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RESUMEN
La bacteria Zymomonas mobilis es estudiada actualmente como agente de la fermentaci6n
alcoh6lica gracias a las ventaias que presenta en relaci6n con las levaduras, tales como,
su alto factor de conversi6n sustrato a producto y la bala producci6n de celulas, entre
otras. La inmovilizaci6n de microorganismos es una tecnka que permite altas productividades
y menores tlempos de fermentaci6n.
EI presente trabalo hace un estudio comparativo de la generaci6n de C02, como medida
indirecta de la formaci6n de etanol en la fermentaci6n alcoh6lica, cuando se emplean
celulas libres e inmovilizadas en alginate de calcio y en procesos por lotes.
Los resultados muestran que en las fermentaciones con celulas libres y en la primera
fermentaci6n con celulas inmovilizadas la fase lag puede lIegar a 24 horas, pero la
reutilizaci6n de las celulas inmovilizadas disminuye fa duraci6n de la fase lag llegando
a valores de cero. Un pertodo largo de almacenamiento, a balas ternperaturas, puede
lIevar a una inactivaci6n de las celulas aumentando ligeramente el tiempo de adaptaclon.

INTRODUCCION

EI sistema de celulas inmovilizadas es considerado
como un caso particular de la catalisis heterogenea
y se ha definido como: "el confinamiento ffsico 0

localizado en una regi6n definida del espacio con re-
tenci6n de sus actividades cataliticas y con posibilidad
de ser usadas en forma repetida y continua" (1).

Su estudio ha aumentado, en los ultimos quince
afios, con miras a dar soluci6n a los problemas pre-
sentados en los procesos por lotes 0 continuos con
uso de celulas libres, como: baja productividad vo-
lumetrica, baja concentraci6n de producto yalta con-
centraci6n de sustrato a la salida, gran riesgo de con-
taminacion y dificultad de separacion de las celulas.

En los diferentes rnetodos de inmovilizaci6n de
celulas como uni6n a superficies, entrampamiento, re-

tenci6n en barreras y agregados celulares, segun re-
vision realizada por VARGAS y col. (1), se debe
comparar el comportamiento de los microorganismos
en estado libre respecto de los inmovilizados.

La Zymomonas mobilis es una bacteria aislada ini-
cialmente de vinos de palma, la cual crece en medios
que contienen sacarosa, glucosa 0 fructosa. En la ac-
tualidad ha adquirido importancia como agente de fer-
mentaci6n alcoholica, gracias a las ventajas enumeradas
par SWINGS & De LEY (2), entre las que sobresalen
su bajo factor de produccion de celulas (YX/s), alta
conversion de sustrato a producto, que puede llegar
a 1.9 moles de etanol par mol de glucosa, y sus con-
diciones de operaci6n muy semejantes a las de las le-
vaduras que corruinmente se emplean en este proceso.

Muchos investigadores han estudiado el efecto
de la concentraci6n inicial de sustrato sobre el ere-
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cirmento y rendimiento de la fermentaci6n (3), (4),
encontrando que las cepas en general soportan con-
centraciones iniciales de azucar entre 2 y 30% p,
aunque su mayor rendimiento depende de la cepa
y condiciones ambientales. La generaci6n de C02 como
indicativo de la fermentaci6n ha sido utilizado por
ALHADEFF (5) en el estudio con levaduras, ya que,
segun la ecuaci6n estequiometrica existe una relaci6n
directa entre la formaci6n de etanol y del gas carb6nico.
Este hecho tambien puede ser utilizado en el caso
de la Zymomonas mobilis, donde a pesar de emplear
la ruta metab6lica de ENTNER DOUDOROFF Y no
la de EMBDEN-MEYERHOF, la ecuaci6n estequio-
metrica general es identica con C02 y etanol, asi
como productos principales finales.

EI presente trabajo estudia el comportamiento
de la cepa de Zymomonas mobilis CP4 cuando se
trabaja como celula Iibre en suspensi6n 0 inmovilizada
en alginato de Calcio, empleando como parametro
la cantidad de C02 generado por unidad de volumen
de mosto inicial.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo. Fue empleada una cepa de
Zymomonas mobilis CP4 del cepario de la Escuela
de Quimica de la Universidad Federal de Rio de Janeiro.
Como medio de conservaci6n fue usado el propuesto
por VIIKARI y LINKO (6): Glucosa 20 gil, Extracto
de levadura 10 gil, peptona 10 gil. La cepa fue repicada
cada 4 semanas.

Metodos de Amilisis. La glucosa fue determinada
por el METODa DE SOMOGY (7), las celulas por
peso seco correlacionado con absorbancia a 580 nm.
El etanol final fue analizado por cromatografia gaseosa
con nitr6geno como gas de arrastre y detector de
ionizaci6n de llama.

Preparacion del Inoculo, Cuatro erlenmeyers
de 500 ml que contenian 200 ml de medio de adaptaci6n
(50 gil de glucosa, 1 gil de fosfato monobasico de
potasio; 1 gil de sulfato de amonio, 10 gil de extracto
de levadura y 0.5 gil de sulfato de Magnesio hep-
tahidratado) fueron inoculados con 20 ml de medio
de mantenimiento y dejados en agitador a 125 mo-
vimientos/min y 20°C por 16 horas.

Figura 1. Esquema del ferment6metro construido para las
fermentaciones.

Despues de este tiempo las celulas fueron se-
paradas por centrifugaci6n a 7000 g, 10°C por 10
minutos, lavadas y resuspendidas en 50 ml de soluci6n
isot6nica.

Medio de Fermentacion. EI medio empleado
para los ensayos de fermentaci6n con celulas libres
e inmovilizadas tenia la siguiente composici6n: Glucosa
100 gil; extracto de levadura 10 gil; sulfato de amonio
1 gil; fosfato monobasico de potasio 1 gil Y sulfato
de magnesio heptahidratado 0.5 gil.

Preparacion de las particulas de Biocatalizador.
Para la inmovilizaci6n de las celulas se sigui6 el metoda
propuesto por ALHADEFF (5). Se prepararon 250 ml
de alginato de sodio al 3%p y se mezclaron con 250
ml de suspensi6n de celulas (4.554 gil), la mezcla re-
sultante se dejo gotear en una soluci6n de cloruro de
calcio O.lM. Las esferas fueron dejadas en la soluci6n
por 24 horas antes de ser usadas en la fermentaci6n.
Su diametro promedio fue de 3.2 mrn.

Ensayos de Fermentacion con celulas libres.
Despues de 14 horas de haber sido preparada la sus-
pensi6n de celulas (4.554 gil); fueron inoculados con
9.0 ml de dicha suspensi6n 3 ferment6metros como
los esquematizados en la figura 1, que contenian cada
uno 200 rn1 de medio de fermentaci6n. EI proceso de
fermentaci6n se lIev6 a cabo en un agitador a 125 agi-
taciones/minuto a 30°C. Peri6dicamente fueron hechas
pesadas para cuantificar la perdida de CO2.
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Ensayos de Fermentacion con celulas inmo-
vilizadas. Tres fermentornetros como los indicados
en el punto anterior, que contenian 200 ml de medio
de fermentacion fueron inoculados con 14 ml de esferas
de biocatalizador que contenian 4.22 g de celulas/I
de gel. Periodicamente fueron hechas pesadas del fer-
mentometro hasta peso constante. Al final de la fer-
mentacion las particulas de biocatalizador fueron se-
paradas y usadas en la inoculacion de 200 ml de
nuevo medio de fermentacion, Esta operacion fue re-
petida por tres veces. Luego las esferas fueron se-
paradas, almacenadas en agua destilada en la nevera
a 4°C y usadas despues de 15 dias de almacenamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fermentacion con celulas libres e inmovilizadas.
La generacion de C02, contra el tiempo, tanto para
la fermentacion con celulas libres como inmovilizadas
se observa en la Figura 2. Se puede notar una fase
"lag" 0 de retraso bastante larga que puede llegar
a las 24 horas; sin embargo, durante este tiempo la
cantidad de gas generado por las celulas libres es
un poco mayor respecto a las inmovilizadas, esto indica
una posible influencia de la difusion dentro de la par-
ticula que retiene parte del C02. Una fase "lag" 0

de retraso tan larga puede deberse a la inactividad
de las celulas por el tiempo que permanecieron en
suspension acuosa, antes de la inoculacion. Durante
la fase de rapido crecimiento, la tasa de generacion
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Figura 2. Generacion de C02 durante la fermentacion con
celulas de Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en
alginato de calcio.

de C02 en las celulas inmovilizadas es mayor y se
logra una estabilizacion a las 40 horas, mientras que
en las libres este tiempo puede llegar a 42-45 horas.

La concentracion fmal de C02 fue de 45.38 gil
mosto para las inmovilizadas y de 47.31 gil mosto para
las libres. Esta diferencia puede deberse al fenomeno
de oclusion de C02 dentro de la particula de bioca-
talizador. El factor de formacion de C02 por gramo
de substrato consumido Yco2/s fue de 0.458 gig para
celulas inmovilizadas y de 0.4635 gig para las libres,
ella confirma el efecto de oclusion de CO2.

Efecto de la reutilizacion de las celulas inmovili-
zadas sobre la tasa de generacion de C02. Al realizar
la reutilizacion de celulas inmovilizadas se observa,
de acuerdo con la figura 3, que el tiempo de adaptacion
o fase lag practicamente desaparece y la cantidad de
C02 formada es muy similar a la obtenida en el
ensayo con celulas libres 46.9 y 47.1 gil respecti-
vamente. Lo anterior demuestra que la diferencia de
gas desprendido en la primera fermentacion se debe
a la oclusion del C02, debido a que la segunda se
inicia con el gas ya oeluido. El hecho de almacenar
el biocatalizador a 4°C durante 15 dias produce un
efecto de retraso en la generacion de gas, el cual
puede deberse al efecto de oclusion de C02 que se
evidencia con la menor concentracion final obtenida,
o al efecto de las condiciones de almacenamiento sobre
la actividad celular.
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Figura 3. Efecto de la reutilizacion de celulas inmovilizadas
de Zymomonas mobilis sobre la generacion de C02.
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Esta ultima hip6tesis complementa la primera
ya que la oclusi6n se debe presentar como se indic6
antes por la desorci6n del C02 durante el almace-
namiento y, el valor observado en la concentraci6n
de C02, por debajo del obtenido en el primer ensayo,
evidencia un efecto del almacenamiento sobre la ac-
tividad de la celula.

CONCLUSIONES

Para las condiciones de inmovilizaci6n dadas en
este experimento, se puede concluir que la inmovi-
lizaci6n no afecta el comportamiento del microorga-
nismo, ya que los resultados obtenidos con celulas
libres e inmovilizadas no presentan una variaci6n sig-
nificativa en 10 referente a la tasa de generaci6n de
C02 y factor de producci6n de C02. Largos period os
de almacenamiento afectan la celula disminuyendo su
capacidad fermentativa.

La oclusi6n de C02 es un factor que debe tenerse
en cuenta en los procesos con celulas inmovilizadas,
ya que puede afectar el comportamiento del sistema
al cambiar la densidad aparente de la particula de
biocatalizador .
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