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Resumen

Se evalud un sistema discontinuo secuencial compuesto por célBaxitlies licheniformisy Saccharomyces cerevisiae

para produccion de etanol, utilizando en la segunda fase del proceso, un hidrolizado de almidén de papa, obtenido con e
uso de células dB. licheniformis Ambos microorganismos fueron inmovilizados en matriz de alginato de calcio al 3,2%

y 2,5% (p/v), observando que a estas concentraciones se retiene la mayor cantidad de células 1R8XT0UFC/g) y

permite la difusion de los productos, obteniendo 3,3 g/L de azlcares reductores y 642 UA/L (unidades amiloliticas) para
B. licheniformisy 0,866% (v/v) de etanol coB. cerevisiaeMediante un disefio factoriaf 8e seleccionaron las condicio-

nes de operacion a escala de reactor para la produccion del hidrolizado, encontrando que al Buliclanéformiscon

3 v.v.m. y 150 r.p.m. se produjeron 3,7 g/L de azucares reductores y 669 UA/L a las 4 horas de proceso. El hidrolizado se
caracteriz6 por cromatografia HPLC determinando que es rico en oligbmeros, dextrinas y que tiene baja concentracion de
glucosa y maltosa. El uso del hidrolizado para la produccién de etanol, generd porcentajes bajos (0,47% y 0,74% v/v),
tanto en células libres como inmovilizadas, respectivamente.

Palabras claves:almidon de papa, amilasaBacillus licheniformis,etanol, inmovilizacion en alginat&accharomyces
cerevisiae

Abstract

We evaluated a sequential discontinuous system compos8adijus licheniformisand Saccharomyces cerevisider

ethanol production. For the second phase of the process potato starch hydrolyzed were used, which was obtBined from
licheniformis cells. Both microorganisms were immobilized in a calcium alginate matrix of 3,2% and 2,5% (w/v), where
was observed that these concentrations retained the majority of the cells §(26xil@0x10 UFC/g) and allowed
dissemination of its products, gaining 3.3 g/L of reducing sugars and 642 AU/L (units Amylolyt®®) fioheniformisand

0,866% (v/v) ethanol witts. cerevisiaeBy means of a?factorial design were selected operating conditions at a reactor
scale for production of hydrolyzed, finding that by cultivatBiglicheniformiswith 3 v.v.m. and 150 r.p.m. there were 3.7

g/L of reducing sugars and 669 AU/L after 4 hours of the process. The hydrolyzed was characterized using HPLC
chromatography, which determined that it is rich in oligomers and dextrin, and it has low concentration of glucose and
maltose. The use of hydrolyzed for ethanol production, generated low percentages (0,47% and 0,74% v/v) in free and
immobilized cells respectively.

Key words: potato starch, amylaseBacillus licheniformis,ethanol, immobilization in sodium alginat8accharomyces
cerevisiae

149



Universitas Scientiarum, Vol. 13 N° 2, 149-161

INTRODUCCION termoestable encontrando que las perlas preparadas con
alginato al 2% (p/v) fueron el mejor soporte para la
En el proceso de produccién de etanol, se pueden emplearoduccion de la enzima, alcanzado actividades enzimati-
gran diversidad de sustratos organicos como la cafi@as 2,5 mas altas en comparacion con las células libres.
almidén de papa, maiz, yuca, (O'Brien y Wang, 2008),Asgher y colaboradores (2007) evaluaron la produccién
bagazo de sorgo (et al.,2007), arroz, mijo, trigo (Haet de unan-amilasa sintetizada por una cepa moderadamente
al., 2005), Chayote (Jiménez-Hernandszal.,2007) y  termdfila deBacillus subtilisempleando residuos de papa
residuos lignoceluldsicos (Sun y Cheng, 2002; Maser como sustrato y los resultados mostraron que la maxima
al., 2005). Una de las materias primas mas estudiadas espeoduccion fue de 72 U/mL a las 48 horas de cultivo a pH
papa y sus subproductos debido a su contenido dé,9 y 50°C.
carbohidratos fermentables (11,5-28,1% (p/p), lipidos
(0,1% (p/p), proteinas (2% (p/p) y cenizas (1,0% (p/p)Actualmente se conoce que ciertos tipos de levaduras
(Fedepapa, 1991). En Colombia, la papa ocupa en relaci®@ilvestres comaArxula adeninivoransLipomyces
con los cultivos transitorios, el tercer lugar en areaSaccharomycopsisSchwanniomyce<andida japonica
sembrada, con alrededor de 156.928 hectareas (Ministerip Filobasidiumcapsuligenunson las Unicas que pueden
de Agricultura y Desarrollo Rural, 2008), siendo esteproducir amilasas extracelulares; sin embargo, su empleo
cultivo el mas difundido en el pais. Sin embargo, laspara la produccion de etanol es muy limitadodtal.,
pérdidas ocasionadas por las heladas, plagas, transporB807). Por esta razdn para esta Ultima transformacion se
almacenamiento, deficiencia en los sistemas de mercadediliza con mayor frecuencia®accharomyces cerevisiae,
y comercializacion; hacen que la papay los remanentes geero este hongo levaduriforme es incapaz de utilizar
la produccion se conviertan en un subproducto que sdirectamente el almidén porque no produce enzimas
utiliza principalmente como semilla para nuevos cultivosamiloliticas (Jamagt al.,2007); se requiere que el sustrato
y alimentacion animal; desaprovechando la posibilidadbolimérico sea pretratado para que bajo condiciones
de utilizarlo en otros procesos mas rentables. anaerobicas utilice la glucosa por la via de Embden-
Mereyhof—Parnas y produzca etanol y di6éxido de carbono
El almidén, principal componente de la papa, es urn(lngramet al.,1998).
polimero de reserva, compuesto por unidades repetitivas
de glucosa unidas por enlaces glucosidicos alfa 1-4 y alfRara mejorar el rendimiento las levaduras se inmovilizan
1-6, conformando la fraccién lineal de amilosa y lapor atrapamiento en diferentes matrices poliméricas como
ramificada de amilopectina (Kaet al.,2007). Para que el la de alginato de calcio, presentando ventajas como mayor
almidon de papa pueda ser utilizado en la produccion dproductividad, eliminacion de la inhibicion causada por
etanol requiere de un pretratamiento de licuefaccion yas altas concentraciones de sustrato y producto, proteccion
sacarificacion de tal manera que se liberen moléculas m&ontra la fuerza en cizalla y friccién dentro de los reactores
sencillas y asimilables, como dextrinas y glucosa. Ely la posibilidad de reutilizarlas con células en varios ciclos
proceso de sacarificacion por via enzimatica se realiza cosin necesidad de recuperarlas (Bebél.,1998; Wen-Tao
bacterias del género Bacillus cont:licheniformes B. et al.,2005; Swairet al.,2007). Sin embargo, las células
amyloliqueniformis B. megateriumB. polymixay B. inmovilizadas pueden sufrir limitaciones en el suministro
subtillis,entre otros. La mayoria de estas bacterias producete nutrientes, razon por la cual, es necesario seleccionar
una o varias de las glucosilhidrolasas implicadas en alna concentracion apropiada del polimero de inmoviliza-
proceso de hidrolisis hasta obtener gran cantidad deion para garantizar que las células no escapen de las perlas
azucares fermentables como la glucosa y la maltosa.  y asi mismo, el sustrato y el producto puedan movilizarse
satisfactoriamente a través de la red de alginato de calcio
Los trabajos en los que se utilizan microorganismogRocaet al.,1996; Najafpouet al.,2004).
amiloliticos con células libres e inmovilizadas para la
hidrdlisis de almidon de papa son muy diversos, Dobrevé&l objetivo de este trabajo fue producir etanol a partir de
y colaboradoreq1996) inmovilizaron aBacillus almidon de papa mediante el desarrollo de un sistema
licheniformis44MB82 en geles de alginato y agar paradiscontinuo secuencial compuesto [Bacillus licheni-
evaluar la produccion de-amilasa encontrando que la formisy Saccharomyces cerevisi@aemovilizados con
produccidn con células inmovilizadas en agar fue superioalginato de sodio; inicialmente se estandariz6 el proceso
al alginato y a las células libres, alcanzando una actividade inmovilizacion para los dos microorganismos,
de 1100 U/mL (unidades amiloliticas). Konsoula y posteriormente se seleccionaron las condiciones de
Kyriakides (2006) inmovilizaron células dgacillus  operacion para la produccion del hidrolizado de papa rico
subtilis en alginato para la produccién de unamilasa  en azUcares fermentables, el cual fue empleado en la
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segunda etapa que consistié en producir etanol evaluanditener la solubilizacion completa de las perlas y a partir
las células libres e inmovilizadas 8ecerevisiae de esta suspensién se realizaron diluciones desdeato
ta 10° y se sembraron en superficie en agar almidén al 1%
(p/v) y agar YGC. La seleccion de la concentracion ade-

MATERIALES Y METODOS cuada de alginato se determin6é tomando como variable
dependiente la cantidad de células retenidas dentro de perla

Microorganismos y expresadas como logaritmo 10 de UFC/g. Como analisis
estadistico se realizé una comparacion de medias entre

Los microorganismos evaluados fuemacillus licheni-  concentraciones empleando el programa SAS 6.0 para

formisy Saccharomyces cerevisjdes cuales pertenecen Windows.
al cepario del Laboratorio de Biotecnologia Aplicada de
la Pontificia Universidad JaverianB. licheniformisse  Para evaluar si las concentraciones de alginato selecciona-
reactivé en agar almidon de papa al 1% (p/v) (Composidas permitian la liberacién de productos como azlcares
cion en g/L: Extracto de levadura 2,5, peptona 2,5, CaClreductores y etanol se realizaron dos pruebas complemen-
0,1,NaHPQ, 0,1, NaHPQ, 0,1, almidén de papa 10y agar tarias a escala de erlenmeyer. Faréicheniformisse to-
20, pH 7,0 £ 0,2) y la levadura se cultivé en agar YGCmaron 50 perlas que equivalian a 0,352 g y se adicionaron
(extracto de levadura 5 g/L, glucosa 20 g/L, cloramfenicola un erlenmeyer de 2000 mL, que contenia 200 mL de
0,1g/L, pH 6,9 £ 0.2) (Sanin, 1999; Alfaro y Pinzén, 2001). caldo almidon de papa al 1% (p/v), los erlenmeyers fueron
incubados en un agitador orbital termostatado a 150 r.p.m.
Estandarizacion de la concentracion de alginato de sodio 'y 37°C durante 12 horas, los muestreos se realizaron a las 4
para la inmovilizacion deB. licheniformisy S. cerevisiae y 12 horas para determinar la concentracién de azUcares
reductores (Miller, 1959), consumo de almidén (Paéfer,
Inmovilizacién por Atrapamiento al., 1994) y actividad amilolitica (Berfeld, 1995; Sugita
al., 1997). CorS. cerevisiase realizo el mismo procedi-
Se evaluaron tres concentraciones de alginato de sodimiento en cuanto a la cantidad de perlas y volumen efecti-
para llevar a cabo la inmovilizacién por atrapamiento devo de trabajo, empleando como medio base caldo YGC,
los dos microorganismos evaluados. Cada cepa se cultivesta prueba se desarrollé a 30°C por 12 horas, 120 r.p.m. y
por 24 horas a 150 r.p.m. en un agitador orbital termostatdes muestreos se realizaron en las mismas horas qu#.para
do; empleando erlenmeyers de 1000 mL que contenialicheniformis Los pardmetros evaluados fueron la con-
200 mL de caldo almidén al 1% (p/v) y 200 mL de caldocentracién de azlcares reductores y porcentaje de etanol
YGC, respectivamente. Como indculo se empled el 10%mpleando la técnica de titulacion con sulfato ferroso
de una suspension celular de concentracion de 108X  amonico (Sossa y Navarro, 2003).
mL para cada uno de ellos. Los erlenmeyers se mantuvie-
ron a temperatura constante de 37°C Batecheniformis  Seleccion de las condiciones de produccion de hidroliza-
y 30°C parés. cerevisiagal finalizar se evalud la viabili- do de papa con células inmovilizadas dgacillus liche-
dad en UFC/mL y la pureza mediante coloracién de Grammiformis
Con estos cultivos se realizaron las mezclas con alginato
de sodio para obtener concentraciones de: 1,35% (p/vie evaluaron dos condiciones de operacién (aireacion y
2% (p/v) y 3,2% (p/v) par8. licheniformisy 2% (p/v),  velocidad de agitacion) en un reactor de mezcla completa
2,5% (p/v) y 3% (p/v) par8. cerevisiae sobre la produccion del hidrolizado de papa empleando
células inmovilizadas dB. licheniformis Las pruebas se
El proceso de inmovilizacion se realizd empleando la técrealizaron en reactores de 2 litros que contenian 900 mL
nica de microgoteo sobre una solucion refrigerada de,CaCtle caldo almidon de papa al 1% (p/v) y 100 mL de indculo
0,1 M; la homogeneidad en el tamafio de las perlas sen células inmovilizadas, a 37°C durante 4 horas. Se cuan-
garantizé al mantener constante la velocidad de una bontificaron azlUcares reductores en (g/L) y actividad
ba peristaltica en 50 r.p.m. Se dejaron por 12 horas a 4°C emilolitica (UA/L) como variables dependientes, una uni-
CaCl,para su estabilizacion. Para determinar la concentradad amilolitica (UA) fue definida como la cantidad enzima
cion celular en las perlas, se llevé a cabo un proceso deecesaria para hidrolizar 1 imol de glucosa por minuto a
solubilizacion que consistié en adicionar 1 g de perlas e87°C durante 30 minutos. Se planteé un disefio experi-
9 mL de tampén fosfato 0,25M, a continuacion los tubosmental 2, generando una matriz de 4 tratamientos realiza-
se colocaron en un bafio termostatado a 30°C por 15 mindes por duplicado, los factores estudiados fueron aireacion
tos y se sometieron a un proceso de homogeneizacién em v.v.m., (Nivel bajo 1 y nivel alto 3) velocidad de agita-
vortex por 10 minutos, el procedimiento se repitié hastacion en r.p.m. (Nivel bajo 80 y nivel alto 150) (Montgomery,
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2003). El andlisis de datos se realizé usando los programasentaciones discontinuas en reactor de mezcla completa
SAS 9,0 y Desing Expert 6,0 y los resultados fueron trataempleando el hidrolizado de papa obtenido previa
dos con un modelo empirico el cual relaciona las respueswdroélisis enzimatica coB. licheniformiscomo medio no

tas cuantificadas con los factores evaluados y susonvencional. Las células 8ecerevisiageinmovilizaron
respectivos niveles. Para un disefio de dos factores el meiguiendo el protocolo descrito con anterioridad y se adi-

delo de primer orden es: cionaron 100 mL a cada uno de los biorreactores que con-
tenian 900 mL de caldo hidrolizado de papa. El proceso se
y=b, b x  ,b,x b,x X, (1) evalud por 48 horas realizando muestreos cada 2 horas

manteniendo la agitacién en 50 r.p.m. a 30°C. Se cuantifi-
Donde:y, corresponde a la variable dependiebtegs el  caron azucares reductores y porcentaje de etanol, en cada
interceptob,, b, son los coeficientes lineales y X,son  muestreo. Al final del proceso se recuperaron las perlas
los factores 6 variables independientes. para realizar solubilizacion de las mismas y determinar la
concentracion final de células retenidas.
De acuerdo con los resultados del analisis estadistico, se
seleccionaron las mejores condiciones y se realiz6 la pro-
duccion del hidrolizado de papa, se centrifug6 por 20 mi-RESULTADOS
nutos a 2610 g y posteriormente se filtré por una membrana
de nitrocelulosa con un didmetro de poro de 0,22um. BEstandarizacion de las concentraciones de alginato de
hidrolizado estéril se utilizé para evaluar la produccién desodio para la inmovilizacién por atrapamiento
etanol con células libres e inmovilizadasSleerevisiae
Al hidrolizado se le realiz6 un andlisis de azlcares poDe acuerdo con el andlisis estadistico se encontraron dife-
cromatografia HPLC, usando una columna sugar Pakl eencias altamente significativas (p<0,0001) que demues-
84°C, con fase movil agua a 0.5 mL/min y con detector detran que las concentraciones de alginato que retuvieron la
indice de refraccién (Waters Corporation, Milford, MA). mayor cantidad de células tantoBlelicheniformiscomo
deS. cerevisiadueron al 3,2% (p/v) y 2,5% (p/v), respec-
Produccion de etanol con células libres e inmovilizadas tivamente con concentraciones de 26x1BC/g y 10x10
de S. cerevisiaen hidrolizado de papa UFC/g para cada microorganismo (Figura 1). Las perlas
obtenidas a estas concentraciones eran compactas con dié-
Para comparar la produccion de etanol con célulasnetros promedio de 3 mm; por el contrario en las concen-
inmovilizadas y libres d&. cerevisiaese realizaron fer- traciones de alginato del 1,35% (p/v) y 2,0% (p/v) evaluadas

XXX S. cerevisiae)|

722 B. licheniformis

Tratamiento 1 Tratamiento 1

v,
Tratamiento 2 Tratamiento 2 H

Tratamiento 3 Tratamiento 3 S

Concentracion de alginato % (p/v)
Concentracion de alginato % (p/v)

Log 10 UFC/g Log 10 UFC/g

Ficura 1. UFC/g para diferentes concentraciones de alginato de sodio p&alicheniformis y S. cerevisia€lrata-
miento 1) alginato al 1,35% (p/v), (Tratamiento 2) 2% (p/v), (Tratamiento 3) 3,2% (p/v)S. cerevisiagTratamiento
1) 2% (p/v), (Tratamiento 2) 2,5% (p/v), (Tratamiento 3) 3% (p/v).
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paraB. licheniformissolamente se retuvieron 20%10FC/ la actividad enzimética que para la hora 4 fue de 642 U/L
gy 18x10 UFC/g, cinco y cuatro exponentes menos quey descendid a 256 U/L a las 12 horas, tendencia generada
los obtenidos con alginato al 3,2%, ya que la concentrapor la disminucién en la concentracion del sustrato induc-
cion inicial inmovilizada fue de 10x1QFC/g. En cuanto  tor y posible produccién de intermediarios represores. Al
a S. cerevisiada concentracion inicial inmovilizada fue realizar una comparacion de medias entre tiempos se en-
de 23x10UFC/g, al realizar la inmovilizacion con alginato contraron diferencias altamente significativas (p<0,0001)
al 2 'y 3% (p/v), se retuvieron 50810FC/g para las dos que demuestran que la mayor cantidad de azUcares
concentraciones un exponente menos que en alginato edductores se liberan a las 4 horas de proceso y en este
2,5% (p/v), los diametros promedio de las perlas obtenidasempo se presenta la mayor actividad enzimética,
en las cuatro concentraciones fueron de 4 mm. adicionalmente se realiz6 un analisis de correlacion entre
variables encontrando una correlacion significativa (p =
La cantidad de células retenidas en las perlas no podia s&rl5) que permite inferir con un 85% de certeza que a
considerado como el tnico pardmetro para la seleccion deedida que se consume el almidén se induce mayor acti-
la concentracién de alginato por esta razon se realizarovidad enzimatica.
dos pruebas complementarias para cada uno de los
microorganismos valorando las concentraciones de 3,2 €on respecto al comportamientoSlecerevisiaen caldo
2% (p/v) respectivamente. Observando que en la pruebdGC la concentracion inicial de glucosa fue de 20,7 g/L,
paraB. licheniformisla concentracion inicial de almidén al cabo de las 4y 12 horas la concentracion residual era de
fue de 11,4 g/L y al cabo de las 4 y 12 horas la concentra6,5 g/L y 1,88 g/L reflejando un consumo gradual de la
cion residual fue de 1 g/L y 0,339 g/L, reflejando un con-glucosa la cual fue utilizada por la levadura para el meta-
sumo rapido de sustrato (Figura 2); con respecto a l&olismo y produccién de etanol, el cual alcanzé porcenta-
concentracion de azucares reductores liberados la may@s de 0,142% (v/v) y 0,866% (v/v) a las 4 y 12 horas
concentracion se obtuvo a las 4 horas con 3,3 g/L, valarespectivamente (Figura 3), se presentaron diferencias al-
aproximadamente 2,5 veces mas alto que a las 12 horgamente significativas (p<0,0001) que demuestran que la
(1,49 g/L) demostrando su degradacion correlacionada comayor produccion de etanol se alcanzo en la hora 12. Se

4.0
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Ficura 2. Pruebas complementarias a escala de erlenmeyer para sustrato y producto en el inmovilizadB de
cheniformisen alginato de sodio 3,2% (p/v), 12 horas 37°C, 150 r.p.m.
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Ficura 3. Pruebas complementarias a escala de erlenmeyer para sustrato y producto en el inmovilizad&de
cerevisiaeen alginato de sodio 2,5% (p/v), 12 horas 37 °C, 150 r.p.m.

obtuvo una correlacién significativa (p=0,20) que sugiereoxigeno, asegurando que las perlas no se sedimenten (Fi-
con un 80% de certeza que la produccién de etanol sgura 4).
correlaciona con el consumo de glucosa.
La interaccion de Xy X,, en sus niveles altos tuvieron un
La concentracion de células retenidas en las perlas fue ddecto altamente significativo (p<0,0001) sobre la activi-
15x10 UFC/g paras. cerevisiag 23x10 UFC/g paraB. dad amilolitica, alcanzando valores de 669 UA cudhdo
licheniformis determinando que las diferentes transfor-lichenifomisse cultiva con agitacion de 150 r.p.m vy airea-
maciones posiblemente se llevaron a cabo por la acciécién de 3 v.v.m (Figura 5). Al realizar la comparacién de
combinada de las células retenidas dentro de la matriz deedias entre los cuatro tratamientos se presentaron dife-
alginato y las células localizadas en la parte superficial deencias altamente significativas (p<0,0001) que demues-
la perla. Las cuales utilizaron los sustratos disponibles pataan que al emplear estas condiciones de operacion se
favorecer la produccion de etanol y azUcares reductoresbtuvieron los valores més altos para las dos variables
para cada microorganismo. dependientes estudiadas, por consiguiente la produccion
del hidrolizado de papa en reactor de mezcla completa se
Estandarizacion de la produccion del hidrolizado a  trabaj6é bajo estas condiciones.
partir de almidén de papa conB. licheniformisinmo-
vilizado Con respecto al analisis cromatogréfico se encontré que el
hidrolizado contenia glucosa, maltosa, dextrinas y
De acuerdo con el analisis de varianza para concentraci@ligémeros de alto peso molecular (Datos ho mostrados),
de azUcares reductores totales liberados a partir del alméstos Ultimos que son dificiles de metabolizar $or
don de papéa interaccion de X(Aireacion) y X (Agita- cerevisiaeestaban presentes en gran proporcion.
cion) tuvo un efecto significativo sobre la variable de
respuesta (p<0,0001); obteniendo la mayor concentracioRroduccion de etanol con células libres e inmovilizadas
de azucares reductores (3,7 g/L) cuaBddicheniformis  deS. cerevisia@n hidrolizado de papa
se cultiva con una agitacion de 150 r.p.m. y una aireacion
de 3 v.v.m. De la misma manera, con esta velocidad dEl proceso de células libres se realiz6 con el caldo hidroli-
agitacion se obtiene mayor homogeneidad de nutrienteszado de papa obtenido por previo proceso hidrolitico con
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Azucares reductores (g/L): +2,57 + 0,39X0,56X, + 0,039XX,
CV:1,64. R: 0,9971

Z % K55,

e P I N

a 2 e 1;#1 !

& 32 L S S
238 NSRS
TR SN

=

s

ok o

Ficura 4. Efecto de la velocidad de agitacion y aireacion sobre la concentracion de azicares reductores
hidrolizados por B. licheniformis inmovilizado en alginato de sodio al 3,2% (p/v) a partir de almidon
de papa al 1% (p/v).

Actividad amilolitica (U/L): + 374 + 175X+ 163X2 + 208%X,
CV: 1,29. R: 0,9997
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Ficura 5. Efecto de la velocidad de agitacion y aireacion sobre la concentracion de azlcares reductores
hidrolizados por B. licheniformis inmovilizado en alginato de sodio al 3,2% (p/v) a partir de almidén
de papa al 1% (p/v).
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B. licheniformisinmovilizado. Analizando los resultados 3,51 g/L. Nuevamente el consumo fue lento y la tendencia

obtenidos en esta fermentacién, se observa en la figuraf@e muy similar a lo ocurrido con células libres, demos-

gue la concentracion inicial de azucares reductores en @lando que el sustrato puede ser de dificil asimilacién y el

hidrolizado fue de 3,15 g/L; el consumo de azlcares fuéransporte hacia en interior de la perla pudo ser deficiente;

lento y minimo durante toda la fermentacién finalizandosin embargo, la produccién de etanol se incrementd en

con 2,51 g/L; solamente el 20,17% de los azlcares exi$0% con respecto a células libres, alcanzando 0,74% (v/v)

tentes en el hidrolizado al iniciar la fermentacion fuerona la hora 28 (Figura 6); demostrando que inmovilizar la

utilizados por la levadura para su metabolismo. Esta situabiomasa resulté una buena alternativa, para incrementar

cion también se reflejé en la cantidad de biomasa ya quies rendimientos del proceso sin llegar a ser igual o supe-

inicié con un recuento de 148 0FC/mL vy finalizd en  rior a lo obtenido en el medio control.

35x1¢ UFC/mL, demostrando que los azlcares presentes

en el hidrolizado no son facilmente metabolizados por l&Como analisis estadistico se realizé la prueba de Shapiro-

levadura, debido a la mayor proporcion de oligdmeros WVilk para probar si los datos se distribuyen normalmente,

dextrinas que se obtuvieron en el analisis cromatogréficqyosteriormente se realizé el “test” de One Way AQV, para

gue podrian exponer un extremo reductor pero al mantesonocer si existian diferencias entre los dos tratamientos,

ner cierta cantidad de enlaces glucosidicos se dificulta sdemostrando que los tratamientos poseen diferencias sig-

utilizacion. Por otro lado, se observé que la produccién daificativas (p<0.0001) y que la mayor produccién de etanol

etanol sélo inici6 a partir de la hora 8 con 0,012% (v/v)se logré al inmovilizar las células 8ecerevisia¢anto en

alcanzado la concentracion més alta a las 30 horas cai control como en el medio alterno.

0,47% (v/v). Este valor confirma q&e cerevisia@o esta

usando con facilidad los aztcares presentes en el mediDjSCUSION

por el contrario posiblemente esta tomando otra fuente de

carbono para su mantenimiento. Estandarizacion de las concentraciones de alginato de
sodio para la inmovilizacion por atropamiento

En el proceso de fermentacién del hidrolizado de papa con

S. cerevisiaénmovilizada, inicié con 70x¥AJFC/g célu- De acuerdo con Peinado y colaboradores (2006), la in-

las retenidas en la perla y una concentracion de azucaresovilizacion de bacterias y levaduras tiene grandes ven-

[~
1.0 —«—S. cerevisiae libre en hidrolizado 4.5 —«4— S. cerevisiae libre en hidrolizado
_—-73. cerevisiae inmovilizada en hidrolizado _m— S. cerevisiae inmovilizada en hidrolizado
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Ficura 6. Produccidn de etanol y consumo de azlcares reductores en funcion del tiempo [&raerevisiae
libre e inmovilizada en hidrolizado de papa.

156



Sossa-Urrego et al

tajas para las fermentaciones industriales como lo es éanasawud y colaboradoré$989); Mamo y Gessesse
incremento en el rendimiento de los procesos, estabilif1997) sugieren que la inmovilizacién de células genera
dad celular y la facilidad para recuperar las células. Sitbajos niveles de produccién enzimatica en comparacién
embargo, antes de emplear las células se deben estandaen las células libres, debido a una barrera difusional ge-
zar ciertas variables como la concentracion de alginataerada por el alginato y la reducida disponibilidad de oxi-
de sodio para obtener las condiciones éptimas de inmageno que pueden tener las células aerébicas inmovilizadas.
vilizacion que favorezcan la difusividad, tanto de sustratosSin embargo, los resultados encontrados en este estudio
como de productos y mantengan la actividad celular imdifieren con sus hallazgos porque el realizar las pruebas
plicando la union estable de la célula a la matriz con etomplementarias de difusividad para sustratos y produc-
fin de evitar la pérdida de células en el inmovilizado. Lastos se observd qui. licheniformishidroliza el almidén
células deB. licheniformisy S. cerevisiagueron hasta dejar una concentracién residual de 1 g/L y 0,339 g/
inmovilizadas en diferentes concentraciones de alginath a las 4 y 12 horas de proceso; muy posiblemente (tendria
de sodio encontrando que p&alicheniformislas con- que ser comprobado experimentalmente), el sustrato
centraciones bajas (1,35 y 2% (p/v)), dejaron liberar apolimérico no ingresé dentro de perla por su elevado peso
medio gran cantidad de células reteniendo 20%10 molecular tal como lo reporté Konsoula y Kyriakides
18x1C UFC/g, esta liberacion excesiva se atribuy6 a lag2006); pero en la parte superficial de la perla quedaron
bajas concentraciones de alginato ya que se ha demostratenidas células las cuales fueron las responsables de lle-
do que la cantidad de células que se mezcla con efar a cabo la primera etapa de hidrdlisis, generando molé-
alginato y la porosidad, la cual aparentemente es altaculas de menor tamafio que si ingresaron al interior de la
mente dependiente de la concentracién de alginato, clgerla para ser utilizadas por el resto de la poblacion. La
ruro y del tiempo de polimerizacion juegan a papelpresencia de células en la parte superficial de la perla ha
importante en la estabilidad operacional y eficiencia desido visualizada por medio de microscopia electréonica de
las perlas (Konsoula y Kyriakides, 2006) a bajas concenbarrido en los trabajos de Najafpour y colaborad@@34)
traciones de alginato, se obtuvo una red con poros muyJamaiy colaboradores (2007); razon por la cual, es facti-
grandes que permitian la difusion de sustrato, productokle que una situacién similar se haya presentadoBara
y células. Adicionalmente, las perlas eran muy fragiledicheniformisaunque no se llevaron a cabo estudios de
ante la presion mecénica y se fracturaban con facilidadmicroscopiaDe manera complementaria las bacterias lo-
calizadas en el interior también pudieron producir mas
ConS. cerevisiase presentd un fendmeno similar en laenzima y ésta, por ser extracelular atravesoé la matriz para
concentracion baja, pero a diferenciaBidicheniformis  continuar con el proceso de hidrdlisis, ya que para el hora
solamente se disminuy6 en una unidad logaritmica la po4 y 12 la actividad fue de 642 UA/L y 256 UA/L, respecti-
blacion inicial retenida, esta situacién se pudo presentaramente.
porque las levaduras tienen un tamafio de 5-7 mm (Alcai-
de, 2008), que impide que sean liberadas al medio de cuRor otro lado, al realizar cuantificaciones de sustrato y
tivo ya que el diametro de poro para alginato al 2% (p/v) eproducto en dos tiempos diferentes permitié establecer que
de 7 mm (Najafpouet al.,2004). En la concentracion de el almidén funciona como inductor de la actividad, ya que
alginato al 3% (p/v) también se perdido una unidada medida que su concentracion disminuyo la actividad fue
logaritmica, pero de acuerdo con el andlisis estadistico lmenor posiblemente porque la proporciéon de enlaces
mejor concentracién para inmovilizar la levadura fueglucosidicos fue disminuyendo y la presencia de ciertos
alginato al 2,5% (p/v), esta concentracién ha sido reportggroductos de la hidrélisis actuaron como represores de la
da por autores como Najafpour y colaborad(®?684), en  actividad enzimatica. Esta tendencia también permite su-
su trabajo demostraron que la concentracién de alginatponer que el tipo de enzima que se esta produciendo es
esta directamente relacionada con la difusion de la glucainaa-amilasa la cual libera oligdmeros de glucosa, por
sa y el etanol hacia el interior y exterior del materialesta razén los picos mas elevados correspondian a los com-
polimérico, a la vez determinaron que a concentracionepuestos de elevado peso molecular y menor proporcion
muy bajas, las perlas son suaves y se fragmentan con faglucosa y maltosa.
lidad, generando un proceso de expansion de las perlas
con la consecuente liberacion de la levadura, por el conzon respecto al comportamiento Secerevisiada con-
trario a concentraciones de alginato superiores al 3% (p/\jentracion inicial de glucosa fue de 20,7 g/L y por ser un
la perlas son muy rigidas, dificultan la transferencia demonémero de bajo peso molecular pudo difundir a través
materiales y la produccion de etanol disminuye drasticade la perla para ser metabolizado por la levadura, la cual al
mente en el transcurso de la fermentacion. cabo de las 4 y 12 horas dej6é una concentracién residual
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de 16,5 g/L y 1,88 g/L. A diferencia &e licheniformida  al efecto de la velocidad de agitacion, a 150 r.p.m. proba-
mayor limitante del proceso fue el transporte del sustrato plemente se incrementd la transferencia de oxigeno hacia
no la difusién de oxigeno hacia el interior de la matriz yala parte superficial e interior de las perlas de alginato, zo-
gue la produccion de etanol se lleva a cabo bajo condiciaias en las cuales se encontraban distribuidas las células, a
nes de anaerobiosis (Wen-tical.,2005). su vez una mayor velocidad de agitacion permitié una
recirculacion constante de las perlas sin que se generara un
Con respecto a la cantidad de producto formado, el pomproceso de sedimentacion excesivo o dafio mecanico so-
centaje de etanol fue bajo (0,142% (v/v) y 0,866% (v/v))bre las perlas. La segunda tiene que ver con la solubilidad
para las 4 y 12 horas respectivamente. Si se compara cdel oxigeno en soluciones acuosas, se sabe que este gas a
otros trabajos co8. cerevisieagmovilizada en este ma- temperatura ambiente tiene una solubilidad de aproxima-
triz los porcentajes fueron bajos, la posible razon se reladamente 10 ppm, por lo tanto, es consumido rapidamente
ciona con la concentracion inicial de glucosa ya que autorgsor Ios microorganismos aerébicos y se necesita renovar
como Baptista y colaboradoré006) parten de 100 g/L  constantemente por medio de inyeccién de aire en profun-
de glucosa obteniendo 28 g/L de etanol en 196 horas ddidad, por esta razén un incremento en el suministro (3
cultivo. Yu y colaboradore§2007) inmovilizaron &.  v.v.m.) jugé un papel fundamental porque la molécula de
cerevisiaesobre residuos de sorgo y obtuvieron muy bue-oxigeno debi6 superar una serie de barreras incluyendo la
nos rendimientos de etanol pero suplementan el sistemaatriz de alginato antes de ser utilizadaBhdicheniformis
con 200 g/L de glucosa. La cantidad de células inmovili-como aceptor final de electrones; autores como Wind y
zadas pudo ser otra de las causas que determinaron la bagdaboradores (1994) reportaron que a aireaciones eleva-
produccion de etanol. Sin embargo, al comparar los resullas se favorece la producciéncdemilasas. La tercera se
tados obtenidos en esta investigacion con el articulo puelaciona con el sustrato inductor, en este caso almidén de
blicado por Wen-taoy colaboradoréX005), se observa papa, Haq y colaboradores (2005) sugieren que el tipo de
gue en los dos trabajos la inmovilizacion déeUBC/g de  fuente de carbono afecta el modo en que se forma la amilasa
levaduras fue la mejor concentracion celular, pero elloy la velocidad con la cual los carbohidratos son
obtuvieron mayor concentracion de etanol porque trabametabolizados; almidones solubles o tratados quimicamen-
jaron una mezcla de alginato-quitosano-alginato comde pueden favorecer el crecimiento pero reducen la forma-
polimeros para formar perlas con mayor fluidez interna sircion de producto y por el contrario almidones crudos como
tener una liberacién excesiva de células, lo que favoreciél de papa generan un crecimiento lento del microorganis-
gue no se formaran agregados celulares que compiten poro con niveles significativamente altosal@amilasa, si-
el sustrato disponible. tuacion que se pudo presentar en este trabajo porque el
almidén fue obtenido a partir de residuos de papa sin trata-
Estandarizacion de la produccion del hidrolizado apar-  miento previo. Finalmente la presencia de calcio en el
tir de almidén de papa hidrolizado puedo estabilizar y activar la enzima, favore-
ciendo su produccién y protegiéndola de estrés mecénico
El almidén es un compuesto que se encuentra de formgenerado por la velocidad de agitacién y la inyeccion del
abundante en la naturaleza, sirve como fuente de carboraire (Liet al.,2007).
para el crecimiento de varios microorganismos; sin embar-
go, Saccharomyces cerevisia®m posee la bateria Produccion de etanol con células libres e inmovilizadas
enziméatica necesaria para la hidrolisis y posterior producde S. cerevisia@n hidrolizado de papa
cion de etanol, por consiguiente es necesario llevar a cabo
un tratamiento previo para obtener azlUcares fermentabldsa conversioén de glucosa a etanol es llevada a cabo por
gue puedan ser utilizados por la levadura. levaduras y a nivel industrial generalmente es utilizada
levadura del génerSaccharomyceya queposee un ren-
Por lo anterior, el almidén de papa fue hidrolizado por viadimiento tedrico de 51,1% p/p (Glazer y Nikaido, 1998),
enziméatica empleando células @&e licheniformis  son tolerantes a diferentes concentraciones de etanol, es
inmovilizadas a escala de reactor de 2 litros. Las condicioun microorganismo no patégeno anaerobio facultativo y
nes de 150 r.p.m. y una aireacién de 3 v.v.m. favorecieroalgunas de las especies pueden utilizar diferentes
la produccion de azlcares reductores y actividadsubproductos agroindustriales.
amilolitica, a las 4 horas de tratamierBo licheniformis
es un bacilo grampositivo que requiere condicionesCon respecto a la concentracion de etanol obtenidos al
aerdbicas para su crecimiento y produccion de metabolitositilizar el hidrolizado de papa como medio alterno fueron
la respuesta positiva bajo estas condiciones se puede aimjos, arrojando valores de 0,47% (v/v) y 0,74% (v/v) res-
lizar desde tres puntos de vista. El primero hace referencigectivamente para biomasa libre e inmovilizada. Bertoft
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(2007) afirma que el almidén de papa crudo esta compue#Lraro, |. y Pnzon, M.P.Aislamiento y caracterizacion de
to por 20% de amilosa y 80% de amilopectina, siendo éste bacterias mesofilas aerobias con actividad amilo-
el componente mayoritario, el cual esta constituido por litica, proteolitica a partir de compost elaborado con
pequerios grupos de 6-35 residuos de glucosa unidos por residuos de cafdrabajo de grado. Pontificia Univer-
enlaces alfa 1-4, la parte interna del grupo contiene ramifi-  sidad Javeriana, Bogota, 2001.

cacionest 1-6 entre la cadenay la lamela amorfa. Cuando

este almidén se hidroliza coramilasas d&. amilolique- ~ ASGHER M.; JavaD-Asap, M.; Rarman, S.U.y leceg R.L. A
faciensy B. licheniformidos principales productos son a- thermostable a-amylase from a moderately thermo-
dextrinas de tamafio variable. Este hallazgo concuerda con  Philic Bacillus subtilisstrain for starch processing.
los resultados de cromatografia para el hidrolizado de papa Journal of Food Engineering007,79, 950-955.
evaluado en este articulo, porgque se presentaron dos picQs ,

grandes uno ellos asociadpo cqon oliggmeros de alto [fes%APT'STA’ CMSG.;Cons, IMA; Qrera, ACM; Qera,
molecular y otro con dextrinas; en menor cantidad se ob- N-M.C.; Rockia, ‘]'M'S." [EMPSFY’ M‘] LAN'\."GAN’ K'C."
servaron picos que corresponden a maltosa y glucosa. Por BENSON_P'S' Natural |mmob|I|za_t|on of microorganisms
esta razon, la cantidad de azlcares reductores no fue supe- fqr continuous ethanol productidanzyme and Micro-
rior a 3,6 g/L determinando que en el hidrolizado estuvie- bial Technology2006,40, 127-131.

ran prod_qctos de djficil degradacién,pSra:erevisiaq la _ BerreLn, P. AmylaseMethods in Enzymologg995.1, 149-
conversion se llevo a cabo en funcion de los pocos azulca-

res disponibles en el sustrato y por el uso de otras fuentes

de carbono presentes en el hidrolizaor otro ladogl  BerrorT, E. Composition of building blocks in clusters from

analisis quimico demostré que el hidrolizado posee una  potato amylopectinCarbohydrate Polymer2007,
baja concentracion datrogeno de 12 ppm incluidos en 70, 123-136.

forma de amonio y nitratos.
BiroL, G.; DorRUKER, P.; KARDAR, B.; OnsaN, Z. y ULGEN, K.
y
Mathematical description of ethanol fermentation by
immobilisedSaccharomycescerevisiderocess Bio-
Los procesos de inmovilizacién en matriz de alginato de  chemistry,1998,33, 763-771.
calcio deS. cerevisiae y B. lichenifornmstuvieron la ma- . _
yor concentracion de células a 2,5y 3,2% (p/v) respectivaDOBREVA, E.; NAN_OVA, V-,.TONK.OVA, A. y'RADULOVA, E. |nflg-
mente y fueron mas eficientes que en células libres, ©€NCe of the immobilization conditions on the efficiency
demostraron que se pugateducir etanol a partir de almi- of a-Amylase production bacillus licheniformis
dén de papa empleando el proceso de produccion de etanol Process Biochemistrt996,3, 229-234.
conB. licheniformisy S. cerevisiagnmovilizados en per- . L )
. o - L Feperara Formas de industrializacion de la papa. En:
las de alginato; sin embargo, la produccion del hidrolizado Boletin informativoNe 73, 1991, 4 pags
como medio alternativo debe ser mejorada para inducir ’ & Pags.

durante la primera etapa un proceso paralelo de Iicuefa@LAZER,A_' y Nikaipo , H. Microbial technology: fundamen-
cion y sacarificacion de tal manera que se logre incremen- (415 of applied microbiologyPrimera edicién. WH
tar la concentracion de azucares reductores de facil  Freman. New York. USA.1995. 390 pags.

asimilacion para la levadura.

CONCLUSIONES

HAQ, |.; AsHrRAF, H.; QapeEER, M.A. Y lQBAL, J. Pearl millet, a
AGRADECIMIENTOS source of alpha amylase production Bacillus li-
cheniformisBioresource Technolog2005,96, 1201-
El presente estudio forma parte del proyecto No. 000632 1204.
registrado en la oficina de Fomento a la Investigacién de la
Vicerrectoria Académica. Pontificia Universidad JaverianaIncram, L.O.; Gomez, P.F; Lai, X.; Monruzzaman, M. y Woob,

Bogota, Colombia. B.E. Metabolic engineering of bacteria for ethanol
production Biotechnology Bioengineerin998,58,
204-214.

LITERATURACITADA

. L ) Jamar, L.; ErTavesl, K.; B Yamant, J. y Bravesi, M. Produc-
Accaipg, R. Deteccion de los estados fisioldgicos de células o of ethanol from starch by free and immobilized

en trampas opticas. ICFO- INSTITUT DE CIENCIES Candida tropicalisin the presence of a-amylase.
FOTONIQUES. Paris, Francia. 2008, 33 p. Bioresource Technology007,98, 2765-2770.

159



Universitas Scientiarum, Vol. 13 N° 2, 149-161

JMENEZ-HERNANDEZ, J.; S\LAZAR-MONTOYA, J.A. Y Ramos- O'BrIEN, S. y WANG, Y. Susceptibility of annealed starches
Ramirez, E.G. Physical, chemical and microscopic to hydrolysis by a-amylase and glucoamyla3a:-
characterization of a new starch from chayote bohydrate Polymer2008,72, 597-607.

(Sechium edu)etuber and its comparison with po-
tato and maize starcheSarbohydrate Polymers, PAIFER, E.; MarGOLLES, E.; (REmATA, J.; MonTESING, R

2007,68, 679-686. HerRERA L.; DELGADO, J. Expressions and secretions
of recombinant alfa amylaseRichia pastorisusing
Kanasawup, P.; HIORLEIFSDOTTIR S.; HoLsT, O. y MATTIASSON, two different signal sequencéeast 1994,10, 1415-
B. Studies on immobilization of the thermopbhilic bac- 1419.

teriumThermus aquaticugT-1 by entrapment in vari-

ous matricesApplied Microbiology Biotechnology, PENAPO, R.MORENO, J.; MLLALBA , J.; GONZALEZ-REVES, J.;

1989.31, 228-233. .ORTEGA., J.y Mauricio, J.C. Yeast piocapsule_s: Anew
immobilization method and their applicatiorin-
KAUR, L.; SNGH, J.; McCarTHY, O. Yy SvGH, H. Physico-chemi- zyme and Microbial Technolog2006,40, 79-84.

cal, rheological and structural properties of fraction-

ated potato starchedournal of Food Engineering, Roca, E.; RAREs, J.; NriFiez, M.J. y LEma, J.M. Ethanolic

2007,82, 383-394. ferme.nFatio'n bv immqbilizeds.accharomyces
cerevisiaeyin a semipilot pulsing packed-bed
KonsouLa, Z. y Kyriakibes, M. Starch hydrolysis by the ac- bioreactorEnzyme and Microbial Technolog896,
tion ofan entrapped in alginate capsules a-amylase 19, 132-139.
from Bacillus subtilisProcess Biochemistr2006,41, ) ) . e, o,
343-349. Sanin, . Aislamiento, identificacion, caracterizacion
bioguimica y produccion de etanol con células
Li, H.; G, Z.; WaNG, X.; Duan, X.; Ma, L.y Gao, L. Purifica- inmovilizadas d&accharomyces cerevisidesis de
tion and characterization of extracellular amylase from  maestria. Pontificia Universidad Javeriana, Bogota,
the marine yeaskureobasidium pullulanbl13d and 1999.
its raw potato starch digestidanzyme and Microbial ., )
Technology 2007,40, 1006—1012. SossA D.. y Navarro M.A. Obten.C|on de etanol a partlf de
almidén de papa proveniente del sector agricola.
Mawmo, G. y GesssessgA. Thermostable amylase production Trabajo de grado. Pontificia Universidad Javeriana,
by immobilized thermophili®acillus sp. Biotech- Bogota, 2003.

nology Technologyl997,11, 447-450. T
SuaiTa, H.; Kuruma, A.; DecucHi, Y. Purification and some

MINISTERIO DE AGRICULTURA Y DESARROLLORURAL. Acuerdo de properties of an a-amylase from an anaerobic bacte-
competitividad de la cadena agroalimentaria de la rium isolate from coastal sedimeBioscience Bio-
papa Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural. technology & Biochemistry1997,10, 1757-1759.

Bogota., Colombia, 2008, 67 pags. . . . .
Sun, Y. y CHENG, J.J. Hydrolysis of lignocellulosic materials

MiLLER, G. Use of dinitrosalicylic-acid reagent for determi- for ethanol production: a revieBioresourse Tech-
nation of reducing sugafAnnales Chemistryl959, nology, 2002,83, 1-11.
31 426-428.
SwaiN, M.R.; Kar, S.; SHo0, A.K. Y Rav, R.C. Ethanol fer-
Moiser N.; Wyman, C.: DaLg, B.; BE.ANDER, R.; LEE, Y.; mentation of mahulaMadhuca latifolia L) flowers
HoLtzappLE, M.; LabiscH, M. Features of promising tech- using free and immobilized yeaSaccharomyces
nologies for pretreatment of lignocellulosic biomass.  cerevisiaeMicrobiological Researct2007,162 93-
Bioresourse Technolog005,96, 673-686. 98.

MonTtcomery, D.C. Disefio y andlisis de experimentos TuiTe, M,y OLiver, S.Saccharomyces cerevisidimera
Segunda edicion. Limusa Wiley, México D.F., México, edicion.Plenum Press. New York., USA. 1991, 120

2003, 218 pags. pags.

NaJsarPouR G.; Younes, H.; SraHipaH, K. y IswaiL, K. Ethanol ~ WEN-TAO, Q.; WEIFTING, Y.; YU-BING, X. Y XiA0JuN, M. Opti-
fermentation in an immobilized cell reactor using mization ofSaccharomyces cerevisiaelture in al-
Saccharomyces cerevisia@ioresource Technology, ginate-chitosan-alginate microcapsiBgochemical
2004,92, 251-260. Engineering Journal2005,25, 151-157.

160



Sossa-Urrego et al

WinD, R.; BUTELAAR, R.; E5GINK, G.; Huizing, H.; DUKHUIZEN, Yu, J.; HanG, X. ¥ Tan, T. An novel immobilization method

L. Characterization of a neBacillus stearothermo- of Saccharomyces cerevisigesorghum bagasse for
philus isolate: a high thermostable a-amylase-pro-  ethanol productionJournal of Biotechnology2007,
ducing strainApplied Microbiology andBiotechnol- 129, 415-420

0gy,1994,41, 155-162.

161



