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Resumen

Este trabajo presenta el desarrollo de una plataforma microfluidica para la produccién de capsulas de hidrogel que permite
encapsular simultineamente células de levadura Saccharomyces cerevisiae. Mediante el uso del dispositivo microfluidico se
generaron gotas monodispersas de un copolimero fotorreactivo (DMAA-MABP-SSNa) que, al ser irradiadas con luz UV (A
=365 nm), forman capsulas estables de aproximadamente 1000 pm con una distribucion de tamafio homogénea. Se evalud la
actividad metabolica de las levaduras encapsuladas mediante el consumo de glucosa y se compard6 su viabilidad y capacidad
de almacenamiento frente a células libres (cultivadas en suspension), a4 °C y 30 °C, durante 15 dias. Las capsulas de hidrogel
con mayor concentracion de polimero (150 mg/mL) mantuvieron mas del 50 % de viabilidad celular luego de 15 dias a 4 °C,
mientras que para las células libres su viabilidad decay6 en pocos dias. Asimismo, estas capsulas de hidrogel redujeron
notablemente la turbidez del medio de fermentacion en comparacién con las células libres, alcanzando un Indice de Eficiencia
Metabdlica Relativa (RMEI) de 0,341. Los resultados obtenidos posicionan a esta plataforma como una alternativa robusta y
versatil para el almacenamiento celular sin refrigeracion y para su uso en biorreactores fermentativos en las industrias

alimentaria, de bebidas y farmacéutica.
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Abstract

This work presents the development of a microfluidic platform for the production of hydrogel beads, allowing for the
simultaneous encapsulation of Saccharomyces cerevisiae yeast cells. Using this microfluidic device, monodisperse droplets
of a photoreactive copolymer (DMAA-MABP-SSNa) were generated, which, upon UV irradiation (A =365 nm), formed stable
beads of approximately 1000 um with a homogeneous size distribution. The metabolic activity of the encapsulated yeast was
evaluated through glucose consumption, and their viability and storage capacity were compared against free cells (suspension
cultures) at 4 °C and 30 °C for 15 days. Hydrogel beads with the highest polymer concentration (150 mg/mL) maintained
over 50% cell viability after 15 days at 4 °C, whereas the viability of free cells declined within a few days. Furthermore, the
use of these hydrogel beads significantly reduced the turbidity of the fermentation medium compared to free cells, achieving
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a Relative Metabolic Efficiency Index (RMEI) of 0.341. The obtained results position this platform as a robust and versatile
alternative for cell storage without refrigeration, and for its use in fermentative bioreactors within the food, beverage, and
pharmaceutical industries.

Keywords: microfluidics; yeast encapsulation; hydrogels; UV-crosslinking; bioreactors

Introduccion

Las tecnologias microfluidicas se han convertido en una herramienta clave en biotecnologia, al ofrecer entornos
controlados que permiten observar y manipular procesos celulares en tiempo real (Mozdzierz et al., 2015). Su aplicacion ha
impulsado avances significativos en ingenieria de tejidos, farmacologia y biologia molecular, asi como en la optimizaciéon de
procesos fermentativos en la industria alimentaria y de bebidas (Benucci et al., 2021). Una de las aplicaciones mas
prometedoras es la encapsulacion celular en gotas mediante matrices de hidrogel, empleando diversas cepas de levaduras y
materiales como alginato de calcio, agarosa o quitosano. Sin embargo, muchos de estos materiales presentan baja
reproducibilidad, propiedades mecéanicas subdptimas y biocompatibilidad limitada (Westman et al., 2012).

Un método novedoso para producir capsulas de hidrogel combina microfluidica de gotas con reticulacion
fotoquimica por insercion C,H (CHic) (Prucker & Brandstetter, 2018). Bajo irradiacion UV, unidades de benzofenona
incorporadas en la cadena polimérica alcanzan un estado triplete reactivo que extrae atomos de hidrogeno de cadenas vecinas,
formando enlaces C—C estables. Este proceso permite la formacion simultinea de la matriz de hidrogel y el atrapamiento
estable de material bioldgico dentro de una red porosa altamente ajustable (Alpsoy et al., 2023).

En este trabajo se utiliza la plataforma microfluidica para encapsular células de levadura Saccharomyces cerevisiae
(Laffort Zymaflore VL3) dentro de una matriz copolimérica ternaria (DMAA-MABP-SSNa), generada mediante la
reticulacion UV a A =365 nm. El objetivo es caracterizar los parametros morfologicos de las capsulas resultantes y evaluar
como la concentracion de polimero influye en la estabilidad estructural, la viabilidad celular y la actividad metabolica de las
levaduras encapsuladas.

Desarrollo
Se us6 un copolimero fotorreactivo sintetizado previamente a partir de N,N-dimetilacrilamida (DMAA), metacriloiloxi
benzofenona (MABP) y estirensulfonato de sodio (SSNa) en proporcion molar 92,5:5:2,5 (Toomey & Freidank, 2004).

El dispositivo microfluidico consistié en una bomba de infusion de doble jeringa conectada a una uniéon en T mediante
tubing de teflon (500 um DI). La fase continua (aceite fluorado) y la fase dispersa (solucion de polimero con levaduras) se
inyectaron en una relacion de flujos 1:5 (1,3:5,6 uL/min), generando gotas monodispersas que fueron reticuladas bajo lampara
UV (365 nm, 15 y 30 min) (Figura 1). Las capsulas resultantes se lavaron por centrifugacion y filtracion, y se resuspendieron
en buffer DPBS.

Se evaluaron dos concentraciones de polimero (100 y 150 mg/mL) con un inéculo inicial de 107-10# células/mL. La
actividad metabolica se determin6 mediante el consumo de glucosa por refractometria, con renovacion del medio cada 48 y
72 h. La viabilidad celular se evalué mediante ensayo colorimétrico (MTT) durante 15 dias de almacenamiento a 4 °C y 30
°C, y la turbidez del medio se midi6 por espectrofotometria UV-Vis (A = 600 nm). El analisis estadistico se realiz6 mediante
ANOVA de una y dos vias (p<0,05).
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Figura 1. Diagrama de flujo de la produccion de capsulas de hidrogel con levaduras encapsuladas.

Resultados
La plataforma produjo capsulas de hidrogel monodispersas con una longitud promedio de aproximadamente 1000 pm,

tanto para 100 mg/mL (999,9 £ 2.8 um) como para 150 mg/mL (998,9 + 1,6 um) de polimero, confirmando una alta
reproducibilidad dimensional. La microscopia optica y de fluorescencia confirmé la incorporacion homogénea de las células
de levadura dentro de la red polimérica sin comprometer la estabilidad interfacial del sistema bifasico (Figura 2).

Figura 2. Micrografias de capsulas de hidrogel con células de levadura. (a) Microscopia éptica. (b) Microscopia de

fluorescencia. 10x Magnificacion.

El analisis por microscopia electronica de barrido (SEM) reveld diferencias estructurales entre concentraciones: las
capsulas de hidrogel de 100 mg/mL mostraron mayor elasticidad, con expansion de la membrana para acondicionar el
crecimiento celular, mientras que las de 150 mg/mL presentaron una matriz mas rigida, con ruptura localizada en lugar de

expansion, atribuible a una mayor densidad de reticulacion (Figura 3).
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Figura 3. Micrografias SEM de capsulas de hidrogel con células de levadura a diferentes concentraciones de polimero. (a) 100
mg de polimero. (b) 150 mg de polimero.

En los ensayos metabdlicos no se observaron diferencias significativas en el consumo de glucosa entre concentraciones
celulares de 107 y 108 células/mL, lo que sugiere que la difusion a través de la matriz —y no la capacidad bioldgica— limita
la tasa metabolica (Figura 4a). En los ciclos de renovacion de 48 h, las capsulas de 150 mg/mL mostraron mayor actividad
metabolica que las de 100 mg/mL, posiblemente por una mayor proteccion frente al estrés mecanico (Figura 4b).
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Figura 4. Perfiles cinéticos de consumo de glucosa. (a) A diferentes concentraciones celulares. (b) A diferentes

concentraciones de polimero.

Por otro lado, para los ensayos de la viabilidad celular, las células libres almacenadas a 4 °C perdieron mas del 80 % de
su viabilidad en los primeros tres dias, mientras que las células encapsuladas mantuvieron cerca del 90 % de viabilidad a los
cuatro dias y mas del 50 % luego de 15 dias (Figura 5). A 30 °C, las células libres se inactivaron completamente entre el dia

4y 5, mientras que las encapsuladas conservaron cerca del 40 % de actividad.
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Figura 5. Viabilidad celular en funcién del tiempo de almacenamiento, para células libres y encapsuladas a 4 °C y 30 °C.

Finalmente, las capsulas de 150 mg/mL presentaron la menor turbidez del medio de fermentacion (44 %) frente a 135 %
(100 mg/mL) y 555 % (células libres), alcanzando el mayor Indice de Eficiencia Metabélica Relativa (Tabla 1), lo que
evidencia una mayor eficiencia metabolica por unidad de turbidez.

Tratamiento Glucosa consumida (%) Turbidez (%) RMEI
Células libres 15 555 0,027
Capsulas 100 mg/mL 14,8 135 0,110
Capsulas 150 mg/mL 15 44 0,341

Tabla 1. indice de Eficiencia Metabdlica Relativa (RMEI) por tratamiento.

Conclusiones

Las cépsulas de hidrogel reticuladas por UV constituyen una plataforma efectiva para el almacenamiento celular sin
refrigeracion a corto plazo y para la separacion de productos fermentados. Los resultados demuestran que la encapsulacion
en hidrogel permite mantener una alta actividad metabdlica de las levaduras mientras se minimiza la turbidez del producto
final, y que las capsulas pueden separarse facilmente por tamizado simple, lo que podria reducir costos de manufactura,
particularmente en la industria cervecera. Asimismo, la encapsulacion incrementa significativamente la viabilidad celular
incluso en condiciones desfavorables, permitiendo el almacenamiento prolongado sin refrigeracion. Estos hallazgos sugieren
una estrategia practica y econdémica para optimizar procesos en las industrias alimentaria, de bebidas y farmacéutica,
mejorando la viabilidad celular durante el transporte y almacenamiento, y simplificando la purificacion de productos.

Utilizacién de IA generativa / herramientas IA

Declaro la utilizacion de la herramienta IA Claude (Anthropic) y Gemini para su uso en la generacion de figuras/diagramas
ilustrativos, correccion de texto en inglés y formateo del texto del presente documento. Confirmo que luego de la utilizacion,
los contenidos obtenidos fueron revisados, constatados y editados, asumiendo plena responsabilidad por el contenido
presentado en el presente trabajo.
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