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RESUMEN

cron de i

5 propredades fisicas (forma,

En ¢l presente  trat hiro L evislus
didmetro, resistencia a la compresion y difusion) en la formacion de esteras de abgnato de
calcio asi como su estabilizacion en soluciones de CaCl, Para evaluar dichas propicdades
se vanaron la concentr voaltura de poteo Se determano Lo
concentracian de CaCl. (contriaon) para formar las esferas, enconttandose que b absorcion

cron de alpnato de sedio, Cacl

de calcio (Ca) es dependiente doe i concentracion de abpmato v de CaCll wdernas de sque se
obtuvo un modelo con el que ve pucde predecu fa cantidad de caloe que pucde aboorber ¢l
algimato durante Ta fonnacion de esferas

vde catare depende de ta

Sc encontrd que a fanma de s onteras de alganag
concentracion de ahunato, CaCle vy altura de poteo | as proprcdades de damcerro, ditusion y
resistencis a la comproston tucron dependientes de la cancentraodn deoaluimato sin e se
demostrara el efecto de la concentracion de Cat 1, sobre estas propiedades 1 condiciones
de almacenanmuento on las que las e<storan ponmanecseron ostables fucron o 23 Coon una

solucion de CaCl; de O 025, 005 v (0 1 M

Las condictones inrcasles para L mmovilicacion fucron 290 de algimnata, @ S v O 1 Ng
forma

de CaC'ly v una altura de poteo de S centimetros, on ostas condictones se tiene ar

27 - 2.6% mum. win ditisaan de 0 GI2SO G sepumdo - 0 010719

esfenca, un diametro doe
cmsepundo bucna resistencus o la
fucron a - C » en una solucion 0025 CaCl, M Higo estas condiciones -
viabilidad de La levadura Saccharomces cerevisaae  Ta concentracion cclular gque s
inmovilizo tue de 10y 1S 25 peso hamaodo Se odeternuna tas URC mil de devadura
presentes en las esferas de adgimato de calaio por un periodo de unomes enomteryalos de 1
semana. Se encontréd que la visbalidad no se ve afectada por ba concentracion Jde alyanato,
CaCtl, v 1a concentracion de céhulas mmor theada

compreston Las condicrones  de almacenannento
cvaluo s
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1.1.- ASPECTOS GENERALES DE LAS LEVADURAS
Ia levadura del géncro Saccharonvees ha sudo refernda como el nucroargantsino niis

antiguo gue el hombre ha cultivado. In verdad, L histori de Lie cerveza, vino y del pan con
histori del hombre nusino, en anos

Ha en los alimentos

¢S otan antrian como la

el uso fortuito de Jevadura,
se ha visto fa transicion de fa levadura comao e caballo de

adiaonal e une de laos organisimos

recientes
radicionajes vy bebadas
a efectuar manpuliacion penctc

cn o torma

ndustrales

seleccionados
L levadura se encucntra clasiticada dentro del prupo de Jos hongos que o continuacion

se describe

ifics

1.1.1.-C

Reino Funguce
La primera clasificacion que surgio tue Ly cmpirica, que divide a los hongos en cuatro

£rupos de acuerdo al aspeclo MacrosCopico que proseniin, g,

Setas Hongos frucroscopicos
Hongos, Mohas o tilamentosos

Levaduras

Actnonncetos

s de fas Levadar:

1.1.2.- Caracteristic:
se diferencian de las bucterias por su

Las levaduras son organismos miCroscoOpicos que
gran tamano, que varia de 5 - 8 omicras de diametro, aungue otras pucden Hegar incluso

hasta las JOO micras de longiud. Son células cucarioticas, presentan diversos gprados de

localizacion de funciones ¢n estructuras intracelulares membranosas caracweristcas Hamadas

orgédnulos celulares (figura 1)

N
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Figury 1. Estructurn celular de una levadurag,.

También t

nen diferentes formas que varian desde forma de huevo y clongadas hasta
esféricas.
Las levaduras pueden crecer dentro de amphos murpenes de pH (3.0 - 3.5 hasta 7.0).

en presencia de sacarosa al 55 T o a concentraciones superiores  BEstos organismos

producen pigmentos, siendo tos mdas comunes el cotor crema, amarillo, rojo, café y negro.
El principal  mecanismo de reproduccion asesual en las levaduras es la gemacion,
aungque algunas ospecies pueden divadicse por tision (Hsion de Tas levaduras). Mientras que
en lu fision (mecanismo reproductor habituat en la mayor parte de las bacterias) 1a célula
madre se divide en dos céluldas hijas de tamano aprovinadamente igual, en la gemacion la

célula hiju es cn principio, mucho menor que fa célula misdre. Como 1

yema crece hacia

afuera a partir de 1a célula madre, ¢l niacleo de esta Oltima se divide, y uno de los ntcleos
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siqn pasa a Lo yema La pared cetular se va estructurando entre Ia

resultantes de tal div
th celuliomadre vy, por Gltgno, ambas se separan, .,

thas v aladas ea peneral, sonanmoviles, rigidas, ovordes o, en

Fies células vepetany

cicrtas condicioaes faoddgicas, mas o menas alargadas en torou de hilas . Bnre las estirpes

utthizadas en estudios genchcos . unas se

de S cerevisiae conservadas on los Liboratarios s

mantenen on haplotee durante of cclo sepetannvo fostirpe hindepren) v otras on daplotase

(estirpe Carlsbergy Tas devaduras de poblociones mndastrales entin swempre constituidas
UNoS canas (S cerevitde, viir elllipsordens) Jas

pPor una suescha de las dos tormas baoat
células haplondes e distipuen con tacidudad por su torm cdebosa vosa menor anuno, Jde

Lis célalas diplowdes que son ciipeordates Bata diderenoa b Hevado a veves o separarlas,

tura

tncluyendo on un pencio distinto (Zygosaccharommescesy Ly torma haplosde de an fev
diploade.
Las Ievaduras en condicones optrnas tepen ana veloontad de crecnmuento rapido (20

30 minutos) o emperaturas entee ooy IR 00 glranas Tevaduras se o desarrollan deoiguad

s e onnreno

HUENCT CIPresene i o usenc

Las levaduras antervienen on ol detenioro de alpnentos particularmente los que

conuenen  azucares, alunentos en salmweray trstas . Aldganias canedades sonaamportanres en

la fermentacaion de bebadas alcohohicas, en fa industiia pastelera, on o produccion de

proteinas, v en el ratanmuento de aguas residuales |

adurrias

neros de e

/. Brenanomyees & Schmzosaccharomees.
2. Candida. Q. Tortdopses ( toruda )
3. Debaromvees 10. Pictua.

S Hansenula, 1! Hanseniaspora

5. Mycoderma. 12, KNlocckerea

6. Rhexdotorula. Trichosporum. .

7. Saccharomyees 74 Rluyveromyees
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SACCHAROMYC?

Son levaduras ascosporogern
reproducen por gemacion mualtipopar o por tormacion de ascas, on L que se encucntran de
ayor smportancus mdustriad, entre Jas

s que producen célubas alurgadas, ovordes o esféricas Se

rupo representa o las levaduras de o

1-4 esparas Pare
& cereviseae, empleada en L claboracion de L cerverza, del pan yoen Jus

que se encuent
industrias de fa destlacion Bastos angnonismos estan . amphiamente extendidos on b fruties

(espectalmente en las uvas) v oen las verduras, en Les que praducen fa ferments

e los

Liberacion de ctanol San levaduarass osmotilas

azucares con desprendinuento Jde (O
(Saccharomyvees rowvin v S omellin) crecen bien en medios con preston asmotica clevada, asg
COMo en concentraciones altias Jde avucar, sal v otros <olutos, danda Tugar g alteraciones e
Productos secos, zamos de trutas concentrados, muel, prabes de azicar v otras soluciones
fuertemente asucaradas

Utilizando 12 levadura no solo se puede  obtener etanol sino tanbién otros productos

cOontnuUacIon sComendcioian (tablaly

que &

Tabla 1. Productos producidos por Siacchiroms ces cerevisiac,
Organismao i Producta Referencia
Saccharomyces cerevisiae | Franol i7
1' Fructuosi, acudo gluconico 17
! Glutahon 7

L Bionuesa

Esta levadura, es de importancia personal tomando en cuents
a4 industria slunentariy como es el caso de la melaza de cuadia

Ly aplicacion que tiene al

aprovechar subproductos de
del cual se puede obtener un producto con un valor agreg
ctanol, de ahi la importancia de obtener un soporte con caracteristicas adecuadas con el cual

do miis alto como es ¢l caso del

posteriormente se pucda aplicar a un sistema fermentatinvo
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El  desirrollo de o sociedad andusinalizada ha creado ung necesudad, que se ha

hohco  de

incrementikdo cn los oltanos anos, esto es, cuannitivar ¢l proceso e

MICrOOrRanismos para que  pucdan sor explotivdos s cficientemente 1o beneticios han

sido  ctertmente mas prandes ncrements en fos prodactos de tpo muacrobsalogic,
incremento de la velocidad de tormacaon Jde productos, mantenmniento de bas caahidades ded
producto s anttormdad det proceo,

Lo el desarrollo de nuevas tecnolopaes L mrsosdisecion” o tern o sran aphoacion en

el campo Jde b nmcrobsalogia Se ha doprade annesahizar bocatalieaderes tades como

Poorne oreaneclos

cnzimas, celulas mucrobumas v vepetales

[ muposvilizacion e detines como o} proce o por e coal el aeosvinmento de fas enzimas,

cdlulas v organclos se e restompe rdo enoel eopac o tatal o patcabmente
En  faomdustog seusan trecurntesiente casnnas o celubas mmovihzadas porgue estos

hiocatahizadores se puedon Usdr on procesos continios,

1 uso de celudas mmnovihieadas en huvar de cotulas bbres o ensumas anavilizadas se

ha populanizado recicmiemente o torma s uni cinpleada de amovihzar células

consiste en atrapatbas onun mado geliticado

2.1.- TEONICAS DE INMONVILIZACION

En los ultinos anos ol numicro de o tecicas dispombles para o anmovibizacaion de

enzimus se ha mncrementinde o celulas cvables o no viables pucden inmovihizarse de ta

misma forma que fas onzithas, auangue msuchos de o mictodos cmnpleados con g

quellas

deben ser moditicados v adaptados ol naturaleza Jde s celulas

2.l -Atrapamicnto

ales de una muatny

Fl atrapanmtento Jdeo celulas dentro de o los espacios interstic
polimérica es uno de los principudes mctodos empleados, v oatiliza los musmos inctodos de
produccion de polimeros

Entre los polimeros empleados se ncluven Ly polcnibamida (D'Souza vy Nadkarni,
1980y, ¢! alginato (I

1981) y 1o pelatma (Patk, 198D de cntre los cuales los mis populares ~on {os geles de

ul vy Vignoas, JO80O, Larrets Garde, 1979), ¢l pel de silice (Rouzhet,

polisacaridos Jebido a que se forman en condiciones suaves
S embarpo, el mctodo gene testnicciones en oo uso debido o los problemas de

difusion existente on las preparscion tinal, aun pars reacciones de enzimas celulares que
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s condiciones

ctantes  y  productos

impliquen  tamanos  relativamente pequenos de ge
s dan

suaves de reaccion y los efectos estabilizantes no toxicos de tas matnices polisacirk

cion de celulias mmuy estables que pucden operar a e

tupar o sstenus Jde inmovihizg

i potencal en ks industros L macd utics

planti piloto para producte materiales con g

alimentar por cretplo Lsooulialosa

on fisi

2.1.2.- Adsore
<Uhos suclos,

Fn esticdor natuaral todos e Coluias gucrobiaus se encuentran adsorbad
a los sedunentos de los nos, g be picl, et Tienen Lo propiedad de gue o puceden amr a

cualguicr superbice con Lo gue esten en contacto yooa L vess hacer gque et superticie sea

activa biolopacamente o adhesion de crertos tpos Jo microontanenios pucde atnbuese a

formacion do <7 s pIes Teo QUet S unen L Supeniicie enofanto gue ottos apos Jdeocelulas

ticnen cn lus parcdes capas delpadas dematenades adbesavos gue son las gue producens Ta

adsorcion  Para e inmovilizacion Jde celulas <o han utthzado muchos natenales. entre elfos

W,

coOmpuestos o5 Ranicon como antercambadnres de tones cloturo Jde potivimtla, polipropile

terea de

carbon y astllss e madera.  y COmMpuestos monnimcos oo vidrio, ceramin

diatomeas vy sccro inoadable

2.1.3.- Uinion con metales o quelacion

Alpungs cetulas e pueden mmovidizar mediante aoxohidroxsdao de pane (JV)Y ¢ hidro

s¢ han utihisado on

xido de srcomo Tper seT o celudosa activada con onado de nitano.

fermentadores a escada planta piloto D mcétodo e suficieniemente suave puara no

ademas se ha demuestiado que Tas cclubas se unen tirmcmente

disrupcion celutar,

2.1.4.- Fnlaces covaslentes

Aungue onte CIodo oy el s usado en o mmaovihzacion de cnzimas debado a que se

obticnen  matcriales con estabihdad operacional alta, no se utithza mocho po
mmovilizacion de celulas por L tosacdiad de fos reactis o empleados, que en algunos casos

actividind cnzniinca cemo I viabihidad de las celublias (Chipley.

pueden destrur tinto
1974, Hin los casos en oy que se obtenpan celudas inmovibizadas actnas vy vables el
t 3

producto no cexparnnenta ninguna binntscion por problemas de ditusion vy el sedinento de

celulas durante periodos largos de uso podrd ser mingmo
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2.1.5.- Entrecruzamicnto

El método de entreciuzanuento, aungue relstivamente suave, tene ol inconvenicnte de

que la toxicidad de los reactuvos bituncionales utitizados para e mmovilizacion de enzaimmas

es tal, que b viabibidad de este mctndo gqueda tiimitado ceveramente 12 procedinicnto se ha

1973 v cmphea plataratdehido, doaninas diasotizadas y

aphicado o celalas (chabitn et al |
disocuinuto Joe olueno que reacdionatt con los grupos antno hbre de los peptidoshoeanos Jde
Lis paredes celubares Pl oentrecruzannento v ool attapammientn se han atthizzado en torma
vrilatmida

combinada para mmosaihizar celnbas medianie glutanddebndo sy alpmato o polr

(Ziomek et al | JOR2y

Se ha desarrollado un mctodo s cusave v omenos toviee baeado on ol entrecruzado

cion, gie da lurar aouna concentiacion de colulas elevada por undad de

fisico por tlocul
volumen, empleando para cllo vartos apentes de tHoculsoon lee » Long 10730 Long,

1976). cnire los que se ancloven pob clecttolitos cationicos come polamunas,

polictilennmmna v pohiacolanudis catromcas . pole clecrobitos aniomcos comao paehacnlanudas

carboxil substitundas, sultonatos de policenseno s acados pobicarbosihicos o sates metilicas

como los oxados | hudravados, sultatos w tostatos de maenesie !l cataio ol herro oy v

nunganeso (o

2.2.- APLICACIONE

1o ammovihizacion h I

agque es  apheada

sido caracternsada cotno una teon:

para o cual se han anmovilizado célulin de

proaduccion o degradacum de compuestos

microorganisino o Jde vepetales v onsimas

Muchos mctodos de mnmovihizacion bt sido desacrollados paric smmovilisar eéla

{ ~e hun corndo sevtemas connos mmovibizados con lo

microbianas. v en forms adicor
gue  se ha temdo s pecesidad de anchuir b escalatniento de readtores v procesos aomvel
laboratorio Girandes avances se han hecho en da utihizacion de o celulas de plantas

inmoviltizadas para s producaion de quitmmicos utiles s muachos trabajos se han realizado paris

el perfecconanuento de fainmovihizacion de hiocatalizadores de plantas para 1y produccion
S Se ha

de componentes naturales en alunentos v aditvos via cultive de tejidos de plan
desarrollado un gran campo en lammovidizacon de enzanas, o gque ha llevado o tener una

gran varicdad de cnzmas tnovihizadas por Jiferentes metodos
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nes de oélulas inmovilizadas

2.2.1.- Aplica

2.2.1.1- Produccidon de aminodacidos
los  alimentos, medicina e

som .'Il"r"l.’ll"c‘"ll‘ usidos on
En los

Los aminodcidos
industrias cosmdéticas ¥y tunbién como muateris amcadoras para sintesis quinuca
alimentos ticne aphicaciones nutricionides. solamente los Tooaaminodcidos son activos.
Las células se han aplicado ampliamente on este rirno, o continuacion se da un tabla

de aplicaciones g7
nismos,,,.

Producto '

bl 2. Aminoacidos producidos por microorg

Microorganismao Substrato 1
Aspergillus ochracens ,7 N- Aceryl DI I. Metomnn
1 metionmna
TR con T Fumarato de .unnnm(‘ I .n[mrul—; T
T Tirosin
]
!

2.2.1.2.- Produccion de aotibioticos
la  utilizacion de células

Pocos  estudios hun sido publicados sobre
inmovilizadas para su produccion. Algunos antibroncos son peniciling G, cefalosporina C,
bacitracina, niconncina, ampiciling ¥ candocon . -, g

cidos orginicos

- Produccion de
amphiamente usados  en alimentos y medicing, algunos

12 inmovitizacion de células microbianas es
Los Gcidos organicos producidos se

2.2.1.3

los  acidos  orgianicos son

son producidos por fermentacion convencional,
ocasionalmente utifizada para mejorar o productividad.

enlistan en la tabla 3, 09 ok,

;
i
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Tabla 3: Acidos organicos producidos por células,,.

Microorganismo

bLstrato Producto

Micrococcus [ CHistidma

“Rrev

Ih.ll.lLrIlIl!I anmunnon

;'an 1\gl\|l) bBumianico aodo T Malaico

TPenicitbium

yane ulul\uln acido brvtorbaco

I
;
-
|

Lactotualiis 3t brudkai

Gilucona acido Tacuco

‘} acido Uronica
!
i
}

2.2.1.4.- Produccion de saborizantes s aromatizantes

Estos tiwnen su unyor aphicacion en el

Jdeo aluncentos, uno de dos
desarrollos en osta drea o Ls utihzaciin de puatosing, adenosiig © inosina provemente de
las levaduras,  Ios cuales aculan cono aromatizantes y <abonizantes utiles que potencuan el

clecto sobre ¢l aroma vy sabor del plutamato monosadico cuando

anade en cantidades
equimoliares, g,

2.2.1.5.- Otros productos
Se puede  obtener ctanol, ctleno, ondpeno, Coenzima Ay clectricidad, g,

Cetulas de la planty Asclepias syricea se hn unlizado para abtener proteasas

1a produccion
de plucosa isomerasa se ha logrado aparttr de Actnoplanes mussSouriensts

produccion de B palactosidisa dacts

asi como la

0 aparir Jdoe Saecharomsvees laois . mohos como
Aspergilius niger u orviae, o bacterias como Fschericlua coli

2.2.2.- Fleccion del método de inmiovilizacion

Aunque  se han desarrollado y aplicado muchas (eomcas Je inmovilizacon o muchos

biocatalizadores,

en Ly actsalidad se reconoce gque no existe un método universal,  dehido a

las  distintas  caracteristicas  quimicas v composicin de o los  mismos, o las distinlas

propicdades de Tos substratos s productos v oa los diversos usos dJdel producto. Por anto,

para cada aplicacion de cada iocatahizador  mmevilizado es necesano encontrar un

procedimiento sencilla y barato con el que sc obteny

un producto que conserve a actividad

y que tenga una estshihdad operacional elesvada No obstante, a partir de 1o gran cantidad
de informuacion que existe acerca de las caracterisbicas de los soportes v de los efectos de los

métodos  utiliziados, se  pucden obtener pencralizaciones  utilizables como  base  para
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seleccionar un método para un caso especifico, aunque sin garantfa de éxito, por lo que a
veces hay que probar diversos métodos hasta encontrar el mas apropiando x,

Criterios para seleccionar cl material de soporte para inmovilizar células microbianas e, (n-
1) Al actividad.
2) Disponibilidad cn cantidad.
3) Bajo costo de inmovilizacion,
%) Facil escalamiento de operacion.
S) Fucrza mecanica para larga vida de operacion.

ave. de forma de no desnaturalizar ninguna de las

En tcoria ¢l mérodo deberis ser s
actividades enzimiticas dtiles de 1as células. Por tanto, debe evitarse 1a generacioén de calor,
los cambios de pH, o {a presencia de radicales libres durante el proceso de inmovilizacion.
El método de inmovilizacion debe satil y facil
de aumentar de escala, ¥ los reactivos no deben ser toxicos, y ademiis deben facilitar las

ser permanente, seguro, barito, simple, v

aplicaciones a gran escala gy,

2.3.- SOPORTES DE INMOVILIZACION

En la inmovilizacion de biocatatizadores se han  uwtilizado una  gran variedad de
soportes, ya sca de tipo organico o inorganico y para cada aplicacion se selecciona cl
soporte especifico especializado. Se han utilizado una gran variedad de soportes para
inmovilizar células. Como cjemplos se pucden mencionar la pecting, acrilumidia, quitosan,

carragenina y alginato de sodio,
2.3.1.- Alginato como soporte

2.3.1.1.- Fuentes y estructura de alginato
Hay wvarias fuentes comerciales de 4cido alginico. principalmente de las algas
Macrocytis pyrifera, Laminaria Ascophylum, que s¢ encuentra en las costas de USA,
Europa, Jap6n, América del Norte Este, y Britanicas.
El 4cido alginico es un copolimero de Beta-ID- Ac. Manuronico y Alfa-1.-Ac. Guloronico y
enlaces glucosidicos 1-4, la fraccion de cada dcido depende de la fuente de obtencién. Este
es extraido por digestion de la alga marina con hidréxido de sodio para producir una
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solucion diluida de alginato Jde sodio la cual puede ser filtrada para remover las particulas
madre y purificarla después (figura ).

Figura 2. Extructurs Sccundaria del sicido alginico,.

G-N1-\T~1<hi-hi-h|-&i-k(-k‘»!\i-hi-?ﬂ-.\l-!ﬂ-,\1'.\1

SMOMIMIMG
g
NS
G
Bloque de polimanuronato
M (24 unidades)
G
Sccucencia alternada

G
M

Blogque de poliguluronato
M e

™~
G-G-G-G-G-G-G6-G-G-G-G-G-G-G-G..M-G-M-

Algunos lotes de alginato de sodio retienen aroma marino distinto, algunas veces se
vendia ¢l resto como acido alginico, alginato de amonio o propilen glicol, cl ester de

propilen glicol de Acido alginico. Algunos como  alginato de calcio, potasio ¥ magnesio,
pucden ser removidos por didlisis de soluciones de alginato con 1% p/v NuCl + 1% p/v
tetrasadio EDTA seguido de agua desionizada. Para un gel resistente se requieren altos
contenidos de L.-guluronato.

Para la inmovilizacion de células es mas practica 1la formacion de esferas de alginato de
calcio por poteco de alginato en una solucion de sal de colcio. En estas circunstancias 1a
gelacion es instantinea, con precipitacidon de alginato de calcio en la superficie de goteo. Se

ticne una gradual gelacion en ¢l interior conforme los iones de calcio se difunden apartir de
1a solucibng,.
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2

1.2.- Formuacion de particulas de alginato

La suspension de célutas cu el algimnato de

oo es poteada en uia solucion de CaCl,
(0.1 M) con ayuda de una homba peastiltica con un tubo de 1nm de dianetro

las esfers

s podran ser oretiradas de b solucion despues de 200 minutos v
preferiblemiente despadcs de 1 hora, para dejar que Ta pebificacion <o ctectue adecuadamente.

E! atrapamiento tisiwco cn soportes polundricos  os indudablemente b tocnica mas exarn

usada  para células completas ts bastante sunple de preparar vose obtiene ua red

completamente con las cclula retemdas, que o

buastante porosa para ¢l transporte de
substrato y producto,,
2.3.1.3.- Aplicaciones del alginato como soporte
El aliinato de calcio ha sido utilizado como soporte en la anmosihizocion de varios

MICTOOrEANISIMNON . I CONMNEIAION s hiene una lista de aphceaciones (bl 1)

‘Tabla 4. Microorganisntos gque se han inmovilizado en pel de alpinato,,
Polimcro Orpnnismo ‘ Producto o conversion

Oxado de enleno

N, oo NGO,

AMyeobacterium

NUFOSOMras curopesd

Moetinol g metang

Metanosareiaa barkert

KUy cromyvaees nuirvianus Arucar teducidae

2314 Ventajas ¥ desyentaj

as del alginato como soporte
Desde ¢l punto de vista de Jus propiedades fiscas de! alpinato e han endistado
una seric de venta)

15 que se han observado al unlizar el alpinato como soporte de

imnovilizacion, lus cuales son Las siguientes

- La formacion de ¢l gel es un proceso reverstble. Por lo tanta, se debe de tener cuidado en

12 composicion del medio de reuccion con el biocatalizador.

- La eswbilidad mecanica de las particulas o< buena y eacelente con relacion a columnas

empacadas y con agitacian normal (lecho fluidizidoy
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- La formacion de esferas regulares, incluyendo el control del tamano de particula, es facil.
Alguna otra geometria puede ser procdducida.

- El méodo de inmovilizacian es suave con lo que las eélulas viables de muy diferente
origen pucden ser efectivianente atrapadas
gel pucde resisti temperaturas efevadas

sust

ito v el producto se difunden con resistenca mininu, g,

2.3.2.- tmportancia de las caracteristicas fisicas del gel de alginato

las caracteristicas seleccionadas con ¢l objetivo de mantener las células atrapadas y 1o
viabilidad de la levadura saccharomyees corevisiae fueron: el dimetro Jde esfera, difusion,
forma y resistencia a la compresion

La importancur se debe o que cuando una célula o enzimia esta inmovilizada la
velocidad de reaccion es

i pobernada por o velocidad de difusion de las moléculas de

sustrato, cuys  descripeion resporde a la ley de FieK o cuul esti representada por o

siguiente expresion matend
D=dS/uX

donde: D= difusion (cm“/scgundn)

X = radio de la particula

concentracion del sustrato

El radio de la particula es determinate en la difusion de sustrato en la misma dado que
las restricciones a la trunsferencin de Ja masa dismineyen o medida que disminuye el tamano

de particuia. 1.0 que representa una g

an ventaja ya que permite que el sustrato ¥ producto
puedan ser liberados de las esferas con catalizador inmovilizado con mayor rapidez, ademias
de que esto incremente el area superficial con respecto a un volumen especifico.

La abrasion,  compresion de tas particulas y 1o obstrucion del sistema (bioreactor) son
fenOmenos que se presentan y dependen de L forma de Ia particula de biocatalizador
inmovilizado ¥ de la resistencia a la compresion,

ion aumenten cuando se

Ia forma de particula provoca que  los feadmenos Jde abra

utilizan particulas de forma irregular, dicho fendmeno pucde ser controlado  utilizando
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particulas en forma esférica, lisas
soportc.

v con el aumento de fa resistenci

de

s particulas de

La compresion de las particulas de biocatatizador  en los bioreactores se produc

cuando se genera en la columna una caida de presion excesiva debido o la frice

On entre el
fluido y las particulas de soporte o por blogueo parcial del relleno por solidos 1o
sompresian aumenta cuando se tiene particalas de torou airregular o por que las pasticulas
han estado sujetas o tucrzas tehifivarmnente peguenas durante Llagos periodos o gque provoca

que no resulten iracturada o Imenos Gue se ejer o e tucrza repenting muy elevadas, pero se
deforman viscoelast

mente de Gl torma que los espacios mterparticulas de ba columna se
van perdiendo provocando tinahimente i compresion. ba compactsaion pucde tmimimizasse

usando  soportes cuyas  particulas sean relativamente grandes,

wcomprestbles,  lisas,
tcas. Con 1o que se puede concluir que para obtener un sastema inmovilizado con una

alta actividad catalitica se deben de conocer vy evaluar  las caracteristicas fisiweas del soporte
de immovi

122CiON, g, 1wy -

16
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O

tesistencra a la compresién). a

ITIVO G
Establecer las condicianes a las que debe de efectuarse 1a inmavilizacidn de la levadura Saccharomycres
cerevisiae cn un gel de algimata de calein con base en las propicdades de (forma, didmetro, difunién y
o e viabilidad de la levadura o este soparte Con ls finalidad de

plantcrar una wWenca que pudicse postenionmente aphicarse a aliun procesn biotecnulopico

INERAL

cerevisiar et

1
HIEPOTESIS

La clictencia en ta inmovilzacion de Saccharomyces
12 dada pot las condiciones ite
formacion del sopotte (Conventracion de alpmato y
CaCle) ani como a Las propicdsdes del mseno tales

como esfenendad, diametio, resistencs a L

comprestan v difusion del sustrans

L

OIIETIVO PARITICUT AR 1 -

Evaluar las propcdades torma, diametrn, fesistenca a la
compresian y difusion, las condicianes volumen de
conwraion, Calcio absorbido v solucuin de almaccnamcento,
en la formacidon de csferas de alinato de caleio a diferentes
concentraciones de alginato de sodio, CaCl, y altura de
goteo para establecer las condiciones de mmovilizacion de
Saccharomyces cerevisiar.

ki

Actnadad 111
Formuar las esteras ntilizando las
concentraciones de algimato de sodio de 1, 2 y
1%, CaCl, de poteo de 005, 001 y 0.5 My
altura de goteo de 5, 10y 15 cm.

Activadad 1.3 2-
Cuannficar ol caleio absotbido por las esferas
formadas a las diferentes concentraciones de
algmato v Cally de goteo Y determmar el
fiempo de cstabilizacion de ta absorcion de
calcia

Actvidad 1.1 3
Deternunar L absoreion de caleio durante el
almacenamiento de las esferas en CaCl; 0 025,
0.05 y 0.1 M

—
Actividad 1.1.4 -
Medu y deternunar las propicdades fisicas de
tas esferas de alpunato

Activdad 1.1 5.
Determunar estadisticamente ¢l efecto de las
condicioncs jadas sobee las propicdad
de las esferas de alpmato

T

OHJETIVO PARTICULAR 2.

Evaluacion de la viabilidad e Saccharomyces cerevisine
inmovilizads en esteras de alpinato de calcio bago las
combiciones propuestas en el obyctiver 1, para establecer la
eficicncia det soporte

Activiad 2 1 -
Dictermnar la curva de crecanucnto de
Saccharomyces cerevisiae.

Actividad 2 2 -
Obtenes la biamasa requericds ¢ movilizar fa
fevaduta bajo las condeiones ewtabiccidad cn el
objetivo particular 1

Actividad 2 ¥ -
Determunar fas urndades firmadoras de coloma
pot mulilitra (UFC/m)) presentes en las esferas
de mmovilizacion por un periodo de un mes en
mntervalos de una semana

1

Actividad 2 3 -
Analizar esvtadisticamente el efecio de las
codiciones de inmos ihiracion sobre las URCAmi

Actividad 2 5 -
Establecer las condiciones de inmoviheacion en
base a los resultados de viabihdad

—

T RESULTADOS ¥ DISCUSION l-
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L1 ORJETIVO GENERAL

BEstablever  las condiciones o las que debe de efectuarse la inmoviiizaciaon de la

levadura Saccharomyces cerevisige cn un gel de algimnate de calcio con base en las

propicdades Jde (torma, duunctro. difusion v resistenc I compresion), asi corny la

viabilidad de fa fevadura en oste soporte Con b finabidad de plantear una tecnica que
pudiese postenionmente aphcarse aalgun proceso biotecnologica

$.2.- OBIETIVOS PARTICULARES

4.2.1.-

Tuar las propucdades (tormees, diametro, resisten

a a la compresion v
difusion), lav condiciones (volumen  de contniuaon, Caloo absorbide v soluaion de

almacenamicnto)  on o tonmacion de este

as  de aluimate de caloes a0 diterentes
concentraciones  de aliinate de sodio, CaClly vy altura de poteo para establecer las

condiciones de inmovilizacion de Saccfiaromyvees cerevisuae

4.2.2.- Evaluacion  Jde la viabidad de Saccharomyees corevistee mmovilizada en
esferas de algmato de calcio bajo las condiciones propuestas on ¢l objetivo 1 para establecer

1a eficiencia del soporte

20
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La eficiencia en la inmovilizacién de Saccharomyces ceresvisiae  estara dada por las
condiciones dc formacion del soporte (concentracion de algmata y CuaCly) asi como a las
propicdades del mismo tales como esfericidad, didmetro, resistencis a la compresion y
difusion del substrato.

22
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5.. Hipbtesis

La eficiencia en la inmovilizacion de Saccharomyces cerevisiae  estard dada por las
condiciones de formacion del soporte (concentracion de alpmato y CaCll;) asi como a las

propicdades del mismo tales como esfericidad, diimetro, ressstencia a i compresion y
difusion del substrato.

P

R
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6. Metodologia

6.1.- FORMACION DE ESFERAS DE ALGINATO DE CALCIO,

tin volumen de SO mb de una soluaion de algnato de sodus de diferentes

concenraciones  tucton  poteadies 8 traves Jdo

peristaltica s sotuciones Jde alpinauto (1,2 v 3

una aguja podérnics con una bomba

X ) se deparon potear desde diterentes alturas

(5,10 v 1S cun co ~oludiones de Cloruro de calaio de diferentes conventraciones (GOUS, 01 v

0.5 M)y con apdacion magnetica ttablas Sa oy Shy

Tabla Sa. Condiciones a las gque
alginato calcio.

se formuaron las esferas de

Alginato Cad’ly de proteo Aftura de
3 2o = [M] - poteo (cm)
1 s ¢ S
2 1 10
-1 [R2 18

Los  volumenes

utilizados  de

concentraciones de alpinato se presentan el ta tabla Sh

Tabia Sh.
concentrac

Volumen  de
nn de alginato

paris formar  osferas

Alginato Volumen de
o alginato
de sodio  (mb)
i 50
T2 50
a | s

las soluciones de Call, para las diferentes
CaCly  para  cada
de sodio utilizada
Volumen de CaCl,
de goteo (ml)
0.05, 0.1, 0.5 [M])
50
o 100
N 200
24
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6.2.- DE

RMINACION DE, CALC

10 ABSORBIDO POR ESFERAS FORMADAS
A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ALGINATO DE SODIO Y CACH,.

Una vez que

: termind de potear el alginato en a solucion de CaCy; con la gque se

formaban las esfe

de alginato, fucron mantenidas en ésta solucion por un periodo de 2.20
horas, durantc este tempo se tomaron alicuotias de la solucion de CaCl,

cnantervalos de 30
minutos para determinar la concentracion de calcio de dicha solucion

La determinacion de Calcio absorbido por el alginato de sodio se etectud por
medio de una titlacion con EDDTA, que consistidh en tomar una alicuota de un milihitro de
solucion de CaCly a la cual se le agregaron 10 ml. de agus destilada ¥y 3 mi. de solucion
amportiguadora de pH 10 para posterionmente titular dicha meszcla con una solucion de
EDTA a una concentracion de O 0016 M. Fualmente conociendo 1a concentracion amaoal y
final de 1a solucion de CaCl; en donde se goted el alginato de sodio, se procediad o realizar
los calculos para determnar Ia cantidad de Calcio (Ca)  absorbido por el alginato de
sod10,,,.

Las  concentracioncs experimentales en las que se evalud el calan absorbido
fucron: alginato de sodio 1, 2y 4 % y CaCl,; 0.05, 01 y 0.5 M (tabla 6)

Tabla 6. Coucentracion de alginato
y CaCl; en In_absorcion  de calcio.

Alginato CaCl; de goteo
% M)
1 0.05 0.1 0.5
2 005 01 05
a [ 0.05 0.1 0.5

Sc evalud ! efecto de 1a concentracion de alginato ¥ 1a concentracion de CaCl, sobre
fa cantidad de Calcio sbsorbido mediante un anilisis de varianza, con un experimento
factorial 3*3 completamente aleatorio con 9 repeticiones. Y se obtuvo el comporumicnto de

1a absorcion de calcio con respecto a las concentraciones de alginato y CaClz; de goteo
aplicando un analisis de regresion multiple.
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6.3.- DETERMINACION  DEL. TIEMPPO  DE SSTABILIZACION DE LA

ABSORCION DE CALCIO DURANTE LA FORMACION DE ESFERAS.

El tempo pecesario que  deben de permanecer las esteras de o algmnato Je
calcio en la solucion de (CaCl, de goteo fue obtenido con base o La determinacion de calcio
absorbido con respecto al trempo. L analisis de cafcin absorbido tue hecho cuanaficando el
CaCl residual de Ly solucion orggemnal de poteo, ), Se aphco o analiee de desviaciion
estundar para obtener el itersalo de niempao de estabiizacian

6.4.- ABSORCION DE CALCIO DURANTE EL ALMACENAMIENTO DE
ESFERASN.
tina vers tonmadac Lis estoras de alginato de cadam en fa solucion de goteo estas tucron
pasadas a una solucion de CaCl. de almacenamicnto donde permanccreron durante una hora
Burante Lx primera hora de almacenamento se tomaron alicuotas

en retrigeracion a3 00
L concentracion de

de la solucion de cideio ea mtervalos de 10 nunutos para determar

calcio en ta solucion
La deternunacion de Calcio absorbido por el algmato de soxdhio se etectud por medio de

una bitulacion con EDTA, que consistih on tomar una sheuota de un nnhihitto de solucion

de agua vy 3. ml de soluaion amortuguadors de pH

de CaCly a la cual se le agregaron 10 ml
uni solucion de EDTTA o una concentracion

10 para posteriormente ttular dicha mescta con
de 00016 M. Fmalmente conociendo o concentracion amcead v final de la sajucion de
CaCl, se procedio o realizar fos calcutos para determmar 1o canndad de Caleio absorbidoe
por ¢l alginato de sodio durante ol almacenanuento de las esteras de alpinato de calcie,,,

Se utihizaron Jas concentraciones  de alginato de sodio de 20y -8 70 CaCl de goteo
005, 0.1 y 05 My CaCl,de abmacenaamicnto 0.025. .05 y O 1 M para cvaluar su ctecte
sobre ta absorcion de Calcto durante ef almacenamicnto (tablin 7)

Tabla 7. Concentracion de alginato, CaCly; de goteo y

CaCly; de almacenamiento, ¢n la absorcion  de  calcio
durante el almacenamicnto  de esferas  de  alginato
Alginato CaCl, de goteo CaCl; de
e [M) ulmacenamicnto [M}
2 .08 0025
Q.1 O 05
-4 (3] 0.1
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Se evalud el efecto de 1a concentracion de alginato de sodio y concentracion de CaCt,
de goteo vy almacenamicnto sobre la cantidad de Calcio absorbido por 1as esferas de alginato
dc calcio durante el almacenamicento. Este efecto se valoro utilizando el andhisis de varianza

y prucha de Tukey. Se cfectud un experimento factorial 2x3x3 con 3 repeticiones

6.5.- FORMA DE LAS ESFERAS DE ALGINATO DE CALCIO.

A las esferas  se les evalue cualitativamente 1a fonma dando los siguientes atributos:
forma regular  (esférica) e irregular (ovales, filamentos cte.). Se determind si ia

concentracion de alginato (1,2 y 3 %), CaCl,; de goteo (0.05, 0.1 y 0.5 M) ¥
goteo (5, 10 y 15 cm) tenian algun efecto sobre dicha propicdad
se trabaj6 estan indicadas en 1a tabla 8,

altura de
f.as condiciones a las que

Tabla 8. Concentraciéon de alginato, CaCl; de goteo y
altura de poteo en la evaluacion de la forma de esfera

Alginato CaCl, Altura de goteo
o [$:31] {cm)
1 0.05 0.1 0.5 5 10 15
2 005 0.y 05 5 10 15
4 005 0.1 05 s 10 15

6.6.- DIAMETRO DE ESFERA DE ALGINATO DE CALCIO.
Se selecciond en forma aleatoria una mucstra de 10 csferas de cada lote claborado y se

midi6 el didmetro de la esfera con un vernicr. Se analizaron tos efectos de la

concentracion de alginato (2 y 4%), la concentracion de CaCl, de goteo (0.05, 0.1 y 0.5
M), 1a altura de goteo (5.10 ¥y 15 cm) y la concentracion de CaCl; de almacenamiento
(0.025, 0.05 y 0.1 M), sobre el didmetro de las esferas, aplicando el andlisis de varianza y
utilizando un arreglo factorial 2*3*3*3 con un disefo completamente aleatorio (tabta 9)
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‘Tabla 9. Concentrucion de alginato, CaCl; de poteo, ulturn
de poteo ¥ CaCly de almacenamiento en  ln evaluaciéon del
ditmetro de esfern.

Alginato CaCl; de Alturn CaCl; de
o goteo de gouteo almacenamiento
™M1 (cm) ™M)
2 .05 5 0.025
01 10 005
B 0.5 15 0

6.7.- RESISTENCIA A LA COMPRESION DE LAS ESFERAS DE ALGINATO DE
CALCIO.

La resistencia a la compresion de las esferas se Hevo a cabo medunte una evaluacion
sensorial, se tomaron  esferas al azar de cada lote y éstas fueron presionsdas con los dedos
hasta lograr deformaria o romperla, segtin fuera el caso. Los atnibutos evaluados fucron:
centro liquido o duro, pérdida de forma, rompimientog ., .

Se observa st la resistencia a la compresion depende de las concentraciones de

alginato (1. 2 ¥ <) ¥ las concentraciones de CaCl (0 05, 0.1 ¥ 0.5 N (tabla 1O).

Tabla 10. Relacion alginato ¥
CaCl; de goteo para  cvaluar
resi N

k] . compresion.
Alginato CaCl, de goteo
3 [.2)]
1 005 0.1 0.5
2 0.05 0.1 0.5
4 0.05 0.} 0.5
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v LAS ESFERAS DE ALGINATO DE CALCIO.
antidad de esferas de alginato de calcio de cada lote,
en un tubo que contenia 2 mt de

6.8.- DIFUSION DE GLUCOSA E
Sc tomd al azar una determinada
se elimind el caceso de cloruro de calcio y se colocaron

glucosa al 0.05 X, Se mantuvo cn agitaciéon moderada por -3 minutos y posteriormente se
tomd una alicuota de 10 microlitros de Ia solucian de plucoss del wibo para hacer la
Se evalud el cfecto de 1a

determinacion Je glucoss por el método de Ta €3 toluidina.
Ty (05, 0.1 y (3.5 M) sobre la ditusion de

concentracion de alginato (2 y 4 W) y
glucosa aplicando el andlisis de varianza. utilizando un diseno factonal 3x2 con arreglo en 2

bloques i) azar (tabla 11)

‘Fabla 11. Relaciéon alginato y CaCl, de goten
para evaluar la difusion de glucosa cn esferas
de alginato de calcio.

Alginato CaCl,
Go [h2t]
2 005 01 0S5
[ T T T T oes e os T

6.9.- CURVA DE CRECIMIENTO DE LA LEVADURA SACCHAROMYCES
CEREVISIAE.
La curva de crecimiento  de
metodologia que a continuacion se describe: una colonia de fevadura fue inoculada en un
se describe en la tabla 12, para

Ia levadura S cerevisiae se determing siguiendo 1a

matraz erlenmeyer conteniendo 40 ml del medio que
posteriormente ser incubada por 12 horas a una temperatura de 30 *C con agitacion a 200
rpm. Posterionnente con este inGeulo se sembré un matruz de SO0 ml coteniendo 360 mt del

mismo medio y bajo fas mismas condiciones de incubacion. A partir de la primera hora se

fucron tomando alicuotas para determinar en peso seco el crecimiento de a levadura. Con

los datos obtenidos de peso seco y el ticmpo  se construyd la curva de crecimiento del

microorganismo y fuce determinado ¢l tiempo de duplicacion y a velocidad especifica de

crecimicnto.
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‘Tabln 12. Composicién del medio de cultivo para efectuar la
cinéticn de crecimicnto_de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

Composicién Cantidad
Extracto de levadura 7.5 £
Glucosy 100 £

a 7.5 I

Peptona de casei
S50 mihlitros

Solucion minecral

Composicién de la solucién mineral pars preparar 1 litro.
K PO, 30 g
NH I 30 g Kcl
MgSQ, 7H,0
MnSO, 6H,0
Zn(NOD,

6.10.- OBTENCION DE LA BIOMASA.

Una vez que se determing la curva de crecimiento de fa levadura Saccharomyces
cerevisiae. se procedit a sembrar 360 ml de medio de cultivo va deserito con un inéeulo de
40 ml de medio con levadura. El tiempo de incubacion fue de 12 hr. tiempo en el cual se
alcanza el maximo de células de fevadura. las cuales fucron separadas o SO00 rpm durante
15 min. en una centrifuga a4 °C.

6.11.- METODO DE INMOVILIZACION.
De acuerdo a los resultados de las propiedades de Tas esferus de alginato y las
condiciones de tormacian de las esferas se propuso el siguiente metodo de inmovilizacion

Se mez on 10 a 15 g de levadura obtenida por centrifugacion  de un cultivo en fase

logaritmica, cn peso hiamedo con 100 milititros de alginato al 2 4 estéril, dicha mezscla fue
agitada continuainente para mantener las células dispersas en el algimato. El siguiente paso
fue gotear lu mezcla através de una aguja hipodérmica con ayuda de una bomba
peristaltica.

La mezcla se goted en ba solucion de CaCly a las concentraciones de 0.05 y 0.1 M.
La relacion de mescela (células-alginato) fue de 10 ml en 20 ml de CaC’l;, una ver formadas
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las esferas de levadura inmovilizada, estas fueron almacenadas ¢n 20 ml de CaCl, 0.025 M

a una temperatura de 4 °C por un mics.

6.12.- DETERMINACION DE LA VIABILIDAD.

Se pesaron 0.5 g de esferas  de alginato
cstablecidas, dichas esferias fueron molidas en un

en las cuales la levadura ya habia

sido inmovilizada bajo las condiciones
mortcro pequciio estéril, ¢l cual contenia 4.5 ml de solucion fisiologica, Posteriormente se
hicieron diluciones decimales con solucitn fisiologica y se determiné UFC 7 ml. Para
iabilidad de la levadura depende de 1a concentracion de  células,

Sc utilizG un experunettto con arreglo

determinar  si la
concentracion de alginato y concentracion de CacCll,
factorial 2*2 en 2 bloguces al azar con repeticion, y se aplicéd ¢l analisis de varianza,
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7.1.- DETERMINACION DE CALCLO ABSORBIDO
FOR MADAS A DIFERENTES CONC

POR ESFERAS
TRACIONES DE ALGINATO ¥ € i PY

La cantrdad de calero absorbido por las esteras de alpimato de caloie <e evaluo bago
diferentes concentraciones doe

13)

o (1.2 v 3 205 v Call, de potea «0 050 1 v (0.5 M) (tabla

Tabla t3. Efecto de la concentracion de Alginato y CaCly sobre la absorcionde Calcio.

Alginato CaCl;
%o ft3)
0.05 0.1 0.5
1 ().030 - 0075864 4 027326 o
> —_00952s ¢ 0122019 g — 0 660093
3 G 1001s y T o23es3 e T T G 6s00)

*lLos datos  estan expresados como gramos de O

absorbide por S0 ml de gel.

Como sc pucde observar on la prafica 1oal usar las concentraciones 0 05 v O 1 N de

Ca

2. €l calcio absorbrdo tue mayor al aumentar la concentrmacion de alpanato de sodio, esto
no sc observo con la concenttacion de CaCly 05 N en donde ¢ obtuvo un cfecto de
saturacion, es decir, al aumentar la concentracion de alinnato del 2 al 4 2w no se produyo una

mayor ahsorcion de calcio.
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Grafica 1. Absorcion de Calcio en la
formacion de esferas

+

—e— 005 M Ca+
——0.1 MCa+ |
—&— 0.5 MCa+

+

+

g calclof 50 m! gel

Esto lo demuestra el analisis de vanansa, en of que se encontrd un efecto significativo de
Lt concentracion de alpinato (p menor a

interaccion entre tu concentracion de Catl;
Lo cual sapmfica que ol efecto de la concentracion de

0.05). sobre la absorcion de caicio

algrinato depende de L concentracrin de CaCl por clla el ctecto de saturacion solo se
independientes (concentracion

observa en la concentracion 0.5 M. Debido o quo Las variables
realisd un anahisets de represion lineal

de alginato y CaCl}) son ambas cuantititivis, sc

multple paris desenbir ba relacion entre ¢ Calaio absorbido v Les concentraciones de alginato

y de CaCl, (tabla 143)
[.a ecuacion de represion gque sc obtuvo tuc:
Y= IR RAERLS Y P ~ARIZLEDER 4 A IR I — A BT L N
concentracion de alginato, »ez=- concentracion dec

donde : & lop Calcio absorbido, >cx

CaCl,.
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La venta

de las modelos de regresion s poder hacer predicciones sobre Ly cantidad de
calcio quc se absorberi en condiciones no prohadas expernimentalmente. Ademas de predecir

en que momento se pucde Hegar a la saturacion del alpinato con el ¢

aleio (Ca)

Scepuan Chectman vy Blun (1979) reportan que 1o cantidad de Caleio absorbido

pemancece constante y os independiente de ia concentracion de CaCly  y del volumen de
CaCl, utilizado | con lo que propusieron a utrhizacion de una

Adema

solucion con exceso de ¢

€102,

no varan la concentracion de alymnato mode 1o concentracion de La soluciéon de

CaCl;, utilizaron un volumen de 20 ml de alyainato de sodio

| concentracion de 124 v un
volumen de 100 mulilitros de CaClly o una concentracion de 01 Moo una temiperatura de 20 C

y obtuvicron una canti

ad de Calcio abzorbido de 0,065 pramue

vramo de pel seco, de

acucrdo al modelo de regresion obtenido en este trabajo vy utthzando Las condiciones de

Chectman v Blun deberian haber obtenido 0 072

runos

El estudio de  a absorcion de caleio por estos autores se realizdg manciando solo una

concentracion de

rimato (176), una concentracion de Cal L (OO M), mientras gue la ecuacion
obtenida en este trabajo os el resultado del estudio de diferentes concentraciones de algimato

(1. 2 v ), CaCl, (0.OS, 0.1 ¥y 0.5 N T

¢ hace que ¢l comportamiente de fa absorcion Jde
calcio pucda ser predecible bajo determinadas condiciones con un margen de crror bajo.,
Dado que se demostro que  1a absorcion de calcio por las esferas de alginate depende de la
concentracion de alginato y CaCi, diadoe que se obtuvo un coeticiente de determunacion de

0.94 v cl comportamicento de la absorcion de calcio en relacion o las concentraciones de

alginato y CaCl; representado por ¢l cocliciente de correlacion fue de 10.97 (tabla 13).

‘Tabla 14. Restumen del andlisis de varian:
propucsto.

2 del modelo de regresion

N==81 RBeta p r r2

Intercepto -3.3647 0.000000 0.97 .94
0.4353 0. 000000

Calcio 4.38K5 0 0GOHO000

Viv2 -0.387 0.000082
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7.2.- TIEMPO DE ESTABILIZACION DE LA ARSORCION DE CALCIO.

El tictmpo de estabilizacion se refiete al tiempo requendo en que Las esferas de alginato

dejan de absorber calcto de Lo solucion de CaCly donde fucron formadas éstas. Bl

comportamicnto que presenta dicha absoteion con respecto al tempo se esquematiza en la
prafica 2.

Grafica 2. Tiempo de estabilizacion
de la absorcion de calcio

0.0006
0 0005
0.0004
0 0003
0.0002
0.0001

Concentracion CaCl
M

Tiempo (minutos)

En el analisis de desviacion estandar se obtuvo un ticmpo de estabilizacién promedio

de 23, 4647 minutos con un intervalo al 95 % de confiunza de (20 78, 26.15] minutos. Este
resultado ¢s parceido al reportado por Cheetman y Bilunt que o de 25 minutos, aunque cstos
autores recomicndan una hora para asegurar que se absorba todo el caleio posible.

Pado tos resultados obtenidos del tiempo de estabilizacion se recomendaria un ticempo

de 30 munutos como suficiente para que se efectic Ia estabilizacion en la absorcion de calaio
en forma adecuada
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7.3.- ABSORCION DE CALCIO DE LA SOLUCION DE ALMACENAMIENTO

Una vez claboradas las esferas, estas fucron almacenadas en una solucion de CaCl; a
las concentraciones de 0.025, 0.05 y O0.1. Fl calcio absorbido i partir de 1a solucion de
almaconamicnto se expresa on la tabla 15, Los datos de calcio absorbido son los promedios de
3 mediciones hechas en las esferas producidas en las condiciones que se ewpecifican en la

tabla 15,

‘Tabla 15, Absorcion o desorcion de Calcio durante el alimacenamicnto,
a difereates  conceatraciones  de alginato, CaClyde goteo ¥ Cally de

almacenamicnto.
CaCl; M CaCly M % alginato

gotco almacenamicnto 2
GH 0.025 0.0097 0.01138
0.05 0.05 0.028K6 TTo.02604
0.05 o1 0.0368 | 0.0B828
0.1 0.025 -0.01685 -0.0238
0.1 0.05 -0.002916 -0.01107
0.1 0.1 0.0176 0.01.329
0.5 0.02% -0.1185 ~0.27156
0.5 0.05 -0.1499 -0.27614
05 0.1 —0.0925 |7 ~0.519

*1.0s datos estan cxpresados como gramos de Calcio de  absorcion/

desorcion durante cl almacenamiento por SC mi de gel en forma de esfera.

**Signo negativo | - ] denota desorcion 6 liberuciébn de calcio de la
esfera al medio de almaccnamiento.

Al realizar el analisis de varianza sc cncontraron los siguientes resultados que se enlistan

en la tabla 16.
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‘Tabla 16. Resumcen del andblisis de varianza puara ver el efecto de ia concentracion

de alginato, CaCl, de goteo y CaCly de ailmacenamicnto  sobre la absorcién
de calcio durantc ¢] _aimacenamicnto.

° Efectos Designados .
1*Alginato 2-Calicio en ¢l goteo 3-Calcio de alrnacenamiento

Efcctos gl Efccto MS Efccto F Nivel p

1 t 0.024060-% 16,5420 0.000087 *

2 2 0.223250 181.3014 0.000000 *

3 2 0.013126 10.6593 0.000231 *

12 2 0028892 23.4625 0.000000 *

i 13 2 0.003172 2.5758 0.090050
23 4 0.001856 1.5075 0.220577

123 4 0.001383 1.1234 0.360774

Error 36 0.001231

La concentracién de alginato, CaCly; de  goteo (0.05, 0.1 y 0.5) y CaCl, de
almacenamicnto (0.025. 0.05 y 0.1 M) tuvicron un cfecto significativo sobre lIa absorcién y

desorcion de calcio de las csferas. Sc obtuvo una intcraccién alginato y  concentracién de

CaCl; de gotco altamente significativa (p menor a 0.05).
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El comportamicnto de dicha interaccidn sc presenta en la grifica 3.
Grifica 3. Absorcién/desorcién do caldcio.
Interaccion Alginato y CaCl; do goteo
P .
c : :
2 aos | :
1 H
< o}
i ;
© ams |
a o1 i
b
s -as
)
r o2
b —0—~ Algnmxo
P ozs 29
d .
© @i --0-- Alginato
4%

Si las esferas se foraron con bajas concentraciones (0.05 y 0.1 M) de CaCl,, sin
importar a las 2 difcrentes concentraciones de alginato utilizada, Ia desorcion o absorcion de
Calcio cn la solucién de almacenamiento es muy pequefia con un promedio de 0.015 gramos

¥ un intervalo de [ 0.00722, 0.02274] gramos de¢ calcio

Si sc¢ utiliza una concentracién 0.5 M de CaCl; para formus las esferas la desorciéon de
Calcio £s mayor a medida que aumenta la concentracidon de alginato utilizada, es decir con
una concentracion al 3% dce alginato hay una desorcion significativamente mayor que la que

hay cuando sc utiliza alginato al 2%.

39




e and TS B

Juan Antonio Jasso Herninder 7.- Rasult

os y discusién

Sc  demostio la diferencia estadistica entre estas medias utibizando la prucba de Tukcey,
(tsbla 17).

‘Fabla 17, Prucha dc¢ tukey para compurar los promedios obtenidos de
absorcién/desorcién de calcio durante ¢l slmaccoamiento obtenido a difercntes
concentraciones de CaCl; v alginato.

# Promedio 1 2 4 5 3

% Alginato 2 2 4 3 2 K3
CaCl; [m] gotco |0.05 0.1 0.05 0.01 0.5 0.5

Valor promedio | 0.03 Q) 0.04 -0.01 -0.11 “0.2a

**l.a linea punteda une a los promedios cntre los cuales no hay diferencia

significativa.

En la grifica 4 sc presenta cl efecto de la concentracion de CaCly de almacenamiento

sobre la desorcién de calcio.

Grifica 4. Absorcién/ desorcién de calco

[~ dusarte o) almaconamiento en CaCl,
a
I -aot
c
i o
o
am

004

aes acs at
CaCl, do almaconaviarnto

-l NN 4
-]
8
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Durante el almacenmmiento la desorcion  disminuye a medida que se aumenta la

concentracion de CaCl;. La disminucidn se puede deber a que el gradiente de concentracion
de Cualcio entre la esfera y 1o solucidn de almacenamiento ¢s menor por lo que L esfera libera
menor cantidad de calcio.

Aplicando la prucba de Tukey se encontraron los resultados que se presentan en Ja tabli
18.

‘Tabla 18. Prucba de Tukey para comparar los promedios obtenidos de
absorcion /desorcibn de calcio durante ¢l alimacenamiento obtendio a
difercntes concentraciones  de CaCly de almacenamicnto.

# Promedio 1 2 3
CaCl,; [M]almaccnamicnto 0.025 0.05 0.1
Valor promedio Tlower 20,063 “0.013

** La linea punteada unce a los promedios entre los cuales no hay
diferencia significativa.

No se encontrd diferencia significativa en I desorcion de caleio si las esferas se

almacenan en concentraciones de 0025 v 0.05 M. sin embargo hay una mayor desorcion en

estas mismas concentraciones de CaCl; con respecto a la concentracion de 0.1 M.

En gereral las propicdades de las esferas tales comoe forma y fuerza mecanica no son
alteradas a las 3 diferentes concentraciones de CaCl, de almacenamicnto, lo que nos da idea
de que las esferas permanccen estables durante el almacenamiento.

Dicho almaccnamiento tuvo como objetivo determminar 1a estabilidad de las esferas de

alginato. Sc ha reportado en 1a bibliografia ¢l estudio de la estabilidad en solucion de fosfato
de sodio donde a concentraciones de 0.1 M y 1 M se presenta la disrupcion de las esferas,
dicho cstudio no se realizo en soluciones de CaCly, ademas de que no s reporta el fenomeno
de absorcion y liberacion de Calcio. En trabajos realizados con fosfatos demostraron que las
esferas pucden sufrir disrupcion, inchamiento y contraccion ¢z .7,

Sin embargo un intento por encontrar un método adecuado para el almacenamiento de
esferas, Dainty AL, vy Goulding K.H.(1980) cncontraron que cn solucion de  fosfato
(NaH,PO,) a concentraciones de 2, 5y 10 mM a un pH dec 5.5 las esferus permanecicron

§ cstables, conservando sus caracteristicas de forma y dureza. ;-
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7.4.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ALGINATO Y CaCl; Y ALTURA DE
GOTEO SOBRE LA FORMA DE LAS ESFERAS.

Se cvaluo el efecto de la concentracion de alginato (1.2 y 4%) CaCl; de goteo (0.05,

0.1 y 0.5 M) y altura de goteo (5, 10 y 15 cm) sobre la forma de las esferas de alginato
(abla 19).

Tabla 19. Condici s experi Jes y forma de las esferas.
Alginato CaCl, Altura de No. de No. de No. Total
% [4.21] gotoo (cm) jotes de lotes de de
s 10 1S esferas esferas lotes de
C irrcegulares regulares esferas
1 0.05 L1 2 4 s
0.1 L] 1 2 3 27
0.5 0 1 2 3 6
2 0.05 [ 0o o [\] 27 27
0.1 4] o (1] L] 27
0.5 L] (] o (] 27
4 0.05 (4] [} L] o 27 27
0.1 o o (1] (1) 27
0.5 o [} (] o 27

Se observo que los geles formados con el 1 % de alginato son mas susceptibles de

sufrir deformaciones, csto sc puede deber a que la viscosidad es baja lo que facilita su
deformacion. Dicha deformacion se presenta en un menor por

je a las cc 10nC¢

de CaCl, 0.1 y 0.5 M, esto puede ser por la rapida polimerizacion de las csferas a cstas
concentraciones de CaCl,.

42



Juan Antonio Jasso Hemdndez 7. Resultados y discusién

Scpgun  Cheeunan y Blunt (1979) los geles formados con bajas concentraciones de
alginato y CaCl; son Jdébiles, estos son mdis susceptibles de sufrir una deformacion con
mayor facilidad cuando sc les aplica una fuerza de cizalls 0o de compresion, aunque si se
han reportado  esferas de forma regular claboradas  a concentraciones de 1 % de alginato.
Es probable que csto dependa de la fuente y propicdades de alginato empleadog s mn,-

Los resultados sugicren que la altura de goteo, tiene un efecto sobre 1a forma de las
esferas. ya que a  altura de 10 y 15 cm se obtuvo un mayor namero de esferas de forma
irregular y a una altura de 5 cm no sc obtuvieron esferas irregulares. La literatura
recomicnda una altura de gotco de 10 cmg, - La altura de goteo s importante porque a

mayor altura se tiene mayor fucrza de choque o que hace que la esfera se deforme oy,

Tabla 20. Forma de las esferas de alginato de calcio a
diferentes concentracioncs dei timero.

% No. de No. regulares
Alginato irregulares (exfericas)

1 10 17

2 o 27

4 (o] 27

En Ia tabla 20 sc puede observar que la probabilidad de obtener geles de alginato de
calcio en forma esférica es mayor a concentraciones de 2 y 4% dc alginato, ya quec a ostas
concentraciones son menos susceptibles de sufrir cualquier deformacion debido a la
agitacion de 1a solucién de CaCl;. En contraste con Bucke (1987) a concentraciones de 1, 2
y 4% sc obticnen particulas en forma esférica. La naturaleza del alginato influye sobre su
estructura y sus propiedades, por lo tanto sobre su viscosidad con lo que, se prescntan
diferencias entre los resultados  obtenidos y 10s reportados 4, ademis de que en su trabajo
solo observé la influencia de la concentracién de alginato.  Esta puecde ser la razén de la
diferencia de los resultados obtenidos en este trabajo y los resultados de Bucke quien ebtuvo

particulas de alginato al 1 % de forma esférica.
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7.5.- EFECTO DE 1LLA CONCENTRACION DE ALGINATO Y CuCl, SOBRE

DIAMETRO DE LA ESFERA

10n

Al obtener ol didmcetro promedio de las esferas de alpono de cdoo en reks

con la concentraciGn Jde alginate (2 v -3 T we obrenvo que o diannetro aumenta sl aumentars
Ia coucentracion de algmato ademas de que presentan valores menores on comparacion con

10s obtenidos bibliograficunente (prafica Sy

Grafica 5. Bfecto de la concentracion de
algnato sobre el dametro de esfera

N

—— Egenimustad |

-~ Bthayifioo

Didmetro {mm)
QL1 - a N U ow

Q

Realizando ¢l analisis estadistico (ANOVA)  se encontré que la concentracion de

alginato ticne un  efecto altamente significativo sobre el diametro de esfera (P menor a

0.05), micntras que  la concentracion de CaCl; no tuvo efecto sobre  esta propiedad. El
diametro promedio obtenido a 2y 29 de adginato fue  Jde 2.27 ¥ 2.63 mm
respectivamente, ¢l promedio obtenido por Klein ¥y Stock  (Girdfica 5) os de 2.4 y 2.9 mun
respectivamente. <o, El aumento del didmetro con respectn o la concentracion de alginato

se pucde deber a que para ue una gota pueda caer debe tener un peso dgual o mayor a la
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fuerza que se opone al rompimiento. Por lo tanto al saumentar la concentracion de alginato
aumenta la resistencia al rompimicnto con lo que aumenta el mano de I esferag,,. La
importancia de  obtener  particulas de menor  diGimetro se debe que las restricciones

difusionales disminuyen a medida que dismunuye el didmetro de estera,,,,

sabe que otras variables que afectan el tunafie Jde la esfera son el didmetro de la

aguja, la velocidad de goteo de 1a solucion de alginato, la temperatura v aire de aspersion,,,.

1 este trahajo se seleccionaron las condiciones que de acucrdo a lo reportadao se producen

poquenas esferas vy estas son: velocidad de goteo de solucion de adginato 2S5 md/ minuta,

temperatura 22 *C y se utilizd una aguja hipodérmica para insulina sin utilizar aire de
¥

aspersion.

7.6.- RESISTENCIA A LA COMPRESION DE LAS ESFERAS

A medida Que se aumenta la concentracion de alginato y CaCly,  la dureza de las

esferas de alginato de calcio aumenta. En forma conjunta se apreciaron otras caracteristicas

como la presencia de un centro liquido, las  es

feras con dicha propiedad tienden a
deformarse y a romperse mientras que las que presentaron un centro duro son mas

resistentes a la deformacion y dificilmente se lograron romper (tabla 21).
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Tabla 21. Atributos para evaluar Ja resistencia o Ly compresion de las
iato de calcio a diferentes concentraciones de alginato y

csferas de algi

diferentes concentraciones de CaCl..
% Alginato CaCl; CARACTERISTICAS FISICAS.
de goteo Centro Dureza/ Lote

IN] IS “+ 4 +

H 0.05 i Suive 4 O O
O 10 Suave D] (8] 8]
.50 l S e “ o 2]

2 0.05 Suive 0 9 0
0.10 Suave O 9 (¢}
0.50 Suave [$] [ (8]

4 0.05 Suave 0O 0 9
0.10 AMacizo 0 (9] (4]
0.50 Nacizo (&) (8] 9

Centro Suave: presentaron un centro con liquido en el interior de In
esfera.

Centro Duro: presentaroa un centreo duro en ol interior de 1a esfera

Dureza: + blandas. + + duras, + + + muis duras.

Otros reportes al respecto no hacen mencion de la existencia de esferas de alginato
con centro suave o duro, al igual que en otro trabajo, los autores han evaluado la dureza de
las esferas cualitativamentc con tos dedos, han encontrudo que La concentracion de alginato
duresa de das

¥ de otros diferentes  polimeros  (guitosan)  tiene  un cfecto sobre la

esferas ¢yy.20)-
La estructura del gel de alginato en presencia de CaCl,y forma una red ridimensional

inerte con espacios intersticiales interconcctados. A medida que se aumenta la concentracion

de alginato se aumenta la interaccion slginato-agua, provocando la formucion de una red
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tridimensional mas densa que disminuye los espacios  interstic

les. Esto explica los

resultsdos obtenidos, de lo que se pucde concluir que el gel anmenta la resistencs 12

compresion a medidd que se aumenta L concentracian de alginato g .

7.7.-- EVALUACION DEL EFECTO DE LA CC

CENTRACION DE ALGINATO
Y CaCl; SORRE LA DIFUSION DE GLUCOSA EN LAS ESFERAS.
El analists de varianza reshzado para evaluar el efecto de la concentracion de
alginato ¥ la concentracion de CaCly <abre Ta capacidad de ditusion de glucosa en las esteras
indicO que no se obtuvo un efecto sigmticativo de dichas vartables

El arcu promedio por estern obtenidi fue de 3.9105 mm’ v 4. 7099 mm® para 2 v 4 4
de alginato respectivamente, con estos valores se calculisron los cocticientes de ditusion los
cuales fucron 0.01259 clu":scgundn Vv 0010719 am/sepundo

E1 valor obtenido de difusian s mayor en las esferas preparadas con 240 de alpinato,

cn promedio  la cantidad de glucosa residual en la soluciéon fue de 0.620:36 myg  micntras
que con  las esferas preparadas con el 4% de alginato ¢l promedio de glucosa residual fue
de 0.65125 myp

Esto indica que a cantidad Je plucosa incorpoerada dentro de las esferas de alginato

al 2% fue ma

FOT POr 1o tanto se ticne una mayor porosidad ¥ menor resistenci

1l paso de
glucosa por los poros en estas esferas, mientrias que las esteras elaboradas ol 4%

presentaron menor glucosa incorporada, lo que ex indicativo de una menor porosidad y una

mayor resistencia al paso de la glucosa

A medida que se aumenta ln concentraciaon de alginato se forma una red tridimensional
con espacios antersticiales mterconectados. Las dimensiones de estos espacios varian con el
tipo de alginato y concentracion del mismo tendiendo o disminuir . Las restricciones
difusionales internas, las cuales se deben al pequeito tamano y tortuosidad de Jos poros del
soporte impiden la entrada de glucosa en 1o esfera. Ademids de que el tamano de particula

(esfera) juegs un papel importante ya que a medida que disminuye ¢ tamano la distancia
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que debe de recorrer 1as moléeulas de glucosa por difusion también disminuye,  asi como
1as restricciones difusionales, g,

Los valores reporiados en 1o hteritnra para una concentracion del 29 de alpinato os de

6.1 x 10" cmliep vy 7R A 10" cmlfaep a 22 v M0 CC respechiv

mente, . Los resaltiidos

de  este trabajo son mavores. baia diterencs se pucde deber o las condiciones en que se

realizaron dos cexpornuentos, Inometodolopns vocquipo utihiselo o ol tpo de alimnato

Hannoun v Stephatnopoulos (1990 utihzsron un resactorn O

s canstabu de 2 camaras

cilindricas (6 coentimettos de diuncetra por 15 centimetros de alturan coneciadas entie s por

una placa Jde vidrio del # 25,0 con un darmetro de 203 centimetraon baoool

merior de las

camaras. donde <e unen tuce puesta una pla

Gade alpmato de B 7 contimetron de diametio por
0.4 coentunetros de ancho Por o cual miera o glucosa por diterenoa de concentraciones

{.a concentracion de plucossa ntihzada tue de O 2 5 08 Lo vantd o e ylucosis que se

difunde tue determuusdis deatro de ba placa de alpginato. Ta couaion para calanlar fa ditasion

de glucosa fue ta de Stokes - Hinstemn

A diterenica del metodo propucesto por Hanooun y Stephuaneponios, Lo tonne on que se

determind ia Jditusion en ol presente trabaio fuc medinnte fa deteniminacion de la

concentracion de plucosa en la soludion gue roded a Las esteras y we consadero el area total

que ocupabyan las esteras, o concentracion de la selucion de glucesa utilhveadas tue de Q0S8

Yo Una ves determumuda la concentracion de glucosa con respecto al tempo so

gratico el

logaritmo natural de bt concentracion de glucosa con respe
3 E

star al tempo Donde da pendiente

es tgual 2l ditusion” arca, despejando de ba pendicnte la difusion para obteners su valor
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7.8.- CURVA DE CRECIMIENTO DE LA LEVADURA SACCHAROMYCES
CEREVISIAE
Al determinar L curva de Crecimicnto para Ssccharomyces cerevisiae se observit un
periodo de latencia de 2 h, postentormente la fase logaritnics conuenza 2 partr de fas dos

horas hasta las 8 horas (grafica 6).

Grafica 6. CQurva de aedimiento
Sacchararmyces cerevisiae

Peso seco (g)

6 8
Tiermpo (horas)

Los datos para determinar Ia velocidad especifica de crecimiento fueron a partir de
las 2 hora hasta las 8 horas. Sc obtuvo una velocidad especifica de crecimiento de 0.2802

h! y un tiempo de duplicacion de 2. 47 horas con una correlacion de 0.97.
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7.9.- VIABILIDAD

De  resultados obtenidos se encontr que el

pinato resultad ser buen soporte. dado

que, las células inmovilizadas permanecieron vivas durante el mes on que se mantuvicron

almacenadas. Bl alginato al 29 y el €CaCl; o las ddferentes concentraciines no tienc

ningun cfecto 1axico sobre L levadura

La viabilidad de las eclulas de levadura inmoviizada tue determmimada on base a las
UEFC por un periodo de an mes de almacenanuento v onedada onantervalos deouni st

Se estudio el efecto de la concentracion de cétulas v L concentraa'n de CaClL sobire la

viabilidad, en las condiciones que se espect noen b tably 22

Tabla 22, UFC con respecto
células _inmovilizadas en al

J ticmpao, o difer

to al 2 e,

tes concentraciones de CaCly v <6 de

% Alginato | CaCl, % celulas UKFC x 107 / ml
de goteo inmovilizadas Tiempo (senuinas)
(28]
1 2 3 3
0.08 7269 86 77 95 RO 72 K7
2 10
0.1 73 Ra 87 72 6 75 6y KK
oos T T TR s ] TR 2 RS R | s wE
2 15
0.1 S8 75 78 77 ¥9 K1 65 73

Realizando el analisis de varianza (ANOVA) no se encontra un ofecto significanivo de

B3

concentracion de CaCly y concemracion de células sobre la viabilidad.
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Al graficar la cantidad de UFC/ml de células con respecto al ticmpo bajo las diferentes

condiciones de

(graficas 7 y 8).

UFC x 10E5/ml

trabajo sc observa que ol namero de UBC tiende @ permanecer constante

Grafica 7. UFC/mI S. cerevisiae
inmovilizada al 10 % en funcién al tiempo

ag N —
7 PGS S
RO g Feoly g

70
i)

—— 1, 0L CaCI
— 0 CaCiZM]

Tiompo (semanas)

Grafica 8. UFC/mi S. cerevisiae
inmovilizada al 15% en funcion al tiempo

20
80

70
6o ——0.C5 CaClz M !
50 —@—0 1 CaCi2 !
ao .
30
20

10

o

1 F 3 4

UFC x 10E5!m!

Tiempo {(semanas)

Sin embargo la levadura picrde habilidad para aprovechar jos nutrientes presentes en

cultivo en placa, es decir ¢ tamano de ¢olonias en la primera semana era mayor y muis
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densas que Tas de il Ja, v b senna bsta carsctesianca pos hace suponec gue b fase

Tlag”® de crevimicnto st siendo muche mdes larga cone 2l nicnpo, debado a gue

iy una

ausencis de notnicntes esenciades durante ol shinwenaniente o muaerre de o celatasy de
levadura no se presento duraaie on pesiodo de un s, peto et pucde Hepar o presentanse

stose projenga eb neorpo e sl coamicnte cnansenc e ade putrrentos Do Tesadar es

de resaistie v permanea e saable en o sobaciones b ETa0 T en Las o entracsores e

Scpun anicccticntes babiaoer,

o banapannents en una mairgg Jde acrinaeto de caloo

no afectr o las colulas deolevadora Trentro deo G matnie, Las cetul

moenou!

sernulnple
soporte. ol substrate s el proeddocte seoditnnden Con resdenc e Sanatee, un tasarable
vucrommbiente presalece v tos celulas son setenntas por el soparte Y trecucntemente 1

eataabdhdad de Las enzimas o de L celulas aumentas por bt onpmosaibzgoon Can la gue el

atrapauenta en dlgiato csounoe e Jos metestosomy catlesamiente askdos en la
o ahizacion de celulas
s rdesd que Tas cotalas anmonaladas sean teandas tan prosto coser son preparadas,

pero puaiden ser chinacenmdio. a3t Nov s moonsershle deprr estas o L solucion de colonn

por periodos argos porgae paeden e anhebadas Las acteondades booguinncas

La estabalichad de celulas o slizadas o atectada por muchos o totes, tales como

Comnt

unacton nucrobaang, beracoa de colulas, Teas de celubas seamda pos iheracion de

cotttetido inttacclutar v los crtectos doe proteasas cndovenas §oa estatahidad de cltulas

munovilizadas e sapniere puede ser ande que o correspaandiente o bas de o celulus en

suspension. .,
Las condicianes deanmoviiizacion obteanias e este trabago fueron s simmnentes
Una solucion de SO mahbhitros de alpinato ol 200 o8 goteada en TOO malititros de €72C1, 008

M. poteada dosde ung altura de S contunctros s ountcmdas por un peroodo de 30 minutos

para estabihizacion
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gmnato y CaCl,

calcio absorbido es funcion de la concentracion de

La cantidad de
El comportamiento que

utilizadao en i formacidén de las esferas de alginato de calcio
1 a4 un modelo de tipo logaritmico, lo cual fue

prescnia la absorcion de calcio se ajus
demostrado mediante la aphcacion del andalisis de regresion muitiple Dicho modelo puede

2 predecir fa canodad Je calcio absorbido por el aliminato. v tunbicn para

ser utthizado pars

determinar bajo ue condiciones e Hega a la saturacion de slginato con el CaCly

1. absorcion & desorcion de calao durante o almacenastiento de Lis esferas depende

de fa concentracion de algmato, concentracion de CaC'l; donde son tormadas Lis esferas v da
as son almaccnudas en

concentracton de CoCl, donde son afmacenadas. Stolas este

concentraciones de CaCly menores con las que fueron elaboradas trenden a hiberar calcio

la forma de lusy esferas esta determinada por s concentracion de wlginaro, CacC
donde se forman las esferas ¥ altura de poteo.
El mmano de las esferas depende de la concentracion de alginio, no se demostro

ningun efecto de o concentracion de CaCl, sobre dicha propicdad
esferas de alminato es  tuncron de o

La resistencia o la compresion de Jas

concentracion de alginata, no se demostrd ningun cfecto de e concentracion de CaCly sobre

1a resistencia a la compresion
No se demostrd ningiin cfecto significative de ls concentracion de alginato y CaCl,
on de las esferas de alginato de calcio

sobre la propicdad de difus

presento una velocidad

cerevisiae

La cinética de crecimiento de Ia levadura S

ca de crecimiento de 0.2792 h-1 y un tiempo de duplicacion de 2. .37 horas

especi

L levadura

El alginato y CaCl, no presento ningin efecto toxico sobre la levadura,

pucde permanecer viable en solucion de CaCl2 por un periodo de 1 omes a 4©
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Tomando 1os criterios de forma, didametro, difusion y sesitencia mecanics v viabilidad

se scleccionaron las siguientes condiciones de inmovilizacion:

ginato al 2%, CaCl, 0.05

M. 5 cm dc altura de goteo, una cittn de volumen de alginato

e

¥ ocdcio de 102
respectiviuncnte (1 mi de alginato y 2 ml de cateio) y un tempo de reposo en la solucion de
CaCly donde son formadas

s esferas de 30 mun. La concentracion de CaCl, donde deberian
ser almacenadas las esferas con levadura inmovilizadas es de 0 025 M

La aplicabilidad del  presente  trabago puede relacionarse con la producion de

biocensores enzimdticos al utilizar ¢l gel de alpinato de calcio como

SOPOrte que perimeria
cl intercambio de sustrato y producto asi como la retencion del biocatatizador

En forma general las condiciones de inmovilizacion pueden ser aplicadas a4 una gran
varieduad de mucoorganismos  y  enzimuas,  para finalinente ser utihzados en procesos
biotecnologicos en forma continua.
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Abrasién: Dcs

e de la superficie de un material detada a 1 fricecion,

Adsorcion: Fenomeno de union de urni

entdad quumica en otra sin que haya reaccion o
formacion de un complejo quimico

Alofilico: Microorganismo resistente o attas concentraciones Jde sales.

"Aploides: Células que conticnen 1a matad de tos cromosomas.

Ascas: §

cos donde se almacenan las esporas

Biomasa: M:

si celu

Cizalla: Movimiento originado por un clemento mecinico (agitador) o por el flujo

forzado de una solucion (por medio de una bombs

).

n: Rompimiento de una extructura determinada (en forma especifica se habla de
un gel).

Gelacion: Formacion de un gel a partir de un pohisacando pur cambio de wemperatura

6 métodos gquimicos.

Gemacion: Forma de reproaduccion asexual donde a partir de una cetula e forman 2

sin necesidad de gametos

Hifas: Unidad funcional por la que ¢

a constilndo un hongo flamentoso
Osméfilo: Micoorganismo resistente a altas presiones osmaoticas

Quelante: Reactivo capas de captar iones metalicos.

Salmuera: Solucién acuosa salina.

P,
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Tortuosidad: Referente a la longitud de los canales de una particula porosa, desde la

superficie hasta el centro de la misma.
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Determinacion de CaCl; con EIDTA:

Sc¢ basa en la formuacion de complejos metiahicos de diferentes color al del
colorante libre “noe metalizado™  Estos indicadores conticacn grupos acidos y basicos por
lo que es necesano establecer y mantener un aantervalo Jde pH apropiado
Los complejos metahicos del Ercromo T son de color rojo Por consiguiente, para
ttulacion con EDTA | solamente ticoe

usarse como indicador metslocromico con una
interds la tornm azual del compuesto v oesta solo se presenta on el intervalo de ptl o de 7 a
con BEDTA, este se combina progresivamente con ol aon

wn direct

11, Durante unit tituti

metilico libre
Cuando todo ¢! meta! ha formado un complejo, a siguicnte potis de sotucion de

EDTA toma el mnctal del complejo del mndicador y se ehservi ¢l color Azul Jde e forma
metalizada, To cuat senala el punte tinal de L ntalacion

Anilisis de Variunza (ANOVA):
Su funcion s determinar estadistic
varutbles mancjadas cn un expermento

mente <1 es sipnficativo ol ofecto de las

Prucba de Tuke)
Dichs
variables mancjadas ¢n un eaperanento existe una diferencia sigmficativa, una vez que se
a demostrado que hay un efecto

efectuo el andlisis de varnuanga y mediante este se he

significtivo de las varables manejadis

Regresion Multiple:
Tiene por objeto determinar el tipo de ccuacion a la que se ajusta una varable de

respuesta bajo diferentes condictones experunentales

O-toluidina:

La glacosa forma con O-tohndina en solucion de acido ac
sustancia de color verde que puede determinarse  fotometricamente  Las  proteinas
presentes on Ja muestra puede interfenir en la determinacion, por lo que se debe de hacer

1o hijo calor una

una desproteinizacion de la mucestra

Resistencis a la compresion:
Originalmente se nude en base a la deformacion que sufre un gel cuando es
somctido a unis fuerza externa.
Lo que se mide es la disminucion del didmetro, o espesor de una placa o esfera
respectivamente cuando se pone un peso determinado o se somete @ una fuerza de

compresion.
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Difusion:

Se determing utilizando un método grafico. Consiste en graficar ¢l logaritmo de 1a
concentracion inicial y final de plucosa  presente en la solucion de glucosa, al riempo
cero segundos y al ticmpo “ X" segundos,

La pendiente represents el cociente de 1a difusion entre el drea de una particula

D/

m

donde: m= pendiente
D difusion (em™/segundos)
@a= &rea de la particula (cm’)

Una v abtenido el valor de  la pendiente se puede despejar Dy sustituir
finalmente ¢l valor del Grea de particula para obtener el valor de dafusion.
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