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RESUMEN

La bacteria Zymomonas mobilis es estudiada actualmente como agente de la fermentacion
alcohdlica gracias a las ventajas que presenta en relacién con las levaduras, tales como,
su alto factor de conversion sustrato a producto y la baja produccion de células, entre
otras. La inmovilizacion de microorganismos es una técnica que permite altas productividades
y menores tiempos de fermentacion.

El presente trabajo hace un estudio comparativo de la generacién de CO2, como medida
indirecta de Ia formacién de etanol en la fermentacién alcohdlica, cuando se emplean
células libres e inmovilizadas en alginato de calcio y en procesos por lotes.

Los resultados muestran que en las fermentaciones con células libres y en la primera
fermentacion con células inmovilizadas la fase lag puede llegar a 24 horas, pero la
reutilizacion de las células inmovilizadas disminuye la duraciéon de la fase lag Ilegando
a valores de cero. Un periodo largo de almacenamiento, a bajas temperaturas, puede
llevar a una inactivaciéon de las células aumentando ligeramente el tiempo de adaptacion.

INTRODUCCION

El sistema de células inmovilizadas es considerado
como un caso particular de la catélisis heterogénea
y se ha definido como: ‘“‘el confinamiento fisico o
localizado en una regién definida del espacio con re-
tencion de sus actividades cataliticas y con posibilidad
de ser usadas en forma repetida y continua’ (1).

Su estudio ha aumentado, en los ultimos quince
anos, con miras a dar solucién a los problemas pre-
sentados en los procesos por lotes o continuos con
uso de células libres, como: baja productividad vo-
lumétrica, baja concentracién de producto y alta con-
centraciéon de sustrato a la salida, gran riesgo de con-
taminacién y dificultad de separacién de las células.

En los diferentes métodos de inmovilizacion de
células como uni6n a superficies, entrampamiento, re-

tencién en barreras y agregados celulares, segin 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 o fructosa. En la ac-
tualidad ha adquirido importancia como agente de fer-
mentacién alcohdlica, gracias a las ventajas enumeradas
por SWINGS & De LEY (2), entre las que sobresalen
su bajo factor de produccién de células (Yx/s), alta
conversiéon de sustrato a producto, que puede llegar
a 1.9 moles de etanol por mol de glucosa, y sus con-
diciones de operacién muy semejantes a las de las le-
vaduras que comunmente se emplean en este proceso.

Muchos investigadores han estudiado el efecto
de la concentracion inicial de sustrato sobre el cre-
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cimiento y rendimiento de la fermentacién (3), (4),
encontrando que las cepas en general soportan con-
centraciones iniciales de azicar entre 2 y 30% p,
aunque su mayor rendimiento depende de la cepa
y condiciones ambientales. La generacién de CO2 como
indicativo de la fermentacién ha sido utilizado por
ALHADEEFF (5) en el estudio con levaduras, ya que,
segin la ecuacién estequiométrica existe una relacion
directa entre la formacion de etanol y del gas carbénico.
Este hecho también puede ser utilizado en el caso
de la Zymomonas mobilis, donde a pesar de emplear
la ruta metabdlica de ENTNER DOUDOROFF y no
la de EMBDEN-MEYERHOF, la ecuacion estequio-
métrica general es idéntica con CO2 y etanol, asi
como productos principales finales.

El presente trabajo estudia el comportamiento
de la cepa de Zymomonas mobilis CP4 cuando se
trabaja como célula libre en suspensién o inmovilizada
en alginato de Calcio, empleando como pardmetro
la cantidad de CO2 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 conservacién fue usado el propuesto
por VIIKARI y LINKO (6): Glucosa 20 g/l, Extracto
de levadura 10 g/1, peptona 10 g/1. La cepa fue repicada
cada 4 semanas.

Métodos de Analisis. La glucosa fue determinada
por el METODO DE SOMOGY (7), las células por
peso seco correlacionado con absorbancia a 580 nm.
El etanol final fue analizado por cromatografia gaseosa
con nitrégeno como gas de arrastre y detector de
ionizacion de llama.

Preparacion del Indculo. Cuatro erlenmeyers
de 500 ml que contenian 200 ml de medio de adaptacion
(50 g/l de glucosa, 1 g/l de fosfato monobasico de
potasio; 1 g/l de sulfato de amonio, 10 g/l de extracto
de levadura y 0.5 g/l 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.
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Figura 1. Esquema del fermentometro construido para las
fermentaciones.

Después de este tiempo las células fueron se-
paradas por centrifugacién a 7000 g, 10°C por 10
minutos, lavadas y resuspendidas en 50 ml de solucién
isotdnica.

Medio de Fermentaciéon. El medio empleado
para los ensayos de fermentacion con células libres
e inmovilizadas tenia la siguiente composicion: Glucosa
100 g/1; extracto de levadura 10 g/1; sulfato de amonio
1 g/l; fosfato monobésico de potasio 1 g/l y sulfato
de magnesio heptahidratado 0.5 g/l.

Preparacién de las particulas de Biocatalizador.
Para la inmovilizacién de las células se sigui6 el método
propuesto por ALHADEFF (5). Se prepararon 250 ml
de alginato de sodio al 3%p y se mezclaron con 250
ml de suspensién de células (4.554 g/1), la mezcla re-
sultante se dejo gotear en una solucién de cloruro de
calcio 0.1M. Las esferas fueron dejadas en la solucién
por 24 horas antes de ser usadas en la fermentaci6n.
Su didmetro promedio fue de 3.2 mm.

Ensayos de Fermentacion con células libres.
Después de 14 horas de haber sido preparada la sus-
pension de células (4.554 g/l); fueron inoculados con
9.0 ml de dicha suspensién 3 fermentdmetros como
los esquematizados en la figura 1, que contenian cada
uno 200 ml de medio de fermentacién. El proceso de
fermentacion se llevé a cabo en un agitador a 125 agi-
taciones/minuto a 30°C. Periédicamente fueron hechas
pesadas para cuantificar la pérdida de COa.




Ensayos de Fermentacién con células inmo-
vilizadas. Tres fermentémetros 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 células/I
de gel. Perioédicamente fueron hechas pesadas del fer-
mentémetro hasta peso constante. Al final de la fer-
mentacion las particulas de biocatalizador fueron se-
paradas y usadas en la inoculacién de 200 ml de
nuevo medio de fermentacién. 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 después de 15 dias de almacenamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fermentacion con células libres e inmovilizadas.
La generacion de COz, contra el tiempo, tanto para
la fermentacién con células libres como inmovilizadas
se observa en la Figura 2. Se puede notar una fase
“lag” o de retraso bastante larga que puede llegar
a las 24 horas; sin embargo, durante este tiempo la
cantidad de gas generado por las células libres es
un poco mayor respecto a las inmovilizadas, esto indica
una posible influencia de la difusién dentro de la par-
ticula que retiene parte del COz. Una fase “lag” o
de retraso tan larga puede deberse a la inactividad
de las células por el tiempo que permanecieron en
suspension acuosa, antes de la inoculacion. Durante
la fase de rdpido crecimiento, la tasa de generacion
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Figura 2. Generacion de CO2 durante la fermentacién con
células de Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en
alginato de calcio.

de CO2 en las células inmovilizadas es mayor y se
logra una estabilizacién a las 40 horas, mientras que
en las libres este tiempo puede llegar a 42-45 horas.

La concentracion final de CO2 fue de 45.38 g/l
mosto para las inmovilizadas y de 47.31 g/l mosto para
las libres. Esta diferencia puede deberse al fenémeno
de oclusion de COz dentro de la particula de bioca-
talizador. El factor de formacién de CO2 por gramo
de substrato consumido Ycoy/s fue de 0.458 g/g para
células inmovilizadas y de 0.4635 g/g para las libres,
ello confirma el efecto de oclusion de COx;.

Efecto de la reutilizacion de las células inmovili-
zadas sobre la tasa de generacion de CO2. Al realizar
la reutilizacién de células inmovilizadas se observa,
de acuerdo con la figura 3, que el tiempo de adaptacién
o fase lag practicamente desaparece y la cantidad de
CO2 formada es muy similar a la obtenida en el
ensayo con células libres 46.9 y 47.1 g/l respecti-
vamente. Lo anterior demuestra que la diferencia de
gas desprendido en la primera fermentacion se debe
a la oclusién del CO2, debido a que la segunda se
inicia con el gas ya ocluido. El hecho de almacenar
el biocatalizador a 4°C durante 15 dias produce un
efecto de retraso en la generacién de gas, el cual
puede deberse al efecto de oclusiéon de CO2 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 reutilizacién de células inmovilizadas
de Zymomonas mobilis sobre la generacion de COa.
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Esta ultima hipdtesis complementa la primera
ya que la oclusién se debe presentar como se indic
antes por la desorcién del CO2 durante el almace-
namiento y, el valor observado en la concentracién
de COa2, por debajo del obtenido en el primer ensayo,
evidencia un efecto del almacenamiento sobre la ac-
tividad de la célula.

CONCLUSIONES

Para las condiciones de inmovilizacién dadas en
este experimento, se puede concluir que la inmovi-
lizacion no afecta el comportamiento del microorga-
nismo, ya que los resultados obtenidos con células
libres e inmovilizadas no presentan una variacion sig-
nificativa en lo referente a la tasa de generacioén de
COz y factor de producciéon de COz. Largos periodos
de almacenamiento afectan la célula disminuyendo su
capacidad fermentativa.

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