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Introduccion

La utilizacion de cultivos microbianos inmovilizados puede mejorar la eficacia de las
fermentaciones industriales [1,2]. Desde hace algunos afos la utilizacién de cultivos iniciadores
inmovilizados en enologia esta siendo tomada en considerado como alternativa a la utilizacion de
células libres [3,4]. El vino y el mosto tienen una composicion quimica capaz de limitar el
desarrollo de la actividad microbiana por la presencia de varios factores: elevado contenido inicial
de azucares, elevada acidez, bajo pH, efecto inhibidor del etanol y del SO,. Estos obstaculos
pueden dar lugar a fermentaciones lentas y a la produccién de metabolitos secundarios
potencialmente dafinos para la calidad y salubridad del vino [5].

La inmovilizacién de los cultivos microbianos puede evitar estos problemas: es posible adaptar la
composiciéon quimica de la matriz de inmovilizacién a las peculiares exigencias de las especies
utilizadas, para reducir los efectos de los factores ambientales sobre la actividad celular. Ademas,
la inmovilizacion de las células en un sustrato sélido, si es eficaz en el evitar la cesion celular al
medio de fermentacidn, garantiza un estricto control de la evolucién microbiana en el vino y una
recuperacion temprana de la biomasa con una reduccion de los costes del proceso.
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Resultados y discusion
La investigacién presentada tenia como objetivo la puesta a punto de una técnica de
inmovilizacién para microorganismos de interés enoldgico.

El proceso propuesto ha sido publicado recientemente [6] y comprende 3 fases diferentes

(Figurai):
1. las células son dispersadas en una disolucién al 2% de Na*-alginato;

2. la suspensién células/alginato es extruida en una disolucién 0.1M de M?* (M = Ca, Ba),
con solidificacién inmediata del alginato e inclusién de las células en microesferas de M?*-
alginato;

3. las microesferas son recubiertas con una capa de silice, sintetizado por sol-gel de dos
diversos precursores alcoxilicos, el tetraetoxisilano y el metiltrietoxisilano.
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Gracias al particular proceso de sintesis, y a los tipos de precursores utilizados, la capa de silice
es quimicamente inerte, lo que permite el libre intercambio de masa entre las células y el ambiente
y presenta unas propiedades mecanicas (elasticidad y resistencia a la rotura) que permiten
obstaculizar eficazmente la cesién celular al medio [7 - 9].
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Figura 2a. Células de S. cerevisiae inmovilizadas en microesferas de silice alginato (Microscopio optico
25x). 2b. Imagen SEM de microesferas de /alginato. 2c. Imagen ESEM de microesferas silice/alginato. Es
evidente el cambio de la morfologia superficial provocado por la capa de silice depositada por sol-gel
(extraido de Callone et al. 1998 [6])

Se aplicaron numerosas técnicas para la caracterizacion quimico/fisica del sistema de
inmovilizacién propuesto. La medicién con ocular micrométrico de las esferas silice/alginato
determiné que el proceso garantiza una distribucién dimensional constante de las microesferas
(diametro medio 450+80 um) [6], para permitir fundamentalmente una eficaz actividad de las
células inmovilizadas (Figura 2a).

El proceso de inmovilizacion no altera la carga microbiana dentro de las microesferas: la medicion
de la densidad celular interna de las microesferas de silice/alginato demostré que el tratamiento
no provoca la disminucion de la vitalidad, ni para las levaduras ni para las bacterias, cuya carga
final es superior a 10° células/gramo de microesferas [6]. La observaciéon con el microscopio
electronico a escansion (ESEM y SEM) (Figura 2b, 2c), el andlisis elemental del silicio y el analisis
NMR (Nuclear Magnetic Resonance) estado sélido del isétopo 2°Si [6, 10] permitieron una
caracterizacion precisa del revestimiento siliceo: esta constituido por una pelicula continua y
regular, con un espesor de 10 um, formado por unidades siliceas (R-Si(OSi); y Si(OSi),)
completamente polimerizadas entre ellas y firmemente ancladas a la matriz de alginato.

Para verificar el mantenimiento de la actividad fermentativa de las células incluidas en la matriz
silice/alginato se llevaron a cabo fermentaciones experimentales con diversas concentraciones de
sustrato (glucosa en el caso de las levaduras, acido L-malico en el caso de las bacterias
malolacticas). Los datos experimentales fueron tratados segun el método propuesto por
Lineweaver y Burk, para determinar el efecto del tratamiento de inmovilizacion sobre el transporte
de masa. Los valores de K., (constante de afinidad) y Vs (velocidad maxima de fermentacion),
calculados en base a las fermentaciones llevadas a cabo con células libres e inmovilizadas (Tabla
1) nos permiten afirmar que el tratamiento de inmovilizacion no interfiere con la actividad celular,
garantizando el libre transporte de masa a través de las microesferas [6].
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Tabla 1. Parametros cinéticos de fermentacion alcohdlica (S. cerevisiae) y fermentacion malolactica (O.
oeni), llevadas a cabo con células libres o inmovilizadas, en terreno sintético (modificado por Callone et al.

1998 [6)).
Muestra 10° Ving K
(M sec x g de células) )
Células de S. cerevisiae libres 48 £5 0.3+0.1
Células de S. cerevisiae inmovilizadas 33 +1 0.1 £0.1
Células de O. oeni libres 42 +0.4 4+0.1
Células de O. oeni inmovilizadas 4.0+0.2 2+0.6

Se estudié en vino la eficacia para desarrollar la fermentacion malolactica (FML) de células de
Oenococcus oeni inmovilizadas, utilizando volumenes comprendidos entre 5 y 50 litros, en
diferentes condiciones operativas.

En todas las pruebas llevadas a cabo, las bacterias inmovilizadas demostraron una actividad
fermentativa andloga a la de las células libres. La biomasa inmovilizada se empled en FML en
serie durante 48 dias consecutivos de fermentacioén (Figura 3), fermentando en total un volumen
de vino 3 veces superior al del homologo cultivo libre, con un baja cesion celular en el vino, inferior
a 10° células/ml, y una significativa disminucion de los costes debido a la utilizacién de cultivos
estérter de bacterias seleccionadas.

Etanolo (%) pH Acidita totale /g()) Acidita volatile (a/)) Ac. Malico (gf) Ac. Lattico (g/l)
2,35 0,20

VINO BASE 11,39 3,34 5,99 032

FINE 1° FML 11,24 3,48 4,60 032 0,18 2,07
FINE 27 FML 11,28 348 440 042 0,24 224
FINE 3° FML 11,08 3,45 4,50 045 0,20 227

25

19FML: 18 giorni

Figura 3. Fermentacién
maloléctica en serie
desarrollada con células
de O.oeni inmovilizadas
en microesferas de —A—Fermentazione
silice/alginato. La B
biomasa inmovilizada
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actividad fermentativa \)o \)O
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Las bacterias inmovilizadas fueron también inoculadas con levaduras libres, en mosto,
garantizando una FML que concluy6 contemporaneamente a la fermentacion alcohdlica, sin alterar
los parametros enoldgicos del vino (acido acético, acido tartarico, azucares residuales) (Figura 4).
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Etanolo (%) pH Acidita totale (g/l) Acidita volatile {g) Ac. Tartarico { Ac. Malico (g/l)  Ac. Lattico (/1)
Dati iniziali 0,2 343 55 0,19 7,22 3,59 0
Test 17 Brix fine fermentazione 10,29 3,54 41 0,47 1,68 0,23 2,66
Test 20 Brix fine fermentazione 1211 3,56 43 0,52 1,81 0,27 2,34
Test 22 Brix fine fermentazione 13,2 3,54 46 0,56 1,78 0,64 2,04

15
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Test 17°Bx acido acetico ‘r
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Figura 4. Fermentacion
alcohdlica (Células
libres de S. cerevisiae)
y fermentacion
malolactica (Células de
O.oeni inmovilizadas)
desarrolladas
simultaneamente en
mosto.
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Conclusiones

La utilizacion de cultivos bacterianos inmovilizados en matrices hibridas silice/alginato es una
alternativa eficaz a la utilizacién de cultivos bacterianos libres para la gestién de la FML. Gracias a
los materiales desarrollados y utilizados por primera vez en el sector enoldgico, la biomasa
inmovilizada en microesferas de silice/alginato permite FML eficaces con un riguroso control de la
evolucidén bacteriana en el vino, permitiendo la inmediata eliminacion de las células al final del
proceso y reduciendo por tanto el riesgo de desviaciones fermentativas, mejorando la calidad
general del vino.
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