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RESUMEN

Zymomonas mobilis es una bacteria que presenta varias ventajas
sobre la levadura para producir etancl. Esta bacteria fermenta la glucosa
y la fructosa con un alte rendimiento etanélico. Sin embeargo, la fermenta-
¢ién de sacarosa es menos eficiente. Como I sacarosa es el azicar que
mas se usa en los procesos fermentatives en la zona del Caribe es muy
importante encontrer condiciones de cultivo o factores que mejoren su ren-
dimiento etandlico. En este trabajo se encontré que anadiéndole los
mondmeros glucosa y fructosa o una combinacién de ellos, al medio bésico
suplementado con 6% de sacarosa, puede lograrse un aumente sig-
nificativo en el rendimiento etanélico.

ABSTRACT
Fermentation of sucrose supplemented with monomeric sugars

Zymomonas mobilis is a bacterium which presents several advantages
over yeast with respect to ethanol production. It ferments monosaccarides
with higher yields and tolerates higher concentrations of ethanol and
sugars. However, the alcoholic fermentation of sucrose, which is the most
widely used sugar for alcohol production in the Caribbean areaq, is poor.
Therefore, it is important to find how to increase ethanol yield by using
Zymomonas mobilis with sucrose as starting material. Our experimental
results demonstrated that the addition of monosaccharides to a basic
medium containing 6% sucrose increased ethanol yield by at least 10%.
The addition of 2% fructose at the beginning of the fermentation period
increased ethanol yield from 87.4% to 100%, whereas the addition of 2%
glucose produced a yield of 97.5%. When 1% of both monosaccharides
was added the final yield was 99.8%.

INTRODUCCION

Zymomonas mobilis es una bacteria con capacidad para fermentar
azucares con un alto rendimiento alcohélico. Es gramnegativa y de gran
motilidad, la cual pierde luego de 3 a 4 dias en cultivo. No forma esporas
ni capsulas.

' Manuserito sometido a la Junta Editora el 9 de marze de 1989. Este estudio se hizo
conforme al proyecto 279, “Factors affecting fermentation efficieney of molasses and their
effects on quality of rums.” Esta contribucién esta parcialmente basada en la tesis sometida
por el autor al Departamento de Bioquimica del Recinto de Ciencias Médicas para completar
su grado de Maestro en Ciencias.

2Investigador Ayudante, Planta Piloto de Ron.

4Profesor, Departamento de Biogquimica, Recinto de Ciencias Médicas, U. P. R., Rio
Piedras, Puerto Rico 00928,
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A Z. mobilis la han estudiado para producir etanol varios autores,
quienes han senalado algunas ventajas sobre otros microorganismos fer-
mentadores (e.g. Saccaromyces cerevisiae y Saccharomyces wvparum)
utilizados tradicionalmente en la fermentacion aleohdlica (1,13,14). Estas
ventajas incluyen: a) mayor rendimiento en la produccién de etanol; b)
mayor tolerancia a altas concentraciones de aziecares y etanol; ¢)
capacidad para convertir glucosa en etanol via Entner-Doudorof bajo
condiciones anaercbias; ch) manipulacién genética mis simple que la de
las levaduras y d) menor consumo de energia para su metabolismo, lo
que deja mayor cantidad de sustrato para sintetizar etanol (5,7,9).

Z. mobilis se usa para producir bebidas alcohdlicas populares en
América Central, Asia y Africa a partir de extractos acuosos de plantas
ricas en hidratos de carbono como el Agave (maguey) y la palma Cactus
(14). En Alemania se ha usado para producir etanol industrialmente a
partir de azucar de remolacha (6). En la Planta Piloto de Ron esta bac-
teria se ha usado para fermentar mie] de cana de azidcar (11). Z. mobilis
es capaz de fermentar glucosa, fructosa y sacarosa. No fermenta lactosa,
rafinosa, maltosa, sorbitol ni manosa.

La fermentacién de la sacarosa, el azdcar que mas se usa en la zona
del Caribe para los procesos fermentativos, resulta en rendimientos al-
cohdlicos bajos, los cuales disminuyen cuanto mayor es la concentracion
de sacarosa en el medio al comenzar la fermentaciéon. La disminucion de
la concentracién de sacarosa parece deberse a que durante la fermenta-
cién, ademds de etanol, se sintetizan productos secundarios a partir de
la glucosa y de la fructosa que se liberan luego de la hidrélisis de sacarosa
(13).

Por un tiempo se pensd que el unico producto secundario que se for-
maba era levan, un polimero de fructosa de un peso molecular medio de
10"D (10). Ahora se sabe que ademas de levan se sintetizan sorbitol (D-
glucitol) y oligdmeros de fructosa y glucosa (2). Las cantidades que se
sintetizan de levan, sorbitol y oligémeros pueden llegar a2, 11 y 7%, (13).
La cantidad que se sintetiza de estos productos la determinan las con-
diciones bajo las cuales se lleve a cabo la fermentacién y la cepa de Z.
mobilis que se use en el proceso (16). Se sabe que el sorbitol se sintetiza
a partir de fructosa sélo cuando en el medio de fermentacién hay fructosa
y glucosa (13). Al fermentar fructosa individualmente no se sintetiza
sorbitol. Ademas se sabe que la glucosa inhibe la fructoquinasa, enzima
encargada de fosforilar la fructosa; de esta forma bloquea el metabolismo
de la fructosa via fructosa-1-fosfato (14). La glucosa también influye en
el metabolismo de la sacarosa y en la sintesis de levan. Esto ocurre
debido a que la glucosa inhibe la levansacarasa, que es la enzima encar-
gada de la hidrélisis de sacarosa y la sintesis de levdan (16). El efecto
Inhibitorio sobre estas dos enzimas ocurre, sin embargo, a concen-
traciones altas de glucosa.
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Lias condiciones o factores que rigen la formacion de productos secun-
darios en los cultivos de Z. mobilis no se saben totalmente. No hay, por
ejemplo, estudios sistemdticos sobre la influencia que ejercen las concen-
traciones de los diferentes azicares en la formacion de estos productos.
Si se supieran mejor los procesos por los cuales Z. mobilis produce etanol
y productos secundarios se podria influir para convertir esta bacteria en
un organismo mas apropiado para producir etanol masivamente.

MATERIALES Y METODOS

Se uso la cepa B-b de la bacteria Zymomonas mobilis de la coleecion
del laboratorio de bacteriologia de la Planta Piloto de Ron. Esta bacteria
se adquiri6 de la “American Type Culture Collection” (ATCC-31821). La
bacteria se cultivé en medio béasico que contenia (g./100 ml.): KH,PO,,
5.0; (NH S0y, 2.0 y MgS0,-TH,0, 0.4. Las concentraciones de los azi-
cares usados aparecen en los calces de la tablas 1 y 2. Todos los cultivos
se hicieron a 30° C. sin agitacion, en matraces Erlenmayer de 500 ml. con
300 ml. de medio bédsico suplementado con los azicares en estudio. El
iméculo consistié de 30 ml. de un cultivo de la bacteria de 16 a 18 horas
en un medio basico suplementado con 2% de glucosa e incubado a 30° C.
Iin estas condiciones el inéculo contiene 10° bacterias/ml., aproxi-
madamente,

La preparacion de los grupos experimentales se hicieron agregandole
a un medio bésico (que contenia 6 g./100 ml. de sacarosa) 2 g./100 ml. de
sacarosa, glucosa o fructosa, o una combinacién de las Gltimas segin el
siguiente esquema:

TaBLE l.—Fermentacion de la sacarosa por Zymomonas mobilis. Produccion de elanol,
sorbitol y levdn. Influencia de la fructosa y la glucosa

Coneentracion (g./100ml.)

Rendimiento

Adiciones Etanol Sorbitol Levin G
Sacarosa 8% 3.42+0.01 0.09+0.01 0.66+=0.01 87.4
Sacarosa 6%

Glucosa 2% 3.85=0.03 0.20+0.02 0.49+0.02 97.5
Sacarosa 6%

Fructosa 2% 3.94 + 0.06 0.19+£0.02 (.54 =0.01 100.0
Sacarosa 6%

Glucosa 1%

Fructosa 1% 3.93:+0.01 0.14=0 0.57=0.01 99.8

'Estos valores difieren significativamente del contrel con sacaresa sola (p <0.01).
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TABLE 2.—Eficiencia de la conversion de sacarosa a elonol en presencia de flexosa por

7. mobilis
mmoles de mmoles de Produccion
hidrato de carbono’ etanol mixima® Eficiencia

1. Sacarosa 46.8 4.4 93.6 1.58
2. Sacarosa +

Glucosa 46.1 83.7 92.2 1.82
3. Sacarosa 4

Fructosa 46.1 85.7 92.2 1.86
4. Sacaresa  +

Glucosa +

Fructosa 46.1 85.4 92.2 1.85

‘Expresado como hexosa.
?Produceion méxima tedrica de etanol.

Cultivo # Azieares al comienzo de la fermentacion

1 Sacarosa 6% + sacarosa 2%

2 Sacarosa 6% + glucosa 2%

3 Sacarosa 6% + fructosa 2%

4 Sacarosa 6% + glucosa 1% + fructosa 1%

A las 100 horas de fermentacion se tomaron muestras para determinar
las concentraciones de azicares, etanol y sorbitol mediante HPLC (8).
Con el mismo método se estimé levan.

RESULTADOS

La tabla 1 muestra la produccién y el rendimiento etandlico, ]a produc-
cion de sorbitol y levin en cultivos de Z. mobilis incubados por 100 horas
con 8% adicional de azticares. Los aziucares anadidos se usaron total-
mente, puesto que no se detectaron al cabo de las 100 horas de cultivo.

La produccién maxima esperada de etanol en estas condiciones debe
alcanzar la cifra de 4.32 g./100 ml. En cambio, la fermentacion de sacarosa
s6lo produjo 3.42 g./100 ml, un rendimiento etanélico de 87.4%. Esta
merma en produccién y rendimiento se explican porque parte de la frue-
tosa se convirtié en sorbitol y levan. El anadir un 2% de glucosa o frue-
tosa, o una mezcla de ambas, elevé los rendimientos a 97.5, 100 y 99.8%,
respectivamente. La conversién a sorbitol aumenté ligeramente al anadir
hexosas separadamente o en una mezela; la produccién de levin fue mas
baja en estas condiciones.

La eficiencia de la fermentacién de sacarosa en las condiciones des-
critas se aprecia mejor cuando los resultados se expresan en milimoles
de etanol producidos. Los resultados aparecen en la table 2, en la que se
observa que la adicién de glucosa o fructosa, o una mezcla de ambas,
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aumenta sustancialmente [a eficiencia de la fermentacién de sacarosa,
alcanzindose un valor aproximado de 1.85 (valor miximo = 2).

DISCUSION

La sacarosa representa el sustrato fermentable mds abundante en la
zona del Caribe y en particular en Puerto Rico. De los tres azicares que
Z. mobilis fermenta, ]a sacarosa es la que mas lentamente se usa. Muchas
cepas de esta bacteria no pueden fermentar la sacarosa y las que lo
hacen, al parecer, son de condicién dudosa (3,4).

Debido a estas consideraciones se escogi6é un lapso de 100 horas para
estudiar la fermetacion de sacarosa. A este tiempo, el medio de cultivo
basico con 8% de sacarosa afiadido produce 3.42 g./100 ml. de etanol y un
rendimiento de 87.4%. Afadir glucosa o fructosa, o una mezela de ambas,
aumenté la eficiencia en la produccién y el rendimiento etanélico. La
presencia de hexosas aumento ligeramente la produccion de sorbitol, pero
disminuyé concomitantemente la sintesis de levin de tal modo que la
cantidad de productos secundarios sintetizados permanecieron casi cons-
tantes. Alrededor del 8% de la sacarosa se convierte en levan. En presen-
cia de las hexosas este porcentaje disminuyé a 6%. Esta cifra es bastante
alta si se toma en consideracién la optimacién de la fermentacién de
sacarosa. Segun Park y colaboradores mantener los cultivos a un pH de
7 y elevar la temperature de 25° C. durante la fermentacién disminuye
considerablemente la producecién de levan (12). Sin embargo, bajo estas
mismas condiciones disminuye el rendimiento etandlico. La levansacarasa
produce levan segtin la siguiente reaecion:

Sacarosa + fructosa ———————  levan + glucosa

La misma enzima cataliza la siguiente reaccidn:

Sacarosa + Ho0 fructosa + glucosa

Por lo tanto, la levansacarasa actia también como invertasa. Aunque
esta enzima no ha sido bien caracterizada en Z. mobilis, se sabe que es
diferente a la de otros microorganismos que producen levdn, como
Acetobacter levonicum y Bacillus subtilis.

El estudio de esta enzima podria proporcionar informacion erucial
para solucionar el problema de la produccién de levan durante la fermen-
tacién de sacarosa. Un hallazgo podria ser conseguir un inhibidor es-
pecifico para esta enzima. Otra alternativa que parace mds directa se-
ria estudiar la influencia de las concentraciones de hexosas al comenzar
la fermentacién. Se podria también aislar una cepa de Z. mobilis que
carezea de la actividad sintética de levan en la enzima levansacarasa.
Para esto se podrian usar agentes mutagénicos y seleccionar cepas con
caracteristicas especiales como otra alternativa de investigacion. De esta
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manera se podria optimar la fermentacion de sacarosa y aumentar el
numero de sustratos fermentables por la Z. mobilis.
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