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RESUMEN

Se presenta un breve estudio sobre inmovilizacion de Saccharomyces bayanus en matrices
de alginato y quitosana para la obtencién de etanol. Siendo la quitosana una matriz
adecuada para la inmovilizacién de células microbianas, animales y vegetales se investigd
su posible uso en la fermentacion de glucosa utilizando levaduras. Los resultados sugieren
un posible efecto inhibitorio de la quitosana como matriz para fermentacion de glucosa.

ABSTRACT

A brief survey on immobilization of Saccharomyces bayanus in alginate and chitosan
matrixes to obtain alcohol is presented. Since chitosan is an adequate matrix to immobilize
microbial, animal and vegetal cells, it was evaluated to immobilize yeasts in order to
ferment glucose. The results are in agreement with the possible inhibitory effect of
chitosan on the fermentation of glucose by yeasts.

INTRODUCCION

Células inmovilizadas son aquellas células
confinadas en forma fisica en un determinado
espacio, dentro del cual retienen su actividad
catalitica y en algunos casos, su viabilidad
(2,19).

En general, las técnicas de inmovilizacién
tienen como principal objetivo el incremento
de la productividad y la médxima utilizacién del
sustrato (7).

Frente a la inmovilizacién de enzimas,
el proceso de inmovilizar células (ver Fig.1)
ofrece ventajas tales como el no requerir se-
paracion ni purificacién, ademds de una mayor
estabilidad de la enzima celular especialmente

en el caso de enzimas intracelulares y
microorganismos que' no contengan enzimas
interferentes, previene la inactivacién
interfacial, excreta metabolitos secundarios y
permite la regeneracién del cofactor. En algu-
nos casos, el uso de células inmovilizadas evita
la inestabilidad enzimadtica permitiendo que la
enzima se mantenga en su estado nativo.

En general, atin cuando la preparacion y
utilizacién de células inmovilizadas es mds
sencilla que inmovilizar enzimas, existen algu-
nos factores limitantes tales como el hecho de
que las células contienen otras enzimas que
catalizan reacciones adicionales, la porosidad
de las matrices y su interaccién con el medio,
que incluye el posible dafio de la célula por el
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Figura 1. Esquema del Proceso para Inmovilizacién
de Células en un Gel.

producto, asi como algunos agentes
bloqueadores, atin en estudio, que inciden en
el ingreso del sustrato a las matrices.de
inmovilizacién (6).

Para trabajos de fermentacion de glucosa
mediante inmovilizacién, la produccién de
etanol es mds dependiente de la composici6n
del medio que de la tolerancia intrinseca de las
cepas industriales. Otro factor importante es la
presencia de cofactores tales como el Ca o el
Mg, cuya deficiencia influye notablemente en
la integridad de las membranas celulares y la
prolongacién de la fase exponencial (12).
Dombek e Ingram- sugieren el efecto de algunos
nutrientes complejos que podrian suplir tal
deficiencia (5).

Entre los numerosos trabajos sobre
inmovilizacién es muy frecuente el uso de
polisacdridos, en especial de alginatos que
presentan una gran capacidad de gelificacion y
se utilizan en forma de membranas o perlas, y

sobre los cuales se ha descrito las bondades de

su uso asi como algunas limitaciones (10,12,16).

En lo referente a la formacién: de geles
firmes, es muy importante resaltar que el me-
canismo de gelificacion del alginato y de la
quitosana presentan un patrén similar al de la
quitosana (10,17). La quitosana es un
polisacdrido de gran interés'y el mds abundante

en la naturaleza después de la celulosa, siendo
una de sus principales fuentes de obtencién las
caparazones de organismos marinos.

Existen referencias sobre la formacién de
perlas de quitosana mediante gelificacién para
inmovilizar E. coli en la sintesis de triptofano
(17). Se viene desarrollando una gran drea de
investigacion en base a la adaptabilidad de las
membranas y perlas de quitosana y su
permeabilidad para inmovilizar diversos tipos
de células. Asf, han resultado exitosos algunos
estudios sobre inmovilizacién de células ani-
males y vegetales en quitosana. (10,11,14,20)

En el trabajo que se presenta, se realiza un
estudio de inmovilizacién de Saccharomyces
bajanus utilizando perlas de alginato y perlas
de quitosana a fin de evaluar la adaptabilidad
de este tltimo como soporte de células para la
obtencién de etanol a partir de glucosa, trans-
formacién debida a reacciones enzimadticas
multiples acompaiiadas por sistemas de rege-
neracién de ATP y NADH utilizando la ruta de
Embden-Meyerhof-Parnas.

MATERIALES Y METODOS -

La preparacién de materiales asi como la
realizacién de los ensayos tuvo lugar en el
Laboratorio de Biotecnologia del Departamen-
to de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la
Universidad de Reading, Inglaterra.

Microorganismo: Para el presente estudio
se utilizé una cepa de Saccharomyces bayanus
(FSBC 54) del Laboratorio de Tecnologia de
Alimentos de la Universidad de Reading, In-
glaterra, cepa actualmente conocida como
Saccharomyces cerevisiae [30]. Esta es una cepa
comercial muy utilizada para la elaboracién de
vinos espumantes y que para efectos del pre-
sente estudio se mantuvo en precultivo en caldo
glucosado a 37 °C y se repicé 12 horas antes
de su inoculacién en el medio de cultivo.

Sustrato de Fermentacién: Se utilizé un
medio glucosado en concentracién del 10%. La



formulacién del medio consistié de 1% de
extracto de levadura, 0.1% de sulfato de amonio,
0.05% de sulfato de magnesio y 0.1% de
difosfato de potasio, el pH del medio se ajusté
en 6.7 £ 0.3 utilizando hidréxido de sodio y
dcido clorhidrico.

Soluciones para Inmovilizacién: Se pre-
paré 1000 ml de una solucién de alginato de
sodio (Sigma Type V sodium salt) al 3% y
1000 ml de solucién de quitosana (750 cp, 86%,
Protan Lab) al 1% disuelta en 4cido acético
1.5%, a estas soluciones se les denominé en
adelante hidrocoloides.

Soluciones Estabilizadoras. Para cada
hidrocoloide fueron necesarias soluciones
estabilizadoras: 2000 ml de Cloruro de sodio
0.2 M y 2000 ml de tripolifosfato de sodio 2%
(para alginato y quitosana respectivamente).

Las soluciones para inmovilizacién y
estabilizadoras fueron esterilizadas a 121°C por
15 minutos.
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Figura 2. Preparacién de Células inmovilizadas
utilizando aire a presion.

Preparacion de las Perlas. Se prepar6 una
mezcla de cada hidrocoloide con una cantidad
previamente calculada de cultivo, tal como se
refiere en la seccién de Métodos Analiticos
Estas mezclas fueron denominadas emulsiones.
La formacién de las perlas se realiz6 bombeando
cada emulsién en su respectiva solucién
estabilizadora, utilizando para el efecto una
bomba peristdltica de vacio. Para ambos casos
las emulsiones se dejaron caer a una-velocidad
de 50 - 60 gotas por minuto. Asi se obtuvo
perlas de alginato y quitosana de 3 a 4 mm de
didmetro, que se dejaron en reposo durante tres
horas dentro de su respectiva solucién
estabilizadora (Fig. 2).

Las perlas obtenidas tuvieron una densidad
de 1.02 g/ml (alginato) y 1.14 g/ml (quitosana).

Métodos analiticos

Calculo de la concentracién de biomasa.
Se realizé primero el célculo del nimero de
células en el cultivo inicial a fin de determinar
la cantidad a agregar en las soluciones de
alginato y quitosana.

La preparacién de la emulsidn se realiz6 de
la siguiente manera: el primer cdlculo del ni-
mero de células se efectud en el caldo de cul-
tivo inicial, cuyo contenido era 4.8 x 10°
células/ml, de éste se tomé6 un volumen de 21
ml que fue mezclado con cada una de las
soluciones de alginato y quitosana. La concen-
tracion final en cada emulsién fue de 1.1 x 10°
células/ml de emulsién de alginato y 1.2 x 10°
células/ml de emulsién de quitosana.

La fermentacién se llevé a cabo agregando
5.1 g de perlas de alginato y 5.7 g de perlas de
quitosana en matraces conteniendo 500 ml del .
sustrato de fermentacién respectivamente.
Estas cantidades fueron equivalentes a una
biomasa de 1 x 10° células/ml. Para el trata-
miento testigo o de Células Libres (CL) se
agreg6 0.10 ml del cultivo inicial en 500 ml
de caldo glucosado al 10%, con lo cual la con-
centracion final para este tratamiento fue de
1 x 10° células por ml de caldo.



El célculo para determinar la biomasa fue
realizado en base a correlaciones de peso,
densidad éptica (D.O.) y niimero de células.

Para determinar el peso de la biomasa, se
filtr6 10 ml de cultivo utilizando un filtro
Gelman Sciences 47 mm, 0.45 um, sometido a
secado hasta peso constante. El peso de la
biomasa fue obtenido por diferencia. La medi-
ci6én de la densidad 6ptica (D.O.) se realizé en
un espectrofotémetro Bausch & Lomb
Spectronic 20, a 610 nm (8). El contaje del
nimero de células fue realizado utilizando un
hemocitémetro modificado de Neubauer (3) y
los datos fueron expresados en ciclos
logaritmicos.

Medicién de sustrato y producto. Las
concentraciones del sustrato glucosa y del
producto etanol fueron determinadas utilizan-
do los procedimientos Sigma N° 510 con lec-
turas en el espectrofotémetro a 430 nm para
Glucosa 'y a 340 nm para Etanol (8).

Fermentacion. Se considerd los siguientes
tratamientos:

CL: células libres
Todas las muestras fueron incubadas a 37°C
con agitacién orbital a 2000 rpm.

RESULTADOS

Utilizacién del Sustrato. De las pruebas
realizadas se puede apreciar en la Fig. 3 las
diferencias en el uso del sustrato por el
microorganismo S. bayanus inmovilizado me-
diante los tratamientos en estudio.

Las diferencias mencionadas se observaron
a partir de las 5 horas de cultivo, las células
libres (CL) y las inmovilizadas en alginato (A)
utilizaron el 19 y 29.4% de glucosa respecti-
vamente, en tanto que el valor de utilizacién de
glucosa para las células inmovilizadas en
quitosana (Q) fue de sélo 3.4%.

A las 10 horas el consumo de glucosa por
los tratamientos CL y A (55 y 61.4%) supera-
ban en 6 y 7 veces el correspondiente al trata-
miento Q, siendo esta tendencia continua hasta
las 20 horas, al cabo de las cuales los trata-
mientos CL y A disminuyeron sus valores

A:  células inmovilizadas en perlas de alginato debido posiblemente al. agotamiento de sustrato.
Q: células inmovilizadas en perlas de En cambio, el tratamiento Q, a las 20 horas,
quitosana : : present6 un valor de 16% que recién a las 25
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Figura 3. Utilizacién de Glucosa por S.bayanus. Inmovilizado en: —*— Células libres, —m— Quitosana

y —=— Alginato



horas se increment6 a 46.7%. Los mayores
valores: 78.4 y 91% ocurrieron al transcurrir
las 30 y 35 horas respectivamente.

Produccion de Etanol. Los resultados ob-
servados en la Figura 4, muestran una relacién
inversamente proporcional al comportamiento
de utilizacién de sustrato anteriormente descri-
to en la Fig. 3, lo cual es concordante y tipico
del curso de la transformacién de sustrato en
producto.

Desde las 5 horas se produjo un incremento
en la produccién de etanol mediante el trata-
miento A (9.7 g/lt) que es mayor a la observada
en los tratamientos CL (4.5 g/lt) y Q (2.3 g/lt).
La mayor produccién de etanol en CL se ob-
serva entre las 18 y 20 horas con 41 g/lt (4.1%),
en tanto que para el tratamiento A se produce
entre las 15 y 18 horas alcanzando 44 g/lt
(4.4%). Esto pareceria indicar una ligera ven-
taja en el uso del alginato.

El tratamiento Q arrojé 34.4 g/lt (3.44%)
como valor mdximo de conversién de sustrato
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Figura 4. Produccién de Etanol por S.bayanus Inmovilizado en: —-=- Células libres, —m=— Quitosana,

—*— Alginato

en producto, valor que es notoriamente menor
a los obtenidos por CL y A, ademds de que,
como valor maximo se presentd bastante pos-
terior: a los 35 dfas.

Crecimiento Celular. En la figura 5 se
observa el crecimiento de S. bayanus en el
sustrato bajo las condiciones en estudio.

La curva de crecimiento correspondiente a
CL muestra el comportamiento tipico del cre-
cimiento microbiano. Entre las 10 y 20 horas
se observa el desarrollo de la fase exponencial,
de 7.8 x 10° a 8 x 10° células/ml.

A su vez, la curva de crecimiento para el
tratamiento A presenté valores casi constantes,
desde 2.1x10° células/ml a las 4 horas, 1.4x10"
células/ml a las 20 horas e inclusive hasta los
35 dias con sélo 8.5x10! células/ml.

Para el caso del tratamiento Q, la curva de
crecimiento presenté la misma tendencia que la
correspondiente al tratamiento CL, también
entre las 10 y 20 horas se produjeron incremen-
tos de 1.2x10! células/ ml inicial a 5.9x10°
células/ml, aunque el valor mdximo fue de
7.8x10° células/ml a las 25 horas.
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Figura 5. Crecimiento de S. bayanus —*— Células libres, -m— Inmovilizadas en Quitosana,

—&3- Inmovilizadas en Alginato.

DISCUSION

El nimero de células confinadas en las perlas
de alginato y la utilizaci6n de sustrato para este
tratamiento parece indicar que las células se
encontraban realmente inmovilizadas y no
migraron fuera del espacio dentro del cual
estaban confinadas, ademds de lo cual mantu-
vieron su actividad fermentativa y una produc-
tividad (4.4%) ligeramente mayor a la corres-
pondiente de las células libres (4.1%).

En relacion a la diferencia entre los valores
de utilizacién de sustrato y la elaboracién de
producto mediante los tratamientos CL y A,
ésta parece coincidir con lo explicado por
muchos autores sobre la interaccién del etanol
con el interior de las membranas celulares en
sistemas de células libres (inhibicién por pro-
ducto) (5,12,18), lo cual en el caso de la
inmovilizacién con alginato tuvo un menor
efecto. Existen evidencias sobre la presencia
de etanol y la reduccién de la actividad de las
enzimas glicoliticas, asf como la acumulacién
intracelular de AMP que a su vez inhibe las
hexoquinasas.

En el caso del tratamiento Q, hasta las 10
horas no se observé mayor variacién en el valor

inicial de 1.6x10". Sin embargo, a partir de las
12 horas y hasta las 20 horas, €l crecimiento
celular se incrementd considerablemente de
1x10* a 7x10° células/ml de sustrato. Este
comportamiento continud hasta las 30 y 35
horas, llegando a 3.1x10¢ células/ml.

Resulta evidente que las curvas de creci-
miento celular y utilizacién de sustrato para el
tratamiento con quitosana, no se asemejan al

‘modelo caracteristico de inmovilizacién que

presenta el tratamiento con alginato, y mds bien
sugieren la migracién o liberacién de células
hacia el sustrato, lo cual iniciaria el proceso de
fermentacion bastante retrasado y de menor
indice de productividad en comparacién a los
obtenidos mediante células libres e
inmovilizadas en alginato.

Se conoce algunos casos de inmovilizacién
en los cuales la porosidad de la matriz facilita
la liberacién de las células en el medio, algo
similar al comportamiento de los geles de
carragenina, lo cual es una caracteristica posi-
tiva en el caso de algunos productos lacteos
(1); sin embargo, para el caso de matrices de
quitosana, no se ha reportado liberacion de
células siendo su uso exitoso para inmovilizar
E. coli (17) asi como células animales y vege-



tales (11,20). Por lo tanto, no seria adecuado
considerar en este caso, la porosidad de la matriz
de quitosana como causa del crecimiento celular
en el sustrato

Existen reportes que sugieren la atraccion
electrostdtica entre las cargas negativas de las
paredes celulares en las levaduras y la natura-
leza catiénica de la quitosana, especialmente
en condiciones de elevada acidez, lo cual
inhibirfa el ingreso de glucosa a la célula y su
subsiguiente utilizacién y transformacién (13).

En condiciones menos acidicas se produce
agregacion y dispersion de las células (17).
Tomando en cuenta que el medio de cultivo y
el tripolifosfato de sodio podrian haber ejerci-
do un efecto de neutralizacién y consecuente
baja de la acidez de las matrices de quitosana
se explicaria la obligada dispersion de las cé-
lulas hacia el sustrato, considerando ademads
que la falta de sustrato habria coadyuvado a
dicha migracién o liberacion.

En relacién a los valores de produccién de
etanol reportados por la literatura éstos son,
utilizando células libres de Saccharomyces
bayanus IST 154 4.0% (peso/vol) a partir de un
medio de glucosa 32% a 30°C, utilizando
Saccharomyces cereviseae inmovilizado en
alginato se obtuvo 4.6% (peso/vol) (4) y en
algunos casos 6ptimos 4.8% de un medio con
10% de glucosa (5).

Comparando lo anterior con los resultados
obtenidos, los valores de 4.1% (peso/vol) para
células libres y 4.4% (peso/vol) en
inmovilizacién con alginato resultan eficien-
tes. En el caso de la inmovilizacién con
quitosana, estos valores no corresponden a
células inmovilizadas siné mas bien a células
ocluidas y limitadas en su acceso de glucosa,
“liberadas” para su busca de sustrato y consi-
guiente elaboracién de producto, lo cual exclu-
ye cualquier comparacion.

CONCLUSIONES

1. Para las condiciones del presente estu-
dio, las células de Saccharomyces bayanus

libres e inmovilizadas en Alginato presentaron
tiempos similares de fermentacién del sustrato,
alrededor de las 10 horas.

2. Debido a su mayor productividad las
células inmovilizadas en Alginato mostraron
mayor eficiencia en la utilizacién del sustrato.
Los porcentajes de productividad de etanol
fueron de 4.1% en células libres y 4.4% en
células inmovilizadas en Alginato.

4. Las células inmovilizadas en Quitosana
desarrollaron una actividad fermentativa lenta,
conclusién que concuerda con las observacio-
nes de Raltson (13) sobre inhibicién de la fer-
mentacion de algunas cepas de levaduras en
matrices de quitosana.

RECOMENDACIONES

Considerando que la quitosana es un
polimero de gran interés industrial, y habién-
dose desarrollado con ésta algunas técnicas de
inmovilizacién de microorganismos, se ha
encontrado que no existirian mayores ventajas
en su uso como matriz de inmovilizacién de
levaduras. Sin embargo, en base a los antece-
dentes de su uso con bacterias resulta de gran
interés el continuar investigaciones de
inmovilizacién utilizando otros microorga-
nismos, especialmente del ambiente marino,
por ser €stos una gran fuente de importantes
sistemas enzimaticos.
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