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@ Resumen:

Dispositivo de pulsacién para ser acoplado a equipos
de fermentacidn, reactores enzimdticos o reactores
uimicos.

e caracteriza este dispositivo por permitir la intro-
duccién de una masa liquida en forma pulsante en
un sistema en donde se produzca una transforma-
cién debida a una accién microbiana (fermentador),
enzimatica (reactor enzimatico) o quimica (reactor
quimico). Esta pulsacién genera una perturbacién en
forma de onda cuadrada en la fase liquida del equipo,
sin originar retromezcla. El dispositivo pulsante, o
pulsador, consta de una electrovalvula, un tubo de
membrana flexible y un temporizador ciclico que con-
trola los tiempos J:a cierre y apertura de la vélvula.
Mediante el empleo de este dispositivo se puede au-
mentar la eficacia (velocidad y rendimiento) de la B A
transformacion que tiene lugar en los reactores men-
cionados, por lo que tiene aplicaciones en la industria
de fermentacién caalimentacién, farmacéutica) y en la

industria quimica. FIGURA 1
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DESCRIPCION

Dispositivo de pulsacién para ser acoplado a
equipos de fermentacién, reactores enzimaticos o
reactores quimicos. Se caracteriza este dispositivo
por permitir la introduccién en forma pulsante
de una fase liquida alimentada a un equipo en
donde se produzca una transformacién debida a
una accién microbiana (fermentacién), eziméatica
o quimica. La introduccién de pulsos en equipos
es una practica frecuentemente utilizada en pro-
cesos de separacién, en particular en extraccién
(liquido-liquido o sélido-liquido)

Estado de la técnica

El empleo de técnicas de pulsaciéon en reac-
tores quimicos, enzimaticos o fermentadores es,
hasta el momento, muy limitado (Dimenstein,
D.M. and Ng, K.M. (1986); “A model for pul-
sing flow in cocurrente down-flow trickle-bed reac-
tors”; Chem. Eng. Comm. 41 : 215-235. Goma,
G., Donde, M. and Minier, M. (1980); “Fermen-
teurs pulsés: Nouvelles technologies d’agitation-
aeration; Nouvelles potentialites de mise en oeu-
vre de fermentations”; Colloque Soc. Fr. Mi-
crobiol., Toulouse, 97-117) si bien se empieza ya
a considerar como uno de los méas prometedores
desarrollos futuros en el campo de equipos de alta
eficacia (Brauer, H. (1987); “Develpment and effi-
cency of a new generation of bioreactors: Part
2”7 Bioprocess Eng. 3: 11-21. Etzold, M. and
Stadbauer, E.A. (1990); “Design and operation
of puIS()ad anaerobic digesters”; Bioprocess Eng.
5: 7-12).

La eficacia de los equipos de transformacién
estd directamente condicionada por dos hechos:

a) La velocidad de reaccién aparente del pro-
ceso que depende de: 1) la velocidad
intrinseca; ii) La presencia de posibles efec-
tos de inhibicidn, iii) La actividad y concen-
tracion del catalizador, complejo enzimatico
0 masa microbiana.

b) El rendimiento y la selectividad de producto
que se logran. En los tdltimos afios ha te-
nido lugar el desarrollo de equipos mas efi-
caces, basados en el empleo de catalizadores
en fase sdlida y de microorganismos o enzi-
mas inmovilizados, tratando de confinar en
un espacio reducido una elevada actividad
transformadora. De entre estos equipos es
el reactor de lecho fijo aquel que ha conse-
guido una mayor implantacién, dadas sus
caracteristicas operacionales.

En estos equipos se presentan, entre otros, dos
tipos de problemas relacionados con la propia es-
tructura del sistema: a) Problemas de transfe-
rencia de materia, debido fundamentalmente a
un contacto deficiente sustrato-biocatalizador y
b) Una utilizacién poco eficaz del volumen com-
pleto del equipo, debido a la aparicién de caminos
preferenciales o a la aparicién de zonas muertas.

Se han propuesto por otros autores tres ti-
pos de sistemas de pulsacién para se acoplados a
equipos en donde se produzca una transformacion
quimica, enzimética o fermentativas:

i) Pulsadores hidroneumadticos: Su accién con-
siste en la introduccién por la zona inferior de la
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columna de una masa de gas a intervalos regula-
res que provoca el movimiento pulsante a lo largo
de la columna. ii) Columnas pulsantes: Consta de
una columna de platos perforados las cuales estan
unidas a un eje que es movido en sentido ascen-
dente y descendente. iii) Pulsador pistén: Ge-
neralmente se provoca mediante la introduccién
al sistema de la alimentacién con una bomba de
desplazamiento positivo.

Estos equipos, debido a que la pulsacién in-
troducida genera una fluctuaciéon sinusoidad en el
sistema, provocan una retromezcla en el sistema,
lo cual resulta altamente perjudicial en aquellos
procesos que presenten inhibicién por producto,
yva que las caracteristicas del flujo se alejan de
las correspondientes al deseado modelo de flujo
pistén.

Se refiere la presente invencién al desarrollo de
un pulsador que permite la generacién de una per-
turbaciéon en forma de onda cuadrada en la masa
liquida presente en un equipo en donde se pro-
duzca una transformacién microbiana, enziméatica
o quimica.

En la figura 1 se presenta un esquema del dis-
positivo de pulsacién, que consta principalmente
de una electrovélvula (E), situada a continuacién
de un tubo de membrana flexible (TMF), y con-
trolada por un temporizador ciclico (TC), me-
diante el cual se controla el tiempo de cierre y
apertura de la valvula. Cuando se cierra la elec-
trovalvula el liquido queda retenido en la mem-
brana flexible saliendo a presién y dirigido hacia
el interior de la columna cuando esta se abre, lo-
grando provocar la pulsacién en el interior de la
columna sin provocar retromezcla.

La frecuencia y la amplitud de la pulsacién
se varian mediante la modificacién de la relacién
tiempo de cierre (t.): tiempo de apertura (t,) de
la electrovalvula.

El dispositivo presentado en esta invencién
permite efectuar ma&s eficazmente la operacién
en un equipo de fermentacién, en un reactor en-
zimatico o en un reactor quimico, permitiendo
aumentar la velocidad del proceso de transfor-
macién. Tiene por lo tanto aplicaciones en la
industrias de fermentacién (produccién de be-
bidas alcohdlicas, antibiéticos, disolventes, com-
bustibles...), industrias de alimentacién (clarifi-
cado de zumos vegetales, hidrélisis de almidon,
produccién de jarabes de fructosa...,) e indus-
trias quimicas en procesos con viscosidad elevadas
(polimeros, sintesis,...). A titulo puramente ilus-
trativo se presentan dos ejemplos de aplicacion,
en donde se demuestra la utilidad del equipo pre-
sentado. Los pies de las figuras mostradas como
resultado de los ejemplos 1 y 2 son los siguientes:

Figura 2. - Velocidad de hidrélisis (V en g/L-
min) frente a las diversas razones de recirculacién
(R) operando en los reactores con/sin pulsacién.
(®). - sin pulsacién (o). - con pulsacién.

Figura 3. - Variacién de la concentraciéon de
etanol (P en g/L) frente al tiempo de residencia
(T en h), para las diferentes frecuencias de pul-
sacién ensayadas. (e). - sin pulsacién; (o), O),
(%). - 0.09, 0.048 y 0.025 Hz respectivamente, de
frecuencia de pulsacion.

Figura 4. - Variacién de la concentracion
de etanol y de los pardmetros cinéticos frente al
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tiempo de residencia (T en h). (o), (%), (W). -
Concentraciéon de etanol (P en g/L), velocidad
de consumo de sustrato (Qs en g/L-h) y pro-
ductividad global en etanol (Q, en g/L-h) res-
pectivamente, operando sin pulsacién. (o), (),
(0).Concentracién de etanol (P en g/L), veloci-
dad de consumo de sustrato (Q, en g/L-H) y pro-
ductividad global en etanol (Q, en g/L-h) respec-
tivamente, operando con pulsacion.

Ejemplo 1

Hidrdlisis enzimdtica de almidon por glucoami-
lasa inmovilizada sobre quitina.

Se realizé la hidrélisis de almidén me-
diante glucoamilasa inmovilizada en quitina ana-
lizdndose para este caso las posibles mejoras que
se pueden obtener mediante el uso de los reactores
pulsantes.

El estudio, de los reactores sin/con pulsacidn,
se ha realizado para el proceso de tres concentra-
ciones de almidén (50, 100 y 150 g/L) operando
con tiempos de residencia que oscilan de 1.8 a 0.33
h.

Con los datos obtenidos para los diversos
tiempos y considerando las ecuaciones del mo-
delo de flujo del reactor y la cinética de Michaelis
-Menten se obtuvieron los parametros cinéticos
caracteristicos de cada hidrélisis ensayada. En la
Tabla 1, se muestran los pardmetros cinéticos de
la hidrélisis de almidén para las diferentes con-
diciones experimentales, donde V,,q. en la ve-
locidad méxima (g/L-min), K, la constante de
afinidad de sustrato (g/L) y S la concentracién
de almidén (g/L). Como se muestra en ella, es-
tos parametros son inferiores a los determinados
en el proceso en “batch” pero hemos de tener en
cuenta que estamos operando con un 70% de la
actividad inicial del enzima por lo que no existe
mucha diferencia entre los pardametros obtenidos
en “batch” y el lecho fijo. Existe un incremento de
la velocidad maxima de hidrélisis y una reduccién
de la Ko, lo cual indica que cuando se opera con
el reactor pulsante se logra reducir parte de las
limitaciones difusionales existentes en el proceso.
La siferencia de V,,., existente entre ambos es
similar a la diferencia encontrada en el estudio
cinético en proceso “batch” para sistemas con/sin
agitacion. Este lecho es muy significativo si tene-
mos en cuenta que en un sistema pulsante nunca
podremos alcanzar agitaciones similares a la de
los procesos “batch”.

Lecho
fijo  Sin pulsacién Con pulsacién
S(g/L) Vmam Ks Vmam Ks
50 0.099 12.44 0.110 12.42
100 0.097 13.02 0.123 12.50
150 0.102 13.36 0.144 12.53
Batch  Estdticas Agitadas
S(g/L) Vmam Ks Vmam Ks
0a1l50 0.150 8.34 0.161 7.88

Tabla 1. - Pardametros cinéticos de la hidrdlisis
de almidén para las diferentes condiciones
experimentales

Para caracterizar claramente el efecto que so-
bre el reactor ejerce la pulsacion, y separado
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de la posible diferencia de eficacia debida al
modelo de flujo empleado (Continuous Stirred
Tank Reactor-CSTR, Plug Flow Reactor-PFR),
se operé con concentraciones elevadas de almidén
100 g/L (muy superiores a K) y conversiones ba-
jas, para conseguir que la reaccién sea de pseudo-
orden cero. Para ello se operé con un caudal
de 150 mL/h y con relaciones de recirculacién R
(caudal que se recircula/caudal de salida) de 1,
2, 3,4y 5. Como se habia determinado en tra-
bajos previos (Miranda, M., Murado, M.A., San-
romdn, A. and Lema, J.M: (1991), “Mass tran-
fer control of enzymatic hydrolysis od polysac-
charides by glocoamylase”, Enzyme Microb. Te-
chnol. 13:142-147), en la hidrélisis de este al-
midén no existen problemas de inhibiciéon por
sustrato o producto por lo que la concentracién
de azucares reductores en la corriente de recircu-
lacién no afecta a las conversiones del proceso.

En la Figura 2, se presentan las velocidades
de hidrdlisis para las diferentes relaciones de re-
circulacién. A partir de estos resultados podemos
concluir que al aumentar la recirculacién, es decir
el caudal que entra en el reactor, se consigue in-
crementar la conversion cuando operamos con un
reactor pulsante, mientras que si la operacién se
realiza con un reactor sin pulsacién la velocidad
de hidrdlisis permanece practicamente constante.
Ejemplo 2
Fermentacion de glucosa por Saccharomyces ce-
revisiae inmovilizado en k-carragenato

La fermentacion alcohdlica de hexosas me-
diante la levadura Saccharomyces cerevisiae in-
movilizada por “atrapamiento” en geles de po-
lisacaridos, operando en reactores de lecho fijo,
presenta diversos problemas. Los principales son
el mantenimiento de la integridad de la particula,
la eliminacién del gas producido, la inhibicién por
producto y la baja efectividad en las zonas termi-
nales.

Con el objeto de solventar estos problemas se
ha operado con reactor de flujo pulsante, como
un medio de aumentar significativamente los coe-
ficientes de transferencia de materia. Inicialmente
se determin la influencia de la frecuencia de tra-
bajo de pulsacién, para lo cual se operd a una
concentracién de 100 g/L de glucosa, y tiempos
de residencia de 1.04, 1.3 y 2.6 h. empleando las
frecuencias de pulsacién de 0.09, 0.048 y 0.025 Hz.
Este rango se seleccioné teniendo en cuenta que,
para los tiempos de residencia a los que se va a
operar, se desea obtener un efecto mecanico apre-
ciable (tiempo de cierre mayor) y una fiabilidad
del sistema (tiempo de cierre menor). Los resulta-
dos se muestran en la Figura 3; como se observa,
la concentracion de etanol a la salida del reactor
aumenta al disminuir la frecuencia de pulsacién,
lo que indica el efecto beneficioso alcanzado a fre-
cuencias inferiores. Por ello, posteriormente se
operard a una frecuencia de 0.025 Hz.

Para la frecuencia seleccionada se procedié a
realizar el andlisis cuantitativo y comparativo de
la fermentacién de glucosa (empleando una con-
centracién inicial de sustrato de 100 g/L) en dos
reactores de lecho fijo que se diferenciaban en el
hecho de que en uno de ellos la alimentacién en-
traba de manera pulsante, a fin de determinar su
influencia sobre los parametros productivos de la
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fermentacién (conversién, productividad y rendi-
miento).

Para analizar la evolucién de la concentracién
de sustrato y producto a lo largo del reactor se
tomaron muestras a la entrada, en el punto me-
dio y a la salida del equipo. La Figura 4 mues-
tran las concentraciones alcanzadas de etanol y
los pardametros deducidos como la productividad
(Qp), velocidad de consumo de glucosa (Qs).

Del anilisis de los datos experimentales obte-
nidos en las diversas zonas del reactor se concluye
que los mayores incrementos en la concentracién
de etanol se logran al operar en la zona superior
del reactor, siendo también en esta zona mayores
las diferencias de conversién de sustrato entre am-
bos reactores. Destaca el hecho de que los incre-
mentos en la concentracion de etanol del reactor
pulsante para los diferentes caudales se mantiene
practicamente constante, a pesar de que al au-
mentra el caudal disminuye la concentraciéon de
etanol, y por tanto las diferencias entre ambos
deberian disminuir al aumentar el caudal. Este
hecho es debido a que al operar a mayores velo-
cidades de flujo el efecto de la pulsacién es mas
importante y ello provoca una disminucion de las
limitaciones difusionales existentes y del volumen
ocupado por el COs.
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Durante el proceso de fermentacion se observé
que la concentracién de levadura libre en la parte
inferior del reactor sin pulsacién era muy superior
a la del reactor pulsante, mientras que a la salida
el efecto era inverso. Este hecho demuestra que
mediante la pulsacién, ademas de lograr una ma-
yor eliminacion del CO3, se reduce la presencia
de levaduras libres en el reactor.

Los rendimientos en etanol, también son supe-
riores al operar en el reactor pulsante y estas dife-
rencias son de un 7% respecto al reactor sin pul-
sacion. Esto indica que, mediante la introduccién
de una perturbacién en forma de onda cuadrada,
se obtiene una mayor concentracién de etanol con
un consumo similar de sustrato, lo cual puede ex-
plicarse debido a que con la pulsacién el contacto
sustrato-microorganismo es més efectivo, ya que,
por ejemplo en la zona superior, el medio de ali-
mentacién se encuentra con zonas ocupadas por
gas, lo que impide un contacto intimo de las bio-
particulas con el sustrato. Ademds, la agitacién
interna creada en el lecho favorece la evacuacién
del gas retenido en el interior de las bioparticulas,
lo cual permite disminuir las barreras difusiona-
les existentes alrededor y en el interior de las bio-
particulas.
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REIVINDICACIONES

1. Dispositivo de pulsacién para ser acoplado
a equipos de fermentacién, reactores enzimaticos
y reactores quimicos. El dispositivo pulsante o
pulsador, estd formado por una electrovilvula,
un tubo de membrana flexible y un temporiza-
dor, que controla los tiempos de cierre y aper-
tura de la electrovalvula. Cuando esta se cierra
el liquido queda retenido en la membrana flexi-
ble, aumentando por tanto la presién en la con-
duccidén; cuando se abre, el fluido almacenado en
la membrana flexible se introduce rapidamente en
el interior del sistema reactor o fermentador.

2. Dispositivo de pulsacién segun la reivindi-
cacion 1, caracterizado porque permite la modi-
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ficacién independiente de la frecuencia y la ampli-
tud de la pulsacién, mediante la modificaciéon de
la relacién tiempo de cierre (t.)/tiempo de aper-
tura (t4) de la electrovélvula.

3. Dispositivo de pulsacién segun la reivin-
dicacién 1, caracterizado por permitir la intro-
duccién de una pulsaciéon de masa liquida, que
genera una perturbacién en forma de onda cua-
drada.

4. Dispositivo de pulsacion segun la reivindi-
cacién 3, que permite la introduccién de una masa
liquida en forma de pulsante sin originar retro-
mezcla en un sistema, en donde se produzca una
transformacién debida a una accién microbiana
(fermentador), enzimética (reactor enzimatico) o
quimica (reactor quimico).
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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