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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se evalu6 el efecto del tamafio de perlas de alginato (4,596+0.452
y 2,532+ 0.294 mm de didmetro) y la concentracién de alginato de sodio (3%, 3,5%, 4%) en la
difusividad efectiva en células inmovilizadas de Saccharomyces cerevisae en la produccion de alcohol en
mosto de Vitis vinifera variedad cardinal con birreactores estaticos. Se utiliz6 un disefio factorial 2 x 3,
con 3 repeticiones y dos factores: tamafio de las perlas de alginato y concentracion de alginato de sodio y
como variables dependientes: el consumo de azlcar, produccién de alcohol, rendimiento de produccién
de alcohol respecto al sustrato y difusividad efectiva en las perlas. Se us6 un birreactor simple estatico,
sin aireacion,para un volumen de 1000 ml de mosto. Con una relacion de 1,8% de volumen de perlas
respecto al mosto.A menor tamafio de la perlas y concentracion de alginato se obtuvo la mejor produccién
y rendimiento de alcohol. La difusividad efectiva se evalu6 para Fo entre 0.018 y 0.19 que representa un
intervalo de 48 a 84 horas obteniéndose una mayor difusividad en las perlas de mayor tamafio.

Palabras clave: Difusividad efectiva, fermentacién, levaduras inmovilizadas, biorreactor

ABSTRACT

In the present investigation the effect of thesize ofalginate beads (4.596 + 0.452 and 2.532 + 0.294 mm in
diameter) and the concentration of sodium alginate (3%, 3.5%, 4%) was evaluated in the diffusivity
effective in Saccharomyces cerevisiae cells immobilized in alcohol production must cardinal variety of
Vitis vinifera with static bioreactors. Size of the alginate beads and sodium alginate concentration and
dependent variables: the consumption of sugar, alcohol production, alcohol production performance
relative to the substrate one 2 x 3 factorial design with 3 replications was used and two factors effective
diffusivity and pearls. A simple static bioreactor, without aeration for a volume of 1000 ml was used wort.
With a ratio of 1.8% relative to the bead volume wort. A smaller concentration of alginate beads and
improved production and alcohol yield was obtained. Effective diffusivity was assessed for between 0.018
and 0.19 Fo representing an interval from 48 to 84 hours in obtaining greater diffusivity larger beads.
Keywords: Effective diffusivity, fermentation, immobilized yeast, bioreactor.
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1. Introduccidén

El vino es una bebida antigua conocida
extendida por todo el mundo. Tuvo un
papel importante en las antiguas
civilizaciones y llegd a nuestros dias no
con menos importancia. Las uvas se
utilizan en los tiempos antiguos, segln
ha confirmado el hallazgo de una
instalacion para la vinificacion en el
territorio de Armenia que data de
alrededor de 4000 aC (Barnard et al.,
2011). En 2011, segun las estadisticas
de la Organizacion Internacional de la
Vifia y el Vino (OlV, 2012), 7.6 x
10° hectéreas de vides, permite la
produccién de 267 x 10° L de vino en
todo el mundo. Tradicionalmente, la
fermentacion del mosto se inicia de
manera espontanea por la accion de la
levadura natural que cubre la superficie
de las uvas. La mayoria de las cepas de
levadura de la biomasa no son tolerantes
al etanol y por esta razon, durante una
fermentacion espontanea hay una
sucesion de organismos que prevalece
en todo el proceso.

A pesar de que la levadura
Saccharomyces cerevisae esta presente
en las uvas y en el mosto fresco en
porcentajes bajos, se considera ser el
principal factor durante la fermentacion
alcohdlica (Swiegers et al., 2005). Sin
embargo, durante la elaboracion del
vino, otros géneros de levaduras estan
presentes y pueden contribuir, positiva o
negativamente, a la calidad final del
vino.

La utilizacion de células inmovilizadas
ha sido considerada un método eficaz en
el aumento de produccion de
metabolitos por parte de las células por
largos periodos de tiempo, aumenta la
estabilidad de las células, permite
ventajas en la configuracion de
reactores entre las que se incluyen un
répido control del pH y la temperatura,

permite mantener altas concentraciones
de células y no requiere sistemas de
agitacion. En general disminuye de
manera considerable los costos de
produccion (Trevan et al., 1993).

El gel de alginato de sodio es el material
mas comuUnmente utilizado para el
atrapamiento de células en la industria
alimentaria (Strehaiano et al.,
2006). Las células en la superficie de las
perlas de alginato pueden ser liberadas
de las cuentas y debido a este hecho, se
propuso en los afios 80 hacer una capa
externa de alginato estéril y producir
perlas de doble capa de alginato.

2. Materiales y Métodos
Inmovilizacion de levaduras

Se utiliz6 la técnica de inmovilizacion
de células por atrapamiento en perlas de
alginato, introducida por Hackel et al.
(1975). Se us6 fermento bioldgico seco
instantaneo (levadura), S. cerevisiae, el
cual se agreg6 10 g a 100 ml de agua
destilada. La matriz de alginato de sodio
se prepar6 al 3.0%, 3.5% y 4.0% p/v.
Para preparar esta solucion se sometio
la mezcla de alginato de sodio con agua
destilada a calentamiento hasta obtener
una mezcla uniforme y homogénea,
dejandola enfriar. La solucién de
levaduras y de alginato de sodio se
mezclo en relacion 1:1.5. Esta mezcla se
agitd  hasta  lograr  uniformidad,
posteriormente se formaron las perlas
usando jeringas hipodérmicas con y sin
aguja, con el objetivo de obtener dos
tamanos de perlas; dejandose caer a una
solucion de CaCl, al 2.0%,
manteniéndolas en refrigeracion por 24
horas. Finalmente, las perlas se lavaron
con agua destilada estéril, para eliminar
el exceso deiones de Ca* y células no
atrapadas, antes de ser utilizadas para el
proceso de fermentacion.
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Fermentacion

La fermentacion se llevd a cabo en un
biorreactor casero, con un volumen de
trabajo de 1000 ml; a temperatura
ambiente en estado estacionario. Para
iniciar la fermentacion se adicion6 al
medio un ndmero determinado de
células inmovilizadas las cuales fueron
equivalentes al 1.8% de su volumen. La
siguiente reaccion representa el proceso
de fermentacion aerobica de las
levaduras inmovilizadas:

LEVADURAS C,Hs0H + CO, + CALOR
-
INMOVILIZADAS ~ "2 2
Controlzder
depH
Centrolador
de T*
Manguera
desfogadora de
Espacio CO,
czbeza 051
Volumen
-~ {ﬁ THN ’—l
esforas (1.9% LA Respirarero
del total)
Volumen ‘ ‘
demosto
L Solucidn de bisulio de
Salidz de sodioal 0.05 % wiv
gotas de M-
mosto

Figura 2. Biorreactor
produccion de vino.

simple para

Difusividad efectiva

Para determinar el coeficiente de
difusividad efectiva se aplicé una de las
formulas de Crank (1975), la cual se
aplica para la forma geométrica de la
esfera y para tiempos extensos. Este
método consiste en medir la variacion
de la concentracion del producto de
reaccion en la solucion, para asi obtener
datos de velocidad en funcion del
tiempo.

La concentracion de glucosa en el
mosto de uva vario debido a la difusion
hacia las perlas hasta llegar al equilibrio
de transferencia de masa. Este
fendmeno fue estudiado y modelado por
Crank (1975) a quien se debe el método
de evaluacion de difusividad efectiva.

Para la determinacién de la difusividad
efectiva se utilizaron las siguientes
férmulas:

M- m/ 6« 1
(%) =1 ——ZZ—exp[—nznzFo]
M) —M

Donde:
M,: Son los grados Brix (°Bx) iniciales
del mosto.

M;: Son los grados Brix (°Bx) del mosto
en funcion del tiempo.

M, : Son los grados Brix (°Bx) en
equilibrio  (para un tiempo
infinito).

ferc: Es la funcion error complemento
de Gauss.

Fy: Es el modulo de Fourier.
D.: Es la difusividad efectiva.
r: Es el radio de la perla.
Consumo de azucar

Para poder calcular el consumo de
azlcar se utilizd6 un refractometro
tradicional portatil de precision de 0.5
°Brix; obteniéndose una medida inicial
de 22°Brix, del mosto, luego se
realizaron las medidas en un intervalo
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de tiempode aproximadamente 12 horas
por un limite 118 horas.

Porcentaje en volumen de alcohol

La concentracion alcoholica de las
muestra fue determinada por el método
de destilacion y alcohdmetro (Cazorla y
Xirau, 2000). Se destilaron 150 ml de
mosto, a 50 ml del destilado se le
agregaron, usando una probeta, 50 ml
de agua destilada. Se hallo el porcentaje
alcoholico del destilado utilizando un
alcoholimetro  referenciado a una
temperatura de 15°C.
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Figura 3. Equipo de destilacion, para
encontrar el grado alcohélico del vino.

El Grado alcohdlico es grado de una
mezcla hidroalcohdlica pura, indicado
por el alcoholimetro centesimal de Gay
Lussac en una temperatura diferente a la
de referencia.El alcohometro de Gay-
Lussac se supone graduado a la
temperatura de 15°C. Si al usarlo,
aquella es de 15°tn, el namero
verdadero “x” de grados alcohdlicos,
siendo “g” los grados que indica el
aparato es:

X =g£(0,4)n.

Para relacionar el porcentaje de alcohol
en el vino se relaciona la cantidad de
alcohol que tiene el destilado y el mosto
usado en la destilacion.

Rendimiento de alcohol

Para determinar el rendimiento de
alcohol a partir del sustrato consumido,

se sigue la ecuacién dada por Monot; el
cual la define como la cantidad de
alcohol  producido  por  sustrato
consumido en las mismas unidades de
tiempo (Crueger, 1993).

Analisis estadistico

Se utilizd un disefio de experimentos
factoriales 2 y 3 factores. Este disefio
incluye k = 2 factores o variables
independientes (tamafio de perlas y
concentracion de alginato de sodio), una
con tres niveles y la otra con dos
niveles, se puede construir 3 x 2
combinaciones que dan lugar al disefio
factorial 3 x 2. En la Tabla 1, se
muestran los niveles de las variables
independientes (“x” e “y”: perlas de
2,532+ 0.294 y 4,596+0.452mmde
diametro respectivamente;“a”, “b” y
“c”: concentraciones de alginato de
sodio de 3.0, 35 y 40 % p/v
respectivamente).

Tabla 1. Niveles utilizados en el disefio
factorial 3 x 2 para las dos variables.

CONCENTRACIONES

VARIABLES ™ bE AL GINATO %
TAMARNO B c
DE PERLAS
X ax Bx ex
y ay By cy

Luego graficamos el comportamiento de
las VD, en funcion de las VI, para ver el
efecto significativo de éstas.

3. Resultados y Discusiones
Concentracion de solidos
Grados Brix:

Desde el inicio de la experimentacién
en los biorreactores se determind la
variacion de los grados °Brix
respectivos, el promedio de estos
valores a partir de las tres repeticiones
se muestran en la tabla 2, y figura 4.
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Tabla 2: Valores promedios de grados Brix en tres repeticiones, por levaduras
inmovilizadas a concentraciones de 3.0%, 3.5% y 4.0% p/v de alginatos y dos tamafios

de perlas, en biorreactores estaticos durante 118 horas de operacion.

Tiempo(h) ax ay Bx by cX cy

0 22.00+0.000 22.00+0.000 22.00+0.000 22.00+0.000 22.00+0.000 22.00+0.000
12 20.50+0.000 20.50+0.000 20.33+0.289 20.50+0.000 20.67+0.289 20.50+0.000
23 19.17+0.289 19.17+0.289 19.33+£0.289 19.33+0.289 19.33+£0.289 19.00+0.000
36 17.67+0.289  17.83+0.289  17.83+0.289  17.83x0.289  17.83#0.289  17.67+0.289
48 16.50+0.500  16.50+0.000  16.50+0.500  16.50+0.000  16.83+0.289  16.33+0.289
60 15.67+0.289  15.83+0.289  15.83+0.289  15.50+0.000  15.83+#0.289  15.50+0.000
72 14.83+0.577  15.17+0.289  15.00+0.500  15.00+0.000  15.33+0.289  15.00+0.000
84 13.67£0.289  13.83%0.289  13.83+0.289  13.83+0.289  14.17+0.577  13.67+0.289
94 13.17+0.289  13.33+0.289  13.174#0.289  13.17+0.289  13.67+0.577  13.00+0.000
108 12.1740.289  12.174+0.289  12.17+0.289  12.00+0.000  12.33+0.289  12.00+0.000
118 11.67£0.289  12.00+0.000  11.67+0.577  12.00+0.000  11.83+0.289  11.83+0.289

El tratamiento que llega a obtener la
mas baja concentracion en grados °Brix
es el tratamiento ax y bx obteniendo un
valor promedio al final de 118 horas de
operacion de 11.67°Brix.

25.00

20.00 o
N - e @ ax

15.00 - < = @@= = 3y
£ [~ bx
— ey

ox

5.00
oy

0.00

0 150

50 ‘)lOO
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Figura 4. Valores promedios de la
variacion de grados Brix en tres
repeticiones experimentales en
biorreactores estaticos con levaduras
inmovilizadas a concentraciones de
3.0%, 3.5% y 4.0% p/v de alginatos y
dos tamanos de perlas, en biorreactores

estaticos durante 118 horas de
operacion.

Consumos de azucares

El consumo de azlcares totales

expresados como grados Brix durante la
operacion de los biorreactores en 118
horas de operacion, se muestran en la

tabla 3y una representacion de estos en
la figura 5.

Tabla 3: Valores promedios de
consumo de azicar en  tres
repeticiones,por levaduras

inmovilizadas a concentraciones de
3.0%, 3.5% y 4.0% p/v de alginatos y
dos tamafios de perlas, en biorreactores

estaticos durante 118 horas de
operacion.
Tamafio concentraciones
perlas a b c
10.333+0.289 10.333+0.577 10.167+0.289
X
10.000+0.000 10.000+0.000 10.000+0.000
Y

Para trabajar, los datos obtenidos, en el
programa de Statisca 7.0, se codificd 1
para los tamafios “x” (perlas pequefias)
y 2 para las “y” (perlas grandes);
mientras que para el caso de las
concentraciones se codifico de la misma
manera 1, 2 y 3 para las concentraciones
de“a” (3.0%), “b” (3.5%) y “c” (4.0%)
respectivamente.

Como se aprecia en la Figura 5 para el
caso del tamafo de perla pequefia (1),
existe mayor consumo de azUcar en la
concentracion 1 y 2; mientras que para
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el caso del tamario de perla grande (2),
existen igual o similar consumo de
azucar para las tres concentraciones.

T*C; LS Means
Current effect: F(2, 12)=16667, p=84841
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 corfidence intervals
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Figura 5. Efecto de Interaccion del
tamafio y concentracion de alginato de
sodio en las perlas en el consumo de
azucar

Como se aprecia en la Figura 5 para el
caso del tamafio de perla pequefia (1),
existe mayor consumo de azUcar en la
concentracion 1 y 2; mientras que para
el caso del tamafio de perla grande (2),
existen igual o similar consumo de
azucar para las tres concentraciones.

Productividad de alcohol

Para ver si el tamafio de las perlas y las
concentraciones de alginato tienen
efecto significativo sobre la produccion
de alcohol, se realiz6 un ANOVA.

Tabla 4. Valores promedios de
produccién de alcohol en mL en tres
repeticiones de perlas a diferentes
concentraciones de alginato y tamarios
de perlas, en 118 horas de fermentacion.

Tamafio concentraciones

perlas

a b c

1311141733 g (0o 95 556+8.85
[ 8 3

60.889+10.030  66.444+0.770 34'4441'0'77

Tabla 5. Andlisis de varianza de la

productividad alcohdlica del disefio
factorial 3x2
PRODUCCIO
N DE SS GL MS F p
ALCOHOL
Intercepto 117666, 1 117666, 1246,20 1.71E-13
4 4 5
T 13050,1 1 13050,1 138,214  6,08E-08
C 3072,8 2 1536,4 16,272 3,82E-04
T*C 1570,6 2 785,3 8,317 5,42E-03
Error 1133,0 12 94,4

136492,

Total 9

18

Como podemos ver: para el tamafio de
perlas (T), la concentracion de alginato
(C) y la interaccion T*C, p < 0,05; por
lo tanto todas tienen  efectos
significativo en la produccion de
alcohol.

TCLSMes
CArraT e FD 1 Qw3958 D AT
ERare DTS ACTTERETKT
‘i tics s derote 055 confideroe e e

o,
]

Figura 6. Efecto de interaccion del
tamafo de perlas y la concentracion de
alginato de sodio, en la produccién de
alcohol.

En la Figura 5 vemos que el tamafio 1
(perlas pequefias) y en la Concentracion
de alginato 1 (3%), se tiene mayor
produccién de alcohol.

En la figura 7 podemos observar, que la
mayor produccién de alcohol se da en la
Concentracion 1 (3%) y el Tamafo 1
(perlas pequefias), estando en un rango
de 120 a 140 ml por litro de vino.
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Figura 7. Produccion de alcohol

respecto a la Concentracion de alginato
y tamarfio de perlas.

Para determinar la concentracion de
alcohol (% de alcohol en volumen), se
recurrio al método de la medicion con el
alcoholimetro, ya que nos permite
determinar de forma directa la cantidad
de alcohol presente en una bebida
fermentada por medio de la destilacion,
para pequefias cantidades de muestras
(50 ml) (Bondiac, 1980). La levadura
Saccharomycescerevisae inmovilizada
en perlas de alginato de sodio, produjo
namericamente la mayor cantidad de
alcohol, 13.31% de alcohol, a una
concentracion de alginato del 3% y un
tamafio de perlas pequefio, que
representa un 0.1331 ml de alcohol/ml
de mosto de uva. Mientras que a una
concentracion de alginato de sodio de
4% vy al tamafio de perlas grandes se
produjo numéricamente la menor
cantidad de alcohol, la cual fue de
3.44% de alcohol, que representa un
0.0344 ml de alcohol/ml de mosto de

uva. Todos estos valores fueron
hallados durante 118 horas de
operacion.

Esto se debe tedricamente a la fisiologia
de la levadura Saccharomycescerevisae,
ya que degrada la glucosa por medio de
una via homofermentativa; y para crecer
tan solo necesita un medio de cultivo
sin presencia de alcohol (0%) (Ward,
1991).

Docentes de la Universidad Nacional de
Kangnung en Korea; trabajando con
Saccharomycescerevisae, alimentada a
un medio hidrolizado de maiz y trigo, a
20 °Bx, durante 72 horas de operacion,
obtuvieron un rendimiento del 8% de
alcohol (v/v) (Lee, 2000), esto permite
corroborar que la cepa
Saccharomycescerevisae es una buena
productora de alcohol. En comparacion
con nuestra investigacion, se puede
decir que la diferencia de produccién de
alcohol se debe principalmente a la
mayor cantidad de grados Brix (°Bx)
iniciales en el mosto de uva y al tiempo
de operacion.

Estadisticamente (Tabla N° 5), se llega a
comprobar que  existen  efectos
significativos del tamafio de perlas de
alginato, la concentracién de alginato de
sodio y la interaccion de ambos sobre la
produccién de alcohol en el mosto de
uva.

Los problemas difusionales y, por tanto,
el didmetro de perla también tienen
influencia en la produccion de etanol
(Lin y Tanaka, 2006). Se han reportado
problemas difusionales con didmetros
mayores a 3,5 mm (Norton y D’ Amore,
1994). Los resultados obtenidos en este
estudio con S. uvarum (S. bayanus)
coinciden con esto, ya que se registré un
aumento en la produccion y rendimiento
de etanol hasta un diametro de 3 mm,
pero se obtuvo lo contrario a lo
obtenido en un estudio semejante con
Saccharomycescerevisae (Goksungur y
Zorlu, 2001), en el cual la produccion
de etanol disminuy0 a medida que se
incremento el didametro de las perlas. En
nuestra  investigacion, esto  se
comprueba en las Figuras 4 y 5, donde
se aprecia una relacion inversamente
proporcional entre el tamafio de las
perlas de alginato y la produccion de
alcohol en el mosto de uva.

Rendimiento de alcohol

En la Tabla 6, muestran los resultados
de los valores de rendimiento de alcohol
en ml por sustrato consumido por perlas
a diferentes  concentraciones de
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alginatos (a, b y ¢) y tamafios de perlas
(XeY)en118h.

Tabla 6. Valores promedio de
rendimiento de alcohol en ml por
sustrato consumido en tres repeticiones,
por perlas a diferentes concentraciones
de alginatos y tamafos de perlas (“x” e
“y”)en 118 h.

Tamafio concentraciones

perlas

a b c
12.888+1.683 9.212+1.366 9.420+1.120
X
6.089+1.003 6.644+0.077 3.444+0.077

Tabla 7. ANOVA realizado a los 18
ensayos para evaluar el efecto
significativo de los factores en el
rendimiento de produccion de alcohol.

RA SS GL MS F p
Intercept  1137.54 ;113754 979041 000000
o 2 ) 3 0
T 117.693 1 117.693  101.293 3.34E-

9 07
c 28023 2 14012 120802 0%
TC 1508 2 7549 edomn OOV
Error 13.943 12 1.162
Tom | 131229 o

8

En la Tabla 7, se realiz6 un ANOVA
para evaluar el rendimiento de
produccion de alcohol y el efecto de
diferencias significas entre el tamafio de
perlas, concentracion de alginato y su
interaccion de las cuales se puede
observar que tanto el tamafio,
concentracion y su interacciéon tienen
efecto significativo en el rendimiento de
produccion de alcohol, ya que sus
valores de p < 0.05.

El rendimiento de produccion de
alcohol por Saccharomycescerevisae
MIT-L51 fue 2.4938 ml alcohol
(Rebaza, 2002).

Tabla 8. Promedio de rendimientos de
produccién de alcohol en las 3
repeticiones.

Consumo de azlcar Produccion Rendimien
Tratamie Ito (:]e |
alcoho
ntos °Brix Is mi o
AX 10.3300+0. 0.08  133.13 1.12  12.8880+l.
289 75 33 82 683
Ay 10.0000+0. 0.08 60.888 0.51 6.0889+1.0
000 47 9 60 03
Bx 10.3300+0. 0.08 94.666 0.80 9.1642+1.3
577 75 7 23 66
By 10.0000+0. 0.08  66.444 056  6.6444+0.0
000 47 4 31 77
Cx 10.1700+0. 0.08 95555  0.80  9.3958+1.1
289 62 6 98 20
Cy 10.1700+0. 0.08  34.444 029  3.3869+0.0
000 62 4 19 77

r,: La velocidad de produccion de
alcohol.

rs: Velocidad de consumo de azlcar.

El resultado obtenido por la bibliografia
en comparacion con los resultados que
obtuvimos oscila entre 3.3869 y 12.888
ml de alcohol las cuales se muestran en
la Tabla 8.

TC: LS Means
Curent effect: (2, 12)=6.4971, p=01225
Effective 55 deco mpa stion
Wemical barsdenote 095 confldence Inenals

RA
o

1

3

I
1 2 dc

Figura 8. Efecto de interaccion del
tamario de perlas y la concentracion de
alginato de sodio, en el rendimiento de
produccion de alcohol.

En la Figura 8, se puede observar en el
tamafio de perlas pequefias la que
presenta mayor rendimiento  de
produccion de alcohol es el de la
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concentracion 1 (3% de alginato),
mientras que en el tamafio de perlas
grandes la que presenta mayor
rendimiento de produccion de alcohol
es el de la concentracion 2 (3.5 %
alginato) y se comparan el rendimiento
de produccién de alcohol entre los dos
tamafnos (1 y 2) el que tiene mayor
rendimiento es el de 1, es decir, las
perlas pequefias.

Un estudio semejante con
Saccharomyces cerevisiae (Goksungur
et al., 2001), en el cual el rendimiento
alcohdlico disminuyd a medida que se
increment6 el didmetro de las perlas,
obteniendo producciones de 42,7, 46,2 y
38,1 g/L™* para los didmetros 1,3 — 1,,7,
20 - 24 y 28 - 32 mm,
respectivamente. Aunque al aumentar el
tamafo de las perlas disminuye el area
superficial disponible para la
transferencia de masa de sustrato dentro
y a través de las perlas (Goksungur et
al., 2001),se han reportado cambios
fisioldgicos y metabdlicos relacionados
con procesos de inmovilizacion celular.

En otros estudios realizados se
menciona la importancia de la dureza y
la rigidez de las perlas en relacion con
la  concentracion de alginato.
Trabajando con Saccharomyces
cerevisiae inmovilizada con soluciones
de alginato al 1,5 2, 3y 6 %, la
solucion de alginato al 2% resultd la
mas adecuadapara evitar inconvenientes
en la difusion de los nutrientes a altas
tasas de actividad celular y con buenas
caracteristicas de resistencia del gel
durante todo el tiempo de -cultivo
(Najfpour et al., 2004).

En la Figura 9 se puede observar mas
especificamente el rendimiento de
produccion de alcohol en comparacion
con la Figura 8, ya que en la Figura 9, a
la concentracion 1 (C1)y el tamafio 2 le
corresponden el mayor rendimiento de
produccion de alcohol, en la
concentracion 2 y el tamafio 1 también
hubo mayor rendimiento de produccién
de alcohol, lo mismo ocurrio con la
concentracion 3.

12

RH

Figura 9. Efecto las variables en el
rendimiento de alcohol.

Difusividad efectiva.

Para encontrar la difusividad efectiva en
las perlas se usd el modelo de Crank,
para tiempos largos en la difusividad
efectiva de esferas, especificado en la
siguiente ecuacion:

M) — M/ 6 1
(#) =1 ——ZZ—Zexp[—nznzFo]
M} — ML, meld

Asumiendo que:

Y = <M)

My — M,
Se encontrd que para Fo entre 0.018 y
0.19 que representa un intervalo de 48 a
84 horas, el valor del sumando de la
ecuacion de Crank no se considera, de
tal manera la ecuacion de Crank queda
reducida a:

-n?n?Fo

6
Yzl—ﬁe

Linealizando la ecuacion anterior

tenemos:
6
In(1-Y)=1In (—2) —n?n?F,
s

Sustituyendo el valor de Fo y n=1, a la
ecuacion linealizada obtenemos:

Inl—-Y)=1In (i> _mbe t

2 r2

A la ecuacioén a, la expresamos segun la
ecuacion de la recta:

Y =A+BX
Donde la pendiente sera:
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m?De

TZ
De esta manera despejando la
difusividad efectiva podemos calcular
su valor para radios diferentes.
r’B
De = -
En la Tabla 9se muestran valores de
difusividad efectiva (De(m?%/s)) de perlas
a diferentes  concentraciones de
alginatos (3 (a), 3.5 (b) y 4 (0)%) vy
tamafnos de perlas (“x” e “y”) en el

tiempo de 48 a 84 horas de
fermentacion.
Tabla 9. Valores promedios de

difusividad efectiva (m%s) en tres
repeticiones, en perlas.

concentraciones

Tamafio
perlas
a b c
X (1.083+0.059)x10°  (9.944+1.35) (9.160+1.45)
12 x107% x107%3
Y (2.927+0.458) (3.275+0.445)  (3.536+0.317)
x10* x10°2 x10™*?

Tabla 10. ANOVA realizado a los 18

TC
Curmnt effect: F(2. 12)=2.4T17. p=. 12620
EfTectVE Ny pOINESE O200M POStion
Vertical pam oenote 0.95 conficence Menvak

s - F&

Figura 10.Efecto de Interaccion del
tamafio de perlas y concentracion de
alginato de sodio, en la difusividad
efectiva de perlas en un intervalo de 48
y 84 horas.

Aquellas conteniendo 2.5 % p/v, fueron
muy poco resistentes y al cabo de
algunas horas se rompen dejando las
levaduras dispersas en el sustrato. Para
concentraciones de 3.5 y 4.0% p/v no
hubo fermentacion perceptible, por lo
que su uso se descartd. Las perlas con
3% p/v de alginato de sodio fueron
resistentes mecanicamente en el
fermentador y, a la vez, permitieron la
fermentacion. En la Figura 8 para el
menor tamafio de perlas la mayor
difusividad efectiva se obtuvo en la
concentracion de 3% p/v.

Si bien el método de inmovilizacién de

ensayos para evaluar el efecto células por atrapamiento en geles tiene
significativo de los factores en la varias ventajas, posee también como
difusividad efectiva en perlas. desventajas la escasa permeabilidad a
moléculas de sustrato con elevado peso
De SS GL MS F p .. .
motecular y, en general, limitaciones en
Intercepto 8.11E-23 1 8.11E-23 881.9799 1.33?—12 . .
a transferencia de materiales a las
T 2.28E-23 1 2.28E-23 247.5684 2.25E—0€i
celulas.
C 1.48E-25 2 7.42E-26 0.8076 0.468742
T*C 454E-25 2 2.27E-25 24717 ook INmMovilizacion de células por

Error 1.10E-24 12 9.19E-26

Total 1.06E-22 18

atrapamiento en gel tiene algunas
limitaciones, principalmente referidas a

Segun la Tabla 11 se observaque solo el

tamafio de perlas tiene efecto
significativo ya que p<0.05.
Segun Vlasta (2006) las perlas

fabricadas con alginato de sodio al 2%
p/v se rompian réapidamente o no
formaban perlas sino pequefios fléculos
de alginato de sodio disperso.

las restricciones difusionales internas,
por lo que el tamafio de perla es un
parametro importante por considerar. La
estrategia mas comun para mejorar la
transferencia interna de masa es reducir
el diametro de perla, lo cual conlleva
una situacion de compromiso de elegir
el menor tamafio posible, manteniendo
las caracteristicas operativas de las
perlas (Norton y D’ Amore, 1994).
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Un estudio semejante con
Saccharomyces cerevisiae (Goksungur
et al., 2001),Estos cambiospodrian
atribuirse a una modificacion en el
entorno fisico y quimico de las células
inmovilizadas, estrechamente asociados
a limitaciones en transferencia de masa
al interior del sistema, lo cual puede
contrarrestarse por el empleo de
monocapas celulares o trabajando a
bajas densidades celulares (Norton y
D’Amore, 1994).

Otras variables importantes en la
inmovilizacion de levaduras para la
produccion de etanolincluyen el soporte
de la inmovilizacion, del tipo de cultivo
utilizado, el sistema de cultivo (cultivo
en lote o cultivo continuo), la
concentracion y el tipo de azlcar, y la
temperatura de fermentacion.

Despejando la formula de difusividad
masica por la formula de Fourier (Fo) se
tiene que al aumentar el radio de las
esferas hay una mayor difusividad, en la
Figura 8 observamos que hay mayor
difusividad en las perlas de mayor
tamanio.

4. Conclusiones

Se concluyd que no hay efecto
significativo de las variables en el
consumo de azlcar en el proceso de
fermentacion durante 118 horas de
fermentacion, pero se evalud que a la
concentracion de alginato de 3% vy
menor tamario de perlas se obtuvo una
mayor produccion y rendimiento de
alcohol.

La concentracion de alginato de sodio,
no tuvo efecto significativo en la
difusividad efectiva de las perlas,
mientras que el tamafio si, obteniendo
una mayor difusividad en las perlas de
mayor tamano.
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