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Resumen

El uso de matraces agitados es ampliamente utilizado en investigaciones sobre el cultivo de
microorganismos y los productos que sintetizan, incluso, son utilizados a nivel industrial
para modificar condiciones de operacion y probar materias primas. Entre los factores de
mayor relevancia en el cultivo de bacterias, se encuentran la aireacion, el comportamiento
reoldgico del fluido, la velocidad de agitacion, la configuracién geométrica de los matraces
y el volumen agitado. Existen numerosos reportes sobre el tema, sin embargo todavia hay
mucho por explicar sobre los fendmenos de mezclado que suceden en el interior de los

matraces, en particular desde un punto de vista hidrodindmico.

El objetivo de este trabajo es caracterizar por medio de técnicas de visualizacion la
incorporacion de aire y la dispersion de biomasa para tres diferentes configuraciones de
matraces. Se encontrd que los matraces lisos no incorporan aire durante la agitacion,
mientras que los matraces con resortes incorporan aire y lo retienen, y los matraces con
bafles incorporan aire de manera continua y producen corrientes internas capaces de
fracturar las burbujas de aire. También se describe un tamafio minimo de burbuja en el
sistema. Asi mismo también se encontr6 que la dispersién de la biomasa esta estrechamente

relacionada con la configuracion de los matraces.
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Introduccion

1. Introduccion

Los matraces en agitacion orbital han sido utilizados desde hace mucho tiempo para el
cultivo de diversos microorganismos como bacterias, levaduras y hongos. Debido a su
versatilidad y volumen de trabajo, se utilizan en investigacion y proyectos de desarrollo de
bioprocesos para realizar diversas tareas como: seleccion de cepas silvestres, o
mejoramiento de cepas por mutacion y biologia molecular, desarrollo de medios de cultivo,
implementacion de protocolos analiticos, modificacion delas condiciones de operacion de

los procesos como: pH y temperatura, duracion del cultivo, etc. [Biichs, 2001].

Su éxito se le atribuye al disefio simple y funcional, que permite realizar un gran namero de
experimentos de manera simultdnea a un costo accesible y eficiente [Kléckner, Bichs,
2012].

Los cultivos en matraces pueden realizarse en dos tipos de agitadoras: las de movimiento

rotatorio u orbital y las de movimiento oscilante lineal [Biichs, 2001].

No obstante que mas del 90% de todos los experimentos de cultivos en biotecnologia se
han desarrollado en matraces agitados, muy pocas de las publicaciones hacen referencia a
los aspectos hidrodinamicos [Buchs, 2001].

Un factor importante a entender en los matraces agitados, es el mezclado y su influencia en
la productividad del proceso [Lee, 2001]. Algunos trabajos se han enfocado en el tiempo de
mezclado, lo que determina la eficiencia del proceso al regular la transferencia de masa,
momento y calor [Tan, et al, 2011]. Otro factor a considerar es el desfasamiento del flujo
del fluido con respecto a las paredes del matraz [Blichs, 2001].

La aireacion es un requerimiento fundamental para los cultivos de microorganismos
aerobios. La demanda de oxigeno puede llegar a ser un parametro limitante del crecimiento
y produccidn, cuando se excede o se limita la capacidad de transferencia del mismo [Maier
and Buchs, 2001]. Una forma de evitar la limitacion por oxigeno, es ajustar las condiciones
de agitacion, ya que la velocidad de agitacion tiene un papel muy importante en la
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transferencia de masa, determinada a su vez por el tamafio y cantidad de burbujas [Bichs,
2001; Maier and Buchs, 2001].

Una de las medidas mas comunes para lograr altas transferencias de oxigeno en matraces
agitados, es la introduccion de bafles lo que provoca una mayor agitacion del fluido y la
generacion de una gran cantidad de pequefias burbujas. Otra configuracion es la
incorporacion de resortes, fundamentalmente en el caso del cultivo de microorganismos
micelares como el caso de Streptomyces. La finalidad es favorecer la dispersion de la
biomasa micelar aunque también ha sido muy eficiente para la produccién de ciertos
metabolitos.

En este trabajo se utilizaron técnicas de visualizacién y andlisis de imagenes para evaluar la
distribucion de tamafios de burbujas a diferentes velocidades de agitacion y en tres
configuraciones de matraz. Conjuntamente y con un experimento sencillo, se analiz6 la
dispersion de una concentracion baja de biomasa en funcién de la configuracion de los

matraces.
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Objetivos

1.1 Objetivo

Caracterizar la distribucion de tamafios de burbujas y morfologia en funcion de la velocidad
de agitacién para las tres configuraciones de matraces utilizadas en cultivos de aplicacion

biotecnolodgica.

1.2 Objetivos Particulares

1.- Disefio e implementacion de un arreglo experimental para la obtencion de imagenes de
tres diferentes configuraciones: matraz liso, matraz con bafles y matraz con resorte.

2.- Desarrollo de una metodologia en base al analisis de imagenes para determinar la
distribucién de tamafios de burbujas.

3.- Caracterizacion morfoldgica de la distribucién de tamafos de burbujas, en funcion de la
velocidad de agitacion

4.- Observar el efecto de la configuracion de los matraces sobre la dispersion de biomasa.
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2. Antecedentes

2.1 Agitacion y mezclado

La agitacion es el movimiento inducido en forma especifica dentro de un tipo de
contenedor y se encuentra presente en casi todos los procesos industriales. Por lo general,
este  movimiento es circulatorio y su finalidad es homogenizar los componentes
adicionados. Entre los sistemas que cominmente requieren de agitacion, se encuentran:
suspensiones, el mezclado de liquidos miscibles, la dispersion de un gas en un liquido o la
de un liquido inmiscible en otro, asi como la formacion de emulsiones. Por otra parte, el
concepto de mezclado implica la distribucion al azar de dos o méas fases separadas

inicialmente, tal como se ejemplifica en la Figura 1.

Figura 1:Diagrama esquematico del proceso de mezclado, [Paul et al., 2003]

El contenedor donde se lleva a cabo el proceso de transformacion de una materia prima en
un producto de interés, se denomina reactor y cuando se involucra material bioldgico,
entonces se le llama bioreactor o fermentador. Este tipo de contenedor puede ser de
diferente escala (laboratorio, piloto, industrial); cada uno con sus propias caracteristicas y
objetivos, es decir: tamafio, forma de operar y configuracion geométrica.

Por otra parte, en los sistemas aerobios, se requiere dispersar el aire que transporta el
oxigeno dentro del medio de cultivo. Debido a la baja solubilidad del oxigeno en agua, el

suministro y dispersion del mismo debe realizarse de manera continua y con flujo
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turbulento. De esta forma, la dispersion del aire en el liquido tiene como finalidad
incrementar el area y por consiguiente, la velocidad de transferencia de masa, lo que evita
que las limitaciones de transferencia de masa gas-liquido creen un efecto negativoen la
productividad [Cents, et al., 2004].

En el caso de contenedores agitados como los matraces o los tanques agitados
mecanicamente, el esfuerzo de corte es el responsable de llevar a cabo el proceso de
mezclado global, la dispersion del gas y producir el mezclado a escala microscépica.

Para evaluar el desempefio del sistema de agitacion se determina el tamafio de elementos
dispersos. El rendimiento de un proceso de mezclado puede ser caracterizado por el tiempo
de mezclado [Tan, et al, 2011], ademas de la medicion de la potencia (P), es decir, la
cantidad de energia necesaria, en un periodo de tiempo, para generar el movimiento del
fluido dentro del contenedor. La calidad de las dispersiones se puede cuantificar a través de
diversas técnicas como lo es la Imagen digital. La informacién que se obtiene es el
didametro promedio Sauter (ds;), que relaciona el area de la fase dispersa con su volumen
[Pacek et al., 1998].

Debe sefalarse que existe un tamafio 6ptimo de burbuja dependiendo de las necesidades del
proceso. Por ejemplo, si las burbujas son muy grandes el area es menor y entonces la
velocidad de transferencia de oxigeno también es menor. Por otro lado, si las burbujas son
muy pequefias el area es mayor, pero estas dificilmente saldran del fluido, agotando su
oxigeno e impidiendo que se incorporen nuevas burbujas, por eso, debe existir un tamafio
donde el area de intercambio sea buena y el tiempo de residencia sea el adecuado para el

suministro de oxigeno y la incorporacion de nuevas burbujas.

2.1 Transferencia de oxigeno

La transferencia de oxigeno es un parametro importante en los procesos aerobios, donde se
requiere transferir a los microorganismos el oxigeno que necesitan para la generacién de
energia, crecimiento y produccion. El gas — casi siempre aire - debe ser dispersado en un

liquido (solucién acuosa o suspension) y el oxigeno debe disolverse, al ser el Gnico que los
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microorganismos pueden tomar. Un suministro de oxigeno suficiente para el crecimiento de
las células es critico [Vardar-Sukan, 1990].La baja solubilidad del O, en agua (alrededor de
10 ppm) empleando aire a 1 atm y a temperatura ambiente, de acuerdo a Atkinson y
Mavituna, 1991, implica suministrar aire de modo permanente al medio de cultivo, de
manera que las células puedan aprovechar en forma adecuada el oxigeno disuelto. Es
importante considerar que la tasa de transferencia esta en funcion del disefio del reactor,
condiciones de operacion (aireacién y agitacion) y de las propiedades reoldgicas y tension
superficial del medio de cultivo, asi como de la concentracion de oxigeno en la corriente de

aire, la morfologia del microorganismo y el area superficial que proveen las burbujas.

Niveles limitados de oxigeno pueden ralentizar el metabolismo de los microrganismos o
pueden provocar un cambio parcial a un metabolismo anaerdbico, lo que se refleja en la
produccién de alcoholes o acidos que modifican el pH o la produccion de metabolitos
secundarios toxicos [Buchs, 2001].

La capacidad de transferencia de oxigeno en sistemas agitados se caracteriza por el
coeficiente de transferencia volumétrica de oxigeno (kLa), en el cual estan integrados el
efecto de resistencia a la transferencia de masa en la fase liquida (etapa controlante), asi
como el &rea disponible para la transferencia de masa [Cents, 2001]. La transferencia de
oxigeno, tanto en matraces agitados como en reactores, ocurre por aireacion superficial y
por suministro de aire, siendo la segunda la de mayor contribucion al proceso [Doran,
1998].Entonces, la capacidad de transferencia es funcion de las concentraciones de
oxigeno, tanto en la fase liquida en equilibrio con la concentracién de oxigeno de la fase
gaseosa en la interfase, como en el seno del liquido y del coeficiente de transferencia de
masa. Por tanto, en el proceso de transferencia de oxigeno se busca que no haya
limitaciones para no modificar el metabolismo y la produccion, para lo cual se trabaja con
los efectos combinados de la velocidad del fluido, la geometria del sistema de transferencia

del material y las propiedades del fluido como viscosidad y difusividad.

Se han desarrollado correlaciones empiricas que permiten hacer aproximaciones de la
velocidad de transferencia de masa a partir de las condiciones de operacién. De acuerdo

con estas correlaciones, se sabe que existe una relacion directa del kLa, tanto con la
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potencia volumétrica suministrada al sistema, como con la velocidad superficial de la fase
gaseosa.

Por otra parte, la teoria mas ampliamente usada para describir la transferencia de masa gas-
liquido, es la teoria de la pelicula, [Whitman, 1923]. Este modelo propone que a ambos
lados de la interfase gas-liquido, se establece una pelicula, en donde se concentra toda la
resistencia a la transferencia. Un aumento en la agitacion ocasiona una disminucion en el
espesor de la pelicula, se favorece una mayor area interfacial y por tanto la transferencia
mejora. De ahi que el aumento de &rea de transferencia interfacial sea una estrategia muy

comun para el incremento en la transferencia de oxigeno en diversos procesos.

2.2 Distribuciéon y didametro Sauter de burbujas

A partir de mediciones del diametro de burbujas del sistema (tamafio) y considerando el
nimero de objetos que forman el conjunto de datos, se obtiene un valor promedio o
didmetro Sauter. Este valor depende de la forma de la distribucion de tamafio de burbujas
[Zhou y Kresta, 1998b] aunque por definicion, es- mayor que el diametro aritmético y méas
dependiente de las burbujas de mayor tamafio [Machonet al, 1997]. Asi mismo, relaciona
el area interfacial (a) por unidad de volumen y el area para la transferencia de masa [Zhou y
Kresta, 1998b]. Por tanto, ademdas del didmetro promedio, también se cuantifica la
distribucién de tamafios, representada con un histograma de frecuencias. Para cualquier

distribucion de valores discretos, como:

d32 _ Z:(di )3An

Donde d;, es el didmetro de cada burbuja o gota y n, el nimero de burbujas o gotas, al
relacionar el area interfacial por unidad de volumen, a, y el area para la transferencia de
masa. Por consiguiente, determina la tasa de transferencia de energia, masa y/o reaccion
quimica en dispersiones [Paceket al, 1999]. Sin embargo, el diametro Sauter por si solo no
puede caracterizar una dispersion, en vista de que es posible obtener un mismo valor del
didametro promedio para distribuciones de tamafios diferentes [Zhou y Kresta, 1998]. Por lo
tanto, para un mejor entendimiento de las dispersiones, ademas de medir el didmetro

promedio Sauter, se cuantifica la distribucion de tamafios. El area interfacial depende del
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tamafio de la burbuja y la fase gaseosa total retenida [Dumont y Delmas, 2003], de acuerdo
con la ecuacion:

_6e
d32

a

Donde, ¢ es el volumen total de la fase gaseosa retenida en el sistema (conocido como hold-

up, en lengua inglesa).

2.3 Matraces

Los matraces son herramientas generalmente utilizadas en los laboratorios de fisica,

quimica y microbiologia. Existen diferentes tipos de matraces como:

Matraz aforado: se trata de un matraz con un cuello alargado, su aplicacion es la de medir

volimenes con exactitud.
Matraz de lavado: es un recipiente para solventes para limpiar o lavar instrumentos.
Matraz de destilacion: es un matraz alargado, disefiado para someterse a calentamiento.

Matraz Erlenmeyer: tieneforma conica con un cuello estrecho, utilizado generalmente para
mezclar sustancias. Tiene marcas para saber el volumen en su interior. Son los mas
utilizados para cultivos microbianos. Los matraces estan hechos de vidrio (hidrofilico) o
plastico (hidrofobico), pueden tener o no bafles y diferentes volimenes. Son utilizados en
la investigacién por su disefio funcional y costo accesible. En bioingenieria, en particular,
permiten realizar un gran nimero de experimentos para aplicaciones como seleccion y
mejoramiento de cepas, desarrollo de medios de cultivo, implementacién de técnicas
analiticas o la modificacion de condiciones de operacién de los procesos [Biichs, 2001;
Kldckner and Biichs, 2012; Kennedy, 1994].

Aungue mas del 90% de los experimentos de cultivos en biotecnologia se han desarrollado
en matraces agitados, algunos autores consideran que los cultivos en matraces agitados, son

“sistemas deficientes” en términos de transferencia, eficiencia de mezclado y monitoreo
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[Archambault, 1996].No obstante, siguen siendo la herramienta que por excelencia se
utiliza para la realizacion de experimentos de optimizacion de bioprocesos. Para ello se
han desarrollado diversas metodologias que permiten cuantificar los parametros de
relevancia en hidrodinamica como la potencia volumétrica y la transferencia de masa
[Maier and Buchs, 2001].

Asi mismo, se han propuesto algunas modificaciones como la introduccion de bafles y
resortes en el interior de los matraces con la finalidad de mejorar la transferencia de
oxigeno y la agitacion. Los bafles son indentaciones hechas manualmente, por lo que
pueden variar de un matraz a otro, sin embargo, los matraces bafleados son cominmente

utilizados para simular los bafles de los tanques agitados[Jiménez, 2011].

Por otra parte, se colocan resortes de acero inoxidable en el fondo del matraz para
incorporar burbujas de aire a los cultivos, fundamentalmente en cultivos miceliares, pero se
generan altos esfuerzos cortantes y un efecto importante en la morfologia y productividad
de los cultivos.

2.3 Técnicas de visualizacion

En tiempos recientes, se han desarrollado técnicas de visualizacion que permiten obtener
informacion experimental con la cual es posible documentar algunos fendmenos
hidrodinamicos, calcular velocidades y tiempos de mezclado y en su caso, validar las
soluciones halladas por métodos numéricos. Entre las técnicas de visualizacion mas

cominmente utilizadas en Mecénica de Fluidos, destacan:

a) Colorimetria: se introducen tintas o colorantes en una corriente de fluido, lo cual

permite observar lineas de flujo o determinar tiempos de mezclado

b) Shadow graph: esta técnica aprovecha que perturbaciones ocasionadas, por
ejemplo, por un gradiente de temperatura, provocan otro tipo de perturbaciones
como el cambio de densidad en el aire, y estos gradientes de densidad ocasionan un
cambio de refraccion en la luz, el fendmeno se observa en una pantalla donde se

proyecta la sombra del movimiento del fluido.
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c) Velocimetria por imagenes de particulas, PIV: permite obtener campos de
velocidades. Se introducen particulas como esferas de vidrio, poliamida, etc. en un
fluido y se “dispara” un laser pulsado por un periodo de tiempo, las particulas tienen
la peculiaridad de reflejar la luz del laser volviéndose visibles a las cdmaras vy al
mismo tiempo, se efectla una grabacién. Las imagenes grabadas se analizan con
ayuda de correlacion cruzada. Este método se basa en que los grupos de particulas
forman ciertos patrones, y entonces, a través de algoritmos y software de
computadora, se buscan los mismos patrones entre dos imagenes, ya que se conoce
el tiempo entre iméagenes y el desplazamiento del patrén entre dichas imagenes, es
posible determinar la velocidad a que se desplazan distintos patrones, lo que
equivale a determinar el campo de velocidades. Generalmente, las camaras
utilizadas para este método son camaras rapidas y con una buena resolucion, lo que
permite que se obtenga una gran cantidad de informacién. Pueden obtenerse campos
en 2 o 3 dimensiones, sin embargo, determinarlo en tres dimensiones requiere de
dos camaras para obtener imagenes estereoscopicas, y un montaje bastante
meticuloso del experimento, ademas de un mayor poder de procesamiento y

almacenamiento por parte de las computadoras.

d) Video de alta velocidad: se pueden grabar miles de iméagenes por segundo,
permitiendo registrar eventos imperceptibles al ojo humano. Algunas limitaciones
tecnoldgicas son: la resolucion de las imagenes, el tiempo de exposicion y las
condiciones de iluminacion. Se requiere de una luz intensa y enfocar correctamente

el plano deseado, asi como una correcta manipulacion de la cAmara.

2. 4 Andlisis de imagenes

Una forma de caracterizar las dispersiones gas-liquido es midiendo la distribucion de los
tamafios de burbujas de aire, permitiendo el calculo de parametros como el area interfacial.
Este analisis se puede llevar a cabo a traves del andlisis digital de imagenes [Pacek et al,
1994]. La fotografia directa ha sido, durante afios, el método mas usado para determinar la
distribucién de tamafios de burbujas. El procedimiento es simple, facil y exacto, aunque
tedioso, por las mediciones manuales de los objetos [Weibel, 1979]. Un ejemplo es la
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utilizacion de las fotografias tomadas en la pared de un tanque [Chen, Middleman, 1967] o
matraz, en las que se dimensionan manualmente las burbujas y se determina la dispersion.
Estas mediciones, que en un principio son subjetivas, ya que dependen del criterio del
observador, pueden sistematizarse y aumentar asi su reproducibilidad si se utiliza una

computadora.

Una imagen es la representacion visual de un objeto o un grupo de objetos. El analisis
cuantitativo de las imagenes se inicié con mediciones manuales de los objetos, que luego se
sistematizaron mediante el uso de una computadora. Actualmente, el andlisis de
dispersiones se hace por un procedimiento digital para obtener las imagenes, el cual
consiste en una combinacion de video y técnicas computacionales, facilitando asi la
cuantificacion de las burbujas [Machon et al, 1997]y al mismo tiempo, su caracterizacion

en cuanto a tamafio y distribucion.

Figura 2.1. Se muestra el tramado utilizado en los sensores digitales correspondiente a 16
fotositos o cuatro pixeles.

Para que una imagen pueda ser procesada con una computadora, necesita ser digitalizada,
es decir, convertida en una forma numérica. Para ello, se divide en una cuadricula
bidimensional, donde a cada pequefia region se le llama pixel, como se presenta en la
Figura 2.1. Cada pixel se reconoce por su posicion en la cuadricula y contiene la
informacién correspondiente a ese punto de la imagen en bits (la menor cantidad de
informacion reconocida por una computadora), dependiendo de la resolucion de la imagen
es el nimero de bitsque la representan.De esta forma el andlisis de imagenes implica
realizar las operaciones de captura, almacenamiento, correccion de defectos (igualacion de
colores, substraccion de fondos, correccion y aplanamiento de campos), perfeccionamiento
(retoque de color, brillo y contraste), segmentacién de objetos (seleccion y separacion de
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objetos de interés del resto de la imagen) y mediciones (conteo y dimensionamiento de

objetos) de forma sistematica[Russ, 1992].

El equipo béasico que se requiere consiste en: un sistema apropiado de iluminacién, con lo
que se aseguren imagenes de alta calidad de los experimentos, una caAmara de video y una

computadora para digitalizar, procesar y analizar las imagenes.

Las camaras modernas para fotografia y captura de video ofrecen, cada vez, una mayor
resolucién y avances tecnoldgicos, sin embargo, es necesario un conocimiento basico de
fotografia para lograr imagenes de calidad. Los objetos no tienen color pero absorben una
parte de la luz que incide sobre ellos y reflejan la restante, la segunda es captada por el o0jo
humano y/o el objetivo de la camara. Esta luz se proyecta en el interior de la camara en un

plano sobre una pelicula o un sensor que capta la informacion y se genera la imagen.

Entre los parametros a considerar en la adquisicion de imégenes nitidas y de alta resolucién

estan:

Tiempo de exposicidn: se refiere al tiempo en que el obturador esta abierto y permite el
paso de luz hacia el sensor. El tiempo de apertura dependera de la velocidad del fenémeno
que se desee caracterizar. Para fendmenos muy réapidos,se requieren tiempos de exposicion
muy cortos, sin embargo como esto permite el paso de poca luz, debe contarse con una

fuente de iluminacién intensa.

Plano focal: sobre el que se proyecta la imagen. Este deberd coincidir con el sensor,

ajustando la lente de la cAmara para evitar imagenes desenfocadas.

Velocidad de grabacion. Para fendmenos que suceden en corto tiempo, utilizar altas
velocidades de grabacion, no obstante que la resolucion de las imagenes disminuye y el

almacenamiento de las imagenes requiere mas tiempo y memoria.

Procesamiento. En el andlisis de iméagenes se utilizan distintos programas de
procesamiento y lenguajes de programacion. El procesamiento de imagenes, ofrece la
alternativa de detectar figuras, cuerpos, posiciones, etc., y entonces, determinar otras
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propiedades como volUimenes, areas, velocidades, centroides, etc., lo que convierte el

analisis de imagenes en una herramienta de suma utilidad en el campo de la investigacion.

Las imagenes o mapas de bits, son un conjunto de pixeles. A mayor nimero de pixeles

mejor resolucidn y se representan como matrices con un arreglo similar al siguiente:

X11 X127t Xin
_| X21 X222 - Xon

I - . . . .
Xm1 Xm2 - Xmn

Para almacenar una imagen en un disco duro se han desarrollado una gran cantidad de
formatos, minimamente se guarda el ancho, alto, profundidad de bits y la matriz de pixeles.
Cada pixel esta coloreado uniformemente y existe un concepto llamado profundidad de
color que determina cuanta informacién puede contener un pixel. Una profundidad de color
de 1 significa que se le asigna un bit a ese pixel, cémo el bit solo puede tomar los valores 1
y 0, se le pueden asignar como méximo dos colores a ese pixel, como seria el caso de una
imagen binaria. En la tabla siguiente se muestra el equivalente en colores para las

profundidades mas comunes.

Profundidad Colores
1 bit 2
4 bit 16
8 bit 256
16 bit 65536
32 bit 4294967296

Tabla 2.1: Namero de colores segun la profundidad de pixel

Siuna imagen tiene una profundidad de pixel de 8 bit, significa que a cada pixel se le puede
asignar un color de 256 posibles, desde 0 hasta 255.Cuando la profundidad es igual a 16 bit
0 mayor, se asignan capas, una capa para cada color basico: verde, rojo y azul, y otra capa
para la luminosidad.Cada capa corresponde a una matriz. Cualquier color se puede expresar

como una combinacién lineal de los tres colores basicos:
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C=rR+ gG+bB
Por ejemplo, suponiendo una profundidad de 8 bit y tres capas para cada pixel:
rojo = (12, 0, 0) verde = (0, 98, 0) azul = (0, 0, 43)

Crep = (12,98,43)

R11 R12 Rln Gll G12 Gln
I, = R21 R22 RZn l. = 621 GZZ GZn
R — : : G — :

le RmZ Rmn Gml GmZ Gmn

Bll B12 Bln

I BZl BZZ BZn

B : : .. :

Bml BmZ an

En las imagenes RGB, con profundidad de8 bit por cada capa, el valor O significa sin
saturacion de color y el valor 255 significa la maxima saturacion de dicho color.

2.4.1 Filtrado de imagenes
Uno de los métodos tradicionalmente usado para el filtraje de imagenes es la llamada
matriz de convolucion. ElI método consiste en que a cada pixel y sus circundantes, se les

multiplica por otros valores de una matriz llamada kernel, generando asi un nuevo valor

para dicho pixel.

A continuacion un ejemplo de lo mencionado anteriormente:

Xi—2j—2 | Xi—1,j-2 | Xij—2 | Xi+1j-2 | Xi+2j-2

Xi—2j-1 | Xi—1,j-1 | Xij-1 | Xi+1,j-1 | Xi+2,j-1

Xi-2j Xi-1,j - Xi+1,j Xi+2,j

Xi—2j+1 | Xi—1,j+1 | Xij+1 | Xi+1j+1 | Xi+2,j+1

Xi—2j+2 | Xi—1,j+2 | Xij+2 | Xi+1j+2 | Xi+2j+2

Figura 2.2: Imagen original a filtrar.
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Figura 2.3: Kernel.

Figura 2.4: Nuevo valor del pixel.

En la figura 2.2 se observa la matriz de una imagen, al centro el pixel x; ;, en verde se

observan sus primeros 8 pixeles vecinos, muchas operaciones o transformaciones

consideran solo estos pixeles, pero se pueden considerar mas.

Los valores de la matriz verde de la figura 2.2 se multiplican uno a uno por los valores del

kernel mostrado en la figura 2.3, asignando asi un nuevo valor al pixel x; ;:
(xi—l,j—l)(o) + (xi.j—l)(l) + (xi+1,j—1)(0) + (xi—l,j)(o) + (xi,j)(o) + (xi+1,j)(0)
+ (xi21,j+1)(0) + (x;j41)(0) + (xi41,j4+1)(0) = x; 4

Como resultado de la multiplicacién se observa que los pixeles se desplazan un espacio
hacia abajo, esto se ejemplifica en la figura 2.4. Los efectos que se pueden conseguir son
muy variados, ya que la forma de un kernel puede variar bastante, lo que permite obtener

diversos ajustes.
Matematicamente, la convolucidn de matrices se puede expresar de la siguiente forma:
A®B:aijbij:Z, |ZER

Bien sean dos matrices A y B con elementos a;;y b;; respectivamente.
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3. Metodologia

3.1 Material

Los matraces utilizados para los experimentos fueron matraces Erlenmeyer de 250 ml con
las siguientes configuraciones: matraz liso, matraz bafleado y matraz con resorte de acero
inoxidable de 30 cm de longitud con un diametro de 1.3 cm [Gamboa et al, 2011]. Se

recortaron las partes superiores de los matraces para permitir la iluminacion completa del
fondo.

Figura 3.1: Configuraciones matraz con resorte y matraz bafleado.
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A) B) C)

95¢cm Volumen
del medio 95cm

5 =]
——

8.2cm 8.2cm

9.5 cm

Volumen
del medio

25cm

Figura 3.2:Dimensiones y configuraciones de los matraces. Liso, bafleado y con resorte.

Para la produccion de cultivos es necesario utilizar un medio con propiedades especificas,
en este caso, se trabajé con el Medio de Luria-Bertani adicionado con 34 % en peso
volumen de sacarosa [Gamboa et al, 2011]. La densidad (p= 1300 kg m™) se midi6 por
medio de desplazamiento de volumen en una balanza analitica. La viscosidad (n= 3.5 m Pa
s) se determind en un redmetro de esfuerzo controlado modelo MCR 101 de AntonPaar,
con la geometria de platos paralelos de 50 mm. La tension superficial del fluido (o= 62 mN

m™) se obtuvo con un plato de Wilhelmy. Estas mediciones se evaluaron a 23°C.
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Figura 3.3: Diagrama de una agitadora orbital que muestra los movimientos de rotacion y

traslacion.[Klockner, Blichs,2012]

En la figura 3.3 se presenta de manera esquematica, el arreglo de una agitadora orbital, su
funcionamiento se basa en acoplar un motor al soporte de los matraces, por medio de un
brazo excéntrico. De esta manera, el movimiento de los matraces combina translacién con
rotacion generando agitacion dentro de los matraces. Se cuenta con la versatilidad de
montar varios matraces en la plataforma superior, caracteristica que permite probar
diferentes condiciones en cada matraz, asegurando que la agitacion se lleve a cabo de
manera homogénea, siempre y cuando se conserven las propiedades del fluido. Para los
experimentos se utilizé una agitadora orbital modelo DS-500 de la marca VWR, con un
mecanismo contrabalanceado con una excentricidad de 19 mm (movimiento de traslacion)

y velocidad rotacional variable entre 25 y 500 rpm.
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3.2 Arreglo experimental

Figura 3.4: Imagen que muestra el montaje del matraz y el espejo sobre la maquina agitadora.
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Figura 3.5: Diagrama que muestra de frente el montaje del matraz sobre la maquina
agitadora.

En la figura 3.5 se muestra el esquema del arreglo experimental utilizado para la
adquisicion de imagenes. Debido a la combinacién de movimientos de traslacion y rotacion
en el plano horizontal y a que se utiliza un volumen pequefio de fluido, el flujo principal en
los matraces se genera, justamente en esta direccion. Para permitir la visualizacion del flujo
se fabrico una estructura de acrilico para colocar y fijar los matraces, la estructura se monto
sobre la base del mezclador orbital y se coloco un espejo en un angulo de 45° para reflejar
la imagen del fondo del matraz hacia la camara de alta velocidad. En la parte superior de la
estructura se colocd la fuente de luz y una pantalla difusora para homogenizar la luz sobre

el experimento.
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3.3 Disefio experimental

La caracterizacién hidrodinamica llevada a cabo en esta investigacién consistié de dos
partes, una caracterizacion morfoldgica (inspeccion visual), con la cual se tiene una
descripcion cualitativa de lo que sucede en el interior de los matracesy un analisis de
imagenes para la cuantificacion del tamafio de burbuja a diferentes velocidades de
agitacion. EI volumen de liquido en los matraces para todos los experimentos corresponde a
50 ml, el tirante de liquido con este volumen para el matraz bafleado resulto de 18 mmy

para el matraz con resorte de 17 mm.

En la tabla 3.1 se muestran las velocidades de agitacion a las que se grabaron las imagenes
con las tres configuraciones. Los videos se adquirieron a 100 cuadros por segundo, las
imagenes se obtuvieron con una resolucion de 512x512 pixeles, por medio de una camara
de alta velocidad MotionPro X4 (Redlake, Inc) y un lente tipo Nikon de 50 mm. El area de
medicion tipica es de 141550 pixeles aproximadamente.

Velocidad [rpm] Matraz liso Matraz con resorte Matraz bafleado
100 v v v
110 4 4
120 4 4
130 v 4
140 v v
150 v v v
160 v v
170 v v
180 v v
190 4 4
200 v v v
210 v 4
220 v v
230 4 4
240 4 4
250 v v v

Tabla 3.1: Grabaciones realizadas para los diferentes experimentos.
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En el caso de los matraces bafleados, se determind el nimero de burbujas para las
velocidades mostradas en la tabla, cabe mencionar que por debajo de las 100 rpm no se

observé incorporacion de aire.

3.4 Determinacion de distribucion y diametros de burbujas

Parte central de esta investigacion ha sido determinar la distribucion de tamafios de burbuja,
como Ya se explico antes, una forma de incrementar la transferencia de oxigeno es a través

de la incorporacién de burbujas, el tamafo de las burbujas juega un papel critico:

V_4 3
=3mr
A = 4Anr?

Donde

V: volumen de una esfera

A: area de una esfera

r: radio de una esfera

El cociente del &rea entre volumen se obtiene con:

< e
Slw

Lo que implica que si el radio tiende a cero el resultado del cociente tiende a infinito, en
otras palabras, si disminuimos el radio de una burbuja, aumentamos el area por unidad de

volumen, incrementando el area de transferencia.

En conclusion a lo anterior, es deseable generar burbujas pequefias, para lo cual es
necesario observar las distribuciones de tamario de burbujas y si las burbujas pequefias son

las predominantes en las distribuciones, se espera que la transferencia de oxigeno sea
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mejor, por tanto, se busca saber como son las distribuciones de tamafio en funcion de las

velocidades de agitacion y geometria de los matraces.

Para determinar dichas distribuciones se usaron las grabaciones antes descritas, las cuales
fueron realizadas para diferentes velocidades de agitacion en las tres diferentes geometrias.

Posteriormente, las iméagenes fueron analizadas con ayuda del software ImageJ.

El procedimiento de analisis de imagenes consiste en identificar las burbujas en una
sucesion de fotos, determinar su diametro y generar las distribuciones correspondientes.
Como se puede observar en la figura 3.4, resulta imposible contar exactamente el nimero
de burbujas, ya que se forman cumulos de ellas. En adicion, el programa no alcanza a
detectar otras, por lo que en resumen, lo que se hizo fue detectar la mayor cantidad posible
de burbujas en un gran nimero de imagenes diferentes, obteniendo asi una muestra

representativa. A continuacién se describe con mayor detalle el proceso.

a) Se extrajo una secuencia de 50 imagenes en ImageJ con la siguiente instruccion:
File > Import > ImageSecuence

b) Se aplico el filtro “Sharpen” a toda la secuencia de imagenes, lo que incrementa el
contraste de las imagenes, ademas, se acentlan los bordes de las burbujas para
poder medirlas: Process> Sharpen

a) b)
Figura 3.4: La imagen a) imagen original, b) con el filtro “sharpen”. Se observan
los bordes de las burbujas mas definidos.
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c) El siguiente fue aplicar la operacion “FindMaxima” a cada imagen. Esto implica
programar una subrutina que permita aplicar esta operacion a cada una de las

imagenes de la secuencia:

input = getimagelD();

n = nSlices();

for (i=1; i<=n; i++)

{ selectImage(input); setSlice(i); run("Find Maxima...", "noise=50
output=[Segmented Particles]"); if (i==1) { output = getimagelD(); }
else { run("Select All"); run("Copy"); close(); selectimage(output);
print("addslice™); run("Add Slice™); run("Paste™); }}

El resultado es una secuencia de imagenes donde se detectan los bordes de las todas
las burbujas contenidas en las iméagenes.

d) Después se establecieron los parametros que se buscan evaluar, con la opcion “Set
Measuraments”: Analize[> SetMeasuraments. En este trabajo se seleccionaron: Area
y Fitellipse(aproximar a una elipse), proporcionando los valores de los ejes menor y
mayor de la burbuja.

e) Posteriormente se aplico la opcion “AnalizeParticles” a la secuencia, la cual detecta
los contornos de las burbujas en cada imagen, las enumera definiendo un intervalo
de éarea, y determina el perimetro, la circularidad, los ejes mayor y menor. Se
genera una tabla de datos con los cuales se grafican las distribuciones de tamafio de

burbuja: Analize> AnalizeParticles.

La opcién “Show” muestra las burbujas evaluadas. “Clear results”, borra los datos
almacenados de secuencias anteriores y “Excludeonedges”, no considera las
estructuras de las orillas. La circularidad se define de la siguiente manera:

Area r
c=4

= — = 4Ar—=1
T (Perimetro)? T (27mr)?

Si la circularidad es 1, se trata de un circulo perfecto.
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Figura 3.5:Imagenes del proceso de identificacion de burbujas. a) original b) resaltan los

bordes de las burbujas, c) bordes definidos y d) estructuras evaluadas.

En la figura 3.5se muestra el procedimiento de andlisis de imégenes y los resultados
filtrados, donde se aislan las burbujas que cumplen con los valores de circularidad
seleccionados. En la figura 3.6 se presenta el despliegue tipico de resultados al aplicar
AnalizeParticles, puede observarse que las burbujas fueron detectadas, el programa las

enumera y determina su perimetro.
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Como se observa en el inciso d) de la figura 3.5, es importante aclarar que las burbujas que
se miden a través de este procedimiento son las que se encuentran mejor aisladas, lo que
regularmente ocurre en las zonas méas calmas, esto afecta directamente el resultado de la
medicion, ya que no se sabe cuanto miden las burbujas que se encuentran en los cimulos y
crestas, y si se consideraran dichas burbujas, seguramente el resultado seria diferente, sin

embargo el método utilizado no permite considerar esas burbujas.

r_;; Results Iﬂ‘ﬂ_hr
File Edit Font Resulfs

Lakel lorea & v v M Jreim. [ex [Bv [width [Heignt [Major [Minor [Angle H
1 medio_bafles_150_001(1) Segmerted:1 1270 37486 5827 37486 5815 3937 36847 5325 1278 1065 1393 1.161 0O
2 medio_bafies_150_001(1) Segmented:1 0408 42704 10989 42704 10989 2057 42384 10649 0539 0638 0721 0721 0
3 medio_bafles_150_001(1) Segmented:1 0.998 26749 13089 26765 13099 3511 26197 12568 1085 1085 1279 00993 130583
4 medio_bafles_150_001(1) Segmented:1 1043 41845 15525 41943 15502 3636 41532 14908 0852 1278 1413 0940 83839
5 medio_bafles_150_001(1) Segmented:1 0725 78.166 33.013 73.186 33013 2909 77740 32587 0852 0852 0961 0961 O
6  medio_bafles_150_001(1) Segmented:1 0.862 83.000 35698 83896 35713 3210 83491 35143 0852 1085 1182 0928 102821
7 medio_bafles_150_001(1) Segmented:1 0.998 80.848 43788 30864 43804 3386 80.295 43236 1085 1065 1.183 1074 134.999
8 medio_bafles_150_001(1) Segmented:1 0.907 61127 48.306 61127 49306 3335 60701 48.774 0852 1065 1202 0961 90
9 medio_bafles_150_001(1) Segmented:1 0725 31735 7506 31735 57506 2909 31309 57081 0852 0852 0961 0961 O
10 medio_bafles_150_001(1) Segmerted:1 2.041 30990 58891 30990 58.831 4966 30244 58145 1491 1491 1612 1612 0
11 medio_bafles_150_001(1) Segmented:1 1452 30457 65600 30457 65600 4114 29813 64961 1278 1278 1360 1.360 O
12 medio_bafles_150_001(1) Segmerted:1 0.680 23961 66.558 23961 66558 2908 23642 66026 0639 1065 1202 0721 90
13 medio_bafles_150_001(1) Segmerted:2 1588 58763 62177 58763 62171 4488 53.145 61553 1278 1278 1468 1.377 45003
14 medio_bafles_150_001(1) Segmented:2 1270 26745 69.365 26760 69419 4.114 26.197 63582 1065 1491 1547 1045 87422
15 medio_bafles_150_001(1) Segmented:2 1633 29102 72416 29.118 72416 4.540 28327 71.777 1491 1278 1621 1283 20.762
16 medio_bafles_150_001(1) Segmented:2 1996 35225 79.260 35214 78.278 5017 34504 78379 1491 1704 1782 1426 69.834
17 medio_bafles_150_001(1) Segmerted:3 0.726 32161 21725 32.161 21725 2909 31735 21299 0852 0852 0961 0961 0
18 medio_bafles_150_001(1) Segmerted:3 4400 20760 29439 29771 28420 7625 28540 28327 2343 2343 2384 2350 58.968

-
vamdin maflor AE0 NNA4Y Carmmndnd:D 4 704 20 040 A0 300 90020 AN INT A EN4 27 AOC A0 AES 4 dAnd 4 And 1CAn 4927 444 40N

2

-

Figura 3.6: Tablas de datos que arroja ImageJ.
El proceso se repite con cada imagen y se genera una base de datos para construir las

distribuciones de tamafio de burbuja. Se ordenan los datos de menor a mayor area.Se
.y . 4A

calcula el diametro equivalente, de acuerdo con d = /; :

Con la herramienta “andlisis de datos”, se construyen las distribuciones (Datos ->Analisis

de datos ->Histograma).Para el Rango de Entrada, se seleccionan todos los didametros y

para las marcas de clase se utilizan los limites superior e inferior de cada distribucion.
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Clase [mm] Frecuencia

0.6 0
0.9 246
1.2 292
15 93
1.8 17
2.1 11
2.4 4
2.7 0
3 0
3.3 0
y mayor... 0

Tabla 3.2: Datos obtenidos con Excel para realizar las distribuciones.

Se calcula la frecuencia, se normalizan los datos y se grafican las frecuencias relativas

comparando las distintas velocidades:

Li[mm] Ls[mm] xi[mm] f fa fr
0.3 0.6 0.45 0 921 0
0.6 0.9 0.75 141 0.153
0.9 1.2 1.05 300 0.326
1.2 1.5 1.35 237 0.257
1.5 1.8 1.65 137 0.149
1.8 2.1 1.95 64 0.069
2.1 2.4 2.25 22 0.024
2.4 2.7 2.55 17 0.018
2.7 3.0 2.85 2 0.002
3.0 3.3 3.15 1 0.001

3.300 3.600 3.45 0 0.000

Tabla 3.3: Tabla con los datos para graficar distribuciones normalizadas.

La primera columna es el limite inferior de cada intervalo, la segunda columna es el limite

superior de cada intervalo, la siguiente columna es el punto medio de cada marca de clase y

- - g -/ . Ls—L; ™ .
por definicién se calcula con la ecuacion xi = —Syes utilizada como valor en el eje de

las abscisas, la cuarta columna es la frecuencia de cada fenémeno, f,es la frecuencia
absoluta Yi=7 f; = f,: fres la frecuencia relativa y se define como el cociente de la

frecuencia entre la frecuencia absoluta.
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El resultado del proceso es una grafica como la de la figura 3.7. También se hace la

estadistica descriptiva que incluye el céalculo del didmetro promedio aritmético, diametro

Sauter y desviacion estandar para cada velocidad de agitacion.

Frecuencia relativa

0.5 -

04 -

0.3 -

0.2 -

0.1 -

0.0

Diametro [mm]

00 03 06 09 12 15 18 21 24 27 3.0 33

Figura 3.7: Gréfica de una distribucién normalizada correspondiente a la velocidad de 150

Li[mm]

0.3
0.6
0.9
1.2
1.5
1.8
2.1
2.4
2.7
3.0
3.3

rpm, la distribucion fue suavizada con Excel.

L [mm]

0.6
0.9
1.2
1.5
1.8
2.1
2.4
2.7
3.0
3.3
3.6

x;[mm]
0.45
0.75
1.05
1.35
1.65
1.95
2.25
2.55
2.85
3.15
3.45

Total

fi
0
141
300
237
137
64
22
17
2
1
0
921

Tabla 3.4: Datos para calcular el didmetro promedio.

fi xi
0.000
105.750
315.000
319.950
226.050
124.800
49.500
43.350
5.700
3.150
0.000
1193.250
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Para determinar el didmetro promedio se usé la siguiente ecuaciéon de la media para datos

agrupados D = % y el procedimiento que se describe a continuacién:
5= 1193.250 1906
=gy 1490 [mm]

Para calcular la desviacidn estandar se uso la ecuacién para datos agrupados:

o= T=1(x; — B)ZfL
B n—1

L;[mm] Li[mm] x; [mm] fi (x; — D)*f;
0.3 0.6 0.45 0 0.000
0.6 0.9 0.75 141 41.973
0.9 1.2 1.05 300 18.096
1.2 15 1.35 237 0.701
15 1.8 1.65 137 17.207
1.8 2.1 1.95 64 27.407
2.1 2.4 2.25 22 20.039
2.4 2.7 2.55 17 26.750
2.7 3.0 2.85 2 4.832
3.0 3.3 3.15 1 3.439
3.3 3.6 3.45 0 0.000

Total 921 160.445

Tabla 3.5: Datos para calcular la desviacion estandar.

_ [we0445_ o
7= |ggp—q ~ 0418 [mm]

El didmetro Sauter también fue calculado, esto por medio de la expresion:

i'(=1fixi3

dar =
32 k 2
i=1 fixi
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L;[mm]
0.3
0.6
0.9
1.2
15
1.8
2.1
2.4
2.7
3.0
3.3

L [mm]
0.6
0.9
1.2
15
1.8
2.1
2.4
2.7
3.0
3.3
3.6

Xi

[mm]
0.45
0.75
1.05
1.35
1.65
1.95
2.25
2.55
2.85
3.15
3.45

fi

141
300
237
137
64
22
17
2
1
0
Total

Tabla 3.6: Datos necesarios para calcular el diametro Sauter.

32 —

2689.885
1706.43

= 1573 [mm]

fix}
0.000
59.484
347.288
583.109
615.421
474552
250.594
281.883
46.298
31.256
0.000
2689.885

fix?
0.000
79.313
330.750
431.933
372.983
243.360
111.375
110.543
16.245
9.923
0.000
1706.423
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4. Resultados

En este capitulo se presentan los resultados en cinco secciones, la primera relativa al flujo
del liquido dentro de los matraces, la segunda es el estudio del tamafio de burbujas
incorporadas en matraces con bafles, la tercera trata del tamafio minimo de burbuja y su
relacion con la presion de Laplace, la cuarta presenta los resultados de la deformacién de
burbujas como funcidn de la velocidad de agitacidn y en la quinta seccion, se presentan los
resultados de la dispersidn de biomasa.

4.1 Caracterizacion morfologica

En esta seccion se describe, de manera cualitativa, la forma del flujo dentro de los matraces

a partir de una vista horizontal, desde una toma por la base.

4.1.1 Matraz liso

Para el matraz liso se realizaron grabaciones a velocidades de agitacion entre 100y 250 rpm

con 50 ml del medio de cultivo mencionado en la metodologia.
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200 rpm 250 rpm
Figura 4.1:.Vista inferior del matraz liso agitado a las velocidades indicadas en la imagen.

En la figura 4.1 se presentan las fotografias para las velocidades de 100, 150, 200 y 250
rpm. Las zonas oscuras resaltan la formacion de una cresta en el flujo del liquido. A 100
rpm el flujo presenta pequefias perturbaciones, mientras que para 250 rpm el fluido se
concentra en un lado del matraz y se presenta la formacion de ondas en la superficie.En
todo el rango de velocidades estudiado, no se observa incorporacion de aire para esta

geometria.

Este comportamiento ha sido observado anteriormente en matraces y se explica en base al
acoplamiento del frente de flujo con la velocidad de la pared del matraz [Biichs et al.,
2001b]. Cuando el fluido sigue el movimiento del matraz se dice que el flujo esta en “fase”
y en caso contrario se dice que el flujo se encuentra “fuera de fase”, lo que implica que el
liquido no se encuentra sincronizado con el movimiento de agitacion [Biichs et al., 2007].
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Buichs et al, desarrollaron un nimero adimensional que es conocido como Numero de Fase,

Ph,

y que esta definido como:

Donde:

d Diametro interior maximo del matraz [m]

d, Diametro de agitado [m]

n Frecuencia de agitado [s™1]

1A} Volumen de liquido en el interior del matraz [m3]
p Densidad [kg m™3]

n Viscosidad dindmica [m Pa s]

El Reynolds se para el matraz se define de la siguiente manera:
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En base a este criterio se dice que el cambio de “fase” a “fuera de fase” se presenta para

valores del nimero de fase mayores a 1.26.

1.5 Ph=1.26

......................................... i.---_..----------_--__--_--

Numero de fase, Ph

(150 rpm

1] 10,000 20,000 30,000 40000 50000 60,000 70,000 80,000 90,000

Numero de Reynolds, Re

Figura 4.2: Numero de fase en funcion del nimero de Reynolds para matraz liso. Se
utilizaron las propiedades del medio para este analisis.

Nuestras mediciones se realizaron a nimeros de Reynolds por arriba de 5000, por lo que de
acuerdo al criterio del Nimero de Fase, el sistema se encuentra en la zona “fuera de fase”,
ya que el Ph resulta mayor a 1.26. Para cuantificar este efecto, se midié la posicion del
frente de flujo con referencia a las paredes del matraz. El matraz se mueve como un cuerpo
rigido, mientras que en teoria, si se cumple la condicion de adherencia el fluido cercano a la
pared deberia moverse junto con el matraz, sin embargo, esto no se observa
experimentalmente.
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Figura 4.3:En a), b) y c) se muestra el frente de flujo con un punto rojo en diferentes
momentos de la misma vuelta.
En la figura 4.3 puede observarse como avanza el frente de flujo, se usé un punto rojo para
denotar la posicidn de dicho frente, midiendo el angulo de la linea que se forma del centro
del matraz al punto rojo, para cada imagen, es posible construir la gréafica de la figura 4.4.

400

350

300 -

250 -

200

150 -

100

Posicién angular del frente de flujo, grados

0 100 200 300 400

Tiempo (ms)

Figura 4.4:Posicion angular del frente de flujo para 150, 200 y 250 rpm

En la figura 4.4 se presenta la posicion en grado del frente de flujo, para las velocidades de
150, 200 y 250 rpm. La pendiente de las curvas esta relacionada directamente con la
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duracion de un ciclo y la posicién angular del matraz y al final del ciclo es de 360 grados.
Como se observa, la posicion del frente de flujo se encuentra “fuera de fase”, dado que el
fluido se retrasa en relacion a la pared del matraz. Es relevante observar que el retraso no se
ve significativamente modificado por la velocidad de agitacion, lo que corresponde con la
forma de la curva observada para el Numero de Fase en funcion del Ndmero de Reynolds.

4.1.2 Matraz bafleado

Para el matraz blafleado, en cambio, se realizé un mayor nimero de grabaciones, la primera
grabacion se realizd desde 110 RPM, incrementando sucesivamente la velocidad en 10
RPM para las siguientes grabaciones que se realizaron asi, hasta la velocidad maxima del
equipo de 250 RPM.
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Figura 4.5: Vista inferior del matraz bafleadoa las velocidades de agitacion indicadas en la
figura.

Como se menciono en la metodologia, las tomas se realizaron por la parte inferior de los
matraces y con luz difusa, por lo que las zonas obscuras representan deformaciones en la
superficie, permitiendo observar la forma general del flujo. En la figura 4.5 se presentan las
imagenes correspondientes a diferentes velocidades de agitacion. Para 110 rpm, se observa
que la interfaz se deforma y que el frente de flujo interactia con el bafle, sin embargo, la
incorporacion de burbujas es muy baja e incluso inexistente a velocidades menores. La
incorporacion de aire es clara para el caso de 150 rpm, donde se empieza a incorporar un
mayor numero de burbujas, proceso que aumenta con el incremento en la velocidad de
agitacién. De manera cualitativa se observo que cuando el frente de flujo choca con los
bafles, se incorporan burbujas grandes que son arrastradas y elongadas para dar origen a las

burbujas de menor tamafio.
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4.1.3 Matraz con resorte

250 rpm

Figura 4.6:Vista inferior del matraz bafleado a las velocidades de agitacion indicadas en la
figura.

Al igual que en las otras configuraciones, para velocidades de agitacion bajas, el liquido se
mueve de un lado a otro, sin presentar un flujo en el matraz, hasta que se alcanza una
velocidad critica en la que se forma un frente de flujo, que para el caso de 100 rpm no
incorpora aire al sistema. Para la velocidad de 150 rpm el frente de flujo interactta con el
resorte y en parte, se incorpora aire en la zona del resorte, el aire se fragmenta en el resorte
y se generan burbujas pequefias pero de tamafio uniforme. Este comportamiento se repite al
incrementarse la velocidad y la cantidad de burbujas en el medio aumenta.
Cualitativamente, se observd que las burbujas incorporadas forman un paquete que se

queda atrapado en el interior del resorte, lo que puede limitar la transferencia de masa.
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Adicionalmente, como se menciond anteriormente, las burbujas con un diametro pequefio
pueden quedar atrapadas en el fluido y reducir la transferencia efectiva de oxigeno, lo que

puede estar relacionado con algunos procesos observados en el cultivo de microorganismos.

4.2 Distribucion de tamanos

En el matraz liso no existe incorporacién de burbujas, por lo que hablar de distribucion de
tamafio de burbuja en matraz liso, no tiene sentido. En cuanto al matraz con resorte, resulto
que la mayoria de las burbujas viajan formando un gran paguete y unas pocas se quedan
atrapadas dentro del resorte.Debido a estas dos caracteristicas, es imposible determinar las
distribuciones de tamafio de burbuja.En primera instancia, debido a las limitaciones del
método utilizado, las burbujas que viajan en paquetes no fueron utilizadas para obtener las
distribuciones; en segunda instancia, las burbujas que quedan atrapadas en el resorte
también son imposibles de utilizar para determinar distribuciones, ya que de igual manera,
debido al resorte, es imposible aislar las burbujas con el programa y luego procesarlas para
obtener los datos deseados.En vista de lo anterior, las distribuciones fueron limitadas solo a
los matraces bafleados.Una vez procesadas las imagenes de los matraces bafleados, la

informacion recolectada se manipulé de la siguiente manera.
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Figura 4.7: Gréfica para la comparacion de distribuciones normalizadas de diametro
desde 110 hasta 150 rpm para el matraz bafleado. Las distribuciones fueron suavizadas

con Excel.

La grafica de la figura 4.7 muestra las distribuciones obtenidas para velocidades de
agitacion desde 110 hasta 150 rpm. Se observa primero, que la distribucion de 110 rpm esta
desplazada a la derecha con respecto a las restantes, lo que indica que el diametro promedio
debe ser mayor, luego se observa, que las distribuciones de 120, 130 y 140 rpm alcanzan
una frecuencia relativa més alta y que la de 150, tiene un pico menor y esté ensanchada, lo
que implica que las tres primeras tienen una moda mayor en el intervalo que va de 0.9 a

1.2. Enotras palabras, tienen méas burbujas en ese intervalo.
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Figura 4.8. Gréfica para la comparacion de distribuciones normalizadas de diametro
desde 150 rpm hasta 200 rpm para el matraz bafleado. Las distribuciones fueron

suavizadas con Excel.

La grafica de la figura 4.8 muestra las distribuciones obtenidas desde 150 hasta 200 rpm.
Puede observarse que las distribuciones para velocidades mayores a 150 rpm comienzan a
desplazarse a la izquierda, lo que indica que el diametro disminuye al incrementar la
velocidad de agitacion, también puede observarse que la curva de 200 rpm esta adelgazada
con respecto a las demas, lo que indica que el tamafio predominante de las burbujas
comienza a concentrarse en un intervalo cada vez menor a medida que se incrementan las

velocidades.
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Figura 4.9: Gréfica para la comparacion de distribuciones normalizadas de diametro
desde 110 hasta 150 rpm para el matraz bafleado. Las distribuciones fueron suavizadas

con Excel.

La grafica de la figura 4.9 muestra las distribuciones obtenidas desde 200 hasta 250 rpm.Se
observa en la grafica anterior, que para didmetros mayores a aproximadamente 1.1 mm la

poblacion disminuye, este comportamiento es mas claro en la curva de 250 rpm.

En la figura 4.9 también puede observarse que existe una tendencia de adelgazamiento,
pero que muy probablemente, también exista un limite, y que después de cierta velocidad,
las distribuciones seran iguales para cualquier otra, porque se habra llegado al limite del

sistema.
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La siguiente tabla muestra otros datos estadisticos obtenidos:

Velocidad [rpm] D [mm] o[mm] ds, [mm]
110 1.401 0.597 1.963
120 1.183 0.354 1.406
130 1.258 0.419 1.564
140 1.265 0.427 1.573
150 1.296 0.418 1.576
170 1.289 0.498 1.695
180 1.232 0.429 1.553
200 1.133 0.356 1.378
210 1.123 0.361 1.391
220 1.092 0.335 1.320
230 1.096 0.331 1.317
240 1.061 0.303 1.248
250 1.018 0.277 1.184

Tabla 4.1: Datos obtenidos para las velocidades de agitacion: diametro promedio,
desviacion estandar y diametro sauter.

Como resultado de la tabla 4.1 pueden graficarse las velocidades de agitacion contra

didmetros y desviacion estandar:

e Diametro Promedio
2.5
= Diametro Sauter

Diametro [mm|
—_
1

0.5 ~

0 T T T T T T T 1
100 120 140 160 180 200 220 240 260

Velocidad [rpm]

Figura 4.10: Grafica de velocidad contra diametro Sauter.
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En la figura 4.10 se muestran: el didmetro promedio, el diametro Sauter y la desviacion
estandar para las diferentes velocidades de agitacion. A 110 rpm se observa el diametro
mayor y la mayor desviacion estandar, lo que indica que se requiere mayor agitacion para
disminuir el tamafio de burbuja. Para las velocidades de agitacién entre 120 y 150 rpm, se
observa un ligero incremento, tanto en el diametro promedio como en el Sauter, esto puede
estar asociado a la dispersion que se tiene en las mediciones. Después de 150 rpm se tiene
una ligera tendencia a disminuir el diametro, sin embargo, la tendencia general es que el
didametro promedio no depende fuertemente de la velocidad de agitacion, lo que concuerda
con que se tienen mecanismos de formacién de burbujas méas relacionados con la

configuracion de los matraces, que con la velocidad de agitacion dentro de un rango.

4.3 Tamano minimo de burbujay presion de Laplace

Como resultado de los datos obtenidos del procesamiento de imégenes, se obtuvo que el
radio minimo a distintas velocidades de agitacion es constante y es de
aproximadamente0.36 [mm], sin embargo, debe aclararse que seguramente existen burbujas
mas pequefias y que este valor es igual en todas las velocidades de agitacion debido al

método de medicién utilizado.

Es posible determinar la presién que debe aplicarse a una burbuja para lograr que se
deforme o fracture, para ello se tomé como referencia la ecuacion de Laplace, que se refiere
a la presion que se genera en la superficie de la burbuja, dependiendo de la curvatura y se

expresa en la siguiente ecuacion.

AP : Salto de presion entre superficies
a : Tensién superficial del fluido

R : Radio de burbuja
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Observando la ecuacion, resulta claro que el radio es inversamente proporcional a la
presion, lo que significa que a menor radio de curvatura, mayor presion, en otras palabras,

mientras mas pequefia sea una burbuja, mayor sera la presion necesaria para romperla.

Considerando que el valor de la tension superficial del fluido utilizado es o= 62 mN m™, se

tiene que la ecuacién de Laplace queda de la siguiente forma:

b 0.248
"R

Entonces, la mayor presion medida en el sistema es de:

0.248[N m”’] 757.525 [Pd]
= = . a
0.00036 [m]
2000 -
1600 -
=+ Curvade
Presion de
1200 - Pascal
— ——Presion en el
& 500 - matraz
kS
S
B~ 400 -
0 T T T :
0.0000 0.0005 0.0010 0.0015 0.0020

Radio [m]

Figura 4.11: Gréfica de la presion en funcién del radio, que incluye el punto para el radio

minimo encontrado en los experimentos.
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En la figura 4.11se muestra la linea correspondiente a la ecuacion de Laplace y el punto en
azul muestra donde se encuentra la presion maxima alcanzada en el matraz bafleado. La
gréafica es asintdtica en ambos ejes, al ser asintética en el eje de las abscisas, significa que
para valores muy grandes de radio, la presion necesaria para romper una burbuja es muy
pequefa y para el eje de las ordenadas, suponiendo tendencia al infinito, resulta que para

radios muy pequefios se necesitan enormes saltos de presion entre superficies.

450

400 °

350 ° MR

300 °

250 ©

200 © Matraz Bafleado
150

100

Presion de Pascal [Pa]

50

Presién Dinamica [Pa]

Figura 4.12: Gréafica de la presién Dinamica contra la presion de Pascal con una recta

donde ambas presiones son iguales.

La figura 4.12 muestra la presion Dinamica debida a la velocidad del fluido contra la
Presion de Pascal, esta Gltima determinada a través de los promedios de tamafio de burbuja
para las distintas velocidades. Se observa que las mediciones para matraz bafleado estan
muy por encima de la recta donde se supone que ambas presiones son iguales, esta

diferencia es la contribucion de los bafles en cuanto a la presion en el sistema.
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La Presion Dinamica se calcul6 con la ecuacion:

1 2 1 2
APgin = Ethip = Ep(nr)

4.4 Factor de forma de burbujas

Para determinar qué tan elongadas estan las burbujas se defini6 un factor de factor de forma
que relaciona el eje mayor entre el eje menor de las burbujas, un factor de forma igual a
uno indica que se trata de una circunferencia, si este valor es mayor a uno se trata de una

elipse, y mientras mas se aleje de uno, significa que la burbuja esta mas elongada.

_ Ejemayor
B Eje menor

25
250 rpm
2 & 0200 rpm
1.5
O
S o,
1
0.5
0 .
0 1 2 3 4

Diametro [mm]

Figura 4.13. Se muestran las gréaficas de factor de forma contra didmetro para las

velocidades de 250 y 200 rpm para matraz bafleado.
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En la figura 4.13 se observa que el comportamiento para las velocidades de 250 y 200 rpm
es muy similar, aproximadamente para didmetros mayores a 2 mm se observa que
dificilmente las burbujas alcanzan un factor de forma mayor a 1.5, por otra parte, cerca del
didametro de 1 mm se observa que el maximo factor de formaque alcanza una burbuja es de

2 mm.

A través de las observaciones hechas en la figura 4.13, se corrobora el hecho de que es mas
facil fracturar burbujas grandes que pequefias, esto se concluye, debido a que no se
observan burbujas de 2 mm con un factor de forma mayor a 1.5, por otro lado, si se

observan burbujas con didmetro menor a 2mm que tienen un factor de forma mayor a 1.5.

Cualitativamente, se observd que las burbujas con factor de forma diferente a 1 pueden
romperse o volver a adquirir su forma esferoidal. También, se observa que la mayoria de
las burbujas quedan entre los valores de diametro definidos por el intervalo que va de 1 mm

hasta 2 mm, lo que en cierta forma, es también la distribucion de burbujas.

2.5 250 rpm
0 200 rpm
2 @ © 150 rpm
+ 110 rpm
1.5
+
S > o O _
+ L
1
0.5
0

0 1 2 3 4

Diametro [mm]

Figura 4.14: Se muestran las gréaficas de factor de forma contra diametro para las
velocidades de 250, 200, 150 y 110 rpm para matraz bafleado.
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En la figura 4.14 estan los valores obtenidos para cuatro velocidades: 110, 150, 200 y 250
rpm; como se dijo anteriormente, el comportamiento de 200 y 250 rpm es similar, sin
embargo, se observa que el comportamiento para 150 rpm muestra algunas burbujas cerca
de 2 mm de diametro que si alcanzan 1.5 en cuanto al factor de forma. Se concluye que la
velocidad estd jugando un papel importante, ya que al tener menor velocidad, dichas
burbujas no alcanzan a fracturarse, a pesar de que alcanzan un factor de forma un poco
mayor a 1.5. Para la velocidad de agitacion de 110 rpm, se observan pocos valores que
superen un factor de forma mayor a 1.5, esto puede deberse a que, como la velocidad de
agitacion es la menor, las burbujas estan sometidas a menores fuerzas y entonces no se

elongan, como en casos a mayores velocidades de agitacion.

De las figuras 4.13 y 4.14 se observa que existe un diametro maximo de burbuja, el cual se
encuentra cerca de 3.5 mm, burbujas mayores a ese didametro siempre se fracturan debido a
que siendo muy grandes, es mas facil que se fracturen sin importar la velocidad de

agitacion.

4.5 Dispersion de biomasa

Gamboa et al, (2011) reportaron recientemente que la morfologia de la biomasa de
Streptomyceslividans juega un papel relevante en la produccion y la calidad de la proteina
recombinante APA. Encontraron que los pellets mas redondos de hasta 1.0 mm de
didmetro se obtuvieron en matraces convencionales pero con una disminucion significativa
tanto en la produccion como de la calidad de la proteina, mientras que los pellets mas
pequefios, con diametros por debajo de 0.25 mm, se obtuvieron en los matraces con resorte
y la produccidn de la proteina fue mayor alrededor de 3 veces con respecto a la obtenida en
los matraces convencionales, como se observa en la figura 4.15. Estos autores consideran
que estas diferencias de deben a la transferencia de masa en el interior de los pellets y a las
caracteristicas hidrodinamicas de cada configuracion.
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Figura 4.15.Morfologia micelial de Streptomyceslividans en matraces convencional,

bafleado y con resorte. [Gamboa-Suasnavart R. A, et al, 2011
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Figura 4.16:Dispersion de la biomasa a 150 rpm por 25 seg.en las tres configuraciones.

Con el fin de evaluar el efecto de la configuracion en la dispersion de la biomasa, en este
trabajo se hizo un experimento sencillo donde se adiciond 1 g de biomasa a cada uno de los
matraces y con la cdmara de alta velocidad se visualizé la dispersion de la biomasa a 150
rpm por 25 segundos (figura 4.16). La biomasa se dispersdé midiendo el diametro medio de
las particulas durante este tiempo, dichas mediciones fueron obtenidas de igual forma que
con las burbujas. Los datos se presentan en la figura 4.17.
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Figura 4.17:Didmetro equivalente de los pellets de biomasa en funcion del tiempo de

dispersion para las tres configuraciones.

En los matraces con bafles y con resorte, la biomasa se dispersa mas rapidamente que en
los convencionales. Ademas se observan dos mecanismos diferentes: cuando una corriente
golpea el bafle, se acelera y golpea la esquina del siguiente bafle, lo que genera una
segunda corriente que favorece la turbulencia del sistema y por tanto, se promueve la

desagregacion de la biomasa.

En el caso del resorte, la biomasa se introduce en los huecos del resorte lo que causa que la
biomasa se fragmente. Se puede observar una regién gris que indica que la biomasa esta
dispersa en pequefias particulas, mientras que en el matraz convencional no se observo esta

fragmentacion.
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5. Conclusiones

En este trabajo estudiamos el aire incorporado en tres geometrias de matraces agitados
orbitalmente: matraz liso, matraz bafleado y matraz con resorte, dicho estudio se realiz6 a

través de visualizacion y analisis de imagenes.

En cuanto a la incorporacion de aire, se observé que el matraz liso no incorporé aire a
ninguna velocidad, el matraz bafleado comenzé a incorporar burbujas a 110 rpm, en el
matraz con resorte también se observé incorporacion de burbujas, sin embargo, debido al
método utilizado, solo pudieron obtenerse distribuciones para el matraz bafleado. De lo
anterior puede concluirse que la geometria juega un papel importante en cuanto a la
incorporacion de burbujas, por otra parte, considerando que los resultados para el matraz
bafleado, mostraron que efectivamente el diametro cambia en funcién de la velocidad y que
al incrementarse esta, las distribuciones se adelgazan y desplazan hacia la izquierda,
disminuyendo también su desviacion estandar, se puede concluir que a mayores
velocidades el diametro (Sauter y medio) disminuye y que la mayoria de la poblacién para

una cierta velocidad se localiza en un intervalo cada vez menor.

Sobre los resultados obtenidos en cuanto a la presion, puede concluirse que el matraz
bafleado tiene una gran aportacion sobre la fractura de burbujas, lo cual se deduce del
hecho de que la presion de Laplace resulto ser mucho mayor a la presién Dinamica, sin
embargo, debido el método utilizado para las mediciones, no fue posible determinar la
presién maxima alcanzada en el sistema a través de la ecuacién de Laplace, porque se llegd
al limite del método de medicion y entonces ya no fue posible detectar burbujas con un

radio menor a 0.36 mm.

De los resultados obtenidos en dispersion de biomasa, puede observarse que la geometria
juega un papel determinante: para el matraz liso, permanecen pedazos grandes, para el
matraz bafleado se observan trozos medianos y deformes, para el matraz con resorte, se
observa que practicamente la biomasa se pulveriza. También se observa que al paso del
tiempo, el didmetro equivalente disminuye, para el matraz liso esto sucede de una manera
proporcional, sin embargo, para el matraz bafleado se observa una caida rapida del tamafio,

para el matraz con resorte también se observa una caida rapida, sin embargo esta es mas
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drastica. También puede observarse que existe una tendencia a un tamafio minimo de
biomasa, no puede afirmarse que los valores de didmetro observados en dicha figura sean
los valores correctos para cada configuracion, porque para hacerlo habria que disefiar un
experimento repetible, lo que definitivamente si puede concluirse es que los esfuerzos son
mayores casi inmediatamente en el matraz bafleado y con resorte debido a la geometria, la

cual debera ser considerada en funcion de las necesidades.
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