
FERMENTACIO ALCOHOLICA AMB
CEL-LULES IMMOBILITZADES

per

FRANCESC GODIA I CASABLANCAS

Departament de Quimica Tccnica
Universitat Autonoma de Barcelona

SUMMARY

in this work the alcoholic fermentation using immobilized yeast
cells is studied. The yeast strain used in the fermentation experiments
has been isolated from a high grade wine and its growth and fermenta-
tion performance are studied in batch culture, as well as their mathe-
matical modelization.

The cell immobilization is carried out by a method using carra-
geenan gel beads which is very simple and mild. The mechanical and
hydrodynamic characterization of the immobilized cell particles is done
and the distribution and activity of the the cells inside them is studied.

Finally, the continuous fermentation of a glucose solution in a
tubular reactor filled with immobilized cells is carried out at different
flow rates.

1. RESUM

Al present treball presentem l'estudi sobre la posada a punt d'un
sistema de fermentacio alcoholica amb cel•lules immobilitzades.

En primer lloc estudiem el creixement en discontinu i l'activitat
fermentativa de la soca de Ilevats, ai•llada de most de vi d'alta graduaci6
de la comarca del Priorat, que s'empra en el treball. Tambe estudiem la
seva modelitzacio matematica.

[Butll. Soc . Cat. Cien] , Vol. V, 1985



36 FRANCESC GODIA I CASABLANCAS

Es posa a punt un metode d'immobilitzaci6 de cel•lules senzill i
suau, utilitzant gels de carragenat. Es fa una caracteritzaci6 mecanica i
hidrodinamica de les particules amb cel•lules immobilitzades i s'estudia
l'estat i l'activitat dels llevats al seu interior.

Per ultim, es posa a punt una instal•laci6 experimental i es porta a
terme la fermentaci6 alcohblica en continu d'una soluci6 de glucosa,
emprant un reactor tubular reblert amb cel•lules immobilitzades.

2. I NTRODUCCIO

Els combustibles fossils, i en particular el petroli i els seus derivats,
s6n la font de l'enorme quantitat de combustibles i productes quimics
que s'utilitzen actualment en els paissos desenvolupats del Mdn. No
obstant aix6, aquests compostos presenten dos importants inconve-
nients que limiten la seva producci6 i utilitzacio: el seu exhauriment,
posat especialment en evidencia a partir de la crisi del petroli, i els
problemes de contaminaci6 ambiental que van Iligats a la seva utilit-
zacio.

Aquesta situaci6 ha posat en evidencia la necessitat de noves fonts
d'energia i productes quimics que siguin renovables i no contaminants.
Una de les diferents alternatives proposades es l'aprofitament energetic
de materials lignocel•lulosics (en particular residus agricoles, residus
solids urbans i residus procedents de fa.briques de pasta i paper) mitjan-
cant la seva conversio en etanol per fermentaci6' . L'atractiu mes
important d'aquests materials es el seu cost practicament nul. D'altra
banda la seva utilitzacio fa necessari un pre-tractament previ del residu
per tal de separar els seus components principals (lignina, hemicel•lulosa
i cel•lulosa) i la posterior hidrblisi de la cel•lulosa es un problerna forca
complex. De fet, en l'actualitat, la producci6 d'etanol per us industrial
utilitza com a materies primeres be materials que contenen sucres
directament fermentables, be materials amb alts continguts de mido,
facilment hidrolitzable. Els dos inconvenients importants que es presen-
ten en aquests casos son l'elevat cost de les rnateries primeres (entre un
50 i un 70 per cent dels costos totals)i el fet que els productes rics en
sucre o mido (canya de sucre, cereals, etc.) son materials aptes per a
l'alimentacio i per tant la seva utilitzacio per a la producci6 d'etanol pot
tenir serioses repercusions socials en alguns casos.

L'interes de la produccid d'etanol com a combustible i com a mate-
ria primera per a l'obtenci6 de productes quimics esta justificat per
diverses raons: es pot produir a partir d'un ampli ventall de residus; el
proces de fermentacid es conegut, encara que s6n necessaries innova-
cions en la tecnologia actualment emprada; les propietats de 1'etanol
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com a combustible son molt bones; i mitjancant la seva facil conversio
en etile (per exemple) es proporciona una entrada a 1'obtenci6 de
nombrosos productes quimics emprant processos ja existents.

El treball que presentem es centra en I'etapa de fermentacio de
sucres a etanol. L'objectiu del mateix es posar a punt un fementador
que millori els fermentadors discontinus convencionals actualment
emprats, la caracteristica mes desfavorables dels quals es la baixa
productivitat d'etanol que s'obte. Les caracteristiques mes importants
per tal de poder augmentar la productivitat son l'operacio en continu i
el manteniment d'altes densitats cel•lulars dins el fermentador, cosa que
permet tambe la reducci6 del volum de 1'equip de fermentacio.

Entre els diferents sistemes alternatius de fermentacio que s'han

proposat2 ha semblat especialment atractiu el fermentador amb

cel•lules inmobilitzades3. El sistema consisteix en retenir les cel•lules

a l'interior del reactor mitjancant un suport inert. La interaccio entre el

suport i les cel•lules pot ser de diferents tipus° , essent les mes amplia-

ment emprades la inclusio de les cel•lules dins la matriu, l'enllac cova-

lent i l'adsorcio. El metode d'immobilitzacio emprat en aquest treball

es la inclusio en gels de carragenat, un polisacarid que s'extrau de les

algues vermelles del mar. Les caracteristiques mes importants d'aquest

suport son la senzillesa de la immobilitzaci6 i el fet quc la mateixa es

porta a terrne en conditions suaus de temperatura i sense necessitat

d'agents quimics que perjudiquin les cel•lules, el que permet tenir

cel•lules immobilitzades vives, factor important per efectuar reaccions

complexes com la fermentacio alcoholica.

Els objectius del pla de treball que s'ha portat a terine han estat els
segi ents:

Estudi cinetic en discontinu del creixement de llevats i de la fer-

mentacio alcoholica. Aquest es un aspecte prou complex i important de

cara al futur disseny de reactors.

Preparaci6 del metode d'immobilitzacio i caractcritzacio fisica i
biologica de les particules amb cel•lules immobilitzades.

-- Posada a punt d'un sistema de fermentacio en continu amb cel.lu-
les immobilitzades.

3. INSTAL•LACIO EXPERIMENTAL I MATERIALS

3.1. Instal•lacio experimental

Per portar a terme els experiments de fermentacio en continu amb
cel•lules immobilitzades hem posat a punt la instal•lacio experimental
que s'esquematitza a la figura 1.
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Fig. 1. Esquema de la instal • laci6 experimental.

I - Tanc de magatzematge de medi d ' alimentaci6.

2 Serpenti de calefacci6 / refrigeraci6 de 1'aliment.

3 - Reactor tubular encamisat.

4 - Tanc de recollida de 1'efluent del reactor.
5 Termostat amb bomba de circulaci6 exterior d'aigua.

6 - Estretament i manometre diferencial per a mesura del cabal.
7 - Manometre diferencial per a mesura de la perdua de carrega al reactor.

8 - Clau de regulacio del cabal d'aliment.

9 - Clau de regulacio del cabal d'aigua de refrigeraci6.

10 - Preses de mostra.

11 Termometre.

12 Connexions esterils a 1'atm6sfera.

13 Plaques poroses per a retenir el biocatalitzador dins el reactor.

Tot 1'equip esta dissenyat de forma que es pot esterilitzar i funcio-
nar en conditions esterils. El fermentador tubular encalnisat esta fet de
vidre Pyrex i to dos jocs de brides a cada extrem, entre les quals es
col•loquen dues plaques de vidre poros per tal de retenir la preparacio

de cel•lules immobilitzades al seu interior. La distancia entre els dos
extrems es de 50 cm i a cada 10 cm hi ha una porta per presa de

mostres. El diainetre intern del fermentador es d'una polzada.

El tanc de magatzematge del medi d'alimentaci6 to una capacitat de
20 1 i el de recollida del producte 5 1. Ambdos estan proveits dc conne-
xions esterils a 1'atmosfera. L'alimentaci6 al reactor es fa per carrega i es
regula mitjancant una valvula d'agulla de molta precisi6, adequada als
baixos cabals de treball.
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3.2. Materials

Microorganisines . Els llevats emprats en aquest treball van ser aillats
de most de vi d'alta graduaci6 de la comarca del Priorat i van ser selec-

cionats entre d'altres per la seva tolerancia a l'etanol i la seva capacitat

fermentative.
Carragenat . El carragenat utilitzat en el procediment d'immobilit-

zaci6 va ser subministrat per Ceratonia S.A. (Tarragona ). Es tracta del

Genugel tipus X-0828 desenvolupat a 1'empresa "The Copenhagen

Pectin Factory Ltd." per aplicaci6 a procediments d'immobilitzaci6.

Medis. Es van emprar tres tipus de medis:

Agar extracte de malta. S ' utilitza en els tubs on es conserven les

soques de llevats i en la preparaci6 de plaques de Petri pel recompte de

colonies. Composici6 : extracte de malta, 30 g; peptona , 5 g; agar, 15 g;

aigua destil • lada fins 1 1.

Medi de proliferacio . Emprat en la preparaci6 d'inoculs i en la proli-

feraci6 de microorganismes previa a la seva immobilitzaci6 . Composici6:

glucosa , 10 g: extracte de llevat, 3 g: peptona , 5 g; extracte de malta, 3

g: aigua destil•lada fins 1 1.
Medi d 'aliment. Emprat en tots cls experiments de fermentaci6,

tart cn continu corn en discontinu . Composici6 : glucosa , 50-200 g;

extracte de llevat, 8.5 g; NH4 Cl , 1.3 g; MgSO4 , 0.1 g; CaC12 , 0.06 g;

aigua destil • lada fins 1 1.

La preparaci6 dels medis de proliferacio i d'aliment es fa en dues

parts. D'una banda s'esterilitza a 1'autoclau una soluci6 amb tots els

components del medi excepte la glucosa. D ' altra banda la solucio de

glucosa s ' esteriza per filtraci6 ( filtres de 0.45 pm ). A continuaci6 es
mesclen arnbdues solucions en condicions esterils.

Solucio de blau de metilc . Aquesta soluci6 s'empra en cl metode de
determinaci6 de la viabilitat dels llevats . Composicio : blau de metile,

0.025 g; NaCl , 0.9 g; KC1 , 0.042 g: CaClz.6H2 O, 0.048 g; NaHCO3 ,

0.02 g : glucosa, 1 g; aigua destil • lada fins 100 ml.

4. METODES I PROCEDIMENTS EXPERIMENTALS

4.1. Metode d'analisi

Per tal de seguir 1'evoluci6 de la fermentaci6, les concentracions dc

glucosa i etanol s'analitzen per cromatografia liquida d'alta resoluci6.

S'empra un cromatograf Perkin-Elmer Series 2 amb una columna

Shodex Ionpack S-501/S i aigua com eluent (cabal 1 ml/min i 80°C de

temperatura), acoblat a un detector d'index de refracci6 Waters R-401.

La separaci6 entre els pies de glucosa, glicerol (subproducte principal
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la fermentaci6), etanol i sacarosa (lucre emprat com a patr6 intern) es
satisfactbria i s'ha comprovat la reproductibilitat del metode. L'avan-
tatge principal d'aquest metode es la determinaci6 de tots els productes
d'interes en una sola analisi.

4.2. Metodes de mesura de la concentracio cel•lular i determinacio de
viabilitat

Per tal de determinar la concentraci6 de cel•lules s'empren tres me-
todes diferents segons les condicions dels experiments:

Recompte directe al inicroscopi. S'utilitza un microscopi Nikon
S-KT i una camara de recompte de tipus Burker. L'avantatge mes
important d'aquest metode es que, efectuant una tinci6 amb blau de
metile, es pot determinar la viabilitat de les cel•lules al mateix temps
que s'en fa el recompte (5), ja que les cel•lules mortes queden tenyides
de blau i les vives no.

Recompte per formacio de colonies. En aquest metode (6) es pro-
cedeix a una serie de dilucions de la soluci6 de la qual volem mesurar la
concentraci6 de cel•lules i tot seguit se n'escampen 0.1 ml homogenia-
ment en plaques de Petri de 9 mm de diametre plenes de medi solid agar
extracte de malta. Despres d'incubar-les en una estufa de cultius, el
nombre de colonies aparegudes correspon a les cel•lules vives (encara
que les concentracions mesurades per aquest metode sempre acostumen
a estar una mica per sota dels recomptes directes al microscopi). Aquest
metode es mes labori6s, per6 permet de determinar concentracions
baixes de cel•lules. Tambe ha estat emprat en aquells casos en que el
recompte directe al microscopi era dificult6s.

Mesura de l'absorbancia. Aquest metode ens d6na una mesura de la
biomassa total i no de la concentraci6 de cel•lules individuals. La con-
centraci6 de biornassa es mesura mitjan4ant l'absorci6 de hum de 650
nm per la suspensi6 cellular, utilitzant-se un espectrofot6metre Perkin-
Elmer, tipus Lambda-5. Aquest metode to l'avantatge dc la seva simpli-
citat i rapidesa en les mesures i per aquesta rah s'ha emprat en els expe-
riments de cinetica de creixement en discontinu donada la quantitat de
mesures a fer en poc temps. D'altra banda presenta els inconvenients de
mesurar solament la biornassa global i que a concentracions elevades la
relaci6 entre absorbancia i concentraci6 es desvia de la relaci6 lineal de
Beer-Lambert.

4.3. Procediment en 1'estudi cinetic del creixement en discontinu de llevats

Per tal d'estudiar la modelitzaci6 del creixement de llevats i la fer-
mentaci6 de solucions de glucosa, s'han realitzat una serie d'experi-
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ments en discontinu . En tots aquests experiments es procedeix d'igual
forma i l'unica diferencia entre ells es la concentracio inicial de Sucre. El

metode experimental es el segiient:
es prepara un inocul de la soca de llevats enprada en el treball.
es prepara un erlenmeyer d'un litre amb 400 ml de medi d'ali-

mentacio amb la concentracio de glucosa requerida a l'experiment.

. s'afegeix 1 ml de l'inocul al medi i es col•loca l'erlenmeyer en un
bany agitat a 30°C de temperatura. La variacio del pH no es segueix,
encara que no es molt forta en tot 1 ' experiment.

s'agafen mostres d'un ml del medi del cultiu a intervals d'una

hora i es mesura l'absorbancia a 650 nm. Quan la concentracio de cel.lu-
les es elevada , les mostres es dilueixen abans de mesurar l'absorbancia i
posteriorment el valor obtingut es corregit amb la dilucio.

s'agafen mostres d'un ml per analitzar les concentracions de

glucosa i etanol. Les mostres es filtren immediatament amb filtres de

0.45 pm per eliminar els llevats i a continuacio s'afegeix el patro,

sacarosa . Si no es poden analitzar immediatament , les mostres es conge-

len per tal d'assegurar que la reaccio s'atura. Les mostres s'agafen al

comencament cada dues hores i, a partir de les vuit hores de creixe-

ment, amb mes frequencia, donada la important variacio de les concen-

tracions de glucosa i etanol.

Els experiments finalitzen quan les cel • lules arriben a la face estacio-
naria de creixement . Les concentracions de glucosa inicial emprades
son de 50, 98, 150 i 188 g/l.

4.4. ME tole d'immobilitzacio

Les cel•lules a immobilitzar s'obtenen previament per proliferacio i
centrifugacio i es resuspenen en un petit volum de salina fisiologica
(solucio de NaCl al 0.9%, pes/volum). A continuacio es procedeix a la
immobilitzacio , que consisteix en les seguents etapes:

preparacio d'una solucio de carragenat en aigua destil•lada. Les

concetracions oscil•len entre el 2 i 5 per cent en pes/volum, segons els

experiments. La solucio es prepara afegint el carragenat a 1'aigua poc a

poc i amb molt bona agitacio. Per afavorir el proces i aconseguir una

disolucio homogenia, s'escalfa fins a uns 60-80°C. A continuacio la

solucio s'esterilitza a 1'autoclau i es deixa refredar fins a 30-45°C.
la solucio do carragenat es barreja arnb una quantitat de la soluci6

de cel•lules previament obtinguda, en funcio de la densitat de cel•lules

que es vulgui obtenir a la preparacio d'immobilitzat. La barreja es

mante a una temperatura de 30-45°C per tal d'evitar la gelificacio del

carragcnat.
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- a continuacio es procedeix a la formacio de particules esferiques
de gel. Per aix6 la barreja carragenat-cel•lules s'afegeix gota a gota sobre
una soluci6 de CaCl2 al 2 per cent (pes/volum) lleugerament agitada.
En anar caient les gotes sobre la solucio es van formant immediatament
esferes de gel ainb cel•lules incloses al seu interior, L•addicio es fa amb
una xeringa i s'ha preparat un dispositiu mitjancant el qual la forca
sobre 1'embol de la xeringa es efectuada per aire a una pressio de 1-2
Kg/cm2 . D'aquesta forma el diametre de les esferes es pot regular mit-
jancant el diametre de 1'agulla i la pressio, encara que tambe influeixen
altres factors.

despres de la gelificacio, les particules de cel•lules immobilitzades
es mantenen en la solucio de CaCl2 , a 4°C, durant 30 minuts.

finalment es treu la soluci6 de CaClz i s'afegeix una solucio de
KCl al 2 per cent en pes/volum. Les particules amb cel•lules immobilit-
zades es mantenen en aquesta solucio a 4°C durant 30 minuts. L'objectiu-
d'aquest pas i de 1'anterior es 1'enduriment de les particules.

Tot el procediment d'immobilitzacio es porta a terme en condicions
esterils.

4.5. Procediment per a l'estudi del creixement de les cel•lules immobilit-
zades a l'interior del gel

Una de les caracteritzacions que es fan de les cel•lules immobilitza-
des es 1'estudi del seu creixement a l'interior dels gels de carragenat. Per
aquest motiu es porten a terme una serie d'experiments en discontinu,
on diferents concentracions inicials de cel•lules son immobilitzades en la
mateixa concentracio de carragenat. A continuacio les particules de
cel•lules immobilitzades s'afegeixen a un erlenmeyer d'un litre amb 400
ml de medi d'alimentacio d'una concentracio de glucosa de 100 g/l.
L'erlenmeyer es col•loca en un bany agitat a 30°C i 1'evolucio de la con-
centracio de llevats a l'interior dels gels es seguida diariament, desfent-ne
uns quants i procedint al recompte de cel•lules per formacio de colonies.
Tambe es segueix 1'evoluci6 de la concentracio de glucosa i quan
aquesta s'exhaureix, el mcdi es canviat per medi d'alimentacio fresc.

El procediment per a desfer els gels de carragenat es forca senzill i
consisteix en afegir unes 5 partfcules sobre 10 ml de soluci6 de citrat
sodic al 1 per cent (pes/volurn). Tot seguit s'agita a 37°C durant 10
minuts i els gels es desfan. Les cel•lules resuspeses de nou es poden
comptar. Aquest procediment tambe es porta a terme, com a tots els
del treball, en condicions esterils i s'ha comprovat que les condicions
emprades per a desfer els gels no afecten la viabilitat dell llevats.
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4.6. Metodes d'observacio de les cel•lules immobilitzades al microscopi

Per tal d'observar quin tipus de distribucio i quin aspecte presenten
les particules amb cel•lules immobilitzades, s'empren dos tipus de mi-

croscopia: la microscopia electronica de rastreig i la rnicroscbpia

bptica.
La preparaciA dels gels per a la seva observaci6 al microscopi elec-

tronic de rastreig 6s la seguent: primerament es deshidraten mante-

nint-los en mescles etanol-aigua cada vegada mes concentrades en etanol

(normalment es fa amb 20, 40, 60, 80 i 100 per cent d'etanol durant 10

minuts per cada barreja): despres es fa el mateix tractament amb

mescles d'acetat d'isoamil-etanol i tot seguit les particules son sotmeses

a la tecnica del punt critic amb CO2 i, per ultim, son metalitzades. El

microscopi electronic emprat es un ISI Super III A (Servei de Microsc6-

pia Electronica, Facultat de Ciencies).

La microscopia bptica es emprada per tai d'observar seccions trans-

versals de les particules amb cel•lules immobilitzades. Aquestes seccions

s'aconsegueixen mitjancant un criostat-microtom Miles Tissue-Tek II,

on es congelen les particules a --10°C i a continuacI6 se'n fan tails de

5 i 10 µm de gruix. Els talls es col•loquen sobre un portaobjectes i

s'observen amb un microscopi Leitz-Dialux 20 EB.

4.7. Procediment dels experiments de fermentacio en contimti

Aquests es realitzen en la instal•laci6 experimental previament des-
crita i la seva preparaciA requereix les seguents etapes:

- preparaciA del medi d'aliment. Coin en els demes casos es fa en
dues parts. La soluciu amb tots els components del medi, excepte la
glucosa, es esterilitzada a l'autoclau dins del tanc de 20 1. La solucio
de glucosa s'esterilitza per filtracid i posteriorment es mesclen ambdues.

- esterilitzaci6 del muntatge experimental. Es fan en dues parts:

per una banda el reactor i el tanc de recollida d'efluen s'esterilitzen a

1'interior de 1'autoclau. Per altra banda la resta del muntatge s'esterilitza

"in situ" amb vapor directe produit pel mateix autoclau. Despres de

1'esterilitzaci6 totes les sortides es tapen amb cotons esterils per evitar

contaminacions.

- preparaciA de les cel•lules immobilitzades. Es procedeix segons el
metode ja descrit, produint-se un volum d'uns 250 ml per tai d'omplir
tot el reactor.

incubaci6 de les cel•lules immobilitzades. Consisteix en col•locar
els gels en erlenmeyers amb medi d'alimentaci6 i incubar-los a 30°C
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durant tot un dia. L'objectiu d'aquesta incubacio es augmentar el nom-
bre de cel•lules dins les particules.

posada en marxa. Les diferents parts del muntatge experimental
es connecten segons l'esquema de la figura 1 i, a continuacio, es co-
menca a alimentar el fermentador.

L'experiment consisteix en ajustar una serie de cabals diferents
d'alimentacio i esperar que el fermentador arribi a l'estat estacionari en
cada cas, aleshores s'agafen mostres per totes les preses de mostra distri-
buides al reactor per tal d'obtenir els perfils de concentracions. Tambe
es mesura la concentracio de cel•lules immobilitzades al principi i al
final de l'experiment, aixi com la concentraci6 de cel•lules a l'efluent
del reactor.

5. RESULTATS I DIScussIO

5.1. Cinetica de creixement en discontinu dels llevats

Coin ja s ' ha dit a 1 ' apartat precedent , es realitzen quatre experi-
ments de creixement en discontinu que es diferencien per la seva con-
centracio inicial de glucosa: 50 , 98, 150 i 188 g/l. Les evolucions de les
concentracions de glucosa i etanol i de la biomassa es poden observar a
les figures 2-5. Es pot observar que les corbes no presenten fase de
latencia i en canvi tenon urea perllongada fase de creixement exponen-
cial, deguda en part al baix percentatge d'inoculacio ( 2%). A partir
d'aquesta face, la forma de les corbes varia substancialment de gg ut a les
diferents contribucions de la desaparici6 de substrat i 1'acumulacio de
productes . Dels valors de la velocitat especifica de creixement maxima
(mm) obtinguts de la fase exponencial ( veure taula I ), es pot concloure
que el creixement de la soca emprada no es veu molt afectat directa-
ment per la concentracio inicial de sucre en el medi, dins dels marges en
que es treballa.

TAULA I

Valors de mm pels experiments de creixement de llevats en discontinu.

Exp. So (P/l) mm (hr-1 )

A 50 0.566
B 98 0.578
C 150 0.547
D 188 0.535
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Temp. 1-

Fig. 2. Corba de creixement.

So= 50g/1.

Fig. 3. Corba de creixement.

So = 98 g/I.
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Fig. 4. Corba de creixement.

So = 150 g/1.

Fig. 5. Corba de creixement.

So = l $8 g/l.
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Al representar els valors de la velocitat especifica de creixement
(p) respecte a la concentracio de substrat (figura 6) s'evidencia la
inhibici6 exercida per 1'etanol, ja que it valors elevats de S, p decreix
rapidament i de forma molt diferent a si 1'6nica causa limitant del crei-
xement fos la desaparici6 de substrat, el que correspondria al model de
Monod. Quan s'estudia la variaci6 de u i v (velocitat especifica de pro-
ducci6 d'etanol) respecte a la concentraci6 d'etanol (figures 7 a 10),
s'observa que mentre p decreix de forma inmediata, v roman constant
un cert temps per comencar a descendir a concentrations rues elevades
d'etanol. Aixi doncs la inhibicio del producte afecta primer la
velocitat de creixement i a continuaci6 la de producci6 d'etanol.

e1,

10 20 d0 40 50 FO 70 70 90 100 110 120 I30 110 150 160 170 190 190 200

Concentraci6 de (ti..... (q/1)

Fig. 6. Variacio de p en funcio de S. (D , So = 50 g/l; A , So = 98 g/l; +, So = 150
g/1: X, So = 188 g/l; ---- Model de MONOD amb µr,, = 0.5, ks = 3.0.

Per portar a terme la modelitzaci6 del creixement es realitzen
ajustos de les dades a cinc models diferents entre els mes utilitzats a la
bibliografia. En aquests models, la velocitat especifica de creixement es
relaciona amb la concentracio de substrat (S) segons la coneguda
cinetica de Monod i, en canvi, tots ells proposen diferents formes de
tenir en compte l'acci6 del producte. Son: el model d'inhibici6 no
competitiva pel producte' (equacih 1), el model d'inhibici6 no
competitiva pel producte amb un terme (1-P/Pe) (equaci6 2), el model
de Ghose i Tyafis (equacih 3), el model de Levenspiel9 (equacih 4)
i el model d'inhibici6 no competitiva pel producte amb un terme
relatiu a la biomassa (equacih 5).
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Concentraci6 d'etanol (g/1)

Fig. 7. Variacio de µ i v en funcio de la concentracio d'etanol. So = 50 g/1.
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Concentraci6 d'etan0l (g/1)

Fig. 8. Variacio de µ i v en funcio de la concentracio d'etanol. So = 98 g/1.
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Concentracid d'etanol (g/1)

Fig. 9. Variacio de p i v en funcio de la concentracio d'etanol. So = 150 g/l.
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Fig. 10. Variacio de p i v en funci6 de la concentraci6 d'etanol. So = 188 g/l.
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E io 1 = S kpquac . µ Pm ks+S kp+P

k
Equacio 2. µ = µm

p
(1ks+S kp+P PC

Equacio 3.

Equacio 4.

Equacio 5.

P = Pm S S2 (1 P )
ks+S+

w ks

P = MM ks-+S
S

ks+S kp+P

P ) n

PC

k, xS kP
P = Pm

On p es la velocitat especifica de creixement,
Pm es la velocitat especifica maxima de creixement,
P es la concentracio d'etanol,
S es la concentraci6 de glucosa,
PC es la concentracio critica d'etanol per sobre de la qual les cel•lu-

les no poden creixer,
i k, kp, k,, w i n son constants.

L'ajust numeric dels models a les dades experimentals (obtingudes
per diferenciacio grafica de les corbes de creixement ) es realitza mitjan-
cant un programa de minims quadrats no lineals segons el metode de
Marquardt10 . Els resultats dels ajustos son raonablement bons en
tots els casos, obtenint-se petits residus, pero els valors dell parametres
que s ' obtenen son incongruents en la majoria dels casos . Aixi, a excep-
cio del model 5, un mateix parametre assoleix valors molt diferents
quan dades de diferents experiments s'ajusten a un mateix model. En el
cas de µm, de la qual es to una determinacio independent a partir de les
corbes de creixement (veure taula I), els valors que s'obtenen als ajustos
son sempre mes alts que els reals. D'altra banda, quan algun dels
parametres es fixa en un valor fisicament raonable, de forma que la
resta evoluciona a valors mes congruents, els ajustos que s ' obtenen son
pitjors.

De fet, cal tenir en compte que l'ajust de models que arriben a tenir
fins a quatre constants amb un sol tipus d'experiments es bastant difi-
cil. Corn exemple dels resultats obtinguts , a la taula II es donen els
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valors de les constants de l'equacio 1, que to tres parametres i es una de

les mes utilitzades pel fet de reflexar la naturalesa no competitiva de la

inhibicio. En ells s'observa la dispersio existent a 1'emprar dades d'expe-

riments diferents , en particular per la constant ks, el valor de la qual es

molt diffcil d'ajustar.

TAULA II

Resultats dels ajustos efectuats amb l'equacib 1.

So (g/l) µm ( hr-1) ks ( g/1) kp (g/ 1) Residu

50 1.0 29.58 28.82 4.9 10-3

98 0.59 4.91 9.21 2.9 10-4

150 0.616 83.12 20.2 1.1 10-4

188 4.49 190.0 1.6 1.3 10-3

L'excepcio d'aquest comportament general, ja mencionada anterior-

ment, es l'equacio 5. Els resultats obtinguts, en ajustar aquest model

que to en compte l'efecte de la biomassa, donen valors de les constants

bastant similars en tots els casos (taula III ), la qual coca indica que el

model sembla apte per a descriure les corbes de creixenient. No obstant

aixb, els valors de les constants estan mancats de sentit ffsic, aixf µm es

situa molt per sobre del seu valor real.

TAULA III

Resultats dels ajustos efectuats amb 1'equaci6 5.

So (g/l) µm ( hr - 1 ) ks ( g/l) kp (g/ 1) kX Residu

50 23.71 123.9 3.51 0.0108 1.4 10-2

98 35.85 170.1 2.90 0.0122 6.4 10-2

150 24.29 111.1 4.70 0.0187 5.9 10-3

188 25.52 108.9 7.30 0.0270 2.6 10-3

La informacio que es pot treure d'aquest tractament de dades no es

suficient per a fer una discriminacio amb garanties entre els diferents

models provats, encara que 1'equaci6 5 to un comportament prou millor

que la resta. De fet aquests resultats posen en clubte la validesa general

d'aquests models, l'aplicacio dels quals pot variar substancialment amb

el tipus de dades i les condicions experimentals emprades. Cal afegir,

a mes a mes, que les darreres investigacions sobre la naturalesa de la

inhibicio de la fermentacio semblen indicar que no cs 1'etanol el seu
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principal responsable, sing alguna altra substancia encara no determi-
nada que s'acumula durant el creixement" 12 Sens dubte l'aprofun-
diment en els mecanismes d'inhibicio ha de contribuir a la formulacio
de models mes acurats.

5.2. Seleccio de les condicions d'immobilitzacio i caracteritzacio de les
preparacions obtingudes

Concentracio de carragenat i propietats hidrodinamiques.

La variable fonamental que s'estudia en la seleccio de les condicions
d'immobilitzacio es la concentracio de carragenat, car aquesta afecta
directament les propietats hidrodinamiques del gel, la caracteritzacio
de les quals es fonamental per a fer experiments en continu en el reac-
tor tubular. Per aquest motiu es preparen partfcules esferiques de gel
amb diferents concentracions de caragenat, entre el 2 i el 5 per cent en
pes/volum La preparacio segueix el metode descrit a 4.4, per/ sense
afegir cel•lules. Les partfcules de gel s'introdueixen en un tub de 2 cm
de diametre i 20 cm de Ilargada (amb llana de vidre a cada extrem, per
tal de confinar les partfcules al seu interior), que es connecta a la resta
del muntatge experimental en el lloc del reactor, i es mesura la perdua
de carrega en funcio del cabal d'aigua destil•lada que es fa circular. La
utilitzaci6 del tub mencionat en lloc del reactor tubular to per objecte
evitar la preparacio de grans volums de gel.

Els resultats es pesenten a les figures 11 i 12. A la figura 11 es pot
veure que per una concentraci6 de carragenat del 2 per cent, la perdua
de carrega augmenta molt per a cabals elevats, la qual cosa indica una
destruccio parcial de les partfcules de gel. En canvi a la figura 12 s'ob-
serva que per les demes concentracions de carragenat (3, 4 i 5 per cent)
la perdua de carrega varia lfnealment amb el cabal i no es produeix cap
augment brusc a cabals elevats. El mateix comportament s'observa quan
el tub es rebleix amb esferes rigides de vidre de diametre semblant a les
partfcules de gel (uns 4 mm).

D'aquestes observacions es dedueix que el comportament hidrodi-
namic del gel es prou bo quan la concentracio de carragenat es superior
al 2 per cent. Cal remarcar que en aquests experiments s'empren cabals
forca superiors als que posteriorment s'utilitzen en els experiments en
continu. Finalment es selecciona una concentracio del 4 per cent per
a portar a terme els segiients experiments, ates que, a mes a mes d'una
bona resistencia mecanica i propietats hidrodinamiques adequades, les
solucions de carragenat al 4 per cent es mantenen en estat soluble a
37°C, sense que es produeixi cap tipus de gelificacio. Aixo permet fer
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Fig. 11. Perdua de carrega en funcio del cabal de circulacio. Gels del 2% en con-
centracio de carragenat.
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Fig. 12. Perdua de carrega en funcio del cabal de circulacio. Gels cel 3% (Q );
4% (^): S% (+) en concentracio de carragenat i esferes rigides (X ).
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la barreja carragenat-cel•lules en condicions adequades per a la viabilitat
de les cel•lules.

Caracteritzacio biol6gica de les cel • lules immobilitzades.

Corn ja s'ha assenyalat previament, s'ha comprovat que el metode
d'immobilitzacio no afecta per a res la viabilitat de les ccl•lules, i tambe
s'ha comprovat que el metode era capac d'immobilitzar un nombre
forca elevat de cel•lules, de 1'ordre de 10' cel•lules per g de gel.

L'objectiu de la caracteritzacio, que anomenem biol6gica, es
observar si les cel•lules creixen a ]'interior del gel, i en cas que sigui
aixi veure quina es l'evolucio de la poblacio.

Es duen a terme quatre experiments en els quals s'immobilitzen
diferents concentracions de cel•lules en gels de la mateixa concentracio
de carragenat (4 per cent) i es segueix la seva concentracio a l'interior

de les particules. El metode que s'utilitza per a mesurar la concentracio

de cel•lules es el recompte d'unitats formadores de colonies, ates yue, al
comencar a concentracions baixes de ccl•lules, el recompte directe al
microscopi no es pot ernprar i per altra banda el mctode espectrofoto-
metric no es adient degut a la interferencia del carragenat. Cal recordar
que les concentracions que s'obtenen per recompte d'unitats formado-
res de colonies (UFC) son mes baixes que les trobades per recompte
directe al microscopi. Les concentracion inicials al gel (en UFC per
gram de gel) son les seguents: 10' a l'experiment A, 106 a ]'experiment
B, 104 a ]'experiment C i 103 a ]'experiment D. Els resultats d'aquests
experiments es presenten a les figures 13 a 16.

Es pot observar que als tres primers experiments la concentracio de
cel•lules augmenta molt durant els dos primers dies fins arribar a un
maxim, a continuacio del dual comen4a a disminuir fins estabilitzar-se
als voltants de 108 , independenment de la concentracio inicial de
cel•lules que tingui el gel. D'altra banda les dades de ]'experiment D
son molt disperses i aix6 es degut al creixement irregular en el gel, que
es apreciable visualinent. Degut a aquesta irregularitat, les particules
clue s'agafen de mostra poden tenir concentracions de ecl•lules molt
diferents.

Per tant, podem concloure que per a concentracions inicials de
ccl•lules immobilitzades de i'ordre de 10° cel•lules per gram de gel o
superiors, les cel• Jules creixen d'una manera uniforrne dins el gel i
arriben a assolir una poblacio estacionaria.

Tambc s'aprecia en els quatre experiments que les cc1 •lules surten
fora de les particules, ja c] ue s'aprecia que la terbolesa del medi va aug-
mentant, degut a la proliferacio de cel•lules a ]'exterior del biocatalitza-
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Fig. 13. Creixement de cel•lules immobilitzades . Exp. A. Concentracio initial al

gel = 1.29 107 UFC/g.

I 2 3 1 5 6 7 16 9 10 11 12 13

Temps (dies)

14 15 16 17 B I9 20

Fig. 14. Creixement de ce1.1u1es immobilitzades. Exp. B. Concentraci6 initial ai

gel = 1.1 106 cel./g.
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Fig. 15. Creixement de cel•lules immobilitzades. Exp. C. Concentracio inicial al
gel = 2.74 104 cel./g.

Temps (dies)

Fig. 16. Creixement de cel•lules immobilitzades. Exp. D. Concentracio inicial al
gel = 3.9 103 cel./g.
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dor. A mes a mes, la glucosa del medi s'exhaureix aproximadament en
un dia. Ambdos fets obliguen a canviar diariament el medi d'alimenta-
cio, operacio que s'aprofita per a rentar les particules de gel amb
soluci6 de KCl al 2 per cent, per tal d'eliminar les cel•lules adherides a
1'exterior de les particules i que poden pasar facilment al medi fresc que
s'afegeix. Malgrat aquesta precaucio, es produeixen noves proliferations
al medi, degudes a noves cel•lules que continuament surten fora del gel.

Els experiments tenen una duracio de vint dies i en acabar es fa un
recompte de la concentracio de cel•lules als gels i de la seva viabilitat, els
resultats dels quals es donen a la taula IV.

Cal remarcar que, durant el creixement de cel•lules a l'interior de
les particules, aquestes no sofreixen alterations apreciables en el seu
volum i forma.

TAULA IV

Recompte final de cel•lules al microscopi despres del creixernent dins del gel i

determinaci6 de viabilitat.

Experiment Concentraci6 de cel•lules (cel./g de gel)
Vives Mortes Totals Viabilitat (%)

A 1.48109 1.26109 2.94109 53.90
B 0.91 109 0.78109 1.69109 54.05
C 0.58109 0.33109 0.91109 63.40
D 0.38109 0.37109 0.75109 50.68

Per tal d'arribar als objectius fixats a 1'apartat anterior, entre els
quals es troba estudiar la distribucio de cel•lules a 1'interior de les parti-
cules, es veu la necessitat d'observar-les al microscopi.

Microscopia electronica de rastreig.

Amb aquest metode nomes es poden observar particules amb una
elevada concentracio de cel•lules. En el cas de les particules amb con-
centracions baixes, el metode de deshidratacio previ a l'observacio
microscopica afecta molt seriosament el diametre de la particula, que
queda molt reduit.

[Butll. Soc . Cat. Cien], Vol. V, 1985



58 FRA.VCF.SC GODIA I CASABLANCAS

S'observen particules dels experiments de 1'apartat anterior, Yuan la
poblacio a 1'interior es alta, i s'obte evidencia de:

l'elevada densitat de cel•lules a les particules.
la viabilitat de les cel•lules i la seva capacitat de reproduir-se dins

el gel.
la sortida vers 1'exterior de cel•lules crescudes dins el gel.

Les darreres observacions s'il•lustren a la figura 17, on es presenten
fotografies obtingudes per ayuest metode.

Fig. 17. Fotografies corresponents a I'observaci6 de la parer externa de particules

amb cel•lules immobilitzades mitjancant microscopia electronica de rastreig.
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Microscopia optica.

Aquest metode permet l'observaci6 de sections transversals de par-

ticules. amb la qual cosa es pot determinar quina es la distribuci6 de les

cel•lules al seu interior. A la figura 18 es poden veure les fotografies

corresponents a un tall d'una particula de 1'experiment de 1'apartat

anterior, immediatament despres de la immobilitzacio, i a la figura 19

les corresponents a una particula del mateix tipus en acabar 1'experi-

ment.

Fig. 18. Fotografics corresponents a 1'observaci6 al microscopi optic d'un tall de

10 mm de gruix d'una particula de cel•lules immobilitzades immediatament despres

de la seva formacio.
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Fig. 19. Fotografies corresponents a l'observacio al microscopi optic d'un tall de
5 µm de gruix del mateix tipus de partfcules de la figura 18 despres de la seva incu-
bacio en medi de cultiu.

Les diferencies entre els dos tails son remarcables. El primer sembla
practicament buit i nomes s'observa 1'estructura de les parets de carra-
genat, que semblen mes gruixudes a 1'exterior. El segon, en canvi, to una
elevada densitat cellular i 1'espai al seu interior es distribueix en zones
plenes de cel•lules i espais buits que segurament corresponen a 1'estruc-
tura porosa de la particula. Tambe es molt important en aquest tall
1'evidencia de que les cel•lules han crescut mes a la part exterior de la
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particula. Aquesta ultima consideracid coincideix amb les fetes per
altres autors 13 14 i indica una limitacid del creixement dins el gel
per la difusi6 del substrat. Per ultim, tambe s'evidencia el creixement de
cel•lules cap a 1'exterior de la particula.

5.3. F'ermentacio alcoholica en continu amb cel•lules immobilitzades

Es porta a terme un experiment amb el reactor tubular reblit amb
particules de cel•lules immobilitzades de diametre 4 min aproximada-
ment. La part del fermentador que no estA en contacte directament
amb la camisa de refrigeracid, 5 cm a cada extrem, es rebleix amb parti-
cules inerts de vidre per tal d'assegurar que el control de la temperatura
sigui el mes acurat possible a tot el reactor. Aixi doncs la longitud de la
part del fermentador plena de cel•lules immobilitzades es de 40 cm.

La preparaci6 de l'experiment s'indica a 4.7 i cal fer esment especial
de les precaucions que cal tenir per tal d'evitar qualsevol tipus de conta-
minaci6 al sistema.

El medi d'alimentacid te una concentracid de 165 g/l de glucosa i
pH 5.2, despres d'esterilitzar-lo es deixa rcfredar i saturar d'aire durant
un dia scncer. D'aquesta forma es considera que el nivell d'oxigen al
medi es suficient per als requeriments de la fermentaci6. La tempera-
tura del reactor es mante a 25°C.

La concentraci6 de cel•lules es segueix per recompte al microscopi.
Es mesura la concentracid al gel abans i despres de 1'experiment i la
concentracid de cel•lules a la sortida del reactor. Els resultats obtinguts
son els segiients:

Concentracio de cel•lules al reactor (cel/g de gel)

Abans de 1'experiment . . . . . . . . . . 9.75 1 08
Despres de 1'experiment . . . . . . . . . . 1.25 10'

Concentracio de cel•lules a la sortida del reactor 2.07 10'

A les figures 20 a 22 es donen els resultats dels perfils de glucosa i
etanol a l'interior del fermentador, corresponents a tres cabals diferents,
seleccionats entre els cinc amb que s'ha treballat . A la taula V es donen
1es productivitats d'etanol i les principals caracteristiques d'operaci6 del
reactor pels diferents cabals emprats. En aquests calculs s'ha considerat
que el volurn liquid efica4 era el 40 per cent del volum total del Ilit,
valor acceptat per a gels de carragenat i que to en compte 1'acumulaci6
de gas dins el reactor's
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El funcionament del reactor es, en general, prou satisfactori. S'ob-

serva que es poden aconseguir productivitats elevades d'etanol i que la

concentraci6 i viabilitat de les cel•lules dins el reactor es mantenen a

alts nivells durant els cinc dies d'operaci6. Tambe s'evidencia que un

elevat percentatge de la reacci6 es porta a terme en els primers quinze

cm de reactor. D'altra banda, l'acumulaci6 de bombolles de gas dins el

reactor es prou important i la concentraci6 de cel•lules a la sortida forca

elevada.

TAULA V

Principals caracteristiques d'operacio del reactor tubular amb cel•lules

immobilitzades.

Cabal Temps de % utilitzacio Conc. etanol Productivitat

(ml/hr) residencia (hr) de sucres sortida (g/1) (g/l hr)

20.2 4.01 98.2 63.5 16.25

44.0 1.84 96.0 72.5 39.67

71.1 1.14 84.2 58.0 50.87

105.4 0.77 63.6 45.0 58.44

156.8 0.52 55.7 32.5 61.53

Longitud de reactor (cm)

Fig. 20. Perfils de concentracio al reactor en un experiment en continu . Cabal 44

ml/hr.
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Longitud de reactor (cm)

Fig. 21 . Perfils de concentracio al reactor en un experiment en continu. Cabal
71.12 ml/hr.

Longitod del reactor (cm)

Fig. 22. Perfils do concentraci6 al reactor en un experiment en continu. Cabal
105.41 ml/hr.
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6. CONCLUSIONS

Les conclusions a les quals arribem despres del treball efectuat son

les seguents:

-- La cinetica de creixement en discontinu dels llevats seleccionats
per a portar a terme el treball no es veu molt afectada per la concentra-
cio de glucosa inicial en els marges que s'ha treballat, pero si per la
d'etanol que primerament inhibeix el creixement del llevat i tot seguit
la seva capacitat fermentativa.

- La modelitzacio matematica d'aquesta cinetica no s'ha pogut rea-
litzar de forma completament satisfactoria. Entre els models estudiats,
tanmateix, el que considera al mateix temps la inhibicio no competitiva
de 1'etanol i 1'efecte de la biomassa, sembla el mes prometedor. De tota
manera es fa necessari un aprofundiment en el coneixement dels meca-
nismes d'inhibicio per poder formular models amb mes sentit fisic.

-- s'ha posat a punt un metode d'immobilitzacio de cel•lules em-
prant gels de carragenat, el qual es senzill, permet immobilitzar concen-
tracions importants de cel•lules i no afecta la seva viabilitat.

-- les propietats mecaniques i hidrodinamiques dels gels son adequa-
des quan la seva concentracio de carragenat es superior al 2 per cent.

- les cel•lules immobilitzades per aquest metode estan vives i es repro-
dueixen en presencia de nivells adequats de nutrients. El creixement es
mes acusat a la part externa de les particules i part de les cel•lules surten
a l'exterior de les mateixes.

-- la poblacio cellular a 1'interior de les particules de cel•lules
immobilitzades evoluciona cap a un estat estacionari, independentment
de la concentracio inicial, quan aquesta es de l'ordre de 104 cel/g o
superior.

s'ha posat a punt una instal•lacio experimental per a la produccio
en continu d'etanol en un reactor amb cel•lules immobilitzades. Les
seves productivitats son prou elevades. L'evolucio de gas al seu interior
es prou important i constantment surten cel•lules cap a fora del reactor.
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8. NOMENCLATURA

A650 Absorbancia a 650 nm
ks Constant del terme de substrat als models de creixement, g/1
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kp Constant del terme de producte als models de crcixcment, g/l
P Concentracio d'etanol, g/l
Pc Concentracio de producte (etanol) critica per sobre de la qual

les cel•lules no poden creixer, g/l
S Concentracio de substrat, g/l
t Temps, hr
UFC Unitats forniadores de colonies
X Concentracio de cel•lules
µ Velocitat especifica de creixement de cel•lules, hr-'
v Velocitat especifica de produccio d'etanol, hr-'

Subindex

0 Conditions initials

m Valor maxim
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