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RESUMEN

Se implementé un dispositivo sencillo para la
obtencién de microesferas de alginato con diametro de 380
micras y se analizaron las variables empleadas durante su
elaboracidén para modificarles tamafio, porosidad y rigidez,
observandose que un aumento de porosidad y disminucidn de
tamafio, acelera considerablemente la difusién interna de
sustrato y producto. Se estudié el efecto de 1la
inmovilizacién sobre la viabilidad de microalgas, levaduras
y bacterias encontrandose que ésta no se afecta.
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El presente trabajo se llevd a cabo en el laboratorio
de "Biotecnologia Marina" del Centro de Investigacién

Cientifica y Educacién Superior de Ensenada.

El devenir de la humanidad ha registrado los cambios que
el hombre ha logrado en el ambiente, en su alimentacidn vy
en sus relaciones sociales; mas a pesar de tales
inovaciones, el hombre no ha podido ni podra modificar los
procesos biolégicos que definen su existencia.....

ERNEST BRUCHMAN, 1972
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I

INTRCDUCCION

El término "biotecnologia" es utilizado cada vez mas
en el &mbito cientifico y penetra progresivamente en el
lenguaje popular, quizas porque se ha puesto en esta &rea
una esperanza para subsanar los problemas de hambre,
enfermedad, escasez de combustible y contaminacién gue

actualmente afectan al mundo.

Biotecnologia es un conjunto de técnicas que tienen
por objeto la explotacién industrial de microbios, células
animales vegetales o algGn componente de los mismos -como
las enzimas-, en la produccién de compuestos UGtiles al
hombre, o la descomposicién de sustancias que le afectan

(Raimbault, 1984).

Desde la antiguedad, el hombre ha usado procesos
biotecnolégicos de forma empirica para su bienestar, sin
embargo no es sino hasta fines del siglo XIX cuando se
establecen sus bases cientificas con los primeros
descubrimientos de la herencia por Gregor Mendel y las
aportaciones sobre la tecnologia de las fermentaciones

hechas por Louis Pasteur.
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Son varias las etapas gque componen un proceso
biotecnolégico para la biotransformacién, sea sintesis o

degradacién de un compuesto determinado:

En primer lugar se lleva a cabo la seleccidn,
aislamiento y purificacién del agente bioldgico que se va a
enplear. Posteriormente, y si se cuenta con los recursos
técnicos y econémicos dque esto implica, se manipula
genéticamente, con la finalidad de aumentar su produccién,
hacerlo mads resistente, modificarle ciertas caracteristicas
o hasta hacerlo preoducir algo gue normalmente no produce.
Las Gltimas etapas de todo proceso biotecnolégico son: El
mantenimiento de la actividad del agente biolégico, el
escalamiento industrial y la purificacién del producto, en
las cuales las técnicas de INMOVILIZACION, motivo principal

de este trabajo, han encontrado gran aplicacién.

La inmovilizacién se puede definir como el proceso
mediante el cual se restringe el movimiento en el espacio
de un agente bioldgico, gue como ya se menciond, puede ser
microorganismo (algas, levaduras o bacterias vivas o
muertas), células (animales o vegetales), o algino de los
organelos extraidos y purificados de éstos, sin gue se
pierda su capacidad catalitica, por lo que sé ha dado por

denominarles "Biocatalizadores" (Cheetham, 1986).
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Existen mas de 100 técnicas de inmovilizacibn, las

cuales se pueden agrupar de la siguiente manera (Fig.1):

a) Floculacién. Esta técnica se utiliza con células
microbianas y sucede cuando éstas se unen en forma natural

para formar densos agregados (Woodward, 1988).

f:

b) Adsorcién en soportesi _ qb
s6lidos., Sucede cuando  los
microbios se adhieren naturalmente
a la superficie de un materiéi

s6lido o cuando las enzimas se

unen por afinidad guimica a éstos.
Se utilizan materiales como o ﬁg

arcillas, DEAE-celulosa, CM~- d%§
" {d
e =

celulosa, cefadex, etc.

in OISO, IO g
a . . 3 . 3
c) Ataque covalente a DATALLE CGUALENTE; &) ENTRE.
. CRUZANIERTQ; G)ERCéI‘:SULQﬂIG}{
soportes sélidos. Estas técnicas £) CONFINANIENTO 'EN GELES,
se utilizan en la inmovilizacién
de enzimas y consisten en 1lal\ ]

activacién del material que reacciona con su grupo amino o
carboxilo. Los principales materiales utilizados son:
Vidrio poroso, cerdmica, celulosa, polimeros sintéticos

etc.




d) Entrecruzamiento con reactivos bifuncionales. Se
utiliza en la inmovilizacién de enzimas y células
microbianas. Es una técnica que utiliza reactivos como
glutaraldehido y dimetil adipimidato, gque son diaminas
alifiticas, para producir la unién de enzimas entre si o
enzimas con otras proteinas a través de sus grupos
carboxilos con la consecuente formacién de carbodiaminas,

insolubles en agua (Kilvanov, 1983).

e) Enpapsulacién Y microencépsulacién. Es una técnica
utilizada en la inmovilizacidén enzimdtica. Consiste en la
formacién de una membrana gue rodea a las enzimas sin
dejarlas salir, pero permitiendo el paso de substratos y
productos de bajo peso molecular. La membrana capsular se
produce por polimerizacidén interfacial de materiales como
nitrato de celulosa, poli(ptaloyl piperazina), nylon,

epbxidos, etc (Chang, 1977).

f) Confinamiento en geles. Esta técnica es empleada
principalmente en la inmovilizacién de cé&lulas microbianas,
animales, vegetales y en menor grado de enzimas (Kierstan,

1989).




El impacto biotecnolbégico gque ha tenido a nivel
industrial el uso de agentes inmovilizados, se manifiesta
en el éxito gque ha tenido la elaboracién de diversos
productos, entre los gque destacan: Bebidas alcohblicas,
alimentos fermentados y aditivos para la industria
alimenticia; antibidéticos, hormonas y vacunas gue han
contribuido a la disminucién de mortalidad y morbilidad;
aminoacidos, aceites y vitaminas para el mejoramiento de la
calidad nutricional de forrajes y alimentos humanos;
solventes y &cidos orgénicos utilizados en diversas
industriaé; enzimas utilizadas como <catalizadores
industriales, asi como el uso de agentes biolégicos en la
remocién de compuestos téxicos y contaminantes (Chetham,
1986; Woodward, 1983).

Paredes (1990) considera que el tipo y cantidad de
producto obtenido, asi como la factibilidad econémica de
un proceso biotecnoldégico a nivel industrial, estéa

determinado principalmente por:

a) Nivel técnico aplicado. No obstante que Ila
manipulacién genética de las células y microrganismos puede
aumentar notablemente el rendimiento en la obtencibébn de
ciertos productos, estas técnicas s6loc se han aplicado a
nivel laboratorio y planta piloto debido a los costos

implicados.



b) Tamahic y tipo de reactor.

Existen diversos tipos, pero son

pocos los que han tenido éxito a
nivel industrial. Estos han sido
clasificados por Chibata (1978)
segin el modo de alimentacién de

sustrato de la siguiente manera:

(Ver Fig.2)

SISTEMA LOTE 2| =REACTORES AGITADOS

~REACTORES AGITADOS
SISTEMA CONTINUO = C/ALIMENTACION CONTINUA
-REACTORES CON PISTON DE VACIO

¢) Agente Biolbégico utilizado. Las enzimas y 1los
microorganismos son los candidatos m&s fuertes a nivel
Industrial. Las primeras, son catalizadores muy especificos
y poderosos que hoy en dia no han podido sustituirse por
catalizadores inorgénicos o sintéticos. El costo de
obtencién, purificacidén e inestabilidad que presentan,
puede ser amortizado al inmovilizarse, ya que pueden ser
reactivadas y reutilizadas, ademds de dque son més

resistentes a la desnaturalizacién; sin embargo su alta



especifidaqd, impide que puedan ser utilizados
industrialmente en procesos que involucran la participaciébn

de muchas enzimas ¢ue act@an secuencialmente.

Las principales enzimas gue se emplean industrialmente

son de origen microbiano (hongos, levaduras y bacterias) y
pueden ser excretadas por el mnmicroorganismo al medio de
cultivo, es decir, extracelulares o intracelulares, en cuyo
caso deben extraerse y purificarse. Por desgracia, las
enzimas obtenidas de esta manera pierden répidamente su
actividad. LA INMOVILIZACION DE MICROORGANISMOS parece ser
ventajosa, ya que se convierten ellos mismos en
catalizadores capaces de obrar directamente en varias
etapas de un proceso de biotransformacién. De esta manera
se consigue gque mientras se forma o degrada el producto
deseado, parte de la energia disponible para reproduccién y

movimiento, se emplee en metabolismo celular de

regeneracién enzimltica.

d) Seleccién del método de inmovilizacién. Depende de
la finalidad y biocatalizador elegido. En cuanto a
inmovilizacién de microorganismos, el método més apropiado,
es el confinamiento en geles (Kilvanov, 1983), gque de
acuerdo a la forma como se les transforma al estado ‘'gel"
se les clasifica en: Formaciédn por enfriamento de una

solucién, como la gelatina y el agar; por reaccién quimica,



como la acrilamida; por entrecruzamiento ibénico de un
polimero cargado (ionotrépico), como el carragenano y el

alginato (Paredes, 1990).

De los geles utilizados en técnicas de inmovilizacién,
destaca el ALGINATC, hidrocoloide que se extrae de las
algas cafés (Phaeophyceas) que tiene la capacidad de
emulsificar, estabilizar, impartir viscosidad y gelificar
ain a bajas concentraciones en presencia de metales di y
trivalentes (Chapman, 1970). Su costo es relativamente bajo
y es muy Gtil en la inmovilizacién de microorganismos. Esto
se demuestra con el creciente nimero de publicaciones en
las que se le ha utilizado como matriz de confinamiento de

células microbianas para la produccidén de compuestos como:

~-ETANOL (Gyu et al., 1982)

~CERVEZA (Onaka, T., 1985)

-ACIDO CITRICO, ITACONICO Y LACTICO (Horitsu et al., 1985)
-YOGURT (Prevost et al, 1985)

~-BUTANOL E ISOPROPANOL (Schotens et al., 1986)

~ACETONA Y BUTANOL (Frick y Schuegerl, 1986)

~PROTEINAS HIDRbLISADAS DE LECHE (Vuillemard y Amiot, 1983)
~ANTIBIOTICOS ({(Yoshimizu et al., 1988)

~GLICEROL (Grizeau y Navarro, 1986) etc.




I.3 PARTICULARES -

A nivel industrial, gracias a la inmovilizacidn de
microorganismos, se han disminuido los costos de operacién
y se ha logrado aumentar la eficiencia y rendimiento en
muchos procesos, debido a que se ven disminuidos de esta
manera los gastos dirigidos a la separaciédn de producto-
biocatalizador. Por otra parte, el uso de bioreactores con
alimentacién continua y de pistén, ha favorecido que el

tiempo requerido en fermentaciocnes tradicionales, se haya

disminuido notablemente, y que la cantidad de producto

obtenido de esta manera, sea mucho mayor. Sin embargo, el
confinamiento en geles disminuye la posibilidad de contacto
entre biocatalizador y sustrato requerido para que la
transformacidn se lleve a cabo (McDowell, 1985), por lo gue
es necesario modificar las caracteristicas fisicas
(porosidad y tamafio) de las esferas para aumentar 1la
velocidad de difusidén de sustrato y producto dentro de las
esferas.

l.2 OBJETIVO

Este trabajo propone la implementacidén de un sistema
sencillo para la elaboracidn de microesferas de alginato
(didmetro menor a 500 um), asi como la modificaciédn de
caracteristicas fisicas (rigidez y porosidad) de 1las
particulas formadas, para mejofar la difusidén interna de

sustrato y producto.



II

MATRIALES Y METODOS
JT.1 CARACTERIZACION FISICA DEL ALGINATO
Se trabajd® con alginato de sodio (Spectrum Chemical

Co.) al cual se le determind su viscosidad relativa a

diferentes concentraciones con un viscosimetro de canica

Haake modelo din 53015 (fig.3). En
todos los casos se utilizd agua
desionizada pH=7 para preparar las
soluciones. Las determinaciones se
hicieron considerando la
viscosidad del agua a 18.5°¢ (C,

equivalente a 1 centipoise (cps),

donde 1 poise=1 Dina seg/cm2

. Fig.3 VISCOSTHETRE DE CAMIc
(Craigie, 1978). R T i A A TV

II.2 ELABORACION DE MICROESFERAS

Las microesferas se elaboraron de tres maneras
diferentes: por atomizacidn, emulsidén y goteo de 1la
solucién de alginato de sodio. Se tomaron 30 muestras al
azar gue se midieron en un microscopio Zeiss con escala

calibrada.

10




II.2a) Por atomizacién. Se utilizé un atomizador

vidrio para producir gotas pegueilas de una solucidn

11

de

de

alginato de sodio al 5%, las cuales se proyectaron por

aspersidn a un bafio de cloruro de calcio 1N para inducir
gelificacidn.

1I.2b) Por emulsificacidén. Se hizo una solucidn
alginato de sodio al 5% que se adicioné a una alicuota
aceite comestible. Ambas fases se agitaron durante

minutos a velocidad réapida y constante, tras los cuales

la

de

de

15

sSe

adiciond una solucién de cloruro de calcio 1IN para inducir

la gelificacién.

IT.2c) Por goteo. Las

microesferas se hicileron por goteo |
directo de la solucién de alginato
de sodio 0.5% en una solucidén de
cloruro de calcio 1N para inducir
la formacidn del gel conforme al
método propueste por Woodward |l
(1988), el cual se describe con

més detalle en el apéndice 1. Se

montdé un aparato en base al

diseflo de Scott (1987) al cual se W

(Fig.4). Este se construyd con una

bomba de aire para pecera {fuente
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vibratoria) que se puso en contacto con un tubo capilar de
plastico de 7 cm. de longitud y por el cual se hizo gotear
la solucidén de alginato al bafio de cloruro de calcio 1IN

(fig.4).

I1.3 VARIACION DE TAMARO EN LAS ESFERAS

Para facilitar el estudio de las variaciones logradas,
se elaboraron esferas grandes por goteo directo de 1la
solucidén de alginato a un bafio de cloruro de calcio 1N
utilizando jeringa hipodérmica con aguja de 0.5 mm o con
una bureta de 25 ml.

Se hicieron las siguientes pruebas para observar el
efecto de la concentracién de 1la solucién de alginato,
deshidratacién y contenido de calcio del bafio gelificante
en el tamafio de las esferas. En todos los casos la variable
de respuesta analizada fue el diédmetro, para lo cual se

utilizd un vernier con precisidén de 0.01 mm.

IT.3a) Efecto de la concentracién de la solucidn de
alginato en la variacién del tamafio de las esferas. Se
hicieron 21 esferas con jeringa por cada concentracién de

alginato analizada, las cuales fueron: 0.5, 1y 2 % .

II.3b) Efecto de deshidratacidén en el tamafic de las
esferas. Se hicieron 21 esferas con jeringa por cada

concentraciédn analizada: 0.5% , 1% y 2% y se mnididé s=su
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diametro (D1). Posteriormente las esferas se secaron a
temperatura ambiente sobre papel secante, se rehidrataron
en agua destilada y se midié su didmetro (D2). La
diferencia entre D1 y D2 se expresd como reduccidn de

tamafio en términos porcentuales.

IX.3c) Efecto del contenido de cloruroc de calcio en el
tamafio de las esferas. Se monté una series de 7 tubos de
ensaye de 8 ml de capacidad, a cada uno de los cuales se
adiciond 5 ml de solucién de cloruro de calcio anhidro,
para lograr el siguiente rango de concentraciones: 0.0352,
0.0704, 0.1408, 0.2112, 0.2816, 0.352 y 0.4224 N,
equivalentes a 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5y 3 g de cloruroc
de calcio por 100 ml de agua. En cada tubo se dejd caer 1
gota de alginato de sodio con la ayuda de una bureta. Cada
tubo se agitd y se dejd reposar por 1 hora exactamente. El

experimento se hizo por triplicado.
IXI.4 VARIACION DE RIGIDEZ EN LAS ESFERAS
La evaluacién de rigidez se hizo en esferas elaboradas

con bureta utilizando el aparato ilustrado en la fig 5, el

cual consiste en una balanza de 2 platos en uno de los
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cuales se colocé una navecilla
previamente tarada y en la cual se
dejé gotear agua de una bureta a
una velocidad constante. En el

otro plato se adaptdé6 una varilla

fija de 1 cm de diénmetro para
presionar las esferas, ademas de

una aguja y regla para indicar la
distancia desplazada por el agua.

La cantidad de agua reguerida para||<

comprimir la esfera a la mitad de

su tamafio, se pesd en una balanza

analitica Mettler PC 180 ¥y

FIG.5 RIGIDONETRO DE DO FLATOS. |

conociendo el &rea aproximada de

contacto de la esferas se calculd
la fuerza requerida para
deformarlas, lo gue se expresd en
términos de rigidez.

Se hicieron las siguientes pruebas para observar
graficamente el efecto de la concentracién de la solucién
de alginato y concentraciédn de iones calcio del bafio
gelificante en la rigidez de las esferas obtenidas. En
todos los casos la variable de respuesta analizada fue la
fuerza requerida para comprimir las esferas a la mitad de

su tamafo.
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II.4a) Efecto de la concentracién de la solucidn de
alginato en la variacién de rigidez. Se elaboraron 1l
esferas a 3 concentracionés diferentes: 0.1, 0.5 y 2% , de
manera que el nGmero de réplicas por tratamiento fue de 3 a
4, Durante el experimento se mantuvo constante la
temperatura (18.5° C.) y la concentracidén de cloruro de
calcio del bafio gelificante (1N).

II.4b) Efecto del contenido de calcio del bafio
gelificante en 1la variacién de rigidez. Se hicieron 21
esferas en 7 concentraciones diferentes de CaCl2 las cuales
variaron de 0.0352 a 0.4224 N de cCaCl2 como en el
experimento II.3c. Se utilizaron 3 réplicas por tratamiento
manteniéndose constante 1la concentracién (0.5%) Y

temperatura (18.5°C.) de la solucién de alginato de sodio.

II.5 VELOCIDAD DE DIFUSION DE SUSTRATO Y PRODUCTO EN ESFERAS

DE ALGINATO

Se analizd el efecto del tamafio y porosidad de esfera

en la velocidad de difusién de sustrato y producto de 1la

reaccién:

SACAROSA <_§>w42,> GLUCOSA + FRUCTOSA

Catalizada por Sacharomices cerevisae inmovilizada en

esferas de alginato.
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La cantidad de glucosa formada se midid
colorimétricamente c¢on 3-5 dinitrosalicilate y un

espectrofotdédmetro (Spectronic 20).

La velocidad se estimdé indirectamente midiendo el
grado de afinidad entre sustrato y biocatalizador (Km)
considerando que a mayor velocidad de difusidén, la afinidad
aumenta (Km disminuye). El Km se obtuvo por el método

gréfico de Eadie-Hofstee (Lehninger, 1983).

II.5a) Efecto del tamafio de esfera en la cinética
de la hidrdlisis de sacarosa. Los tratamientos analizados
(tamafios) fueron: esferas de 0.38, 1.39 y 2.48 nnm de
didmetro obtenidas con el capilar flexible, Jjeringa
hipodérmica y bureta respectivamente. Durante el
experimento, se mantuvo constante el tiempo de reaccidn (3
min) y la cantidad de organismo inmovilizado por tubo
(0.520 g).

II.5b) Efecto de la porosidad de esfera en la cinética
de la hidrélisis de sacarosa. Los tratamientos analizados
fueron esferas elaboradas a diferente concentracién
mantenié&ndose constantes la cantidad de organismo
inmovilizado por tubo (0.520 g) y el tiempo de reaccidn (3
min). Los tratamientos analizados fueron: esferas de 0.5, 1
y 2% de concentracién elaboradas por goteo con jeringa

hipodérmica.
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II.6 EFECTO DE LA POROSIDAD EN LA FUGA DE S. cerevisae

La eficiencia de la immovilizacién o la estimacién de
la fuga de levadura de la matriz, se evalud
cualitativamente de la siguiente manera: se utilizaron 3
tubos de ensayo en cada uno de los cuales se pusieron 0.520
g de esferas con S. cerevisae inmovilizada, elaboradas al
0.5% de alginato para el tubo A, 1% para el tubo B y 2%
para el tubo C. Se adicionaron 15 ml de solucién glucosada
al 2% para cada tubo cronometréndose 60 minutos de
reaccién, tras los cuales se tomaron dos alicuotas de 5 ml
por tubo elimindndose las esferas de esta manera. A una de
las alicuotas se le adicioné 0.2 ml de 3-5
dinitrosalicilato para suspender la reaccién inmediatamente
y a la segunda se le suspendid 60 mninutos después. Se
cuantificé colorimétricamente la cantidad de producto
formado en 60 minutos sin esferas y el resultado se expresd
en porcentaje considerando la cantidad de producto que se

hubiese formado en ese mismo lapso con las esferas

presentes.

II.7 VIABILIDAD DE MICROORGANISMOS INMOVILIZADOS

Para observar el efecto de la inmovilizacibén sobre
microalgas, levaduras y bacterias, se hicieron las

siguientes pruebas:
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Ii.7a) Microalgas. 100 ml de un cultivo de Dunaliella
salina se concentré por filtracién en millipore de
celulosa 3 um, hasta obtener 5 ml aproximados dque se
adicionaron a 10 ml de una solucién de alginato 1% . La
mezcla se homogenizdé y se goted con jeringa a un bafio de
clorurc de calcio 1N para inducir la formacién de las
esferas. Después de 30 minutos, la mitad de las esferas se
transfirié a un matraz con medio Matthiessen-Torner (1966},
y la otra mitad se deshidraté a temperatura ambiente sobre
un papel secante y se almacenaron en condiciones estériles
por una semana. La viabilidad de las microalgas se comprobd
diariamente disolviendo una esfera en una solucidn al 3% de
hexametafosfato de sodio y observando su motilidad al
microscopio. Las esferas secas se rehidrataron en agua de
mar {pasada por luz ultra violeta) y después de una semana

se comprobd su viabilidad como en las esferas frescas.

I1.7b)Levaduras. 3 gramos de S. cerevisiae comercial se
hidrataron en 5 ml de medio glucosado 2% y se elaboraron
esferas como en el caso anterior. La mita de éstas, se secd
y almacend y la otra mitad se puso en un matraz con medio
glucosado conectado a una campana Durjam para comprobar la
produccién de gas. Las esferas secas se rehidrataron en
medio glucosado después de una semana y su viabilidad se

comprobd por la produccién de gas.




19

II.7¢) Bacterias. Bacillus megaterium y Vibrio
prahaemolyticus, se sembraron en cajas petri con medio
Zobell. A las 48 horas se adicioné 15 ml de una solucién de
alginato de sodio 1% y se homogenizé con una aza
bacteriolbégica. La mezcla se goted con una jeringa en
cloruro de calcio 1N y las esferas formadas se
transfirieron a medio Zobell ligquido. Diariamente se sembrd
una esfera en cajas petri con medio zobell para observar el
crecimientd de la colonia. El experimento se hizo en

condiciones, reactivos y material estéril.
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RESULTADOS

II7.1 CARACTERIZACION FISICA DEL ALGINATO

El andlisis fisicol

realizado en las soluciones
de alginato indica gue hay un
incremento exponencial de
viscosidad aGn cuando la
concentracién de la solucidn
es baja (Graf.l),
comportamiento que
matemdticamente se puede
describir de 1la siguiente
manera: |

VISC(cps)= 1.42 [] ALG

1.53x 10
Donde: (] ALG= concentracién
porcentual de la solucidén de

alginato.

ViSO
o0 V180 (0P}
600 /
400
200
o ] i [ X
2] 0.6 1 1.6 2 2.8
[l ALG (%)
af.1 UARIACION DE LA VISCOSINAD
Graf L R L UCToN POR  EFECTO DE
LA CONCENTRACION DE ALGINATC.
{UER DE LA TABLA 1)

En base a las curvas de viscosidad-concentracién

elaboradas por la conmpafiia Kelco (Kelco,

1977),

similitud a la curva del alginato refinado Kelgin LV,

Y por

s5e

clasified al alginato utilizado en este trabajo como de

baja viscosidad.

20
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IXT.2 ELABORACION DE MICROESFERAS

III.2a) Por atomizacién. No se obtuvieron

microesferas.

III.2b) Por Emulsificacién. Se obtuvieron esferas de
didmetro comprendido entre 120 y 480 ym con un promedio de

423 ym y desviacidén estandar (d.e.) de 106 uym (35%).

III.2c) Por goteo. Se obtuvieron esferas con difmetro
comprendido entre 320 y 450 ym, promedio de 381 ym y d.e.

de 36 ym (9.4%).

Se observa gue,  aungue
no se obtuvieron esferas tan [gq/AMA (i)
pequefias como en el método de :
2.6
emulsificacién, la ¥
+
homogenidad de las particulas 20 :
fue mds alta con el capilar |[s :
flexible. +
10
0.6
ITTI.3 VARIACION DE TAMANO EN
LAS ESFERAS 00 ! . 1 .
0 05 1 16 2 2t
1 ALG (%)
ITI.3a) Efecto de 1la
i ; 1= |
concentracién de la solucidn prON. [ d.e. I
i : 4 Graf,2 UARIACION DE TAHARG DEE
de alginato en la variacion A ECERR POR. EFECTO DE LA
COHCENTRACION DE ﬁLGlHﬂTUI
de tamafio (Graf. 2). Con (VER ToBLR 1D)
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alginato 0.5%, se‘obtuvieron esferas de 1.388 mnm de
difmetro y 0.211 mm (15%) de desviacién estandar, esferas
de 1.95 mm de di&metro con 0.171 mm (8.76%) de desviacién
estandar con alginato al 1%, y esferas de 2.557 mm
con 0.145 (5.67%) de desviacidén estandar con alginato al
2%. Es decir, el aumento en la concentracién de la solucidn

de alginato, produge esferas mds grandes y mds homogeneas.

I11.3b) Efecto de deshidratacién en el tamafio de las

esferas. Las esferas elaboradas con alginato 0.5% ,
TAMARO {mm) )

experimentaron un 20.75% de|so

reduccién, con alginato al 1%

2.6
se redujeron 39.33% y con

alginato 2% , se redujeron|?®

48.22%. Las esferas

1.5

rehidratadas no regresaron a

- : s 10—
su tamafio original,

comportamiento que varid|pst

seglin la concentracién de la

2.0
solucién de alginato 0.6
[ ALG (%)
(Graf.3). B# rrescas BECAS REHIDRAT,
Graf.3 VARIACION DE TAHARO DE
PR EL EFECTO DBE
ITI.3¢) Efecto del E“FEIR'WIQEEEEC}??;

contenido de cloruroc de calcio en el tamafio de las esferas.
No se obtuvieron esferas cuando la concentracién de cloruro

de calcio del bafio gelificante fué 0.035N; cuando la
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concentracién fué de 0.07N, se produjeron esferas dgrandes

muy fladcidas con un di&metro promedio de 3.68 mm Yy

desviacién
esferas de
esferas de

esferas de 2.67 mm con 0.15

estandar {(d.e.) de 0.028 mm (0.76%);

2.9 mm con 0.05 mm (1.72%) de d.e.;

3.067 mm con 0.76 mm (2.48%) de d. e.;

esferas de 2.57 mm con 0.057 mnm (2.21%) de d.e. Yy a

esferas de 2.67 mn de

diémetro con 0.05 mm (2.14%)
de desviacidn estandar
{(Graf.4). Es decir, el rango
significativo de variacién se
obtuvo cuando la

concentracién del bafio
gelificante fué mayor a 0.14N
(antes de este wvalor no se
produjo gelificacidn) y menor

a 0.35N este

(después de
valor la diferencia de tamafio
no fué significativa). Se
cbserva que con el aumento de
calcio en el

iones bafio

gelificante, se produce una
disminucién en el tamafio de

las esferas.

a 0.14N,
a 0.21N,
a 0.28N,
(5.61%) de d.e.; a 0.35N,
0.42N,
5 TAWAO () |
4
)
r
] 2 ﬁ $ é
i & ¥
2
1
o__..a A . 1 [ 3 :
0 ot 02 08 0.4 ol
{) CaGi2 {N) [
O -
FROK, doe. |
sraf,4 UARIACIGH DE TAHARD BE.
bra ESFERA POR EFECTD DE LA
CONCERTRACION DE CALEID,.
(UER TABLA I ,
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Se observd que el ;
aumento en la concentracién ;4':&“2"{"@”““2?
de la solucidén de alginato,|,,
al igual gue el aumento de 0 n
+ o +
cloruro de calcio en el baiio +
[vh:} (]
gelificante, producen un M
06 o+
aumento en la rigidez de las +
0.4 B
esferas (Graf. 5 y 6). ;
0.2 o
+
pol—e ) i i i :
0 o1 02 09 0.4 o8 |
| ] CaCi2 {N) H
FUERZA (mg/mm™2) -
20 o, O3 qe. !
Graf,3 UARIACION DE RIGIDEZ
IE ESFERA_ POR EFECTO DE
LA CONCENTRACION D' CALCIC
6 (UER TRELA 1)
+
4
10
‘ #
o
-
0.8
olo A ] | L i i
0 02 04 08 08 ' 12
[} ALG (%)
_I_
prof, DI d.e
Graf,6 VARIACION DE RIGIDEZ
DE ESFER4_ POR_ EFECTO DE
La CONCENTRA, DE ALGIHATC
(VER TABLA V)
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IIT.5 VELOCIDAD DE DIFUSION DE SUSTRATO Y PRODUCTO EN

ESFERAS DE ALGINATO
Vo (mbd/mén gr)

0.26

0.20

IIT.5a) Efecto del /
0.16 —
tamafic de esfera en la ///
cinética de la hidrélisis del,, /
sacarosa. En la grafica 7 se //
w

P 005
muestran las cinéticas con

las que se obtuvieron 1los|yq, n . : : 2
0O 002 Q04 008 008 01 OF

valores de Km, y como se {1 SAGAROSA (mM) 1

\ .
observa en la grafica 8, el —— 88mm =t 189 mm -~ 245mn |

Jor a : et eI AR TR
valor de Km aumenta con el DE SRCARGSH POR §. cerevicae.
, . (UER 1ABLR V) ————!
incremento del volimen de las —i
K (md)
esferas. Para las esferas de
+
380 um se obtuvo un Km de o
. 000 4 .
0.033 mili Moles (mM) , o
+
mientras gue para las esferas
: 0.04
de 1.39 mm se obtuvo un Km de §
0.054 mM y para las esferas
ooz
de 2.48 mm un Km de 0.066 mM..
En las 3 cinéticas se obtuvo ,
Qm i ] | (] i I
, . 0 Y 1 15 2 2.5 8
un valor de wvelocidad méxima
TAMANO ESFERA (mom) [
similar, gque correspondié a row, O die.
$ Graf.8 VARIACION DE BEm POR EFECTD
0.2376 mM/min g. T4 NEL '1aNAn0. DE  ESFERA.
ER TARLA UI}




I11.5b) Efecto de 1la

porosidad de esfera en la
cinética de la hidrélisis de

En la gréafica 9 se

sacarosa.,
observan las cinéticas con

las gque se obtuvieron los

valores respectivos de Km. Se .

observé un aumento en el Kn

con el incremento de 1la
concentracién de las esferas
de alginato (Graf.10). El Kn
de las esferas elaboradas al
6.5% fue de 0.069; para las
esferas elaboradas al 1% de
0.073 y para las de 2% de
0.097 mM. La velocidad maxima
también fue

de reaccién

similar y correspondié a

0.284 mM/nin g.
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&%\b(ﬂwl:rtn (4]
Olm
090
o lu .3
0.00 . 1 A 1 [l
0 002 004 008 008 o1 ot
[} SACAROSA (mM)
—f dey - @
Graf,? EFECTG  DE POROSIDAD. DE
rE ESFEHE E4 La UELOCIDAL DE
HIBROLISIS DE  &RCAROSA  POR
5, cerevisae (UER TABLA VID)
Qisz(M
¥
o.10 5
+
0.08 L
O
i +
0.03
.04
Q.02
D.m L '} 1 A
0 0.6 1 5 2 2;
{1 ALG (%) |
..’.. |
prod. L3 d.e. :
Graf.19 VARTACION DE Km POR EFECTO
DE L& POROSIDAD DE ESFERA. .
(UER TABLA UID)
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ITII.6 EFECTO DE LA POROSIDAD EN LA FUGA DE 5.

cerevisiae

El experimento realizado para evaluar la fuga de
células indica gue mientras menor es la concentracidén en la
esfera de alginato, mayor es la pérdida de células, por lo
gque se asume dgque es nas porosa., Se estimdé una fuga del
10.21, 6.4 y 4.26% para las esferas elaboradas al 0.5, 1 y

2 % respectivamente (Tabla VIII).

TNBLA VIII
EFECYO DE Lo FOROSIDAD DE ESFERA

EN 1A FUGA DE 5. cerevisae.

[1 ALG GLU
(4) i

8,5 23
1 2y
2 24

= -
I T | I
[¥-i=pt o B Y

- ]

WO

ITT,7 VIABILIDAD DE MICROORGANISMOS INMOVILIZADOS

III.7a) Microalgas. D. sgalina presentd motilidad, gue
comparada visualmente c¢on microalgas frescas, era

ligeramente menor.

IIXI.7b) Levaduras. La actividad de S. cerevisae,
produjo un desplazamiento de agua en 1la campana Durjam

atribuible a la produccién de gas.
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III.7c) Bacterias. Al analizar las cajas petri, se
observad crecimiento de colonias circulares y simétricas
alrededor de las esferas con B. megaterium y V.

parahemolyticus inmovilizadas.

El andlisis de viabilidad de las esferas rehidratadas

de D. salina y 8. cerevighe, resultd positivo a las mismas

pruebas.




29

TABLA 1
UARIACTION DE YISCOSINAY DE LA SOLUCIOH DE ALGINATO
POR EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LA SOLUCION.
CONCENIRACION ¢:4) a.d @.5 1 2
TIEHPO  UISCO. [YIEMPO  VUISCO, |TIEHPO  VISCO. |TIEWPO  VISCO,
{seg) Ceps) f(sey) {cps) | (seq (cps) |(sey) (cps)
2.50 1.508] 18.48  11.740(140.13  89.027|1038.65 659.879
2.57 1.632] 19.36 12.299(140.15 89.040|1038.87 660.019
2.17 1.378) 19,29  12.242(140,10 89.680f -- -
2.44 1.550} 19.93 12.463| -- — - -
PROMEDIO 1.537 12.236 89.025 £599.949
DESV,EST. B.111 9.3 0.015 8.098

TABLA 2
EFECTO DE LA COHCEHTRACION DX 14 SOLUCION
DE ALGINATC EN EL TAMAnO DE L ESEERA.
CONCEHTRACION| 6.5 i 2
$0L.ALG. (%)
DiaM BIAM BIAH
(nud ) (BN
1.7 2.1 2.9
1.2 1.9 2,45
1.6 1.6 2.4
1.5 2.8 2.4
1.2 2.2 2.6
1.3 2.15 2.4
1.5 1.9 2.5
1.3 2.0 2.4
1.29 1.85 2.7
1.6 1.7 2.5
1.8 2.4 2.6
1.4 2.0 2,33
1.2 1.9 2.4%
1.2 2.2 2.8
1.1 2.1 2.4
1.2 1.9 2.4
1.2 2.0 2.8
1.45 2.1 2.7
1.2 1.6 2.6
1.79 1.89 2.6
1.5 1.9 2.6
PROMEDIO | 1.388 | 1.950 | 2,557
DESV.EST.| B.211 | Q.17% | 8.445
DONDE DIAH= DIAMETRO MAYOR DE L ESFERA.
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ECTO DE Lo DESHIDRATACION EN EI ThHAnO DE ESFERA
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ALGINATO.
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TABLA TU
EFECTO DE 1 CONCENFHRCIOH DE CLORURO DE CALCIO
EN EL taMan0 ¥ RIGIDEZ DE LAS  ESFERAS.
[CaCl ] DlﬂH PESO | ARER, H,BEFOR F.RPLICRDQ2
(HN) (ny} (ruc)j {ym (Ry/mn
3.0352
0.8764 3.7¢ 22 10.75 2.656 a.24?
3.65 20 10,46 B.967 0.082
| 3:?q‘ | ak | {0.?5 2.1?@ i B.g@% B
PROMEDIO 3.683 a.4m
DESV . ESY 6.928 6,684
. 1468 ggg }g ?.ﬁg gggg §.§62
» a P i 4
| 313 ] 16 ;9 2 I 8; ______
PROMEDIO 3.06 8.356
DEGV.EST §.0% 0.916
B.2112 2.98 14 6.60 3.532 §.534
2.95 14 6.83 4,330 B.633
__________________ @:Qb____ 13 _6.3? 4.593 8.7{9
PROMEREO 2.99 @.629
DESV.EST 0.650 8.892
#.a8L6 2.78 12 59.'725 3.773 B.658
2.90 12 4,908 4,768 9.97)
2.80 12 6.157 4.587 0.744
PROMEDI¢ 2.66 G.791
DESYLEST 0.152 g.161
§.352 2.60 i1 5.309 5.287 B.995
2.00 11.5 | 5.309 5.320 02
2.98 i3 4,998 4,413 899
PROMEDTO 2.6 9.965
DESU.EST B.857 @.857
9.4224 2.608 12 5.389 5.522 1.048
2.78 13 9.129 5.363 9.936
______ @.?B | 11 5.72§ 6.803 1 _{.qu__d_”
PROMEDIO 2.66 1.855
DESV.ESY a.857 4.126

L DOMDE DInM= DIAHETRO MAYOR DE LA ESFERA. i
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IR,
¥FECFO DE LA COHCENTRACION DE ALGINATO
EN Lt RIGIDEZ DE IfAS ESFERAS.
{ALG] DIAMETRO | PESO ﬂREﬂ H DEFOR ¥. ﬂPLICﬂDﬂ
(%) (i) (Ry) (hn® {yr Cug/un)
8.1 2.18 11 . . .
249 | obts | 338 | 491 833
___________________ %:{B ) 1%_ 3.46 2.138 i $8.617
PROKEDIO 2.083 .2
DESU, ESY 0.028 @8,110
a.5 2.70 11.% | 5.72 9.343 3.933
2.00 12 6.15 5.374 4.872
2.58 i 4.90 6.012 1.224
_________________ %:?G‘_ 13_ 3.72 | 5.183 8,943
PROMEDIO 2.67 A.983
DESU.ESY B8.125 @.162
1 2.98 11 6.60 7.798 1.174
2.70 14 5.72 8.0899 1.414
2.70 13 3.72 7.981 1.393
_____________________ %:?5 ) 12_ 6.03 7.229 1.057
PROMEDID 2.01 1.260
DESY L EST A.131 0.173
TARLA U1
EFECTO DEL TAMAnO DE ESFERN EN LA UELOCIDAD
DE HIDROLISIS DE SACAROSA POR §. vevevisae.
DIAHETRO C.EGFERAG| ISACAROBA) Yo e U nay
{nu) {gr) (ri) (pH G/Rin gn) | (nH) (rH/Rrin)
9.038 0.522 a.p14 8.0773
@3.523 B.029 8.1016
#3.923 0.058 f.1542
L 0.528 B @,1956 3
PROMEDIO 9.833 @3.239
DESY,.EST 0.082 0.804
1.39 B.326 g.014 8.08536
B.525 G.029 0.6829
A.923 0,058 9.1323
B.525 @.116 9.1640
PROMEDIO 0.834 8.238
DESU EST @. 606 a.807
2.48 P.523 g.014 B.8425
B.526 6.629 8.8679
8.527 9.058 9.1198
0.524 B.116 B8.1470 )
PROHEDIO 0.866 8.236
DESV EST 8.604 G.910
DOHDE ESFERAS= CANTIDAD DE ESFERRS CON LEURDURﬂ THROUILIZADA
LEACATOSAT= CONCENTRACION DE SACAROSA (SUSTRATO)
Vo= CANTIDAD DE PFRODUCIO (GLUCOSA) OBTENIDA




TABLA VII
EFECTO DE LA POROSIDAD DE ESFERA EN 1A VELOCIDAD
DE RIDROLIGIS DE SACARO S POR 5. cerevisae,
CONCENTRA. | C.ESFERAS| [SACAROSA) Uo Ku U nau
(7) (yp) (nl) (u¥ G/uin gpd| (uM) {wd/min)
g.5 @.529 3.014 0.9425
@.525 $.029 $.0950
@.524 0.058 p.1608
o 8.523_ 2.116 2.19ep o
PROKEDIO 8.0869 0.304
DESV.EST e.4801 @.608
H 0.526 9.014 f.0213
0.929 0.029 0.8739
B8.521 0.0658 §.1343
8.524 a.116 4.1679
PROMEDIO 9.073 B.278
DESV.EST a.007 a.614
2 g.521 B.614 6.0077
0.526 3.029 0.6536
d.526 u.638 G.1136
8.522 p.116 L
PROHEDIO 8.0697 8.270
DESV, EST A.6a9 a.903
DONDE SFERAS: CANTIDAD DE ESFERAS CON LEUADURN IHMOVILIZADA
ISRCAROSAY= COHChHTRﬁCIOH DE SACAROSA (SUSTRATO)
= UCOSAY OBTEHIDA
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DISCUSIONES

Son muchos los factores que determinan las propiedades
fisicas de los alginatos en solucidén y en gel, como el peso
molecular, grado de polimerizacién y contenido de bloques
MM, GG vy MG, caracteristicas propias del alga viva que
varian segiin la especie, porcién anatédmica utilizada, lugar
y temporada de cosecha, por lo gque podrian clasificarse
como variaciones naturales. Sin embargo, existe otro tipo
de variaciones debidas a procesos humanos, como la técnica
utilizada para la extraccidén del alginato apartir del alga,
grado de pureza obtenido, forma de preparacidén de la
solucién, reactivos utilizados, asi como la temperatura y
puresa de los mnismos. AGn los alginatos comerciales,
especialmente de grado reactivo, tienen variaciones segin
el tiempo de almacenamiento y tiempo de exposicidédn a la
humedad, ya que es un reactivo altamente higroscépico
(Kelco, 1977). De aqui que la caracterizacidn del alginato,
ya sea gquimica o fisica (como en este trabajo), sea
necesaria si se pretende obtener los mismos resultados
cuando las técnicas descritas se lleven a la practica.

Se plantearon varios métodos para la elaboracidén de
microesferas, todos bajo el fundamento de reducir el tamafio

de la gota de la solucidén de alginato. Sin embargo, la
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atomizacidén produce gotas tan pequfias que no llegan a tener
el peso necesario para romper la tensién superficial del
bafio gelificante. Con la emulsificacién se obtuvieron
exelentes resultados en cuanto a disminucidén de tamafio,
pero con la desventaja de que la variacidn de tamafio es muy

grande, lo gque limita su aplicacién.

La homogeneidad de tamafio durante la elaboracidn de
las microesferas, es un factor que debe ser controlado y
que dependerd de la precisién del instrumento durante la
formacidédn de 1la gota. La bureta por ejemplo, es un
instrumento que se utiliza en guimica analitica por su alta
exactitud durante el goteo, de ahi gue la deviacién
estandar obtenida en la elaboracién de esferas con bureta
sea baja (4%). Utilizando jeringa hipodérmica se obtuvieron
esferas poco homogéneas (desviacién estandar del 15%), 1lo
que se explica por la dificultad para mantener una presidn
constante en el émbolo durante la extrusién del alginato.
Para el disefio del capilar flexible se buscdé que la
solucién de alginato cayera por gravedad para evitar la
variacién de tamafic como en el caso de la Jjeringa
hipodérmica, sin embargo se obtuvo una desviacidn estandar
del (10%), que se explica porque el capilar de pléstico

entra en resonancia algunas veces, ocasionando que la
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frecuencia vibratoria no sea constante. Se considera gque la
solucién a este problema radica en el disefio del
instrumento, por lo gue la homogeneidad de las microesferas

elaboradas podria aumentarse.

Tomando como comparacidédn los datos reportados por Rehg
et. al., (1986), guienes obtuvieron microesferas de 420 unm
con una desviacién estandar del 18.8% utilizando
instrumentos especiales para su elaboracién, se puede decir
que los resultados obtenidos con el capilar flexible son

buenos.

Ademas del aumento de viscosidad gque resulta del
incremento en la concentracién de la solucidn de alginato,
se obtienen esferas mads grandes y con mayor homogeneidad
(disminuye la desviacién estandar). Esto se puede explicar
por el aumento de tensidén superficial con respecto a la
viscosidad, lo gque ocasiona la formacién de gotas de mayor
tamafio que caen sdélo cuando el peso de la gota es mayor que
la fuerza que produce la superficie del ligquido para
adherirse a la punta del instrumento por el que se hace
gotear, comportamiento que coincide con los resultados
publicados por Rehg (op.cit.), gquienes observaron el
aumento de tamafio de las esferas con el aumento en la

concentracién de la solucidn.

|
|
i
i
i
|
|
|
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Se considera necesario hacer algunas acotaciones con
respecto al método utilizado para la evaluacién de rigidesz
en las esferas. Este método se hizo en base a los andlisis
realizados sobre geles de carragenano por Zazueta (1988),
en los cuales la variable de respuesta analizada fue el
peso al cual se producia ruptura de un gel de forma
cilindrica ocasionado por la presidén de un émbolo en un
aparato similar al propuesto en este trabajo,
comportamiento que se describe en términos de "fuerza de
gel", Al comprimir los geles de alginato, el 1liquido
contenido en ellos, se exuda sin producirse ninguna
ruptura, por lo que se considerdé representativa la mediciédn
de rigidez para evaluar la consistencia de las esferas, y
gue es utilizado por McDowell, (1985) para hacer la

medicién indirecta del grado de porosidad en los geles.

zazueta (op.cit.), propone que la evaluacién de fuerza
se haga en geles elborados por didlisis en moldes de 1 cm3
cilindricos. La elaboracidén de geles de alginato de esta
manera presentd varios inconvenientes: los geles formados
con soluciones muy diluidas, eran demasiado angostos y
largos comparados a los elaborados al 1 y 2% , por lo que
se prefiridé homogenizar el tamafio y forma de los geles

elaborandolos de forma esférica con una bureta.
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El incremento de la rigidez de los geles a medida que
se aumenta la concetracidn de la solucién de alginato y de
iones calcio en el bafio gelificante gue se observd en este
trabajo, corresponde a los resultados obtenidos por
McDowell (1985), y que es atribuida a la disminucidén del
tamafio de log poros del gel. Sin embargo hay gque hacer
notar que al aumentar la concentracién de la solucién de
alginato, obtenemos esferas de mayor tamafio, mientras que
un aumento de contenido de calcio en el bafio gelificante
produce una disminucién significativa. Este comportamiento
se atribuye a la fuerza idnica ejercida entre los bloques G
y los iones calcio, fuerza responsable de la formacidn
tridimensional de los geles de alginato explicada por el
modelo de ‘“caja de huevo" propuesta por Grant y
colaboradores (1973) y que contempla la explicacién del
confinamiento de moléculas de agua entre la malla formada
por las fibras de alginato. De esta manera se explica que
cuando hay un exedente de iones calcio para producir la
atraccién de todos los blogques G, la cantidad de agua
retenida sea menor, al igual que el tamafioc del gel formado,
mientras que, cuando la concentracién de iones calcio en el
bafio gelificante es baja, se produzcan geles dgrandes Yy

suaves con poca capacidad para retener agua.
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Una manera mas de modificar la rigidez y porosidad de
las esferas se logra al deshidratarlas, ya dque cuando éstas
se rehidratan, no regresan a su tamafio original. De aqui se

deduce gque el nGmero de poros se mantiene constante, mas no

su tamafo.

La rigidez ha sido hasta ahora una caracteriztica
utilizada para medir indirectamente el grado de porosidad
de las esferas, sin embargo también hay que considerar dque
éasta es una caracteristica gue se puede inmpartir para
modificar su fuerza mecdnica, y que encuentra aplicacidn en

el control de tiempo de desintegracidén y estabilidad de la

particula.

con respecto a los experimentos realizados para medir
el efecto del tamafio de esfera y grado de porosidad en la
velocidad difusional de una sustancia dentro de los geles,
cabe hacerse la aclaracién de que se utilizé el parémetro
"Km" como una medidad indirecta del tiempo gue tarda el
sustrato en ponerse en contacto con el biocataliador (que
contiene las enzimas necesarias para producir la
transformaciéh) sumado al tiempo que tarda en salir del gel
en forma de producto. Debido a gque Km es un parametro
utilizado para medir la afinidad entre enzimas y sustratos,

y aunque en este experimento se trabajdé con células de
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levadura vivas, en realidad son las simasas (conjunto de
enzimas responsables de la hidrdlisis de la sacarosa), las
que intervienen directamente en la catdlisis de la
reacclidén. No se considera representativo hacer una
comparacion de los valores de Km y V max de la sacarasa
inmovilizada obtenidos por otros autores, ya gue en este
caso intervienen otros factores como la permeabilidad de la
membrana y reproduccién celular, por lo que la discusién de
éste experimento se enfoca principalmente a los fendmenos

de difusién del sustrato dentro de las esferas de alginato.

La velocidad total de una reaccidén catalizada por
organismos inmovilizados, no depende exclusivamente de la
cantidad de enzima presente y de sus condiciones 6ptimas de
trabajo (pH, T°, etc), sino también de los fenbémenos de
difusidén del sustrato dentro de la matriz (Bruchmann,
1965). 8Si la velocidad de transformacién depende de 1la
rapidez de contacto de las células de levadura y el
sustrato, es obvio que mientras menos obstdculos haya entre
éstos, mas rapida serd la reaccidn. Debido a que el minimo
valor de Km obtenido (mé&xima afinidad) correspondié a las
esferas de menor tamafio, se puede deducir gue la
disminucidn de tamafio de esfera facilita el contacto entre
el biocatalizador y el sustrato. Esto se explica porgue es

mayor la distancia que tiene gue recorrer el sustrato para
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ponerse en contacto con el biocatalizador en esferas
grandes, por lo que la reduccidén de tamafo, es una medida
eficiente para disminuir el Km (aumentar la afinidad de

enzima-sustrato).

De la misma manera, y aungue la diferencia no fué
significativa entre 1las 2 primeras concentraciones
utilizadas, se observa gue el aumento de la porosidad de
los geles tiene las mismas ventajas que la reduccién del
tamafic de las esferas, sin embargo, la alta fugacidad que
se produce utilizando concentraciones de 0.5%, nos permite
deducir gque no es una concentracidén adecuada para la
inmovilizacidédn de microorganismos; Se plantea la
utilizacién de glutaraldehido para disminuir la fugacidad
cuando se utilicen geles al 0.5% o la deshidratacién de las

esferas para cerrar el poro.

Se puede decir, a manera de corolario, gque las
esferas de alginato son sistemas porosos; el tamafie de
éstos depende de la rigidez de la esfera, y la rigidez
depende principalmente de la concentraciédn de la solucidn
de alginato y dei calcio presente durante la formacidén del
gel. Al secar las esferas se produce que el alginato se
concentre mds, se haga mas rigido y gque los poros se

cierren.
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El secado de las esferas con biocatalizadores
inmmovilizados podria ser ventajoso, ya gue se esperaria que
la rigidez y estabilidad aumenten con la consecuente
reduccidén de tamafio, ademds de que se reduce el tamafio, se
reduce el escape de las células atrapadas y aumenta el

nimero de células por volumen.

Para determinar la porosidad éptima en las esferas, es
necesario encontrar un punto de equilibrio entre porosidad
alta, gque ocasiona fuga celular, y porosidad baja gue
obstruye el flujo del sustrato utilizado, productc formado
y los gases necesarios para el metabolismo natural de las
células atrapadas en la matriz de la esfera. Esto,
obviamente, depende del tamafio del microorganismo
inmovilizado y de la viscosidad de sustratos y productos. Y
Por Gltimo,es necesario comprobar que la porosidad elegida,
no afecte la biayilidad de los microorganimos

inmovilizados.

La aplicacién biotecnoldégica de D. salina, no esta
limitada a su posible explotacidn en la produccidén de
glicerol y B-carotenos (Grizeau y Navarro, 1986) que podria
llegar a tener interés a nivel industrial en forma
inmovilizada. En este estado, se le puede aprovechar como
un alimento especial para larvas de crustéceos y peces de

importancia comercial.
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Lo mismo sucede con S. cerevisiae, gque ademds del

actual uso que se le da en la obtencién de alcohol y
proteina unicelular, también puede sintetizar glicerol y
dcidos grasos poli-insaturados de la familia w3 bajo

ciertas condiciones (Abreu, 1979).

otro ejemplo es el de la bacteria Bacilus megaterium,

la cual sintetisa la vitamina B12 intracelularmente (Spalla
et. al., 1989).

La deshidratacidén, en este caso, es aconsejable para
aumentar la cantidad de metabolito por esfera, ademas de

que se garantiza la estabilidad del alimento cuando se

almacena.

Por otra parte, la importancia de la inmovilizacidn de

la bacteria Vibrio parahemolyticus a nivel biotecnoldgico,

se justifica en la posible elaboracidn de esferas con este
organismo atenuado para la elaboracién de vacunas, ya que
actualmente produce pérdidas econémicas incalculables en el

cultivo del camardn (Dunn, et.al., 1990).




v
CONCLUSIONES

-~ Bl instrumento y los métodos que se desarrollaron en
este trabajo, son dtiles para la elaboracién de
microesferas de alginato altamente homogeneas y con

didmetro de 380 ym.

-La concentracién de la solucién de alginato,
contenido de iones calcio y grado de deshidratacion,
determinan el tamafio, vrigidez y porosidad de las

microesferas de alginato.

-Se logrd un aumento significativo en la velocidad de
difusién de sustrato y producte dentro de las esferas de
alginato con microorganismos inmovilizados, disminuyendo el

tamafio de la esfera o aumentando su porosidad.

-Se demostrd gque la inmovilizacidén de Dunaliella

salina, Sacharomices cerevisiae y Bacillus megaterium en

esferas de alginato, no afecta su viabilidad.
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VII

APENDICE

METODO DE ELABORACION DE ESFERAS DE ALGINATO

WOODWARD

1-MATERIALES Y REACTIVOS:

Jeringa hipodérmica

Cloruro de cacio 1N.

Alginato de sodio (1%, p/v). Esta solucidn se prepara
disolviendo 1 gr de alginato de sodio en 100 ml de agua
destilada a 30 ° C, agitando constantemente para deshacer grumos.
La solucién se deja reposar 30 minutos para permitir el escape

del aire contenido.

2-METODO:

Se extruye la solucién de alginato de sodio utilizando la
jeringa para producir pequefias gotas que se dejan caer en la
solucién de cloruro de calcio. El intercambio de iones sodio por
calcio, produce la gelificacién del alginato. Se dejan las
esferas en la solucién de cloruro de calcio 20 minutos para gque

el intercambioc iénico se lleva a cabo en su totalidad.

50




