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RESUMEN

La Inmovilizackin de biocaializadorsa, concratamente cdlulaa microblanss, s+ conwtiiuye en el
mejor proceso en la ectuslided pare aprovechar al miximeo su capacidad fransformadora sn la
obiencién de sustenclas de imerés industrlal, coma son los L-aminsdcidoa, dcidos argénicos,
antiblctioas y aleohoies, sustancias que contribuyenal mejoramiento del nivel da vida sn cuanto
a alimwimtackdn, pravenclén de enformededes y cblenclén de combusiibloas a partir de fusniss
ranovables, ya que &h #5158 procescs 8 opera a condiciones moderndas de praslin y iempers-
tura consiguléndoss un sharro snargético. Por oira parte la convarsion y la especificidad son
mayores gue jos ablonidos en los procesce de fermentacién tradiclonal ademds s posible
slectuar procesos bloteonoléglcos con rautilizaclén da células inmavillzadas sin pérdida consl-
darable de su sclividad catalftica,

OBJTETIVOS

Los objetiveos basicos de este trabajo fueron: a) la

normalizacion de una tecnica afectiva y wviable de

inmovilizacion de celulas wvivas ( de acuerdo a 1la

digponibilidad de recursos en nuestro medio), b)

desarrollar la anterior técnica en la inmovilizacicon de
o es cerevisiae y comprobar su actividad

biogintetica en la fermentacion alcoholica a partir de 1la
melaza de cana de azucar como sustrato, ¢) desarrollar un
modelo cinético para la fermentacion, en operacion
discontinua, a nivel de laboratorio,
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GENERALIDADES SOBRE EL PROCES0O DE ITNMOVILIZACION

Existen gran variedad de transformacicnes bioquimicas que
emplean microorganismos como fuente natural de
biocatalizadores, los cunales se clasifican como: células
enteras activadas y multiplicadas, células sin multiplicar
o esporas, células modificadas por manipulacion de s=n
contenido genético, enzimas solubles crudas o purificadas,
enzimas inmovilizadzas y ceélulas inmovilizadas o no.

La inmovilizacion de biccatalizadores puede definirse come
el confinamiento de sus moleculas en una fase insoluble gue
presenta intercambic efectivo con la fase extarna a través
de una estructura porosa caracteristica del material.

Los metodos mas efectivos para efectuar la inmovilizacidn
de biocatalizadores son los gque producen estructuras
porosas donde se confinan las moleculas, La inmovilizacién
por enlace covalente a polimercs activados es probablemente
el metodo mas usado, al igual que la adsorcion fisica en
soportes porosocs.

a. El atrapamiento dentro del reticulo porosc de un
polimero o de microcapsulas limitadas por membranas
semipermeables que permiten la difusion de sustrato y
producto es otra forma de inmovilizacidn.

b. La reticulacieon o estrecruzamiento con reactivos
bicfuncionales produce agregados insclubles. Ver Figura
1.

c. La union mediante enlace covalente requiere el
dezarrollo de reactivos guimicos gque forman enlaces
entre soportes y enzimas; se desarrollo exponencialmente
en la decada de los sesenta; algunos materiales
destacados son el vidrio poroso y la ceramica.

ILa formacion de reticulos poliméricos de porosidad tal gue
impida el derramamiente de biocatalizador a 1la fase
externa, se obtiene por condensacidn quimica de mondmera o
por geleficacion de polimeros lineales como agar, agarosa
0 kappa-carragenina; el gel resultante se somete luego a
endurecimiento.

La microencapsulacion es el ceonfinamliento de moleculas
biocataliticas en peguenas particulas esfericas limitadas
por membranas, las cuales pueden ser sclidas (nylon o
nitrocelulosa) o liquidas (hidrocarburos o detergentes).

124 Fey ¥H Hucaramanga (Colombis), 1301 123142, junio 1651



Se conoce tambien la inmovilizacion de erganelos, tales
como cloroplastos y mnitocondrias, aun mas Iinteresanta
resulta la posibilidad de co-inmovilizacion como el es casoc

de Saccharonyvces Cerevisiae v Eachericha coli inmovilizadas

en poliacrilamida para produccion de glutationa.

La perdida de actividad, se reduce considerablemente puesg
la dotacion enzimatica de la ceélula se mantiene en su
ambiente natural, la membrana celular constituye una
barrera protectora de los agentes externcs y excluye muchos
dasnaturalizadores gquimicos como icnes metalicos. En la
mayoria de las preparaciones con celulas inmovilizadas se
obtiena inaccesibilidad a cualgquier mnicroorganismo
contaminante, haciendose innecesaric el uso de nitrogeno
libre para mantener el ambiente inerte durante el proceso.

CARACTERIZACION BIOLOGCICA DE Saccharomyces Cerevisiae

Los hongos constituyen un grupo de microorganismcs de gran
interés cientifico e industrial, por la variedad de
sustratos en los gue se desarrollan y las condiciocnes
extremas que soportan (Temperaturas altas y amplio rango de

PH)

Las levaduras, hongos no filamenteacs, son aptas para
realizar transformaciones quimicas debido, a que la razon
area superficlial a veolumen ez elevada. A traves de la
historia las levaduras han servide al hombre en procesos
fermentativos comc la produccien de pan, bebidas
alcoholicas y otras sustancias alimenticias. Las levaduras
estan muy diseminadas en la naturaleza, la nayoria son
saprofitas, ez decir viven scbre materia organica muerta.
Las gque habitan asiduamente el suele, secretan un limo gque
les permite soportar la secacidn. También aprovechan un
gran numero de compuestos de carbono, lo que les da ventaja
para obtensr sus nutrientes si se les compara con otro
grupos de microorganismos.

El método mas comin de reproduccicn de las levaduras, es la
gemacion, aungus también lo hacen por esporulacion o
fisicen.

El génerce Saccharomlces permansece a la subfamilia
Saccharomycoldeae v a la familia Saccharomycetaceae, son
vaiulas redondas, ovales, alargadas © en hilos con
pseudonicelio, repreduccion vegestativa por gemacion
multilateral, contiene de una a cuatro esporas por asca.
Fu catabolisne cambia de oxidativo a dominante fermentativo
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cuando actua sobre azucares comunes, no asimila nitratos.
El catabolismo de azucares, como la glucosa, es anaercbioc
(fermentative) y mas conocide como fermentacion alcochdlica,
con base en el producto final alecohol etilico.

La relacidén global es:

CHE0, —m——e- 2 CHOH + 2 €O,
Glucosa Alcohol Dioxido de
etilico carbono

Esta transformacion obedece al esquema glutacolitico:

CH.0, + 2 ADP + 2 H;PO,  ———-—- 2 CH;COCOOH +

Glucosa Adencsin Fosfato Acido piruvico
difosfato inorganico

2 ATP + 2 H,0 + 2 (2H) + CH,COCOOH ---- CH,CHO + CO,
Acetaldehido
[
CH.CH O ——
Alcohol etilico

El Acido piruvico se considera el compuesto clave en la
degradacion de glucosa, en la fermentacion hay oxidacicn
parcial del sustrato ¥y compuestos Iinestables como
aceptadores finales de electrones. Antes de gue se lleve
a cabo la fermentacidn de los polisacaridos se presenta la
hidrdlisis por enzimas (hidrolasasg), el tipo de estas varia
con la especie, Las levaduras son fuentes ricas en
lactosa, invertasa y catalasa de interes comercial.

UTILIZACTON DE CELULAS THNMOVILIZADAS

= Produccion de aminocacido: usandoe celulas de Aspergillus
ochraceus con reticualcion de albumina con glutaraldehido.

Usande Escherichia Colli inmovilizada an peliacrilamida
para la obtencion de acido L-asparico.

Usando celulas co-inmovilizadas de "Speudomenas da
cunhae y Escherichia Celli" en carragenina para la
cbtencion de L-alanina.
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= Preoduccion de antibiotices: La literatura reporta pocos
estudios referentes al empleo de celulas inmovilizadas para
obtener antibioticos, entre ellos:

El usec de micelic y protoplasma de Penicilliaup
Crysogenun en poliacrilamida y algionato de calcic para
producir penicilina G a partir de glucosa.

La inmovilizacion de Streptomyces glavuligerrus en

peliacrilamida para producir cefalosporina C.

Obtencion de bacitracina con celulas de :Bagillus sp
inmovilizadas en poliacrilanmida.

Usando  Achromobacter =sp © Bacillus megaterium
inmovilizados por enlace idnico a DEAE- celulos para
producir ampicilina a partir de acido G-aminecpenicilanico.

- Produccion de acidoz organices: produccion de Acide L-
malico a partir de &acido fumarico, inmovilizando

Brevibacterium amoniagenes ¢ Brevibacterium flavum.

Produccicon de acido acético utilizando Acetobacter Acet]
inmovilizade en material ceramice porcsc y empleando
glucosa come sustrato,

-~ Produccion de alcohcles: empleando Saccharomvces
cerevisiae inmovilizadas en K-carragenina, glucosa como
sustrato para cbtener alcchol etilico.

Produccidn continua de HN-butancol e isopropanol usando
Clorstridium Botyricum atrapada en algionatoc de calcio.

Otos usos gue se dan a la ceélulas inmovilizadas son la
gbtencion de enzimas extracelulares, como en el caso de la
L-amilasa usandc Bacillus sbtilis Inmovilizados en
poliacrilamida, tambien 1la (produccion) obtencion de
proinsulina con Bacillus subtilis inmovilizados en
esferulas de agarosa.

MATERTATLES UTILIZADOS PARA LA THNMOVILIZACION Y SUS
CARACTERISTICAS

Los materiales de origen organico, incluidos los polimeros
naturales, pozeen caracteristicas fisicas come porosidad vy
ausencia de reactividad ogue lgs hacen aptos para
inmovilizar ceélulas microbianas ya que al emplearlas en
procesos en procesos de trancformacion ofrecen ciertas
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ventajas deseables como son: Limpieza, economia, alta
porosidad v facil control del proceso; tenliendo en cuenta
estas caracteristicas se seleccionaron para inmovilizar

Saccharomyces cerevisiae: agar, agarosa y K-carragenina.

Agar: Granulade y compuesto de sulfato de calcio y un
polisacarido que contiene galactosa. El agar es una
sustancia mucilaginosa seca extraida de varias especies de
algas rojas, forma geles de alta resistencia a 40 °“C ¥ no
presenta toxicidad reconocida.

Agarosa: Es un hidrocolide aislado del agar proveniente
de algas marina, utilizado comunmente en electroforesis
pues la matriz del gel constituye un medioc ideal para gue
migren moleculas cargadas con iones cuando se aplica un
voltaje determinado; es una sustancia altamente
hidrofilica, su temperatura de gelificacion es de 36 *°C.
La agarosa se clasifica segun su contenido de =sulfato el
cual es el principal componente de los grupos ionicos que
la constituyen.

K-carragenina: ©Este polisacaride esta compuesto por una
unidad estructural de B-galactosa y 3,6-anhidro-L-D-
Galactosa, S5u peso molecular oscila entre 100.000 ¥y

800.000, con un contenido de ester de 20 a 30%, es socluble
en solucicn salina fislologica en rango de temperatura de
70-B0 *C. Se gelifica por contacto con solucion de iones
metdlicos come k', Mg, NH', ca"™, cu®, Fe™ aminas ¥y
solventes organicos miscibles en agua. Es un extracto de
algas ampliamente usado en las industrias farmaceuticas y
alimenticias por su propiedades como gelificante, espesante
¥y agente estabilizador.

TECNICAS DE TNMOVILIZACION EMPLEANDO AGAR Y AGAROSA

La tecnica tiene por objeto inmovilizar celulas de

Saccharomvces cerevisjae incluyendelas en la particula
esfericas de agar y agarosa para utilizarlas en un proceso

de fermentacion; el procedimiento empleado fue (ver Figura
211

- El agar o agarosa se diseclvio con agitacion continua en
agua desmineralizada a 50 *C, hasta gue se obtuvo una
solucion homogenea.

- La solucion polimérica se esterilizo en un autoclave a
15 p=si, 15 minutos.
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- Se disolviod la levadura Saccharomyces cerevisiae en agua

tibia a 30 °C. La suspension obtenida se anadio a la
gsolucion polimarica esteril a 45 °C.

-~ La solucidn de células-Polimero se agrego gota a gota
sobra la fase aceitosa hidrofobica bajo agitacion
magnética durante 10 minutos, formandose esférulas
aproximadamente de 3 mm de diametro y buena
consistencia. Las esféerulas se lavaron perfectamente
con agua esteéril para retirar el aceite impregnado y las
células adheridas a la suparficie de las particula.

La técnita exigqgic condiciones de esterilidad en el ambiente
y en el material utilizado, para eliminar la concentracion
microbiana externa. La temperatura de gelificacidén del
material y la temperatura maxima gque soporte el
micrecorganismo son parametros fundamentales para la
efectividad de esta tecnica.

TECNICAS DE INMOVILIZACION EMPLEANDO LA E-CARRAGENINA
Loe pasos empleados fueron los siguiente (ver Figura 3):

- Lla K-carragenina se disolvic en solucioen salina
fisiologica esteril, esta solucion fue precalentada a 80
*C, para obtener asi una sclucion homogenea,

- La solucion se esterilize en un autceclave a 15 psia
durante 15 minutos.

- Se preparc una suspension celular de
Cerevigjae, disclviendo levadura en agua tibia, esta
suspension se anadio a la solucidén de K-carragenina
esteril, se homogenizo y se guardo a 4 °C durante 15
minutos.

- Al gel resultante sge le adicionaron 50 cc de solucion de
KClI 0,3 M esteril, el preparadc se mantuve bajo
refrigeracion 12 horas, tiempoc en el cual el gel se
consolido.

- Se cortaror particulas de forma cubica, con bisturi

esteril; ésvose ge guardaron en solucion de KCl a 0,3 M,
durante 2 horas en el refrigerador.
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EXPERTMENTACTON

Utilizande 1las técnicas ¥ 1los materiales descritos
anteriormente se procedidé a inmovilizar Saccharomvces
cerevisiae para reallzar unocs ensayos preliminares que
suministraran informacion acerca de 1los siguientes
aspectos: Estabilidad de las ceélulas inmovilizadas, tiempo
requerido para la fermentacion alccholica, concentraciones
de agar, agarosa y K-carragenina gque aseguran una inclusion
efectiva y activa referida al numero de microorganismos
inmovilizados vy la produccion de alcohel etiliceo
respectivamente, los ensayos se realizaron empacando los
microorganismcs inmovilizados en una columna (ver Figura
4), la cual se opero sin agitacion o con agitacidn
(recirculando el sustrato). Las Tablas 1 y 2 reportan los
parametros utilizados en las pruebas preliminares para
ocbtener las esferulas de agar, agarosa ¥y K-carragenina.

FERMENTACION ALCOHOLICA EN OPERACION DISCONTINUA

Las celulas de Saccharomyces cerevisiae se empacarcn en la
columna y se suministré como sustrato melasa de 15 Brix, se
observo el avance de la actividad fermentativa, durante un
lapso de tiempo de 96 horas, registrandose produccion de
dioxido de carbono, cambio de color aparente de la melaza
y variacion de sus propiedades organoclépticas. La
estabilidad de las células inmovilizadas se conservo, por
lo cual se ensayo la reutilizacion empleando una solucion
de melaza pasteurizada el barno maria durante 15 minutos a
B0 °¢C, las caracteristicas de la sclucion se modifican
considerablemente comprobandose la efectividad de 1la
téecnica de immovilizacion y la posibkilidad de reutilizar
las celulas inmovilizadas s=sin perdida aparente de su
actividad biocatalitica.

FERMENTACION ALCOHOLICA EN OPERACIONES DISCONTINUA CON
AGITACION MEDIANTE RECIRCULACION

Repitiendo la inmovilizacicn de celulas perc operando la
columna haciendo recircular el sustrato, a traves del lecho
empacado, se tomaron muestras cada 24 horas cuantificandose
la conversion de sustrate y la variacicn de pH para
analizar su influencia scbre las caéalulas inmovilizadas,
Los resultados de este ensayo se presentan en la Tabla 3.
Al final del proceso las ceélulas inmovilizadas conservaron
su estabilidad y su actividad,

Estos ensayos preliminares sirvieron para determinar las
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concentraciones de los materiales polimericos apropilados
para realizar la inmovilizacion de la levadura. Los
valores escogidos fueron:

Agar B y 5,3% g/ml
Agarosa 6 y 4% g/ml
K-carragenina 3,4% g/ml

Tiempo requerido para la fermentacicdn alcoholica: 4 a &
dias.

Con base en los resultados anteriores se establecié una
metodologia de acondicionamiento del microorganismo con el
objetivo de mejorar su utilizacion, esta incluyc las etapas
de: inmovilizaciodn, activacion y utilizacidn reutilizacion.

TABLA 1. Parametros utilizados para agar y agarosa en
ensayos preliminares.

Fase acuosa 25 ml agua desmineralizada
Fase Acelitosa 50 ml aceite de Soya
Tiempo de agitacidén 10 minutos

Material Peso (qg) ¥P/V
1,325 5,30
1,500 6,00
Agar 1,650 6,6
2,000 8,00
0,500 2,00
0,875 3,50
Agarosa 1,000 4,00

1,500 6,00

1.0 - 0,75 4,0 - 3,0

Agar-Agarosa
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FIGURA 5 Determinocién grdfica de KM y Vm para la fermentocion

alcohélica con célulds inmovilizodas de Socchoromyces cerevision.
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TABLA 2. Parametros utilizados para X-carragenina en
ensayos preliminares.

Solvente 25 ml NaCl 0.9% en peso
Solucion endurecedora 50 ml KCl1 0.3 M
Tiempo de refrigeracion 12 horas

Material Peso (g) xP/V
0,400 1,6
0,450 1,8
K-carragenina 0,500 2,0
0,850 3,4
0,875 35

TABLA 3. cCuantificacion preliminar de produccion se

etanol.
Etancl (g/100 ml)
Dia : =
Agar 6,6% P/v Reutilizacion Agarosa 4% P/V
Agar 6,6 % P/V
1 0,2296 0,4826 0,5308
2 00,2186 0,9180 0,7200
3 0,7176 00,5554 2,6714
i 33,5236 55,9296 5,7056
5 B,7480 1,94186 6,2582
6

56,9304 1,4622 7,7070

Para la activacion de las células inmovilizadas se
transfirieron a un caldo nutritive modificado Wort Losung
esteril, permaneciende en incubacion 20 horas a 30 °C, con
el objetivo de consequir la adecuacicn microbiana necesaria
para la fermentacion.

Para la reutilizacién de las celulas inmovilizadas basta
con lavarlas una vez terminada 1la fermentacion, para
volverlag a empacar en la columna y suministrarle sustrato
fresco (Melaza pasterizada 22 Brix) observandose actividad
fermentativa de nuevo.
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DISENO DE EXPERIMENTOS

Se programo un disefic factorial 2", teniende en cuenta como
variables de proceso : concentracion de las soluciones de
agar y agarosa y densidad celular de la suspension de :
Saccharomyces cerevisiae. Las dos variables se trabajaron
en dos niveles; para la concentracion de las soluciones. La
solucidn con base a leos ensayos preliminares y la densidad
celular de acuerdo a trabajos previos.

Los niveles de trabajo para la densidad celular:

Nivel alto 4 g/l
Nivel bajo 2 g/l

El tiempo de activacion de la celulas inmovilizadas se fijo
en 22 horas y la concentracion inicial de melaza en 22
Brix.

La concentracion de agar y agarosa fue:

Hivel alto Nivel baijo
AGAR 8% 5,3%
AGAROSA 6% 4,0%

Para la utilizacion del agar y la agarosa como matrices de
atrapamiento las mejores condiciocnes obtenidas para 1la
maxima produccion de etanocl, en operacion discontinua,
fueron:

Agar Agarosa
Dia 5 3
pH 5,78 5,63
Brix 13,5 12
Conc. matriz 8% g/ml 4% g/ml
conc levadura 24,238 g/100 ml 24,1348 g/100 ml
destilados destilados

La inmovilizacion en K-carragenina se realizo a 3,4% g/ml
a partir de una concentracidn de Saccharomyces Cerevisiae
de 2 g/1, sometiendo las celulas inmovilizadas a etapas de
activacion en «caldo nutritivo durante 24 horas,
obteniéndose como mejores condiciones para maxima
- produccion de etanol la siguientes:
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Dia 5

Agar 15,9068 /100 ml destilados
Agarcsa 24,1288
F=-carragenina 11,866

MODELD MATEMATICCO DE CONCENTRACICHN ALCOHOLICA EN UN REACTOR
DISCONTINUG

Los biorreactores con celulas inmovilizadas difieren de
los reactoree quimicos en sus aspectos operatives
caracteristicos, dentro de los cuales cabe senalar gue los
primeros funcionaron a bajas presiones y temperaturas y por
lo tanto el calor generado o consumido a lo largo del
proceso es menor si se le compara con el calor asoclade a
la mayoria de las transformaclones guimicas (19).

Cuandc en un reactor discontinuo se emplea la cinética de
Michaelis-Menten (Saccharomyces cerevisiae inmovilizados
(15)) se obtiene una ecuaclon integrada gue relacicna el
tiempc gue debe transcurrir la reaccion para obtener la
conversion de un volumen determinado de sustrato.

Para nuestro sistema de reactor que opera en forma
discontinua, la expresion de balance de materia se
gimplifica a:

Reaccidon = r- v (1)

Donde

Yalocidad de reaccidn
volumen de la solucidn de sustrate

oM

La cinética de células inmovilizadas es mas compleja que la
expresion para describir la actividad de su sola enzima,
pero mas sencilla gue la cinética de la fermentacion con
calulas libres, pues usualmente no hay divisidn celular
posterior a la inmovilizacion.

Los factecres gue pueden llegar a afectar estos procesos
cineticog son:

- Efectos de restricciones difusional, tanto externa gue
afecta las transferencia de sustrato y producto en las
inmediaciones de cada particula de soporte, come interna,
an lo raferente a la difusidn de gustrate y producto dentro
del matarial que contiene el bicecatalizador inmevilizadb.

Las modificaciones mads importantes de la cinéatica inherente

Fov. KON BuzwrrmAnga {Grambial 1301123142, junag 1551 1_ 3 '?



a células inmovilizadas son los efectos difusionales
extermos; estos efectos se pueden minimizar incrementando

la agitacion en el reactor. La cinetica también puede
verse afectada por la'existencia de una pared celular y una
membrana ciltoplasmatica osmoticamente intacta g

difusionalez, este efecto varia segun el tipc de sustrateo
empleade ¥ la estructura de la pared y la membrana
celulares, llegandcse a cuantificar gracias al incremento
de la actividad una vez gue se lisen.

Por lo tanto los parametros cineticos efectiveos de 1la
actividad enzimatica de las celulas inmovilizadas: Vm
velocidad maxima de reaccion, Km constante de Michaellis-
Menten, estan estrechamente relacionadas con la cinetica
correspondiente a estas enzimas, el modelo matematico es:

(Vm- 5)
oW e 3w g {2)
Em + 5
Donde,
r : Velocidad de reaccion

Vm: Velocidad maxima de reaccion
Km: Constante de Michaelis-Mentel
s : Concentracldon de sustrato

Linealizando la ecuacidn (2) se pueden cbtener los valores
de Km y Vm de la grafica de 1/r contra 1/8.

1/r = 1/m + (Km/Vm): 1/s (3)
Definiendo laos parametros cineticos, se precede a deducir

el modelo de diseno reemplazando la expresion cinetica en
la ecuacion de balance de masa:

Vm- 8
~¥ ds/d® = Reaccion = ——— {aa)
Fm + S
Separando variables
(Em + 8) d4s
Vme d® = =(V) SN R (4b)

S

Integrando entre el tiempo cerc (inicial) y el tiempo
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necesario para gue el sustrato se convierta desde 5; hasta
s ]
=

vi- 8 = -V [ Kn- Ln(8./8,) + (8, — 5 (5)

TABLA 4. Condiclones para la determinacion experimental
de los parametros cineticos, Km y Vm,

Volumen de solucion de melagza 150 ml

Tiempo de fermentacidn 45 h
Peso de esférulas del 8% g/ml con

levadura inmovilizada 2l g
Nimero de ceéelulas de Sacgharomyces

cerevisjae inmovilizadas 1,78 E7 celulas
Densidad celular de la suspensicn inicial 2 g/l

TABLA 5. Datog de determinacion grafica de los parametros
cinetico (Em y Vm).

8 (g/1) 1/5 r{g/h) 1/x
50 0,020 0,1481 6,75
40 0,025 B 1333 7,50
30 0,033 0,1379 7,25
20 0,050 0,1000 10,00

10 0,100 0,0689 14,5

Definiendo la concentracion de sustrato ¥= (5; -5;)/5,
La ecuacicn se modifica a: .
Vm 8 =V [- Km Im(l - %) + % &) (6)

Esta ecnacién relaciona el tiempo y la conversion para un
volumen de sustrato.

La determinacién de los parametros cineticos Vm, velocidad
maxima de reaccidén, y Km, constante de Michaelis-Menten, se
realiz¢ graficamente a partir del metodo de linea Weaver
Burk; los datos para la grafica 1/S contra 1/r (ver Figura
5}, se obtuvieron inmovilizando lag Saccharomyces
cerevisiae en agar (empaguetando con ella el reactor) y
realizando la fermentacion alcoholica con sustrato
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(sclucion de melaza) de cinco concentraciones de azucar
diferentes. Al cabo del tiempo fijado se cuantifico 1la
conversion de azucar en el sustrateo, la velocidad de
reaccion se determind como la razdn de azucar convertido en
la unidad de tiempo. Lag Tablas 4 y 5 reportan las
variables y coordenadas obtenidas para realizar la Figura
5 que permitido hallar los sziguientez wvalores:

Pendiente, Km/Vm = 107,53
Intercepcion con ordenadas, 1/Vm = 4,3
Em 25 g/l

Vm 20,2325 g/h

[

Log valores aparentes de los parametros cinetico se
reemplazaron en la ecuacion (6) de disenc vy se calculo el
tiempo requeridec par alcanzar una conversion del 29% a
partir de una solucion de melaza del 22 PBrix

8 = (0,1 1)/(0,2325 g/l)[0,29° 121 g/l - 25 Ln{l -0,29)]
8 = 28 horas

Ya gque el tlempo experimental fue de 24 horas, se deduce
gue la ecuacion de diseno, con los parametros encontrados,
presentan un error relativo del 14,28%.

CONCLUSTONES

- S5e comprocbo la eficacla de la mnetcdologia propuesta
{constituida por tres etapas: inmovilizacion, activacion
y utilizacion-reutilizacién) par el empleo de celulas
inmovilizadas en proceso biotecnoclogicos; como se
demostro con Saccharomvces cerevisiae inmovilizada en
agar, agarosa y K-carragenina para la produccidn de
etanol a partir de melaga de cana de azucar. Esta
produccion de alcohol sobrepasé considerablemente a lo
gue se obtiene por procesos de fermentacion
tradicionales, demostrando gue realizar el proceso con
celulas inmovilizadas constituye una apreciable ventaja
en términos economicos.

~ Las caracteristicas de 1los materiales seleccionados
(agar, agarosa Yy K-carragenina) CoOmo  Soh: buena
permeabilidad, ausencia de toxicidad y adecuada
consistencia de los geles aseguraron gue las celulas
inmovilizadas conservaran su estabilidad y actividad
biocatalitica, su utilizacion en reiteradas ocasiocnes.

- Se detectd inhibicidn por exceso de microorganismos, al
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repaetir las prusbas inmovilizande mayor densidad de
levadura, lo cual se debe a que en un momento dado los
microorganismes 1llegan a taponar los pores de las
egferulas en que se encuentran inmovilizadas impidiendoe
al intercambic afective con la fase externa del sustrato.

La reutilizacion de 1la células inmovilizadas fue
efectiva, en la mayoria de las pruebas la preoduccion de
etanol aumentd con respecto a la primera utilizacion:
esto indica que las celulas imnmovilizadas generan una
respuesta "de memoria", al entrar de nueve en contacto
con sustrato.

La obtencicdn de células inmovilizadas estables, activas
¥ libres de contaminacién microbiana, exige adquirir
destreza en el manejo de los materialea de atrapamiento,
estudio de las condiciones térmicas gue puede llegar a
soportar el microorganismo y la determinaclion de una
metodologia gue asegure al emplearlas en un proceso
determinado.
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