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@ Resumen:

Procedimiento de obtencion de biocapsulas de levaduras,
biocapsulas asi obtenidas y aplicaciones.

Dicho procedimiento comprende la operacion de provo-
car una co-inmovilizacién espontanea entre un hongo fila-
mentoso y una levadura, creando artificialmente las con-
diciones adecuadas para inducir la correspondiente sim-
biosis entre ambas, en ausencia de soportes fisico-quimi-
Cos.

Dichas biocépsulas tienen forma de esferas huecas, cuya
pared presenta una superficie lisa compuesta por micelio
de dicho hongo y células de dicha levadura atrapadas,
que limita un espacio interior ocupado parcialmente por
células de levaduras libres y otras asociadas a hifas.

Las citadas biocapsulas tienen aplicacién en procesos fer-
mentativos industriales.
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DESCRIPCION

Procedimiento de obtencién de biocdpsulas de le-
vaduras, biocdpsulas asi obtenidas y aplicaciones.
Campo técnico de la invencion

La presente invencidn se encuadra dentro del cam-
po técnico de la Biotecnologia y Microbiologia In-
dustrial, y més concretamente dentro del sector de la
inmovilizacién de biocatalizadores para procesos fer-
mentativos, o para procesos de degradacién u obten-
cién de productos quimicos.

Mais especificamente, la presente invencién pro-
porciona un procedimiento para la obtencién de bio-
cépsulas, que presentan importantes ventajas técnicas
dentro del campo de la inmovilizacién de biocataliza-
dores y de sus aplicaciones.

Estado de la técnica anterior a la invencién

Los mohos y las levaduras son hongos amplia-
mente distribuidos en la Naturaleza. Los mohos u
hongos filamentosos se presentan como largos fila-
mentos de células (hifas) que forman un micelio, ma-
sa enredada mds o menos compacta. Las levaduras
son hongos unicelulares, normalmente de forma oval
o cilindrica. Los mohos como Penicillium y Aspergi-
llus son aerobios y debido a sus actividades quimi-
cas son muy importantes en la industria (produccién
de: antibidticos, quesos, 4cido citrico, dcido glucéni-
co, 4cido gélico y numerosas enzimas que se aplican a
multitud de procesos industriales como sacarificacio-
nes). Saccharomyces cerevisiae es una levadura anae-
robia facultativa y tiene una gran importancia econé-
mica porque interviene en procesos de fermentacién
alcohdlica para la obtencién de etanol y bebidas al-
cohdlicas. Determinadas razas de S.cerevisiae pueden
formar un velo o flor en la superficie del vino una vez
terminada la fermentacién alcohdlica y agotados los
azucares fermentables, una forma de inmovilizacion
espontédnea.

Estas son las levaduras de flor (Martinez et al.,
1997). Para mas informacidn sobre hongos filamento-
sos y levaduras de uso industrial ver Leveau y Bouix
(2000).

Segin Chibata (1978) la inmovilizacién de enzi-
mas es aquella en la que “las enzimas se encuentran
fisicamente confinadas o localizadas en una regién
definida de espacio manteniendo su actividad catali-
tica, y pueden ser repetida y continuamente utiliza-
das”. El término de “inmovilizacién” también es apli-
cable a organulos celulares y a células tanto microbia-
nas como de plantas o de animales. La inmovilizacién
de células tiene una serie de ventajas para los proce-
sos industriales de fermentacién como: aumento de la
productividad, estabilidad celular y reduccién de los
costes del proceso debido a la f4cil recuperacién y re-
ciclaje de las células (Groboillot et al., 1994). Tanaka
y Kawamoto (1999) describen numerosos métodos de
inmovilizacién y los clasifican en cuatro categorias:

1) Métodos de unién de biocatalizador a un sus-
trato portador o soporte insoluble en agua, me-
diante uniones idnicas, covalentes, adsorcion
fisica o uniones bioespecificas. Los materiales
mds empleados son: polisacdridos insolubles en
agua (celulosa, dextrano y derivados de la aga-
rosa), proteinas (gelatina y albimina), polime-
ros sintéticos (derivados del poliestireno, resi-
nas de intercambio i6nico y poliuretano) y ma-
teriales inorgdnicos (arcilla, cristal, arena, cera-
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mica y magnetita) éstos soportes se pueden uti-
lizar directamente o después de una activacion.

2) Métodos de los enlaces cruzados, mediante la
utilizacién de compuestos biomultifuncionales
(ej. el reactivo mas utilizado es el glutaraldehi-
do que entrecruza grupos amino mediante unio-
nes base de Schiff, también se emplean diiso-
cianato de tolueno y de hexametileno) que van
a dar lugar a redes insolubles en agua de los
biocatalizadores.

3) Métodos de atrapamiento, mediante la reten-
cién del biocatalizador en un enrejado produ-
cido por una matriz de uno o varios polime-
ros (gel de poliacrilamida, gel de alginato, gel
de carragenato, resinas sintéticas), o mediante
la encapsulacién: en microcdpsulas de un po-
limero sintético semipermeable, en liposomas,
membranas o micelas inversas.

4) Una combinacion de los tres métodos anterio-
res:

Se han obtenido de manera natural inmovilizacio-
nes de un tnico microorganismo, mediante la agre-
gacion de células en pequefios pellets o microesferas,
como levaduras floculantes, bacterias o micelios de
hongos. (Webb et al., 1986; Fontana et al. 1991; Wiec-
zorek and Michalski, 1994; Paiva et al., 1996). Tam-
bién se han obtenido microesferas no huecas (150-200
um) utilizando distintos polimeros como carragena-
to, Sephade G-25-50, coldgeno, celulosa, etc. (Peru-
sich et al., 1991; Szajani et al., 1996, Nigam, 2000).
También se han realizado microencapsulaciones, so-
bre todo para la inmovilizacién de enzimas porque
una gran cantidad de enzimas pueden ser atrapadas
con polimeros sintéticos (talato de acetato de celulo-
sa) sin que se desnaturalicen o sufran modificaciones
quimicas (Tzan et al., 1991; Gibbs et al., 1999). Otras
técnicas han conseguido la co-inmovilizaciéon de As-
pergillus awamori y Saccharomyces pastorianus uti-
lizando varios soportes de celulosa (Fujii et al., 2001),
para su aplicacién en la obtencion de etanol a partir de
almidén, mediante una sacarificacién y fermentacién
simultdnea. También se han co-inmovilizado las leva-
duras S. cerevisiae y Candida shehatae en una estruc-
tura de membrana de microporos/capa de agar, que se
ha aplicado en la fermentacion alcohdlica continua de
mezcla de glucosa/xilosa (Lebeau et al., 1998).

En los parrafos anteriores se ha hecho referen-
cia a las citas bibliograficas de forma abreviada, para
no hacer demasiado farragosa la exposicién. Seguida-
mente, se hace una enumeracién de dichas citas bi-
bliogréficas indicando todos los datos necesarios para
poder localizarlas facilmente, si fuera preciso.
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El solicitante ha encaminado sus esfuerzos inves-
tigadores en el sector de la inmovilizacién de bioca-
talizadores que constituye un campo de la Biotecno-
logia de gran interés por sus multiples aplicaciones
industriales.

Como resultado de dichos esfuerzos ha consegui-
do poner a punto un nuevo proceso de inmovilizacién
de biocatalizadores que aporta importantes ventajas
en el campo. Este hallazgo constituye la base de la
presente invencidn la cual se expone con todo deta-
lle en los siguientes apartados de la presente memoria
descriptiva.
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Descripcion detallada de la invencion

La presente invencidn, tal y como se expone en
su enunciado, se refiere a un procedimiento para la
obtencién de biocdpsulas de levaduras, a las propias
biocdpsulas asf obtenidas y a sus aplicaciones.

La originalidad de la presente invencidn consiste
en provocar una co-inmovilizacién espontdnea de dos
microorganismos: un hongo filamentoso y una leva-
dura, mediante una induccidn simbidtica, en ausen-
cia de compuestos quimicos de unién y de soportes
externos, creando artificialmente las condiciones ade-
cuadas para favorecer la correspondiente simbiosis.

Dicha co-inmovilizacién se consigue afiadiendo al
medio de cultivo un nutriente no utilizable por la leva-
dura y si por el hongo filamentoso en un medio tam-
ponado y agitado.

Mediante dicha técnica se obtienen biocdpsulas
huecas, cuya pared estd compuesta por micelio y célu-
las de levaduras atrapadas, unidas probablemente por
fenémenos de adsorcién bioespecifica. A este respec-
to, el solicitante ha podido comprobar que las leva-
duras de flor se adhieren mads eficientemente que las
levaduras que no poseen esta propiedad, para propor-
cionar capsulas huecas de forma esférica y superficie
lisa, cuyas paredes limitan un espacio interior parcial-
mente ocupado por células de levaduras libres y otras
asociadas a hifas, formando racimos, quedando el me-
dio de cultivo transparente.

De acuerdo con lo anterior, es de destacar que la
novedad de la presente invencién reside fundamen-
talmente en utilizar como sustrato inmovilizador un
organismo vivo (el citado hongo filamentoso) en lu-
gar de un soporte fisico-quimico inerte, como en la
técnica anterior.

Las biocdpsulas de levaduras de la presente inven-
cién son muy dtiles en diversas aplicaciones indus-
triales.

La operacion de co-inmovilizacién que constituye
la base de la presente invencion esta caracterizada por
el cultivo de hongos filamentosos y levaduras en me-
dios tamponados, en ausencia de soportes fisicos ex-
ternos inertes, conteniendo dichos medios nutrientes
utilizables por los hongos filamentosos y no utiliza-
bles por las levaduras.

Basicamente la técnica desarrollada por la presen-
te invencion consiste en crear las condiciones adecua-
das para que se produzca dicha simbiosis. Dichas con-
diciones son fundamentalmente las siguientes:

1) Un medio de cultivo provisto de una fuente de
carbono utilizable por el hongo filamentoso y
no utilizable por la levadura. Entre las fuentes
de carbono que cumplen estos requisitos pue-
den citarse el dcido glucénico, almidén, celulo-
sa, inulina y otras moléculas coloidales simila-
res.

2) Un medio de cultivo tamponado de tal modo
que el pH no disminuya durante el proceso co-
mo consecuencia de la excrecién de dcidos por
el hongo filamentoso (tales como 4cido citrico,
dcido glucénico, etc.). Es muy importante con-
trolar adecuadamente el pH del medio para evi-
tar que las células de levadura mueran, en cuyo
caso, las biocdpsulas formadas estarian consti-
tuidas solamente por el hongo filamentoso, que
darfa lugar a unas esferas laxas y fibrosas no
lisas. En concreto dicho pH debe mantenerse
entre 3y 7.
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3) Un medio de cultivo agitado permanentemente
para que no mueran las células de hongo fila-
mentoso y puedan producirse las biocdpsulas.
La agitacion se puede llevar a cabo con un agi-
tador orbital, en un fermentador con un siste-
ma de agitacidn-aireacién, o con cualquier otro
medio que resulte adecuado para la agitacién
requerida. El tamafio de las biocdpsulas con
forma de esfera depende fundamentalmente de
factores externos como la velocidad y el tiempo
de agitacion, pudiendo variar su didmetro entre
unos milimetros y varios centimetros. Otro fac-
tor importante es la temperatura de incubacion.

Bésicamente, como resumen de lo expuesto ante-
riormente, la obtencién de biocdpsulas de células de
levadura depende de factores internos, como son los
microorganismos de partida empleados y la compo-
sicién quimica del medio; y de factores externos que
deben estar controlados, como son la temperatura de
incubacién, la velocidad de agitacion y el tiempo de
agitacion.

Entre los factores internos y externos se hace se-
guidamente una enumeracion de los que son especial-
mente adecuados para la ejecucién de la invencion:
Factores internos:

a) Microorganismos

- Razas de Saccharomyces cerevisiae como ca-
pensis, bayanus, etc.

- Especies de hongos filamentosos Aspergillus,
Penicillium, etc.

b) Composicién del medio

- YNB (“yeast nitrogen base”) sin aminoéci-
dos.

- Fuente de carbono utilizada por el hongo fila-
mentoso y no por la levadura (almidén, celu-
losa, inulina, 4cido glucénico, etc.).

- Medio tamponado.
- pHentre3y7
Factores externos:

- Temperatura de incubacién comprendida entre
20y 30°C.

- Velocidad de agitacion entre 90-270 rpm.
- Tiempo 24 6 mds horas, de cultivo.

Si bien la descripcidn hecha en lo que antecede es
suficientemente evidente cOmo para que un experto
en el campo pueda apreciar las ventajas de la presente
invencién, seguidamente se insiste sobre las mismas
de forma mas especifica.

Las técnicas anteriores para la co-inmovilizacién
utilizan soportes como celulosa, membranas semiper-
meables de polimeros sintéticos, liposomas, etc. En la
presente invencion, el soporte, la matriz, es uno de los
microorganismos que se va a inmovilizar, por lo tan-
to se elimina el gasto de la inmovilizacién ya que no
se utiliza ningln soporte inerte externo. Asi pues, se
trata de un método sencillo, facil y barato, sin la ne-
cesidad de un portador inerte externo. Por otro lado,
las uniones e interacciones que se producen entre los
organismos son naturales, por lo que sus actividades
cataliticas no deben de afectarse ya que no se trata de
una inmovilizacién forzada.
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Se consigue una “coinmovilizacién” en la que se
puede utilizar a los dos microorganismos activos para
procesos simultdneos como una sacarificaciéon y una
fermentacion, o bien solamente a la levadura activa en
procesos sin aireacion (fermentacién), donde el hon-
go filamentoso actuaria de soporte inerte.

Una ventaja adicional, consiste en la posibilidad
de vaciar el interior de la biocdpsula y rellenarla con
otros tipos de células o biocatalizadores para realizar
otros procesos mediante confinamiento de una gran
densidad de células dentro de la biocdpsula. Se trata
pues de una fuente renovable de células, ya que las
células crecen en el interior de las esferas y parte se
van liberando al medio regenerandose continuamente
funcionando como transportadores y fuentes de célu-
las. Ademads, por lo general son facilmente separables
del medio en que se lleve a cabo el proceso lo que
ademds de agilizarlo lo abarata.

Las biocdpsulas de la presente invencidn tienen
una amplia diversidad de aplicaciones industriales es-
pecialmente en el campo de los procesos fermentati-
vos y en la industria de la alimentacion.

Como ilustrativas de alguna de dichas aplicacio-
nes, en concreto pueden mencionarse las siguientes:

1) Procesos fermentativos para la produccién de
etanol a partir de distintos sustratos carbona-
dos; melazas, almidon, celulosa, inulina, entre
otros.

2) Utilizacién como soporte para otros biocatali-
zadores en procesos de obtencion y recupera-
cién de productos de alto valor afiadido.

3) Obtencion de bebidas fermentadas.
4) Clarificacion de liquidos.

Ademés, las biocdpsulas de la presente invencién
pueden utilizarse en los mencionados procesos, tanto
si se llevan a cabo en forma continua o por tandas o
lotes.

Breve descripcion de la figura

La Figura 1 y unica anexa es una representacion
grafica de la evolucién de la velocidad de produccién
de CO2 de las células de levadura inmovilizadas y li-
bres (testigo) sobre el medio de melazas (9% aztca-
res, 0,3% sulfato aménico, Ph=7), correspondiente a
la realizacién del Ejemplo 2.

Modos de realizacion de la invencion

La presente invencién se ilustra adicionalmente
mediante los siguientes ejemplos, los cuales no deben
considerarse, en absoluto, como limitantes del alcan-
ce de la invencién, definido tnica y exclusivamente
por la nota reivindicatoria adjunta.

Ejemplo 1:
Obtencion de biocdpsulas de S.cerevisiae (capensis)
y A.niger.

Para la obtencidn de biocdpsulas de S.cerevisiae
(capensis) y A. niger, se emplearon las siguientes con-
diciones:

1) Composicién del medio

- YNB sin aminoécidos

- Acido glucénico

- Na,HPO, ; KH,PO, y NaOH
2) Preparacién del medio

- Disolucién del YNB en agua destilada se-
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gun las indicaciones del fabricante y adicién
de 4cido glucénico hasta aproximadamente 5
g/L.

- Ajuste del pH hasta un valor de 7 con sales
de 4cido fosférico y con hidréxido sédico.

3) Esterilizacion del medio en autoclave (120°C,
15 min) e inoculacién con células de levadura
(1x10° cel/mL) y esporas de hongo filamentoso
(varias asas de siembra).

4) Termostatizacién a 28°C y agitacién a 90 rpm
en agitador orbital durante 48 h.

Se obtuvieron asi biocdpsulas esféricas con un
didmetro medio de esfera de 15 mm de didmetro y
se recogieron con un tamiz de 0,2 mm.

Ejemplo 2:
Aplicacion de biocdpsulas para la obtencion de eta-
nol.

Se emplearon las biocdpsulas obtenidas a partir de
S. cerevisiae (capensis) y una especie de Penicillium,
por un proceso andlogo al descrito en el Ejemplo 1 an-
terior, en la obtencion de etanol a partir de la fermen-
tacion de melazas, reutilizandose en siete ocasiones
sin que se observase una disminucién de su actividad
fermentativa.

Se comparé el efecto de la inmovilizacién sobre la
cinética de fermentacion, cuyos resultados se mues-
tran en la Figura 1 adjunta.

Dicha Figura representa graficamente la evolucién
de la velocidad de produccién de CO, de las células
de levaduras inmovilizadas y libres (testigo) sobre un
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medio de dichas melazas constituido por 9% de azu-
cares, 0,3% de sulfato amoénico, pH=7; los datos se
han obtenido por diferencia de peso con respecto al
peso total inicial de melazas.

En dicha Figura 1 puede observarse que:

(1). El perfil de la curva de fermentacién en el me-
dio de melazas fermentado con células libres es dis-
tinto a los observados cuando se utilizan células in-
movilizadas, que son mds suaves y similares entre si.
El retraso observado, la primera vez que se fermen-
t6 con células inmovilizadas, se debe a un periodo de
adaptacion al medio de fermentacién. (2). La veloci-
dad méxima de fermentacién se alcanzé con las cé-
lulas de levadura libres cuando se inoculan en plena
actividad fermentativa. (3). La duracién del proceso
(alrededor de 5 dias) y el contenido de etanol alcan-
zado (41 gl™") son similares en todos los casos.

Las capsulas utilizadas en este experimento son
cépsulas tipicas de la presente invencién con forma
de esferas huecas de hongo filamentoso y células de
levadura, de varios tamafios, flexibles, eldsticas y muy
estables a situaciones drésticas. Estas bolas permiten
el crecimiento de las células de levadura y su regene-
racién constante, funcionando como cédpsulas de cé-
lulas de levadura, sin que se altere las propiedades del
portador, y pudiéndose reutilizar un nimero elevado
de veces en condiciones adecuadas y sin pérdida de
actividad ni de viabilidad de las células de levadura.
El hongo filamentoso sirve como mero portador.

El tamano de las esferas utilizadas oscil6 entre 2
y 20 mm de didmetro, con espesores de 0,5 y 1,5 mm
respectivamente.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtencién de biocdpsulas de
levaduras, caracterizado porque comprende la ope-
racién de provocar una co-inmovilizacién espontdnea
entre dos microorganismos, a saber, un hongo fila-
mentoso y una levadura, creando artificialmente las
condiciones adecuadas para inducir la correspondien-
te simbiosis entre ambos microorganismos, y todo
ello en ausencia de soportes fisico-quimicos conven-
cionales.

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, carac-
terizado porque una primera de entre las citadas con-
diciones adecuadas para inducir dicha simbiosis, es el
empleo de un medio de cultivo provisto de una fuente
de carbono utilizable por dicho hongo filamentoso y
no utilizable por dicha levadura.

3. Procedimiento segtin la reivindicacién 2, carac-
terizado porque dicha fuente de carbono estd selec-
cionada entre 4cido glucénico, almidén, celulosa, inu-
lina y otras moléculas coloidales relacionadas.

4. Procedimiento segun la reivindicacién 1, carac-
terizado porque una segunda de entre las citadas con-
diciones adecuadas para inducir dicha simbiosis, es el
empleo de un medio de cultivo tamponado, para con-
trolar que el pH no baje hasta un valor en el que mue-
ran las células de levadura.

5. Procedimiento segtin la reivindicacidn 1, carac-
terizado porque una tercera de entre las citadas con-
diciones adecuadas para inducir dicha simbiosis, es el
empleo de un medio de cultivo permanentemente agi-
tado que permita la formacion de dichas biocdpsulas
que tienen forma esférica con un didmetro compren-
dido entre unos milimetros y varios centimetros.

6. Procedimiento segtn la reivindicacion 1, carac-
terizado porque dicho hongo filamentoso se escoge
entre los de las especies Aspergillus y Penicillium.

7. Procedimiento segtin la reivindicacién 1, carac-
terizado porque dicha levadura se selecciona entre las
razas de Saccharomyces cerevisiae.

8. Procedimiento segtin la reivindicacién 7, carac-
terizado porque dicha raza de levadura es capensis.

9. Procedimiento segun la reivindicacién 7, carac-
terizado porque dicha raza de levadura es bayanus.
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10. Procedimiento segun la reivindicacién 4, ca-
racterizado porque dicho pH se mantiene entre 3 y
7 durante la operacién de co-inmovilizacién por sim-
biosis de dicho hongo y dicha levadura.

11. Procedimiento segtin una cualquiera de las rei-
vindicaciones anteriores, caracterizado porque otras
condiciones adicionales para inducir dichas simbio-
sis, incluyen llevar a cabo el cultivo a una temperatura
de incubacion de 20-30°C a una velocidad de agita-
cién de 90-270 rpm, y durante un periodo de tiempo
de 24 horas a 120 horas.

12. Biocapsulas obtenidas por el procedimiento
definido por una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 11 anteriores, caracterizadas por tener forma de
esferas huecas, cuya pared presenta una superficie li-
sa compuesta por micelio de dicho hongo y células
de dicha levadura atrapadas, limitando dicha pared un
espacio interior parcialmente ocupado por células de
levadura libres y otras asociadas a hifas, formando ra-
cimos.

13. Biocépsulas segtn la reivindicacion 12, carac-
terizadas porque dichas esferas tienen un didmetro
comprendido entre 0,2 mm y 5 cm.

14. Utilizacién de las biocdpsulas definidas en las
precedentes reivindicaciones 12 y 13, como agentes
de fermentacion en procesos fermentativos industria-
les.

15. Utilizacién segtn la reivindicacién 14, carac-
terizada porque dichos procesos fermentativos estin
destinados a la produccién de etanol a partir de una
fuente de carbono seleccionada entre melazas, almi-
don, celulosa e inulina.

16. Utilizacién de las biocdpsulas definidas en las
precedentes reivindicaciones 12 y 13, como soporte
para otros biocatalizadores en procesos de obtencién
y recuperacion de productos industriales de alto valor
afiadido.

17. Utilizacién de las biocdpsulas definidas en las
precedentes reivindicaciones 12 y 13, para la obten-
cion de bebidas fermentadas.

18. Utilizacién de las biocdpsulas definidas en las
precedentes reivindicaciones 12 y 13, para la clarifi-
cacion de liquidos en procesos industriales.
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