidad méximm de consum o
de glucosa fud 6,5 g/l.h, mientras que en el segune
do caso dicho valor llegd s 6,0 g/l.h. Los resultaw
dog obtenidos no mostraron pues diferencias signifi
cativas respecto & los ensayos anteriores.

Con poaterioridad a los cnsayos que se acaban
de detallar, se efectuaron experiencias a pil 6,5 en
yos resultados demostrarcn que la productividad del
proceso disminuyd con respecto & 108 enssyos ante-—
riores. Para que los sesultados pudiersn ser cospae
rativos con los otros procesos se¢ realizaron nuevae
mente ensayos a pi 6,0 y 6,5, En la TABLA VIIX y en
el grdfico N& 5 se dan los resultados obtenidos en
los nuevos ensayos, mientras que en la TABLA JX se
consignan las veloecidades miximas de consums de gln
ecosa que, como en el caso anterior, se calcularon -
grificamentes se puede apreciar que de dichos valo-
res el correzpondients & 8,5 es superior al wvalo r
que se obtiene a pH 6,0 y & su vaz este valor es a
faorior el obtenido en ensayos similares efectuados
anteriormente a eate pify también en la dltima TaBLA

4 3



Nsdio F°)

~ZABLA VIII_

Antiespumante, aceite de oliwva

Tiempo Glucosa consumida % de¢ HaCH consumido
() (&1)
A H

6.5 6,0 6,5 6,0
1,0 18,3 8,5
15,0 43,9 21,5
15,5 26,4 14,9
19,0 67,8 36,5
2,0 9,9 43,2
21,5 56,2 25,0
24,0 16,8 53,7
26,5 - 89,1 36,6
35,0 191,0 —
38,5 145,3 68,5
40,5 169,1 74,0

TABLA IX
Medio N°1

Antiespumante, aceite de oliva

pH ax*/ae
(g/1.h)
5,0 5.0
5,5 Ts5
6,0 11,0
6,0 7.0
6.5 9'0
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se han expuesto eon fines comparativos las diferene
tes velooidades mdximas que se obtuvieron a través
de los distintos ensayos, todos ellos realirzados en
lag mismas condiciones, excopto en lo que ss refie-
re a PH, Los tres primeros ensayos indicados en la
TABLA IX fueron rsalizados en lapsovs cortos entre -
sf} entre el tercer y cuarto enssyo (a pE 6,0) hubo
una diferencis sn tiompo de aproximadamente &iez mg
ses, lapso durante el cual £¢ presentaron nunerosos
problemas con ¢l medidor de pH que iwmposidilitd 1la
continuacidn regular de las experienclas ¥y la falts
de reproducciln ds resultados en las velocidades de
consumo de glucoss se atribuye a una pérdida de pro
duetividad del microorganismo, por 1o que sé¢ tomdew
ron como vilidos los (ltimos enssyos efectuados cop
parativamente, puesto que para los fines del presen
te trabajo éstos son 1os que intersesan, dado que los
randinientos obtenidos on los primercs ensayos nopy
dieron ser reproducidos.
Curyg de micraarzaniamar

En ninguno de los ensayos expusstog anterior=
monte sa dan resultados con respecto a la concentra
¢ién de mieroorganismo debide a los problemas yaxen
clonados, Lag Goterminaciones gue ge¢ hicieron durag
te los ansayos dejaban dudas respecto a los resulty,
dos, puesto que no se obtuvieron valoress razonadles,
dado que la representucién de los mismos daha curee
vas con plcos descendentes durante el orecimiento.
Esto indicata que la concentracidn de microorganise
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Nedio N1
pH 6,0

Antiespumante, aceite de oliva

Tiempo
(n)

0,0
12,0
14,0
17,0
20,0
25,0
36,0

Glucosa flioroorganisno
consumida
(g/1) , (&/1)
I ML " 2R
0,0 0,38
53,0 1,51
69,7
96,4 * 2,2
2,60
142’5 T 2,16
228,0 1,84

Vo wda 6‘/

248,
107hf0m$/w‘{

6.93[@_

4%
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mo disminufa en 1s etapa logar{tmica para volver a
tomar valores norxales en determinacionss posterice
res, Este fondmeno se atribuyd al depésito de micrg
organismo en la parsd y aceosorios del equipe porx
accidn de la espuma, Para comprobar sf le (anomm-
4ad so debia a oste problema te realizd un onssyo
en tanqus de vidrio Pyrex de cineo litros de capacl,
dad (ND8). Bste tipo de equipe pe;bzt:lé comprotar
sualmente la formacidn do espuma, por 10 que se pue
do controlar su sparieidn, logrdndose de esta mane-
ra una curva como la que se observa en el grifico R
6 (TaBLA X)s Ds acuerdos con estos resultudos la vi
sualizacién de la espuma permite, por lo mencs en
prineiple, resolver el problema ocasicnade por 1Ia
wisma, pero este equipo no so continué empleando on
los ensayos postariores debido a que no fud posible
efectuarle las modificeciones necesarias para adape
tarlo al sistema continuoc.
Lonatants ds valooldad de _erecimientas

Bl cfloulo analitico en sistema continuo en
na etapa requiere sstadlecer las correlacionez ene
tre forzscidn de deide gluednico y mierocrganismmo,
En raszdn de los prodlemas que se plantearon referen
te & la determinacién de microorganismo ys menelona
dos no fuf posible calcular dichas relaciones para
todos log ensayos efectuados. For 1o tanto, para e-
fectusy dicho edleulo sa resolvid autilizsr los dae-
tos de las exporiencias consideradas wds sceptables
por la forma de las curvas de crocimiento (grificos
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_TABLA X1
Medio N1
PH 6,0
Antiespumants, aceite de oliva
|
o x| axv/eo| x| X° | afrae k’l

(h) | (&/1) | (&/2.1) | (0 ) | (&/2) | (&/1) | (&/1.h) | (B™)

0,0} 0,22

4,01 0,72

5,0f 0,73 0,01 }0,013

6,0 0,75 0,02 0,026

T,0] 0,77 0,02 ]0,025

8,0] 0,80 0,03 ] 0,037 Ts5 8,1

9,0] 0,83] .0,03 0,036 9,5| 10,2] 2,1 2,5
20,0 0,87 0,04 ]0,047] 12,0 12,9 2,7 3,1 .
11,0 0,93 0,06 }0,063 14,5] 15,6 2,7 2,9
12,0 0,98 0,06 j0,061] 17,0| 18,3 2,7 2,9
13,01 1,06 0,08 | 0,074} 20,0} 21,6 3,3 3,1
14-'0 1,15 0'09 03078 23’5 25.3 3’7 3'2
19,01 1,25 0,10 {0,080] 27,01 29,1 3,8 3,0
| 1650 1,38 0,13 0,094 31,0 33,4 4,3 3,1

0,13 ]0,086] 35,0] 37,8] 4,4 2,9

18.0 1,67 0.16 0'095 39.5 42’6 4'8 2.8
19,01 1,98 0,31 Jo0,150| 44,5]| 48,0 5:4 2,7
20,0 2,10 0,12 ] 0,056] 49,0] 52,9 4,9 2,3
21,0 2,23] 0,13 ] 0,058] 55,0 59,4 6,5 2,9
22,01 2,21 0,02 }0,009] 60,0 64,8 5,4 2,4
23,0] 2,20 0,01 65,51 70,7 5,9 2,6
24,01 2,17 0,02 72,01 77,7 7,0 3,2
25,0 2,15 78,0] 83,2 6,5 3,0
26,0] 2,13 84,0 gg.g g.g 2.2
27,0 2,12 2.5 | ’ 2 ’
28.0 2.0 99,0 106'9 7'0 3'3
29,01 2,05 106,0 | 114,4 Ts5 3,6
30,0 2,02 113,0 | 122,0 7,6 3,7
1,04 2,00 120,01 129,6 7,6 3,8
32,0] 1,98 126,0} 136,0 6,4 3,2
33,0 21,95 133,5 | 144,1 8,1 8,4
34,0 1,93 137,0 | 147,9 3,8 1,9
35,0 1,92 14295 153.9 610 3,1
36,0f 2,9 147,51159,3| 5,4 2,8
37,00 1,88 152,5| 168,5| 5,4 1,8
38,0 8 157,0 | 169,5 4,8 2,5
39,0 1,85 161,0} 173,8 4,3 2,3
40,0 1,83 165,01 178,71 4,9 2,6

o0
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TABLA X
Medio EF°1
pH 6,5
Antiespumante, aceite de oliva
! .
® 1 faxe/es | xe) * 1 | axP/ae »
(n) | (&/1) | (&/1.0) | (8™) | (/1) | (&/2) | (&/2um) | (7%)
0 0,30
2,01 0,32
3,01 0,34 0,02 10,058
4,0| 0,38| 0,04 |0,105
5,0| 0,42 0,03 | 0,071
6,0} 0,47] 0,08 |0,170| 4,5| 4,8
7,0 0,55 0,10 0,182 6,5 740 2,2 4,0
8,0] 0,65 0,10 | 0,154 9,0 9,7 2,7 4,0
9,0l 0,75| 0,14 }o,187]| 12,0f 12,9] 3,2 4,2
10,0]| 0,89 0,20 | 0,225 15,01 16,2 3,3 3,7
11,0 1,09 0,23 0,221} 19,5 21,0 4,8 4,4
12,0{ 1,42| 0,210 |o0,152} 23,5| 25,3| 4,3 3,0
13,0} 1,53 0,18 {0,118} 29,0} 31,3 6,0 3,9
14,04 1,71 0,06 | 0,035 34,0 36,7 5.4 3,1
0,05 40,01 43,2 6,5 3,6
16,01 1,72 0,15 47,0 | 50,7 Ts5 4,3
17,0 1,57 0,08 55,01 59,4 8,7 5,5
18,0] 1,49 0,06 64,0 69,1 9,7 6,59
lg.lg .]u.il 0,05 M 80.4' 9.3}’ 995
20,0} 1,38 83,0 89,6 9,2¢ 6,6
21,01 1,33 91,51 98,8 9,2 6,9
22,0{ 1,29 100,0 | 108,0 | 9,2 7,1
23,0 1,26 108,0 | 116,6 8,6 6,9
24,0 1,23 16,5 | 125, 9,2 Ts4
25,01 1,21 125,0t 135,0 9,2 T4
26,01 1,19 132,51 143,21 8,1 6,8
27,01 1,17 140,0 | 151,2| 9,1 7,7
28,01 1,16 148,01 159,8 8,6 Ted .
29,01 1,15 155,5 ] 167,9 8,1 740
30,0) 1,14 162,5 | 175,5 | 7.6 6,6
31,0 1,12 169,0 } 182,5 7,50 6,2
32,0} 1,11 175,0 { 189,0 6,5 5,8
33,0 180,5 | 194,9 5,9
34’0 186.0 200'8 5’9
35,0 1,10 191,0 | 206,2 5,4
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Ne 7y e 8 y TABLAS XX y X11). En dichas tablas los

valores subdrayados fueron determinados sxperimentale
mente para microorganismo y glicosaj el resto de los

valores fueron doterminados por lectura sobre 1las
curvas. Loz datos correspondienthds a concentracidn de
deido pluctnico fusron caleulados & partir de 1a gly

cosa consumida, mientras que la velocidad de LOrma—w.

eidn de micrcorganisme y doido glucdnico y las conse
tantes de velocided de los miszos se caloularon apsr
tir de los datop ya menclionados., Estos datos fusron
tomados cowmo base para el estudic del sistema cont{~
nuo utilizendo el medio HO 1 a pH 6,5,

Los walores de lan conatantes d¢ velosidad de
crecinmiento que se mencionan se dan solo dosde un
punto ds vista informativo tal cono suele encontrare
ze en la bibliografin referents & este tipo de proca
803, tuando se trabeja con microorganismos filementy
303, Tambidn dato 1levé & no insistir en la realiza=-
¢ién de experisncias sn sistema discontinuo,

»Dululnledw
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Loa primeros ensayos efectnados on sistema cop
tfmo utilizando el medio complato mostraron un desp
rrolle excesivo de microorganismo que provecaba tapg
namiento en ¢l tubo de salida del tanqua. Por estaxp
zén, también se sfectuaron experienciss agregando mg
dio complato y solucidn de glucoss en forma alterna-
da ecn o), ohjeto da controlar el cmnimﬂinto BiOrCee
bianoc.

Los grdfices Re 9, 10, 11 y 12 corresponden a
expsriencias efectusdas en sistema cu‘ntfnuo; en los
mizmos se representan los valores de consentracidn ds
microorganismo, gluccosa ¥ velocidad de consumo d¢ hi
dréxido de sodio, De los ensayos enumerados, los tres
primeros fueron efectuados & velocidad ds dilueidn -
congtante, sunque a valores diferentes entre sf, To=
dos 1os ensayos prasentaron un inconveniente eomin,
y e8 el que se rofiere a la odturacién de la salida
de wuestra debida a lu deposicidn de n:lcmerxmisno
en la misra. En el ensayo correspondiente sl gréfico
Kt 9 se produjo depdrito y acumiscién de mioroorga«
nispo por 1o qua no se pudiercn hacer nediciones de
concantracidn de micelio a la salida dal tangue; a
£in de solucionay este inconveniente se opté por ine
yoctar aire a uayor presifng esta téonica es la que
se aplicd en ks experiencias sigulentes {(grificos
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10 y Nt 11} en las que se pusde apreclar que la cure
vz de microorgunismo presenta muy pocas oseilacliones
debido a que frecuortemetite se destapd la salida en
1a forma ya indicadaj tambidn se incluyen an ol grie
fico N9 1) Yoz valores de glucosa no convertida.

Teniendo en cusnta los cdleulos ya efectundos
{TABLA XI1) en lo que se refiere a la conatants de
erecimianto deo mioroorganismo ¥y 1los resultados ante-
riores de los ensayos en sistems contiruo, se resol-
vid emplear volonidadas ds diluaidn adn menores que
las ya ansayadas, con 2l objeto de incrementar la
convarsidn de glucosay para tal fin se decidid comen
zar con velocidades de dilucidn de 0,647 h*l, En e
grifico ¥o 12 (TABLA XII) se pucde vor que los valoe
res &a concentrecidn de glucosa prdeticemente eoined,
den tanto en el tanque como a la sallda del mismo,lo
cual indica que para esta sustancia gxisten huenas =
condiciones de mozelado 10 qua no suceds para miorow
orgenismo, ya que nuovansnte so manifiosts el problg
ma evidenciado anterlorments, razdn por la cual los
datos son muy verisbles, A posar de ello se promedia
ron los mismos para splicarloz postoriormente, Para
hidréxido de sodio, dada la dispersidn de puntos, se
tomaron lor valores medios (1fnea de trazos) ¥y la s
desviaciones standard da Aiclos valores (1fnea 1l@e=
na (1),

El grifico Re 13 {(YABLA XIV) presenta valore s
promedios obtenidos de la TABLA XIIX pars microorges
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TABLA XiLL

T = mueatras tomadas en el tanque; S = mmestras % .

° b of ¥ » D
no oonsumida ocoasunida 1
(n) (¢/1) (/1) (¢/1) (™)
4 8 T 8 4 8

64,0 5,9 4,7 | 104,1] 2105,3] 3,38 } 1,04

67,5 7,0 6,1 103,01 103,9] 3,54 1,98

70,0 T,3 6,3 102,71 103,9] 5,04 3,98

T4,5 4,7 4,4 105,31 105,6] 4,02 2,28

89,0 5.4 551 104,6 104,9 3,92 312 0,0475
92,0 | 5,6 | 5,0 | 104,4| 205,0} 3,52 | 2,32

95,0 4,9 4,6 105,1 104,31 3,54 3,08

100,0 T3 T3 102,7| 102,7] 3,92 { (2,82)

115,5 10,5 9,2 99,5 100,8 3,26 1,10

19,0 1,3 1,3 98,7 98,7| 2,38 | (0,78)
123,0 12,1 1,9 97,9 98,1] 2,70 0,68

136,0 5.8 — 104,2 -1 3,32 | (0,33)] 0,0583
139.0 9.8 9.8 100.2 100,2 ".” 0'28
144,0 6,4 6,9 103,6 § 103,1| 3,78 0,66
147,0 4,9 5,8 105,1 | 104,2] 3,52 1,80

161,0 8,2 8,2 101,8 101,8 5,06 1,22

164,0 6,2 6,3 103,8 ] 203,7] 4,06 | (1,35)

167,0 5.8 -_— 104,2 —_—] 3,74 (1,45)

171,0 5,8 S,1 104,2] 104,91 3,32 | (1,55)

184,0 5,0 4,3 | 05,0} 105,7f{ 1,38 | (1,95)] 0,0462
187,0 4,7 4,7 105,3| 105,31 3,34 } (2,05)

190,0 5,3 5,1 | 2104,7] 104,9} 3,59 | 2,18

193,0 51 3,1 104,9 106,9 4,90 (2,05)

199,0 5:3 — 104,7 —1] 2,10 (1,85)

236,0 5.5 1,7 104,5| 108,31 1,78 | (0,30)
24030 -— 590 a— 10530 (2.30) 0.12
257.0 3,9 — 106'1 — 2,44 (0.05)
26030 3’5 — 106.5 — 2'18 (0908) 0.0317
263,0 3,1 3.5 106,9| 106,51 1,68 0,04
265,0 3,5 3,9 106,5] 106,1] 2,38 0,06
282,5 - —— 2,6 ~ | 107,4[ 1,24 0,12
285,0 3.5 2,6 | 106,5] 107,41 1,10 | 0,06
288.0 4.1 3.0 1—05'9 lo7l° o."a (0.15)

291,0 6,8 5,8 103,2 § 104,2] 0,32 0,24
05,0 18,5 18,5 9l1,5] 91,5 1,84 0,38
307,0 19,0 16,5 91,0 93,51 3.42 0,20 0,0608
310,0 17,9 15,5 92,5 94,5| 3,12 —
312,0 — 18'0 e——— 92,0 2,39 -

Los valores entre parentesis hun sido tomados de la ourva.
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nismo (X0) ¥y glucosa no convertida (X%) en funcién
de la velocidad de dilucién. La curva correspondien
te a glucosa no convertids es normal, es deoir, los
valores van sumentendo a medida que aumenta la wveln
eidad do dilucidn. En cembio para la concentracidn
ds microorganismo en el tanque (T) y & la zalida(S)
no se obtiens aszs concordanciag como se ve, & baja
velocidad la concentracidn de microorganismo dismie
nuye, niontras que & mayor velocidsd de dilueién la
concentracidn awments hasta un wdxiwo pa;.'a luego ea
er nuevsmente. En 108 cas0s en que se ha tradbajado
con bacterias el fendmeno de disrinueidn de concene
tracifn de mioroorganiemo ¢ bdaje velocidad da diluw
eién no aparece (30) y en los casos en que éato ocn
rre esa disminuceidn es muy leve (31), explicdndose
para ecte caso que dicho fendmeno fe debfa a una ap
cidn compatitiva entre los metadbolismos enddgenc y
snabdflico, siendo ¢l primero mds notorioc a baja ve=
locidad de Ailucidn,

Po scuerdo oon 1o quo se deduce de la TABIA «
XII el valor méximo de velocidad de dilusién serfa
aproximadamente de 0,20 h"’lg 8in embargo las condie
ciones de tradaje sn ambos sistemas fueron 4ifersne
tes, ya que en sistema contfnuo ge trabajd con me-
dio nfs d1lufdo que en sistema discontinuo,dado los
inconvenientss ya enumerados.

La velocidad de dilueidn tiene tambidn influxn
¢in sobre la forma de crecimiento del nieroorganise
mo, puesto que éste forms conglomersdos (pellets) a



TABLA XLV
D_, b o b &4 b &
@) | (&2) (/1) = (g/1) .

0,0317 4,12 106,1 1,82 0,15

0,0462 5552 104,4 3,46 1,73

0,0475 5,73 104,2 3,86 2,45

0,0583 8,89 101,1 3440 0,80

0,0608 | 15,11 94,2. 2,21 0,27

Xy = 110 g/1.

X% = valor Promedio de la glucosa no consumida,

o . L *  oonsumida.

Xoa » " " *® concentracién de micro

organismo,
T .= valores tomados del tanque.
8 = " " a la salida,.
TABLA XV_
o TP Dip
4 Dx° x° DX,
(b ™) (%) (%) (%) _ﬁ

0,0317 1,69 98,2 94,5
0,0462 3,30 96,8 91,8
0,0475 3,70 96,4 91,2
0,0583 3,37 96,7 88,8
0,0608 2,06 86,9 84,3
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la mds baja velocidad emplesada, mientras que & valoe
res meyores la forma de desarrollo es filamentosa.
Cilenie ds wxenddmianias

El ofloulo de la constanta de rondimiento ase
pucde ohtener de la ecuacidn (6) tanto para microor-
ganismo como para glucsosa transformada. Bl rendimien
to efectivo (aouucidén 17} es sionpre menor que  la
constante de rendimionto cuande el valor de la velow
eidad de dilucidn es mayor que cero, debido a la gliy
cosa gue sule del equipo sin reacelonar, Eatos valow
res estyn raprosentados en el gréfico N2 Jh y en la
TARLA XV, Se puade aprecisr que la constante de ren-
dimiento pars microorganismo (¥6) tiens wna mdximo
o' una velocidad de dilncidn igual a 0,047 h~1; esto
ge atribuye & loz wotivos obtenidos en base & los de
1a TABLA XIV; on camblo los valores para rendimiento
efectivo (30) de glucosa transforrads (¥3) van dismi
nuyendo paulatinanente a nedida que aunenta la velow
eidad de dilucién.

Interpratacidn de rornliedas:

De acuerdo con los datos obtenidos en la tabla
X111, a fin deo poder interpretar los resuliados 7 e~
tsctuar 1og cdleulos, fud necesario promediar losmy
mos para cada velocidad de dilucién. Ademds para 1a
interpretacidn de resultados sze debo tener en cuenta
quo toda la deduecidn tedrica para este tipo ds sig-
tena se basa en que el mezelado en ol resctor es toe-
tal. La interpretacién con respscto a microorganisme,
cono 58 ha indicado antes, siesupre es dudosa dada la
forma en que desarrolla y su deposieidn ¥y acumilawwe
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cién dentro del equipoj surge 1la duda £l el microorga
nismo acubulado continda dasarrollando en el lugsr &n
de estd depositado o si lo hace desprendidndose ¢ in
corpordndose al medio; este Ultimo caso es probablew
mante el wence posidle deda la firmeza con que est
depositado, hecho que se comprusta al bacer la limpls
gz del squipo. Las concentraciones de microorganizmo
sumentsn con la velocided de dilucidn, pero de todas
manerag los valores encontrados en ol tarque y & la
salida son muy dispares no permitiendo ningdn ¢ipe
d¢ comparacidn s diferencis de la glucosa que tanto
para log valores de tanque come los de galida presens
tan wuy buena eoncordancis. |

Pn los vslores de rendimionto log resultadesprs
gentan 1a miewa caracteristica,

wlwowlele



1) 8¢ ensayaron diversos nedios, tomando por
base uno propuesto por Blem y eol. (TABLA II) sobre
el qus se hicieron modificaciones, con ol objeto de
lograr nn sustrato que no dlera mucha espuma dado
los problemas qus crea la misna tales comosr control
deficliente de pH, arrastre y depdsito de microorgas
nismo en la pared y accesorios del- tanque y pérdiee
das de medio por el orificlo de salida del aire, De
los medios cnsayados se adoptd uno compussto por ex
tracto de malta, glucosa y sales, con €1 cual el pg
blema de la formacidn de espuma se reduce aprecilaee
bleomonte. Debido a la falta de conocimientos bisiee
cos sobrs este aspecto no puede darse ninguna rezén
por la cual €sto sucede.

2) &e ensayaron como antiespumente emulsidn de
gilicona y aceite de oliva, siondo el primerco mis g
ficaz con el medio que conten{a macerado de maiz, =
mientras gue el aceite de oliva fud suficiente para
el medio con extracto de malita., 4 pesar de que el
espurante siliconado fud el mis eficas, no 8 lo en
pled debido & su elsvade costo,

Da lap experiencias efectusdas a distintos va
lores de pH,la correspondiente al valor 6,5 prosens
té 1ls mayor velocidad de tranaformacién de glucosag
la razdén de esto dltimo puede surgir de las siguien

6 e



tap considerecioness ol mecanismo tiene lugar como
se nenciond anteriorments con formacidn de una lag
tona intormedia (2). La etapz de transformacién de
gluconolactons es una etapa de hidrdélisis no enziw
nitica y cuys velooidad es mayor a pH mds alto{34);
sucede que ouando el proceso s¢ lleva a celo s pH
bajo (5,0 = 5,5) hay scumulacidn de dicho internmew
dierio; en camdbio a pH mis alto 1a hidrdlisis suece
de n velooidad mayor con lo qua se evita la cumnlg
¢ién de la lactona.

%) Tonto sn sistema contfnuo como en sistema
discontfnmo se presentaron los mizmos prodlemas eon
rospecto a la deporicidn y detorminacidn de micro-
organismoy en el prizer caso se trats de solucige
nayr este probvlema trabalands con menor concenirfwe
eifn de nutriente, slternando medio completo y so-
lueidén de glucosa. Surge, como conolusién Awmportan
ta, en lo gue a nicroorgenismo se refierey qua al
disefio de fermontador clésieco o las condiciones de
operacidn no son las mis adecuadas sobre todo para
un proceso sn sistema contfnuo empleando hongos £1,
lamentosos,

Ests prodlena tambidn se presentd a otros in
vastigacionas y gegdn una comunicacién personal ve
ciente (7) se ha propuesto como sistema mis efsoti
vo para trabtajar con microorganismos filamentoso #
un tanque de vidrio, zin cortacorriantes y totalee
mente lleno, que i blen puede utilizarse con dxi-
to en el laboratorio, no constituye la soluoidn ra



querida desde el punto de vista indusztrial,

5) Trabajando con valores bajos deo velocidad
de dilucién el microorganismo tiende a desarrollar
en forma de conglomerados (Pellets), mientras que
por aumento de la velocidad ds dikueién 1a forma de
ereaimiento os de tipo filamantoso. Respecto a este
fendmeno no exizten datos bibuaglrdﬂeou que puedan
sorvir desde el punte de viste coipamtivo. Pirt ¥y
Callow (55) obsarvaron que en onsayos sn sistema &z
cont{nuo, trabajando con Panicillium chrysosenum,ls
forme de desarrollo puede modificarce por ls caliee
424 y cantidad de nutrients y por el pH, mientras
que en pistema contf{nuo dicho Pendmenoc se observawg
riando ply pero no mencionan la influencis de la va
locidad de dilucidn, Una causa posible del camdio
de 1a forma de crecimiento en el presente caso pue~
de debarze s la disminucidén de flujo (y por lo tan-
to de medio), que trae como consecuenscis la &parl-—-
¢ién del fendmens observado. Segin eztos autores =
ciertog nutrientes posecen en su composicidn sustan-
elas que favorecen el desarrollc de una u otra fore
ra. Podrfa pensarsa, en ol caso de la fersentacidn
gluasdnica, que la disminueién de flujo trae comocq
seouencia la disminueidan de la concentracién de ale
gin metabolito fundamental para el desarrollo f1ls-
nentoso por 1o que el microorganismo adopta la fore
us de conglomerado.

6) De los resultados cbtenidos en 1los ensayos
en sistema contfnuo surge gue es necesario tradajar



& baja velocidad de dilucidn para lograr conversioe
nes de glucosa superiores rl 0%, qungue €3 Necesa=
rio tener en cuenta guoe la productivided total del
proceso digminuye, lo cual es importante desde el
punto de vista incustrial, Sin esburgo, trabalearan
un sistema como el $undicedo, presupone ls solucién

pravis de la doposicién de microorganisme sobres la

pared y acaesorics del “NW )
P

s
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SOQCILLAIUSA

Se ha empleade la nomenclatura adeptada por la
Amarican Standard Assocliation y el American Institue
te of Chemlcal Engineers (25):

D 3 Volooidad o relacidn de dilueién (n™2).

F s Caudal volumétrico de alimentaoiln delma
dio (1/h).

V : Volunen de medio contenido sn ol resotor
(1)

X & Concantracidn (g/1).

Y 3 Conatante de rendimiento.

k 1 Velocidad espeeifica (hrl).

Superindices:
s Hicroorganismo
s s sustrato

p 1 congumo

Subindices:
s infclal
r s retencidn
nm 3 mixizo
B 1 ofectivo.

wn Con Do Do Qoo Qe
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