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Resumen 

En general, para que un proceso de bioconversión industrial basado en micro- organismos sea factible es 

necesario operar en condiciones de alta densidad celular. El uso de biocatalizadores heterogéneos con 

altas actividades catalíticas y estables por tiempos prolongados puede satisfacer este requerimiento. 

Uno de los aspectos que puede garantizar el éxito del biocatalizador es el so- porte. Idealmente, debe 

poseer gran área superficial con características físicas y/o químicas que promuevan la adhesión celular, y 

estabilidad mecánica, química, térmica y biológica. Para ello, en este trabajo se desarrollaron soportes 

para inmovilización de células basados en HDPE y fibras de celulosa. La modificación de los polímeros se 

realizó a través de polimerización por injerto radio-inducido, y adicionalmente para el caso de fibras de 

celulosa, por cationización química. 

Los soportes obtenidos se estudiaron en cuanto a sus características superficiales y como soportes para 

la inmovilización de microorganismos. Para ello, se optimiza- ron las condiciones de inmovilización, carga 

bacteriana, reusos y recuperación de los materiales desarrollados. 

E. coli  inmovilizada en los soportes desarrollados en el presente trabajo no pierde capacidad catalítica 

respecto al estado libre. Adicionalmente, se determinó que es posible aumentar la carga de biomasa 

inmovilizada por incubaciones sucesivas (valor óptimo: 4 re-inmovilizaciones) y/o favoreciendo el 

crecimiento celular de las bacterias inmovilizadas. 

En este trabajo se demostró que una vez que la biomasa inmovilizada pierde actividad, es posible 

recuperar el soporte a través de un proceso de lavado. La optimización del proceso de lavado con 

detergentes enzimáticos permitió obtener la recuperación total del soporte hasta 9 veces, lo cual mejora 

sustancialmente su vida útil. 

Se realizaron cinéticas de inmovilización para determinar el tiempo óptimo de incubación del soporte con 

la suspensión bacteriana, permitiendo reducir el tiempo del proceso 4 veces (de 16 a 4 horas). Además, 

se ensayaron reacciones biocatalíticas sucesivas o reúsos con las células inmovilizadas para demostrar la 

estabilidad del inmovilizado en condiciones de operación. 

Se comprobó que los soportes obtenidos (HDPE-EDA, Cel-EDA y Cel-TMA) son adecuados tanto para la 

inmovilización de E. coli como de un microorganismo representativo de las bacterias Gram positivas como 

L. lactis. 

Las fibras de celulosa modificadas químicamente (Cel-TMA) se utilizaron como soporte para el desarrollo 

de un sistema de operación en continuo con L. lactis inmovilizadas para la producción de nisina a partir de 

un medio de cultivo basado en un desecho industrial. Para ello se formuló un medio de cultivo basado en 
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suero de ricota y harina de soja y se optimizaron las condiciones de crecimiento y producción. Con el 

objetivo de diseñar un proceso de producción integrado, se diseñó un dispositivo para la recuperación in 

situ del producto. 

Se obtuvieron valores de producción de nisina del orden de los 16 mg/l de suero utilizando los medios 

basados en suero de ricota formulados en este trabajo, y se duplicó este rendimiento con la recuperación 

in situ de la nisina con cultivos en batch. La producción de nisina obtenida en batch fue superior que la 

reportada para la fermentación en leche. 

Por último, se diseñó un reactor empacado con fibras de celulosa para la in- movilización de L. lactis y un 

dispositivo para la recuperación de nisina por extracción con espuma para un proceso en continuo. La 

fermentación continua se llevó a cabo durante 560 horas y se ensayaron diferentes velocidades de 

dilución. Se determinaron condiciones de operación en las cuales la lactosa se consume en su totalidad y 

se produce nisina. El biocatalizador inmovilizado mostró gran estabilidad y resistencia mecánica en las 

condiciones de operación. El reactor con fibras de celulosa empacadas resultó apropiado para el uso de 

medios de cultivo con sólidos en suspensión similares a los utilizados a nivel industrial, dado que no se 

presentaron obstrucciones durante el desarrollo del proceso. La alta estabilidad del inmovilizado lo 

convierte en una opción para la obtención de numerosos productos metabólicos microbianos no ligados al 

crecimiento que se excreten al medio de cultivo, como la producción de vitaminas y/o probióticos. 

En síntesis, los resultados reportados en el presente trabajo muestran la prepa- ración de materiales 

poliméricos con características apropiadas para la obtención de biocatalizadores inmovilizados con gran 

actividad y estabilidad para la producción de compuestos biotecnológicos de alto valor agregado. 
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Objetivos del presente trabajo 

 

El objetivo del presente trabajo de tesis es el desarrollo y estudio de soportes 

macroporosos para la inmovilización de microorganismos y su potencial aplicación a 

procesos biocatalíticos y fermentativos. 

Para ello se obtuvieron materiales con modificaciones superficiales a partir de 

dos polímeros disponibles comercialmente, polietileno de alta densidad (HDPE) y fibras 

de celulosa. Las modificaciones superficiales se consiguieron por técnicas de injerto 

inducido por radiación y por cationización química. La selección del material más 

apropiado para inmovilización de células se realizó a partir de la caracterización de los 

materiales obtenidos como soporte así como el comportamiento funcional del sistema 

soporte-microorganismo. 

El material seleccionado como soporte se estudió en un sistema de 

fermentación de L. lactis para la producción de nisina como sistema modelo. Para ello, 

en primer lugar se estudiaron las condiciones de producción de L. lactis en cultivos 

batch y se diseñó un medio de cultivo basado en componentes de uso industrial de 

bajo valor agregado. Adicionalmente, se diseñó un método de recuperación del 

producto desde el medio de fermentación. 

Por último, se comparó la fermentación de L. lactis en batch y en un sistema 

con células inmovilizadas en un soporte polimérico modificado para la producción de 

nisina. 
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Estructura del trabajo 

 

En el presente trabajo de tesis se describen los antecedentes teóricos y 

el desarrollo experimental realizado para abordar los objetivos generales y 

específicos propuestos. En el Capítulo 1 se realiza una introducción teórica 

general sobre los procesos con células inmovilizadas, la obtención de 

materiales soportes para inmovilización, el proceso de adhesión microbiana a 

un sólido y las características fisiológicas y metabólicas del microorganismo 

utilizado y del producto seleccionado para ensayar la obtención de 

compuestos de interés industrial.  

En el Capítulo 2 se presentan los resultados de la obtención de 

diferentes soportes macroporosos mediante la modificación superficial de 

materiales disponibles comercialmente. A continuación, en el Capítulo 3 se 

describen los ensayos de inmovilización celular sobre estos materiales soportes 

utilizando un microorganismo y una reacción biocatalítica modelo. En esta 

misma sección se analizan condiciones de optimización de inmovilización y 

reutilización del biocatalizador inmovilizado y de los soportes, en reacciones a 

pequeña escala. Por último se analiza el proceso de inmovilización de L. lactis 

sobre los diferentes materiales obtenidos. 

Para estudiar las condiciones de producción de nisina por L. lactis se 

diseñó un medio de fermentación basado en suero de ricota y harina de soja 

que se utilizó para realizar cultivos batch, como se describe en el Capítulo 5. El 

tratamiento de los componentes del medio de cultivo, así como el diseño de 
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las técnicas de cuantificación de fuente de carbono y energía y de nisina 

necesarias para el desarrollo de las fermentaciones se detalla en el Capítulo 4. 

En el Capítulo 6 se describe una metodología de recuperación de la 

nisina presente en el medio de fermentación de L. lactis por extracción en 

espuma y un proceso en continuo de producción de nisina utilizando células 

inmovilizadas en uno de los materiales modificados a tal fin. Por último en el 

Capítulo 7 se sintetizan las conclusiones generales del trabajo.  
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Introducción 

 

A través de la historia del hombre, los microorganismos han tenido una enorme 

importancia social y económica. Sin conocer aún de su existencia, muy temprano en 

la historia los hemos utilizado para la producción de alimentos y bebidas. Los sumerios y 

babilonios practicaban la fabricación de cerveza antes del 6000 AC, la producción de 

vinagre data de los 2000 AC y aun en La Iliada de Homero se menciona el uso de 

estómago de cabras para la manufactura de quesos (Buchholz et al 2005; Liese et al 

2006). 

Sin embargo, la producción de químicos como alcohol o ácidos orgánicos a 

través de fermentaciones es relativamente nueva y los primeros reportes de literatura 

recién aparecen en el siglo XIX con el desarrollo de las ciencias naturales modernas. A 

pesar de que los principios básicos que gobiernan esta biotransformación fueron expli-

cados más de cien años después, en 1823 se utilizaron células de Acetobacter adsor-

bidas en astillas de madera para la producción de ácido acético desde etanol. Poste-

riormente, en 1833, Payen y Persoz investigaron la acción de extractos de cebada pa-

ra obtener dextrinas y azúcar a partir de almidón, y formularon algunos principios bási-

cos de la acción enzimática (Buchholz et al 2005).  

En el siglo XX, luego del descubrimiento de la penicilina, el interés por el desa-

rrollo de procesos biotecnológicos fue estimulado por la necesidad de producir pro-

ductos químicos a granel, tales como azúcares y aminoácidos, y por el interés en la 

explotación de microorganismos para producción de compuestos farmacéuticos. 

Sin embargo, hace sólo 20 o 30 años que los microorganismos y enzimas han si-

do reconocidos como soluciones reales para la química sintética en términos de sus 

capacidades de catalizar reacciones de un solo paso análogas a las reacciones 

orgánicas estándar. Esta reciente apreciación de las biotransformaciones se deba 

quizás a tres consideraciones principales. Primero, la necesidad de síntesis de enantió-
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meros puros de drogas quirales que ha adquirido importancia en la última parte del 

siglo XX. Segundo, la presión sobre el sector industrial para la implementación de 

métodos de síntesis ambientalmente amigables, en consonancia con los doce princi-

pios de la química verde. En tercer lugar, que las técnicas de manipulación genética e 

ingeniería de proteínas se han convertido en técnicas estándar en cualquier laborato-

rio, pudiendo mejorar sensiblemente las capacidades sintéticas de las enzimas o con-

seguir nuevas especificidades catalíticas (Grogan 2009). 

 

Procesos con células inmovilizadas 

 

Las biotransformaciones pueden conseguirse utilizando enzimas aisladas, ex-

tractos proteicos semipurificados o células enteras. La selección de células enteras se 

realiza cuando la enzima de interés es inestable en estado aislado, la purificación es 

compleja, o en los casos donde la generación del producto deseado necesita la ac-

ción concertada de varias enzimas o rutas metabólicas y/o requiere la regeneración 

de cofactores. 

Adicionalmente, para que un proceso biotecnológico sea aplicable y competi-

tivo, es necesario obtener altas productividades y para ello es necesario maximizar la 

cantidad de catalizador presente por unidad de producción. En el caso de procesos 

utilizando células enteras, existen dos métodos comúnmente usados para incrementar 

la concentración de biomasa en un reactor, primero el uso de reactores con membra-

nas permeables, y segundo el uso de técnicas de inmovilización (Morikawa et al 2006).  

Los sistemas con microorganismos inmovilizados pueden utilizarse con células en 

reposo (resting cells) pero capaces de regenerar cofactores, o pueden determinarse 

condiciones de operación donde es posible el crecimiento. Las células inmovilizadas 

en crecimiento se aplican cuando el producto de interés es un metabolito de las rutas 

centrales o cuando la formación o regeneración de las enzimas involucradas es de-
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pendiente del crecimiento. Así, la síntesis de compuestos que requieren de secuencias 

de reacciones complejas, por ejemplo producción de etanol desde azúcar, puede 

llevarse a cabo únicamente por microorganismos viables capaces de sintetizar las en-

zimas y regenerar los cofactores necesarios (Buschhloz et al 2005). 

En 1983 Gestrelius reportó la primer bioconversión utilizando células enteras no 

viables inmovilizadas como catalizador (Gestrellius 1983). Desde ese momento, los pro-

cesos con células inmovilizadas se constituyeron en un área en continua expansión. 

Tabla 1.1 
Aplicaciones de procesos con células inmovilizadas (adaptado de Junter 2004) 

 
 Biosíntesis, Bioconversiones 

Enzimas -amilasas, celulasa y otras enzimas celulíticas, ciclodextrinas, glucosiltransferasa, L-
glutaminasa, inulasa, lipasa, penicilin V acilasa, peroxidasas, proteasas, ribonucleasa, 
xilanasa   
 

Antibióticos ampicilina, cefalosporina C, ácido clavulánico, ciclosporina A, divercina, nisina Z, penicilina 
G, rifamicina B 
 

Esteroides androstenediona, hidrocortisona, prednisolona, progesterona 
 

Aminoácidos alanina, arginina, ácido aspártico, cisteína, ácido glutámico, fenilalanina, serina, triptofano 
 

Ácidos orgánicos ácidos acético, cítrico, fumárico, glucónico, láctico, málico, propiónico 
 

Alcoholes  butanol, etanol, sorbitol, xilitol 
 

Polisacáridos alginato, dextrano, levano, pululano, exopolisacáridos sulfatados 
 

Otros pigmentos, vitaminas, sabores y aromas 
 

Medio Ambiente 

Tratamiento de 
aguas 

remoción de: carbono, nitrógeno, metales pesados (Au, Cd, Cu, Ni, Pb, Sr, U); 
biodegradación de polutantes (compuestos fenólicos, aromáticos policíclicos, 
heterocíclicos, compuestos de cianuro, surfactantes, hidrocarburos y derivados del 
petróleo) 
 

Biofertilización inoculación de suelos con microorganismos promotores del crecimiento de plantas 
(Azospirillum brasilense, Glomus deserticola) 
 

Biorremediación  degradación de polutantes en suelos contaminados (fenoles clorados), hábitat acuíferos y 
marinos (hidrocarburos) por inóculos microbianos 
 

Combustibles 
alternativos 

producción de hidrógeno y metano, etanol y biocombustibles  
 
 

Procesamiento de Alimentos 

Bebidas 
alcohólicas 

producción de cerveza, vinos y sidras, generación in situ de saborizantes 
 

Productos lácteos inoculación continua de leche, hidrólisis de lactosa en suero de leche 
 

Biosensores 

Electroquímica  detección de ácido acético, aminoácidos, BOD, cianuro, colesterol, compuestos alifáticos 
clorados, etanol, naftaleno, compuestos fenólicos nitrados, fosfato, piruvato, azúcares, 
ácido sulfúrico, ácido úrico, herbicidas, pesticidas, vitaminas, ensayos de toxicidad 
 

Óptica  detección de herbicidas, metales, compuestos poliaromáticos y testeo de toxicidad 
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Actualmente, estos sistemas se aplican para la biosíntesis de una amplia variedad de 

compuestos, desde metabolitos primarios a biomoléculas de alto valor agregado en 

las más variadas industrias, desde la farmacéutica y alimentaria hasta el desarrollo de 

biosensores para monitoreo ambiental (Tabla 1.1). 

Los procesos con células inmovilizadas equivalen a un bioreactor multienzimáti-

co y poseen numerosas ventajas comparados con los procesos tradicionales con célu-

las en suspensión: alta densidad celular y productividad volumétrica, alta estabilidad 

física y biológica en procesos de larga duración, baja incidencia de pérdida de 

plásmido, aumento en la resistencia a contaminaciones y posibilidad de desacoplar la 

producción de biomasa y metabolitos, entre otras.  

Ventajas de los procesos con células inmovilizadas 

Mayores densidades celulares por unidad de volumen de reactor. Las células 

inmovilizadas pueden retener la capacidad de multiplicarse mientras permanecen 

confinadas y, en presencia de los nutrientes necesarios, colonizar la superficie disponi-

ble del soporte. Una mayor densidad celular tiene como consecuencia mayores velo-

cidades de reacción, mayor productividad volumétrica y menores tiempos de proceso 

(Junter et al 2004). Para procesos con células inmovilizadas en condiciones de no cre-

cimiento se pueden obtener altas densidades celulares maximizando la carga micro-

biana durante el proceso de inmovilización. 

Mejor rendimiento en operaciones en continuo. El uso de células inmovilizadas 

asegura una eficiente retención de biomasa durante procesos operados en continuo, 

minimizando el lavado (wash out) a altas velocidades de dilución (Nicolella et al 2000). 

Por otro lado, la inmovilización también aumenta la estabilidad de plásmidos durante 

procesos operados en continuo (Doleyres et al 2004). 

Simplificación del proceso. La posibilidad de separar fácilmente la biomasa del 

medio de reacción, simplifica los pasos de recuperación del producto (Junyan et al 

sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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2006). En consecuencia, se logra una reducción en el tiempo de proceso, costos de 

equipamiento y demanda energética.  

Posibilidad de reutilización. El biocatalizador con células inmovilizadas puede 

utilizarse en múltiples procesos sucesivos y aun con períodos intermedios de almace-

namiento. Esto reduce los costos del proceso. La reutilización, además de involucrar la 

estabilidad operacional del inmovilizado, depende de la resistencia química y mecá-

nica del soporte utilizado.  

Mayor estabilidad operacional y de almacenamiento. Esta característica es una 

de las principales ventajas, dado que un aumento en la estabilidad permite poseer 

biocatalizadores con mayor vida útil. Los soportes para la inmovilización podrían ac-

tuar como protectivos ante efectos adversos provocados por pH, temperatura, solven-

tes o metales pesados. La inmovilización confiere además una tolerancia superior a 

altas concentraciones de sustrato y una menor sensibilidad a la inhibición por producto 

final. Para explicar este aumento en la estabilidad biológica se propusieron varias hipó-

tesis (Dervakos et al 1991). Trabajos sobre el comportamiento de K. marxianus propo-

nen que el stress osmótico causado por el procedimiento de inmovilización conduce a 

la producción de compuestos reguladores de la presión, como polioles, que descien-

den la actividad del agua y desarrollan una mayor tolerancia a compuestos tóxicos 

(Norton et al 1994). Adicionalmente, levaduras y bacterias del género Bacillus muestran 

mayor viabilidad y estabilidad térmica a condiciones de congelamiento y congela-

miento-secado cuando se encuentran inmovilizadas (Lodato et al 1999).  

Métodos de inmovilización de células  

La inmovilización se define como el proceso por el cual se restringe, total o par-

cialmente, los grados de movimiento de enzimas y células por asociación a un soporte 

(Taylor 1991). Los sistemas con células inmovilizadas pueden clasificarse en dos grandes 

grupos: naturales y artificiales.  
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La adsorción espontánea de células a diferentes tipos de materiales constitu-

yen los sistemas naturales, en los cuales las células se unen por interacciones no especí-

ficas débiles. En condiciones ambientales apropiadas, este primer paso de asociación 

puede conducir a la colonización del soporte y la formación de un biofilm. Las células 

permanecen confinadas en una matriz de polímeros extracelulares que ellas mismas 

excretan, siendo esta asociación más firme que la esperada por adsorción simple. 

Para células con pobres características adhesivas o de floculación existen nu-

merosas técnicas de inmovilización artificiales. En base a los mecanismos físicos involu-

crados, pueden dividirse en cuatro grandes categorías: unión o adsorción a una super-

ficie, atrapamiento en una matriz porosa, autoagregación y confinamiento por barre-

ras (Pilkington et al 1998) (Fig. 1.1). 

Inmovilización superficial sobre soportes sólidos. La inmovilización sobre una 

superficie se puede conseguir por adsorción o por unión covalente.  
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Figura 1.1 

Métodos básicos de inmovilización celular (adaptado de Kourkoutas et al 2004) 
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La adsorción de células o enzimas puede conseguirse por diferentes tipos de in-

teracciones, que dependerán de los grupos funcionales de la superficie bacteriana (o 

de los residuos expuestos de la enzima) y de los grupos funcionales presentes en la su-

perficie del soporte. De acuerdo a esto, las interacciones se pueden clasificar en no-

específicas (fuerzas de van der Waals, enlaces de hidrógeno), electrostáticas (o inter-

acciones iónicas), de afinidad (por ejemplo unión a metales o colorantes), bioespecífi-

cas e hidrofóbicas (Cao 2005). La asociación a través de interacciones no específicas 

parece depender de numerosas propiedades fisicoquímicas del soporte y la célula, 

tales como carga e hidrofobicidad, y del medio de suspensión, como la fuerza iónica 

(Hermansson 1999). El método presenta ciertas ventajas importantes para la inmoviliza-

ción de células como la simplicidad de la técnica, y que se realiza en condiciones muy 

suaves de reacción, minimizando alteraciones en su fisiología y/o actividad catalítica 

(Pramod et al 2008).  

La fuerza de la interacción así como el espesor del biofilm varía con cada sis-

tema célula-soporte. Se reportaron biofilms bacterianos de más de 1 mm de espesor 

(Kourkoutas et al 2004). Debido a que no existen barreras entre la célula y la solución, y 

que las fuerzas que median la interacción son débiles, es posible el establecimiento de 

un equilibrio entre células libres e inmovilizadas en determinadas condiciones de ope-

ración.  

Una amplia variedad de soportes, como madera, vidrio, cerámica y materiales 

plásticos, pueden utilizarse para inmovilizar por adsorción diferentes tipos celulares, 

aunque algunos de ellos pueden requerir modificaciones químicas para aumentar su 

capacidad de adsorción (Norton et al 1994).  

La inmovilización por unión covalente se basa en la reacción química entre un 

grupo funcional de superficie de la célula o enzima y un grupo funcional reactivo pre-

sente sobre la superficie del soporte (Blanco 2004). De acuerdo a las identidades quí-

micas de los dos grupos reaccionantes, los tipos de unión más importantes se pueden 

clasificar en: diazotización, formación de enlaces peptídicos, alquilación/arilación, 
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formación de bases de Schiff, amidinación, reacción de intercambio tiol-disulfuro, y 

oxidación (Cao 2005). La inmovilización por unión covalente se utiliza ampliamente 

para enzimas y otras biomoléculas. En el caso de inmovilización de células por esta 

técnica, en general no se obtienen buenos rendimientos, posiblemente debido a la 

desestabilización de la pared y/o membrana celular. 

Atrapamiento en una matriz porosa. Por definición el atrapamiento se refiere al 

proceso por el cual las enzimas y/o células se incluyen en una matriz formada por un 

proceso químico o físico, como entrecruzamiento o gelificación respectivamente. En 

general el atrapamiento se realiza durante el proceso de inmovilización, por lo que la 

fracción biocatalítica a inmovilizar debe ser compatible químicamente con los precur-

sores utilizados para formar la matriz.  

En el atrapamiento por procesos físicos las enzimas o células se mezclan de 

manera homogénea con la solución del polímero y la formación del gel se consigue 

por cambios en la temperatura (como en el caso de agar o agarosa) o por gelifica-

ción ionotrópica (por ejemplo alginatos en presencia de iones Ca+2 o Ba+2) (Park et al 

2000).  

Por otro lado, en el atrapamiento por polimerización la matriz se produce por 

unión química entre monómeros. En este caso, las células o enzimas se mezclan con 

una solución de monómeros y el atrapamiento se logra por la adición de un iniciador 

de polimerización. Un ejemplo de este tipo de inmovilización es la formación de geles 

de poliacrilatos (Betigeri et al 2002).  

Debido a que las condiciones de formación de las matrices son usualmente 

suaves, el atrapamiento es una técnica muy utilizada para la inmovilización, en parti-

cular de células enteras.  

En esta clase de inmovilizaciones es posible aumentar la carga microbiana por 

incubación en medios ricos. El crecimiento celular dentro de la matriz depende princi-

sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Bioprocesos con microorganismos inmovilizados en polímeros macroporosos- Capítulo 1 

13 

 

palmente de limitaciones difusionales impuestas por la porosidad del material y en 

última instancia de la biomasa acumulada (Kourkoutas et al 2004). 

La presencia de un gradiente de difusión de sustrato a través de la matriz pro-

duce un patrón heterogéneo de población microbiana (Huang et al 1998). Las células 

ubicadas sobre la superficie externa de la matriz disponen de sustratos y nutrientes pre-

sentes en el medio de reacción sin barreras difusionales y pueden multiplicarse y libe-

rarse al medio líquido constituyendo un sistema de células en equilibrio libre-

inmovilizado (Tanaka et al 1989). 

Entre las matrices utilizadas se encuentran agar, alginato, carragenano, celulo-

sa y sus derivados, colágeno, gelatina, resinas epoxi, resinas fotoentrecruzantes, polia-

crilamida, poliéster, poliestireno, poliuretano y polivinilalcohol (Park et al 2000). 

Agregación. La floculación se define como la agregación de células para for-

mar una unidad de mayor tamaño. La habilidad de formar agregados se observa 

principalmente en hongos, mohos y células vegetales. Para los cultivos que no floculan 

naturalmente, se utilizan agentes químicos de entrecruzamiento como el glutaraldehí-

do y la bis-diazobifenilamina (Junyan et al 2006). Esta técnica se utiliza en general con 

células no viables y se pueden elaborar biocatalizadores en forma de polvo, bolillas o 

espumas altamente porosas (Marolia et al 1993). 

Contención mecánica por barrera. El confinamiento por barreras se puede rea-

lizar mediante tres estrategias: uso de membranas microporosas, atrapamiento en mi-

crocápsulas o interacción de superficie entre dos líquidos inmiscibles. Este tipo de in-

movilización suele utilizarse cuando se requiere baja transferencia de masa y produc-

tos libres de células (Park et al 2000). 

Características deseables de un soporte para inmovilización  

Uno de los obstáculos más importantes para la implementación de cultivos con 

células inmovilizadas a escala industrial consiste en las limitaciones de transferencia de 

masa dentro del biocatalizador. La dificultad en el transporte pasivo de sustratos y 
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productos puede generar microambientes no controlados contraproducentes para la 

célula. Estos efectos pueden causar bajas velocidades de crecimiento y/o conversio-

nes menores respecto a las de células libres. Por lo tanto, la selección del soporte a 

utilizar y la metodología de inmovilización son aspectos cruciales en el desarrollo de 

biocatalizadores con células inmovilizadas. 

Un soporte adecuado para la inmovilización de células debe poseer algunas 

características distintivas que se describen a continuación (Freeman 1984, Martin 1991, 

Junyan et al 2006): 

(i)  Gran superficie, con grupos funcionales accesibles para interaccionar con las 

células. Debe tener una aceptable relación área superficial/volumen para in-

movilizar mayor densidad celular en el menor espacio. Esto permitiría operar 

con reactores de menor tamaño y reducir costos de equipamiento y consumo 

de energía. Adicionalmente, la presencia de grupos funcionales que le aporten 

cargas y/o grupos específicos capaces de interaccionar con la superficie celu-

lar mejorarían el rendimiento de la adhesión y estabilizarían la biomasa en con-

diciones de operación. 

(ii)  Debe poseer la geometría y tamaño apropiado para poder separarlo fácil-

mente del medio de reacción. Asimismo, es deseable que sea posible su rege-

neración para disminuir los costos de producción. 

(iii)  Estable mecánica, química, térmica y biológicamente. El soporte debe ser iner-

te, atóxico para la célula a inmovilizar y resistente a las condiciones de opera-

ción, lavado y/o sanitización. Para asegurar su uso por períodos prolongados, 

no debe ser sustrato de la célula inmovilizada.  

(iv)  Porosidad uniforme. La porosidad del material utilizado como soporte para in-

movilización debe permitir la contención de la célula y a su vez, el transporte 

pasivo de compuestos de bajo peso molecular. La uniformidad en la geometría 

del material permite un diseño racional del biocatalizador, la predicción de la 

carga bacteriana y en consecuencia una mejora en los rendimientos del pro-

ceso. 

(v)  Económico, accesible y fácil de escalar. El costo del soporte en muchos casos 

limita el rango de aplicación de biocatalizadores con células inmovilizadas. 

Además, el soporte elegido debe estar disponible en calidad y cantidad ade-
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cuada para su aplicación a escala productiva. Por otro lado, las características 

físicas y la geometría del soporte deben permitir un escalado sencillo. 

(vi)  Inerte e inocuo. Además de no afectar la actividad de las células inmoviliza-

das, no deben liberar o generar compuestos que se constituyan en contami-

nantes del producto final de la reacción. Por último, para aplicaciones en ali-

mentos debe poseer características de grado alimentario. 

 

Polímeros funcionalizados para inmovilización de células 

 

Los polímeros, ya sean naturales o artificiales, son los materiales preferidos como 

soportes para inmovilización, dado que se encuentran presentes comercialmente en 

cantidad y calidad, y presentan ciertas propiedades deseables para la aplicación, 

como ser elasticidad, resistencia química y mecánica, conductividad y degradabili-

dad. Como se mencionó anteriormente, numerosos polímeros son inertes y pueden 

requerir modificaciones químicas superficiales para utilizarlos como soportes para in-

movilización. El tipo de modificación necesaria depende principalmente del material a 

utilizar como soporte y del tipo de interacción soporte-célula que se desee.  

La funcionalización más simple consiste en la introducción de grupos reactivos 

sobre la superficie del material soporte capaces de interaccionar directamente con la 

célula.  

 

Superficie del 
polímero

Superficie del polímero 
modificada

Superficie del polímero 
funcionalizada

Superficie del polímero 
bifuncionalizada
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Figura 1.2 
Estrategias de funcionalización de polímeros para inmovilización de células (adaptado de Goddard et al 2007) 
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En los casos en que la funcionalización no genere suficientes grupos de anclaje, 

o el biocatalizador pierda actividad por adsorción a una superficie hidrofóbica, puede 

ser necesario incorporar un compuesto intermediario o molécula espaciadora (God-

dard et al 2007). Por ejemplo, el ácido acrílico puede polimerizar sobre superficies de 

polímeros inertes para generar un polímero aniónico, al que pueden unirse PEI o quito-

sano, incrementando la funcionalidad de la superficie polimérica por incorporación de 

aminas primarias (Cheng et al 2004, Wang et al 2001). La utilización de moléculas 

hidrofílicas como espaciador, por ejemplo polietilenglicol (PEG), puede evitar la desna-

turalización del biocatalizador e inclusive mejorar  su actividad (Moskovitz et al 2005, 

Okamura et al 2005). 

Adicionalmente, se puede introducir un compuesto bioactivo a la molécula es-

paciadora, para lograr la unión específica a componentes de la superficie celular. Un 

esquema básico de estos tipos de modificaciones se muestra en la Fig. 1.2. 

Técnicas de modificación de superficies poliméricas 

Existen numerosas técnicas de modificación y funcionalización de superficies, 

derivadas de diferentes industrias como biomédicas, textiles, microelectrónica y de 

embalajes para alimentos. Se pueden clasificar en tres grupos principales: modifica-

ción química húmeda, química de silanos y modificación por radiaciones ionizantes. 

Esta última clase se clasifica a su 

vez en radiaciones de alta y baja 

energía, de acuerdo a la especie 

ionizante involucrada (Fig. 1.3). 

Modificación química 

“húmeda”. En la modificación 

química húmeda, el material se 

trata con reactivos químicos líqui-

dos para generar un grupo funcional reactivo sobre la superficie. Es un método simple 
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Figura 1.3 

Métodos de modificación de superficies poliméricas 
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y posee buena capacidad de penetración en materiales macroporosos. Por ejemplo, 

se pueden incorporar grupos con oxígeno reactivo a polietileno (PE) y polipropileno 

(PP) por tratamiento con ácido crómico y permanganato de potasio en ácido sulfúrico 

(Tao et al 2001, Sheng et al 1995). Sin embargo esta metodología presenta ciertas des-

ventajas. Como se trata de un método no-específico, produce una variedad de com-

puestos oxigenados. El grado de funcionalización no es reproducible con polímeros de 

diferente peso molecular o cristalinidad. Adicionalmente, este método requiere trata-

mientos extendidos en soluciones corrosivas concentradas y genera desechos quími-

cos peligrosos, por lo que existe una tendencia a dejar de utilizarlo para escala indus-

trial. 

Química de silanos. La inmovilización de organosilanos a superficies se utiliza 

para acoplar un polímero orgánico a un sustrato inorgánico, por ejemplo para promo-

ver la adhesión entre vidrio y polímeros en el desarrollo de polímeros reforzados (fiber-

glass). Los silanos con vinilos y bromuros terminales se modifican posteriormente por 

reacciones químicas húmedas para generar grupos funcionales ácidos, aminas e 

hidroxilos. Debido a su organización casi cristalina, ofrecen el potencial de una funcio-

nalización superficial más homogénea que las obtenidas por modificación química 

húmeda. Sin embargo, la unión del siloxano puede hidrolizarse a altas temperaturas o 

por pH alcalino. A pesar de que esta técnica se aplica principalmente para la inmovili-

zación de sustratos inorgánicos, es un campo emergente para la modificación superfi-

cial de polímeros para biocatálisis (Goddard et al 2007). 

 Tratamientos ionizantes. Las radiaciones ionizantes son capaces de modificar 

la estructura de los materiales y en particular de los polímeros, generando deficiencias 

electrónicas (excitaciones e ionizaciones). Las fuentes de radiación ionizante pueden 

ser de naturaleza corpuscular (α, β, protones, electrones, neutrones o iones acelera-

dos) o de naturaleza electromagnética (rayos γ o X).  

(i) Plasma. Se denomina plasma al estado de alta energía de la materia, 

en la cual un gas se ioniza parcialmente en partículas cargadas, electrones y 
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moléculas neutras. El plasma puede generar modificaciones en la superficie de 

un polímero en el orden de los nanómetros sin utilizar solventes (Dinklage et al 

2005). El tipo de funcionalización puede variar con la elección del gas a utilizar 

(Ar, N2, O2, H2O, CO2, NH3) y de los parámetros de operación. El plasma de oxí-

geno se utiliza para generar grupos funcionales oxigenados en superficies po-

liméricas tales como policaprolactona (PCL), PE y polietilentereftalato (PET), y el 

plasma de dióxido de carbono para introducir grupos carboxílicos en PP, PE y 

poliestireno (PS). Adicionalmente los plasmas de nitrógeno y amonio permiten 

la incorporación de grupos amino a politetrafluoroetileno (PTFE) y PS respecti-

vamente (Roosjen et al 2004). 

(ii)  Descarga corona. La descarga corona consiste en un proceso 

continuo simple y de bajo costo en el cual se bombardea una superficie po-

limérica con una corriente de aire ionizado. Este método se utiliza comercial-

mente para mejorar el estampado y adhesión a polímeros inertes por introduc-

ción de oxígeno en la superficie (Desai et al 2004). Como los materiales se mo-

difican con un patrón heterogéneo de compuestos oxidados, en general no se 

utiliza para incorporar funcionalidades específicas. 

(iii) Tratamiento de flama. Como la técnica anterior, se trata de un 

método de funcionalización no-específica. Consiste en el bombardeo de la su-

perficie con aire ionizado, para generar un amplio espectro de productos de 

oxidación. En este caso, el oxígeno reactivo se produce por combustión de una 

mezcla gaseosa rica en oxígeno. Se utiliza para incorporar grupos funcionales 

hidroxilos, aldehídos y ácidos en PE para mejorar la adhesión, estampado y 

humectación de hilados (Briggs et al 2003).  

(iv) Radiación ultravioleta. La exposición de una superficie poliméri-

ca a radiación UV provoca la generación de sitios reactivos que pueden trans-

formarse en grupos funcionales por exposición a un gas o por polimerización 

por injerto. Esta técnica difiere de los tratamientos con gases ionizantes en que 
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es posible regular la profundidad de la reactividad superficial variando la longi-

tud de onda (Chan et al 1996). Se utiliza para introducir grupos carboxílicos en 

polimetilmetacrilato (PMMA) (Situma et al 2005), activación de PS para inmovili-

zación de enzimas (Nahar et al 2004) y en ingeniería de tejidos (Welle et al 

2005).   

(v) Radiaciones electromagnéticas de alta energía. El uso de radia-

ciones ionizantes para generar nuevos materiales se basa en la habilidad única 

de estas radiaciones para iniciar radicales libres sin el agregado de un catali-

zador o calor (Lee et al 1996, Terada et al 2004). Las radiaciones ionizantes más 

utilizadas son los rayos γ (Grasselli et al 1999), los electrones acelerados (Kim et 

al 2000, Chmielewski 2004) y los iones pesados acelerados (Mazzei et al 2006). El 

flujo de partículas energéticas produce la ionización y excitación del material 

irradiado con la consecuente formación de iones, electrones, radicales y/o es-

tados excitados. Se pueden conseguir modificaciones químicas por exposición 

del material activado por radiación a una solución de monómeros. Como resul-

tado, el monómero forma un injerto de polímero sobre la superficie del material.  

Modificación de polímeros por injerto inducido por radiación  

La tecnología de injerto inducido por radiación puede generar radicales alta-

mente reactivos e iniciar subsecuentemente la polimerización y extensión de largas 

cadenas de injerto sobre materiales poliméricos inertes como el PE. Considerando que 

se dispone comercialmente de una vasta gama de polímeros en composición, geo-

metría y tamaños, es posible obtener nuevos polímeros a partir de un proceso simple, 

sin agregado de aditivos y a temperatura ambiente. Adicionalmente, la radiación 

ofrece la potencialidad de esterilizar el material en simultáneo al proceso de modifi-

cación (Hoffman 1982). 

Fundamento de la modificación. La radiación γ está constituida por fotones de 

alta energía, con mayor poder de penetración pero menor poder de ionización que 
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las partículas α y β. El átomo de 60Co se descompone radioactivamente a un átomo 

estable de 60Ni liberando en el proceso de decaimiento dos rayos γ, uno de 1,33 MeV y 

otro de 1,17 MeV de energía. A los fines prácticos, se considera que la energía de la 

radiación es el promedio de ambos (1,25 MeV), con un tiempo medio de decaimiento 

de 5,3 años. La máxima velocidad de dosis que se puede alcanzar con rayos γ, en 

cualquier distribución de fuentes no superará los 20 kGy/hora (Carbajal 2008). 

La forma de interacción predominante de la irradiación γ con materiales orgá-

nicos es la dispersión de Compton.  En este caso la radiación electromagnética inter-

acciona elásticamente con un electrón. Parte de la energía del fotón se transfiere ge-

nerando la expulsión del electrón del átomo blanco y la energía remanente se libera 

como un nuevo fotón, de menor energía y con dirección distinta de la radiación inci-

dente.  

Tanto el electrón como el fotón producidos, interactúan con el material polimé-

rico dando lugar a dos procesos, uno de ionización y otro de excitación. En el caso de 

la ionización, el electrón Compton transfiere energía suficiente a un electrón orbital de 

otro átomo como para ser expulsado, dejando un catión. Si la energía transferida es 

insuficiente para provocar la expulsión de un electrón, el átomo queda en un estado 

excitado de energía. Los iones y moléculas excitadas son muy reactivos y pueden re-

accionar con otros materiales presentes en el sistema o descomponerse en radicales 

libres, átomos o moléculas neutras. 

Métodos de injerto por radiaciones. Existen varios métodos de modificación 

química de polimerización por injerto. Estos se pueden agrupar en método por preirra-

diación en aire o vacío y directo.  

(i) Pre irradiación en vacío. En ausencia de aire, los radicales 

formados por irradiación en vacío o en un gas inerte quedan atrapados 

en el sistema pudiendo permanecer “activos” por un tiempo considera-

ble a bajas temperaturas, para luego actuar como iniciadores de poli-
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merización. El monómero, en una incubación posterior, difunde en el 

polímero e interactúa con los radicales atrapados. Esta técnica en dos 

etapas requiere elevadas dosis de energía, en el orden de los 200 KGy, y 

se aplica principalmente a polímeros con alto grado de cristalinidad, 

donde los radicales libres tienen una mayor vida media.  

(ii) Pre- irradiación en aire. Al preirradiar el polímero en pre-

sencia de oxígeno o aire, se generan grupos peróxidos e hidroperóxidos 

que posteriormente pueden funcionar como iniciadores de polimeriza-

ción. Los peróxidos se descomponen térmicamente liberando radicales 

libres en presencia del monómero y ausencia de aire. Por lo tanto, este 

método es aplicable a polímeros termoestables.  

(iii) Método Directo o Simultáneo. El método consiste en la 

irradiación de un polímero en presencia de un monómero y en ausencia 

de aire. El copolímero por injerto se inicia por radicales libres generados 

sobre el polímero. Pueden sintetizarse varias clases de copolímeros, ya 

sea por el agregado de un solo tipo de monómero o por una mezcla de 

ellos (Fig. 1.4). Este método presenta dos ventajas importantes: requiere 

bajas dosis de energía (2-20 kGy) y consiste en un proceso de una eta-

pa. La técnica en simultáneo requiere radiación durante todo el proce-

so de injerto, y aunque las dosis de energía son menores con respecto a 

los métodos indirectos, los rendimientos en injerto son mayores debido a 

que no se pierden radicales libres a través de reacciones de descompo-

sición (Dargaville et al 2003).  

Como la radiación ionizante no es selectiva, es necesario considerar su efecto 

sobre todos los componentes del sistema: polímero, monómero, y solvente. La dosis y 

velocidad de dosis de radiación son importantes para cualquier sistema de injerto. La 

densidad y longitud de las cadenas injertadas se pueden controlar por medio de dos 
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parámetros: el tiempo de exposición del material a la radiación ionizante y la duración 

del tratamiento del material irradiado con el monómero (Kawai et al 2003). 

La polaridad del solvente puede favorecer el contacto entre el polímero y el 

monómero, incrementando la velocidad de iniciación debido a la transferencia de 

energía o a reacciones de radicales libres del solvente. 

La temperatura posee un efecto complejo, debido a que afecta a la veloci-

dad de difusión del monómero, y la solubilidad y movilidad de los radicales, influyendo 

en las cinéticas de transferencia y terminación de las cadenas en propagación.  

Características de los injertos sintetizados por radiación. Se pueden incorporar una 

amplia variedad de especies activas biológicamente en o sobre materiales poliméri-

cos procesados por radiación. Tales especies están usualmente presentes en solucio-

nes acuosas, por lo tanto, los monómeros y polímeros involucrados en la inmovilización 

deben tener un carácter predominantemente hidrofílico (Hoffman 1982). 

Los geles poliméricos hidrofílicos, o hidrogeles, se reportaron por primera vez 

como materiales biocompatibles en 1960. Estos geles pueden absorber grandes canti-

dades de agua, desde un 30 a 95%, y por lo tanto poseen baja resistencia mecánica. 

Por ello, la polimerización por injerto de monómeros hidrofílicos sobre soportes sólidos 

 

Monómero A

Monómero B

- 60Co - 60Co 

Polímero

 
 

Figura 1.4 

Reacción de polimerización por injerto simultáneo (Adaptado de Carbajal 2008) 
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hidrofóbicos busca combinar las características biocompatibles del hidrogel con la 

resistencia mecánica del polímero.  

Se pueden preparar hidrogeles neutros, aniónicos o catiónicos, con diferente 

contenido de agua, por selección del tipo y concentración de monómero. Los monó-

meros se clasifican en cinco tipos generales: hidrofílicos, aniónicos, catiónicos, hidrofó-

bicos y entrecruzantes. Mezclas entre ellos permiten obtener injertos con diferentes 

características de hidrofilicidad, acidez y contenido en agua.  

Los hidrogeles pueden ser modificados químicamente en un paso de reacción 

posterior al injerto en el polímero soporte. Esta funcionalización permite mejorar las 

propiedades de adhesión bacteriana (Terada et al 2005, Trelles et al 2008). La funcio-

nalización con grupos cargados positivamente como el dietilamina (DEA) o etilenami-

na (EA) hacen posible la inmovilización de bacterias (Lee et al 1996), mostrando que la 

inmovilización de células en hidrogeles se produce principalmente por interacciones 

electrostáticas (Walker et al 2005). 

Estudio y caracterización de soportes para inmovilización 

No sólo es importante determinar la actividad y cantidad del biocatalizador 

inmovilizado, sino que es necesario evaluar la modificación introducida sobre los sopor-

tes a ensayar. Las herramientas utilizadas para la caracterización de los soportes modi-

ficados para inmovilizar células dependen de la naturaleza de la modificación y la 

especificidad requerida. Se pueden clasificar en dos grandes grupos, espectroscópi-

cos y no-espectroscópicos.  

A. Métodos no espectroscópicos 

Método gravimétrico. Este método es una manera simple y rápida de medir la 

extensión de la modificación. Simplemente consiste en la diferencia porcentual del 

peso pre y postratamiento.  
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Determinación de grupos epóxido. El ácido iminodiacético (IDA) es un grupo 

quelante tridentado que forma complejos ternarios con iones metálicos de la primera 

serie de transición. La adición de IDA en el copolímero injertado permite el análisis cua-

litativo y cuantitativo de la cantidad de epóxidos disponibles por reacción de comple-

jación del IDA con Cu (II) (Camperi et al 1998, Carbajal et al 2003). 

Ángulo de contacto. Este método consiste en la estimación del grado en el que 

una gota de agua se extiende sobre una superficie. El grado de extensión de la gota 

se relaciona con la hidrofilicidad de la superficie analizada; a menor ángulo de con-

tacto mayor hidrofilicidad del material (Extrand 2004). A pesar de que es un método 

simple, deben ajustarse parámetros operativos para asegurar medidas reproducibles, 

como pH y dureza del agua, temperatura y humedad ambiente. Por ello, es conve-

niente utilizar este tipo de ensayos sólo para una evaluación cualitativa. 

Adsorción de colorantes. Existe una variedad de compuestos que forman 

complejos con grupos funcionales en razones estequiométricas definidas. Por ejemplo, 

los ácidos carboxílicos pueden cuantificarse por unión a Toluidine Blue O, Rodamina o 

Verde de Bromocresol; mientras que las aminas primarias pueden detectarse por re-

acción con ácido pícrico, fluorescamina o ninhidrina (Goddard et al 2007).  

La cuantificación de los colorantes adsorbidos presenta varios inconvenientes, 

tales como dificultad en el control del pH en los pasos de adsorción y desorción. 

Además, en estos ensayos no siempre es posible diferenciar si el colorante asociado al 

soporte se encuentra interaccionando específicamente con el grupo funcional incor-

porado o en la doble capa iónica. Por ello, estos ensayos se utilizan para análisis cuali-

tativos. 

Adsorción de proteínas. Es posible la cuantificación de proteínas adsorbidas a 

una superficie por determinación indirecta usando métodos corrientes, tales como 

Bradford, Lowry o Ácido Bicinconínico (BCA) (Sapan et al 1999). La proteína asociada 

se estima por el descenso en la concentración de proteínas en la solución de adsor-
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ción. Para elegir el método de cuantificación deben tenerse en cuenta la presencia 

de sustancias interferentes de cada método, como aminoácidos, quelantes y sales, 

entre otras. 

Actividad Biológica. Es posible estimar la capacidad de asociación de un so-

porte por el ensayo de una actividad biológica estándar, utilizando propiedades co-

nocidas del agente biológico inmovilizado. La actividad del biocatalizador ensayado 

a menudo es diferente a la desarrollada en suspensión, por lo que los ensayos deben 

realizarse en estado libre e inmovilizado. 

Potencial Z. Cuando una superficie cargada está en contacto con una fase 

líquida, se desarrolla un potencial eléctrico en la interfase. En consecuencia, se forma 

una doble capa con grupos ionizables unidos a la superficie y una capa de contraio-

nes en fase líquida débilmente unidos. Esta primer capa, o capa fija, interacciona 

débilmente con la segunda capa móvil, de carga opuesta y en contacto con la masa 

líquida. El potencial Z consiste en la diferencia de potencial a través de esta doble ca-

pa (Harvey 2000). A pesar de que existen comercialmente dispositivos para medir el 

potencial Z, sólo es posible realizarlo sobre partículas en suspensión o en membranas y 

no en materiales poliméricos de mayor espesor. 

B. Análisis espectroscópicos y microscópicos 

Espectroscopía de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR). La inci-

dencia de la radiación infrarroja (IR) produce vibraciones, extensiones y contracciones 

de los enlaces químicos en longitudes de onda definidas, que pueden identificarse por 

comparación contra patrones de grupos funcionales (Hsu 1997). Es una de las técnicas 

espectroscópicas más utilizadas para analizar modificaciones de polímeros. El análisis 

de los espectros resultantes en diferentes pasos de la modificación permite detectar y 

en muchos casos identificar la incorporación de grupos funcionales en los soportes. 

Espectroscopía fotoelectrónica  de rayos X (XPS). Por medio de esta técnica 

se determina la composición atómica de la capa externa, del orden de los nanóme-
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tros, de un sólido. La exposición de una superficie a rayos X produce la emisión de fo-

toelectrones cuyas energías dependen de la identidad química del elemento de ori-

gen y su estado de oxidación. Por lo tanto, por esta técnica puede obtenerse la com-

posición atómica porcentual y la razón estequiométrica (Sabbatini et al 1993). Adicio-

nalmente, es posible identificar la presencia de grupos funcionales por el uso de agen-

tes derivatizantes (Chilkoti et al 1999). Las muestras a analizar deben tener conductivi-

dad eléctrica, por lo que no es una técnica aplicable para el estudio de polímeros.  

Espectrometría de masa ToF-SIMS. La técnica ToF-SIMS utiliza la espectrometr-

ía de masas para determinar el tipo y cantidad de grupos químicos ionizables en una 

superficie. Cuando un haz de electrones incide sobre una superficie se produce la libe-

ración de iones secundarios, los que se separan luego según su razón masa/carga en 

un espectrómetro de masas. El espectro resultante puede indicar la abundancia de las 

especies químicas presentes. También puede proveer un mapa químico bidimensional 

para establecer la homogeneidad de la superficie (Sibilia 1988). A pesar de no ser una 

técnica cuantitativa, puede ser útil para identificar especies químicas, por lo que es 

complementaria a otras metodologías de análisis. 

Microscopía Electrónica de Barrido (SEM). El bombardeo de una superficie 

con un haz de electrones de baja energía produce la emisión de electrones secunda-

rios y rayos X. La intensidad de los electrones secundarios emitidos se utiliza para gene-

rar una imagen tridimensional de la superficie. Los rayos X generados pueden utilizarse 

para un análisis elemental complementario (ESCA). Esta técnica se utiliza para exami-

nar la adhesión celular y la topografía de las superficies (Chu et al 2009, Terada et al 

2005, Trelles et al 2008). 

Microscopía de Fuerza Atómica (AFM). En la AFM es posible determinar la 

morfología de la superficie en escala atómica. Esto se consigue por la medición de la 

incidencia de un haz de láser sobre un cantiléver que está en contacto con la mues-
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tra. Se utiliza para construir mapas de la topología del material y determinar paráme-

tros de rugosidad en el orden nanométrico (Alessandrini et al 2005). 

 

Interacción célula-polímero: adhesión celular a un soporte 

sólido y formación de biofilm 

 

La adhesión bacteriana a una superficie puede describirse como un proceso 

en dos etapas: una inicial de interacción física, instantánea y reversible, seguida por 

una fase a nivel molecular, irreversible y dependiente del tiempo. 

Interacciones fisicoquímicas entre bacterias y superficies: primera fase. La ad-

hesión bacteriana a una superficie consiste en la atracción inicial de las células a la 

superficie seguida por adsorción y fijación (Rijnaarts et al 1995). Las bacterias se mue-

ven o son transportadas hacia el soporte a través o por el efecto de fuerzas físicas, 

tales como movimientos brownianos, fuerzas atractivas de van der Waals, fuerzas gra-

vitatorias, carga electrostática e interacciones hidrofóbicas (Gottenbos et al 2002). 

Las interacciones físicas se clasifican en de corto y largo alcance. Las interac-

ciones de largo alcance entre células y superficies se describen por fuerzas que son 

función de la distancia y de la energía libre. Las interacciones de van der Waals son 

apolares mientras que las ácido-base de Lewis son polares y comprenden todas las 

interacciones electrón-aceptor y electrón-donor (Gottenbos et al 2002). Las interac-

ciones de corto alcance se vuelven efectivas cuando la célula y la superficie se en-

cuentran casi en contacto directo (distancias menores a 5 nm) y pueden clasificarse 

en enlaces químicos (como enlaces de hidrogeno), interacciones iónicas, dipolos e 

hidrofóbicas (Hayashi et al 2001). Las bacterias se acercan a la superficie debido a las 

interacciones de largo alcance y una vez que toman contacto, las interacciones de 

corto alcance se vuelven más importantes (Katsikogianni et al 2004). 

Interacciones moleculares entre bacterias y superficies: segunda fase. En la se-

gunda fase de adhesión, se vuelven predominantes las reacciones moleculares es-
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pecíficas entre la célula y la superficie. Esto implica la adhesión irreversible de la bacte-

ria a la superficie por estructuras poliméricas especificas de la superficie bacteriana, 

como cápsulas, fimbrias o pili. Estas estructuras celulares poseen menos radio y por lo 

tanto menor repulsión, y podrían superar la barrera de energía máxima que separa a 

la célula y el soporte (Hori et al 2010).  

Los microorganismos pueden adherirse de dos maneras, ya sea por fuerzas fisi-

coquímicas genéricas o por medio de estructuras específicas de superficie celulares. 

La adhesión con estructuras específicas de superficie se basa usualmente en el reco-

nocimiento molecular y tiene lugar sólo en contacto directo. Un organismo primero 

estará expuesto a fuerzas fisicoquímicas genéricas, descriptas en la primera fase, antes 

de que las interacciones específicas sean posibles. En situaciones donde no se esperan 

que medien procesos específicos, las interacciones de largo alcance son las respon-

sables de la adhesión (van Loosdrecht et al 1989). 

Modelo de adhesión. La interacción entre una célula y una superficie puede 

describirse mediante la teoría extendida de Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek 

(DLVO) (Hermansson 1999). La teoría describe la energía de adhesión como un balan-

ce entre las fuerzas involucradas:  

Gadh = GvdW – GdI - GAB 

Donde GvdW y GdI son las energías libres asociadas a las interacciones de van 

der Waals y electrostáticas respectivamente, y GAB relaciona las energías libres de la 

interacciones ácido-base. El último término incluye además las interacciones atractivas 

hidrofóbicas y los efectos repulsivos de hidratación, que son 10-100 veces más fuertes 

que las interacciones de van der Waals entre dos superficies en contacto directo. La 

teoría DLVO formula que el Gadh es una función de la distancia, dada principalmente 

por las interacciones de van der Waals y de doble capa eléctrica, debido a que la 

energía de interacción ácido-base desciende exponencialmente a medida que se 

aleja del punto de contacto. 
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Adhesión reversible e irreversible. La teoría DLVO predice dos distancias de se-

paración en las cuales hay una atracción neta entre una superficie y una bacteria 

(Fig. 1.5). En primer lugar, hay un mínimo secundario, que es la mayor separación en la 

cual la bacteria se encuentra débilmente unida a la superficie. Cuando una célula se 

aproxima a una superficie a distancias entre 5 y 20 nm, la interacción está gobernada 

por fuerzas atractivas débiles de van der Waals. A distancias menores, entre 1 y 5 nm, 

comienza a haber fuerzas repulsivas significativas debido al solapamiento de las do-

bles capas eléctricas del soporte y la célula. En este punto, la célula está adherida 

reversiblemente a la superficie del soporte, y puede ser removida fácilmente por fuer-

zas de corte. Sin embargo, si la célula es capaz de penetrar la barrera repulsiva, y al-

canza distancias cercanas a 1 nm, registra el mínimo primario, y la adhesión está sujeta 

a fuertes interacciones atractivas de van der Waals resultando en una adhesión irrever-

sible. Esto es más probable cuando: (1) la superficie estuviera positivamente cargada, 

por lo que la interacción electrostática es atractiva; 2) tanto la bacteria como la su-

perficie fueran hidrofóbicas (dando fuertes interacciones de van der Waals); 3) existie-

ra una alta fuerza iónica; 4) mediaran apéndices de superficie en la bacteria que 
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Figura 1.5 

Esquema de energía libre de las interacciones según la teoría DLVO para un sistema célula-soporte con igual carga 
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puedan cubrir la distancia entre la célula y la superficie o, 5) la adhesión se mediara 

por polímeros adherentes que cubren la distancia de separación entre la célula y la 

superficie (van Loosdrecht et al 1989). 

Factores adicionales involucrados en la adhesión. La complejidad de la super-

ficie bacteriana, y los cambios que presenta ante diferentes condiciones ambientales, 

pueden explicar mucha de la variabilidad en las observaciones experimentales (Katsi-

kogianni et al 2004). 

Superficie microbiana y condiciones de crecimiento. La hidrofobicidad bacte-

riana es dependiente de la estructura de la pared bacteriana. Generalmente, las bac-

terias Gram-negativas contienen lipopolisacárido (LPS) en su envoltura celular que 

atrae una capa de agua, resultando en un alto grado de hidrofilicidad. Contrariamen-

te, las bacterias Gram-positivas no contienen LPS resultando en un alto grado de hidro-

fobicidad (Li et al 2004). La hidrofobicidad en la superficie celular podría minimizar las 

fuerzas repulsivas presentes durante la interacción con el soporte, favoreciendo la ad-

hesión (Liu et al 2004). 

Debido a que la membrana externa de Gram negativas posee alto contenido 

en lípidos y bajo en peptidoglicano, sus propiedades de superficie cambian fácilmente 

por cambios en el medio circundante. Por otro lado, las bacterias Gram positivas po-

seen alto contenido en peptidoglicano que las hace resistentes al medioambiente y 

por lo tanto su superficie es termodinámicamente más estable frente a variaciones del 

medio (Strevett et al 2003). 

Estudios sobre la adhesión de células de E. coli en diferentes fases del creci-

miento indicaron que las células en fase estacionaria son notablemente más adhesivas 

que en fase exponencial media, dado que las células en pleno crecimiento poseen 

una distribución de carga más uniforme en la membrana externa resultando en una 

mayor repulsión electrostática y por consiguiente, menor adhesión (Walker et al 2005). 
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Las macromoléculas responsables de estos fenómenos serían las proteínas unidas a 

membrana y los grupos funcionales asociados a lipopolisacáridos (Abu-Lail et al 2003).  

Diferentes condiciones de carbono y nitrógeno rinden diferentes velocidades 

de crecimiento celular y diferentes propiedades de superficie bacteriana. Por ejemplo, 

E. coli tiene una superficie mas hidrofílica cuando crece limitada en nitrógeno, y menos 

hidrofílica cuando está limitado en fuente de carbono con respecto a la célula cre-

ciendo sin limitación (Strevett et al 2003). 

Interacciones poliméricas. Las sustancias poliméricas extracelulares, o EPS, son 

secretadas por los microorganismos durante el crecimiento y consisten en una varie-

dad de sustancias orgánicas como polisacáridos, proteínas, ácidos nucleicos y lípidos. 

Las EPS juegan un rol significativo en la formación de agregados celulares y en la ad-

hesión, ya que alteran las propiedades fisicoquímicas de la superficie celular (Rijnaarts 

et al 1993). Ensayos de adhesión a soportes utilizando mutantes de X. campestris para 

la síntesis de xantano, muestran que las EPS podrían tener una función en el proceso 

de adsorción (Yang et al 1998). Un análisis realizado sobre 27 cepas bacterianas utili-

zadas en tratamientos de aguas residuales muestran una correlación entre contenido 

de EPS y adhesión, proponiendo un tipo de interacción denominada polimérica que 

mejora el contacto inicial célula-soporte (Tsuneda et al 2003).  

pH y fuerza iónica. La concentración de electrolitos como KCl o NaCl y el pH in-

fluyen en la adhesión bacteriana por cambios en las características superficiales tanto 

de la bacteria como de la superficie y afectando, por lo tanto la primer fase de ad-

hesión. El pH y la fuerza iónica del buffer de suspensión influyen en la hidrofobicidad de 

la superficie celular, siendo significativamente menor a pH altos (7,4) y baja fuerza ióni-

ca (0,5M), mientras que es alta a pH ácidos (2,2) y alta fuerza iónica. Se encontraron 

mayores tasas de adhesión a superficies hidrofóbicas para esta última condición. La 

estabilización de la adhesión a altas fuerzas iónicas se sugirió que se debe a la supre-

sión de la barrera de solvatación y a la reducción de las interacciones electrostáticas 

repulsivas (Katsikogianni et al 2004).  
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 Condiciones de operación. Las condiciones de flujo se consideran dominantes 

para el número de células adheridas. Se considera en general que altas fuerzas de 

corte resultan en un descenso en el número de células adheridas. Existe una fuerza de 

corte óptima para adhesión de la bacteria reflejando un balance entre la desorción y 

la fuerza actuante en la adhesión. Existen evidencias que indican que las bacterias en 

suspensión responden a las fuerzas de corte modificando su velocidad de crecimiento, 

morfología, tamaño o densidad celular y metabolismo. La reducción en el rendimiento 

de biomasa junto con un aumento en la actividad catabólica sugiere que podría ocu-

rrir una disociación de catabolismo y anabolismo a altas fuerzas de corte (Liu et al 

2002). 

En general las fuerzas de corte necesarias para la fase de adhesión difieren en 

un orden de magnitud de la necesaria para desorber la célula de la superficie. La fuer-

za de corte necesaria para la separación de la célula adherida incrementa con el 

tiempo de incubación hasta un valor máximo, sugiriendo que se forman interacciones 

adicionales progresivamente luego de la adhesión inicial (Ming et al 1998). 

Rugosidad de superficie. La teoría DLVO asume que la superficie del soporte es 

perfectamente lisa. Se ha encontrado que las irregularidades en la superficie del so-

porte promueve la adhesión bacteriana, mientras que superficies lisas no favorecen la 

adhesión. Una superficie rugosa posee mayor área y las depresiones proveen ambien-

tes más favorables para la colonización, dado que incrementa el área de contacto y 

protegen a la célula de las fuerzas de corte (Katsikogianni et al 2004).  

Fenotipos de suspensión, adherencia y biofilm. Una hipótesis para explicar las 

diferencias entre el comportamiento de una célula en suspensión y una inmovilizada se 

basa en la existencia de fenotipos de adherencia y biofilm. Las células en estos “estad-

íos” presentan patrones de expresión génica alterada con respecto al microorganismo 

en suspensión (Loo et al 2000, Whiteley et al 2001, Schembri et al 2003). Estudios de pro-

teómica sobre células libres e inmovilizadas por adsorción y atrapamiento, mostraron 

que la metodología de inmovilización también produce expresiones diferenciales y 
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refuerza la suposición de que el microorganismo despliega un comportamiento fisioló-

gico específico en estado inmovilizado (Vilain et al 2004). 

Se identificaron tres clases de proteínas detectadas diferencialmente en células 

inmovilizadas. La primer clase involucra proteínas de membrana, que parecen influir en 

la unión y desarrollo temprano del biofilm (Schembri et al 2001, Coquet et al 2002, Otto 

et al 2002) y están involucradas en la resistencia a ciertos antibióticos (Aires et al 1999, 

Köler et al 1999). El segundo grupo de proteínas está asociado a la síntesis de aminoá-

cidos y cofactores, mientras que las restantes tendrían funciones en la adaptación y 

protección y podrían explicar algunas características de resistencia a condiciones des-

favorables de operación. 

 

Características relevantes de los microorganismos a inmovilizar 

 

En este trabajo se utilizaron dos tipos de microorganismos: Escherichia coli para 

estudios del sistema soporte-microorganismo y Lactococcus lactis como organismo 

modelo para un proceso con células inmovilizadas. Este último se ensayó en 

condiciones de fermentación para la producción de nisina, una bacteriocina de 

amplio uso en industria alimentaria. 

Escherichia coli  

Escherichia coli (Fig. 1.6) es un organismo 

perteneciente a la familia de las enterobacterias. Su 

nombre de género deriva del físico alemán Theodor 

Escherich quien en 1885 reportó por primera vez 

esta  bacteria. Es el procariota más extensamente 

estudiado a nivel de su genética y fisiología y la 

secuencia completa de su genoma se conoce 

desde 1997. 

 

 
 

Figura 1.6 
Micrografía de E. coli 

(www.sciencieenwsden.com) 
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Fisiológicamente, E. coli es un microorganismo versátil. Bajo condiciones aeró-

bicas crece por fermentación produciendo ácidos y CO2 como productos finales. Al-

ternativamente, puede crecer por medio de respiración anaeróbica, dado que es 

capaz de utilizar NO3-, NO2- o fumarato como aceptores finales de electrones. Debido 

a que es capaz de crecer en medios de cultivo con glucosa como único constituyente 

orgánico y que posee un tiempo de duplicación considerablemente corto (30 minu-

tos), es un microorganismo capaz de dar altos rendimientos en biomasa y/o producto 

por lo que se utiliza rutinariamente para cultivos de alta densidad (Gellissen 2005).  

Esta bacteria Gram negativa es un organismo modelo para investigación a es-

cala laboratorio y es uno de los procariotas más utilizado a nivel industrial como hués-

ped para la expresión de proteínas recombinantes y como fuente de variadas enzimas 

para biotransformaciones (Huang et al 2007, Choi et al 2008). Es más, fue el primer 

huésped para la producción de insulina humana recombinante utilizado por Eli Lilly en 

1982 (Tao et al 2009).  

A escala laboratorio las variantes de E. coli más utilizada son la BL21, deficiente 

en proteasas, y K12, que posee mayor capacidad de formación de enlaces disulfuro 

(Tao et al 2009). 

Nucleósidos fosforilasas. Los nucleótidos son compuestos esenciales en todos 

los organismos. Son sustratos para la síntesis de DNA y RNA y también son los principales 

dadores de energía para procesos celulares. Algunos nucleótidos son constituyentes 

de coenzimas mientras otros se usan para la activación de precursores en la síntesis de 

polisacáridos y lípidos. Además cumplen un importante rol en la regulación metabólica 

de numerosos procesos celulares a nivel de expresión génica. Algunas bacterias son 

capaces de producir nucleótidos de novo mientras que otras requieren la adición de 

purinas y/o pirimidinas al medio de crecimiento. Sin embargo, éstas últimas requieren 

desfosforilar estos nucleótidos por nucleosidasas antes de entrar a la célula. Inclusive 

las bacterias capaces de realizar síntesis de novo poseen elaborados sistemas de sal-

vataje para la captura y utilización de bases y nucleótidos. En estas bacterias, la sínte-
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sis de novo esta usualmente silenciada bajo condiciones de exceso de fuentes de pu-

rinas o pirimidinas, por medio de una combinación de regulación por inhibición y géni-

ca (Kilstrup et al 2005).  

Las nucleósido fosforilasas (NP) son las proteínas involucradas en las rutas de 

salvataje que proveen de purinas y pirimidinas para la biosíntesis de nucleótidos, ase-

gurando una alternativa energéticamente menos costosa a la biosíntesis de novo (Bur-

ling et al 2003). La clase NP está constituída por dos tipos de enzimas que difieren en el 

tipo de base nucleotídica para la cual son específicas.  

Las pirimidín nucleósido fosforilasas (PyNP) catalizan la reacción general: 

Pirimidín-nucleósido + fosfato inorgánico  ribosa-1-P + base pirimidínica 

Mientras que las purín nucleósido fosforilasas (PNP) están funcionalmente rela-

cionadas y catalizan la reacción análoga: 

Purin-nucleósido + fosfato inorgánico  ribosa-1-P + base purínica 

Existe amplia experiencia sobre utilización de este tipo de enzimas de E. coli pa-

ra la obtención de nucleósidos modificados (Trelles et al 2004, 2005, 2008). Dado que es 

posible detectar la actividad de estas enzimas en condiciones de no crecimiento son 

reacciones muy útiles para el estudio de células en estado inmovilizado. Las reaccio-

nes que se utilizan en este trabajo se describen en el Capítulo 3. 

Lactococcus lactis  

El género Lactococcus forma parte del grupo de las Bacterias del Ácido Lácti-

co (BAL). Por definición son cocos Gram positivos no móviles, que crecen a temperatu-

ra entre 10 y 40ºC (Fig. 1.7). Estos microorganismos fermentan glucosa por la ruta de las 

hexosas difosfato con la formación de ácido L (+) láctico. Son células ovoides (de 1,2 a 

1,5 µm de diámetro) con tendencia a formar cadenas cortas unidireccionales (Salmi-

nen et al 2004). Desde el punto de vista metabólico, los lactococos son anaerobios 

facultativos, catalasa negativo y no forman endosporas (Carr et al 2002). 
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L. lactis es la especie más extensamente estudiada del grupo BAL con respecto 

a su fisiología, rutas metabólicas y mecanismos de regulación, y su genoma está com-

pletamente secuenciado (Bolotin et al 2001). 

Es un microorganismo mesófilo con una tem-

peratura óptima de crecimiento de 30 ºC, es 

microaerófilo fermentador (Duwat et al 2000), 

posee un genoma relativamente pequeño (2.5 

Mbp) (Bolotin et al 2001), una fórmula mínima 

correspondiente a CH1.95 O0.63 N0.22 P0.02 S0.01 

(Oliveira et al 2005) y un peso relativo de 27.7 

g/C-mol (Novak et al 2000). 

Esta bacteria se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, y se utiliza 

principalmente en la industria láctea como starter para la producción de alimentos 

fermentados. El uso de herramientas de ingeniería genética permitió la construcción 

de cepas modificadas que exhiben mejor control en ciertas características fisiológicas, 

como crecimiento y producción de ácidos orgánicos, resistencia a bacteriófagos y 

propiedades proteolíticas (de Voss 1999). Adicionalmente, se utilizan cepas recombi-

nantes de L. lactis para producir proteínas heterólogas de gran interés biotecnológico 

y médico, tales como enzimas y antígenos, y se estudian como vehículos de antígenos 

recombinantes en vacunas vivas (Langella et al 1999). 

L. lactis es capaz de adquirir elementos de DNA plasmídicos que codifican fun-

ciones críticas para el crecimiento y la competencia, como capacidad de metaboli-

zar lactosa, actividad proteolítica, producción de bacteriocinas, producción de exo-

polisacáridos y resistencia a bacteriófagos (Klaenhammer et al 2005). 

 

 
 

Figura 1.7 
Micrografía de L. lactis (www.jpkc.njau.edu.cn) 

sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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Con respecto a su metabolismo, este microorganismo es capaz de metabolizar 

una variedad de azúcares y otras fuentes de carbono  para obtener energía, poten-

cial redox y precursores metabólicos para biosíntesis de macromoléculas (de Vos 1996, 

Roissart et al 1994). Las fuentes de carbono fermentables incluyen fructosa, galactosa, 

glucosa, lactosa, maltosa, manitol, manosa, sacarosa y trehalosa. La Figura 1.8 presen-

ta un esquema general de la incorporación de carbohidratos en L. lactis. 

Metabolismo de la lactosa en L. lactis. La lactosa puede ser incorporada por 

dos vías: por una lactosa-PTS (lactosa-fosfotransferasa) que produce lactosa-6-fosfato 

o por una permeasa (de Vos 1994). El producto de la lactosa-PTS, lactosa-6-fosfato, es 

hidrolizada por una fosfo-β-galactosidasa, produciendo galactosa 6-fosfato y glucosa. 

Luego de la fosforilación por la glucoquinasa, la glucosa puede entrar en la glicólisis, 

mientras que la galactosa-6-fosfato es metabolizada hasta los intermediarios glicolíti-
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Figura 1.8 
Transporte y metabolismo inicial de carbohidratos en L. lactis. Las enzimas involucradas en cada reacción se indican 
con números: 1) galactosa fosfotransferasa, 2) galactosa 6P isomerasa, 3) tagatosa 6P quinasa, 4) tagatosa 1,6 BiP 

aldolasa, 5)lactosa fosfotransferasa, 6) fosfo--galactosidasa, 7) glucosa permeasa, 8) glucoquinasa, 9) manosa/glucosa 

fosfotransferasa, 10) lactosa permeasa, 11) -galactosidasa, 12) galactosa permeasa, 13) galactosa mutarotasa, 14) 

galactoquinasa, 15) galactosa-1-P uridiltransferasa, 16) UDP-galactosa 4-epimerasa, 17) -fosfoglucomutasa, 18) mal-

tosa permeasa y proteína de unión a maltosa, 19)maltosa fosforilasa, 20)-fosfoglucomutasa, 21) trehalosa fosfotransfe-
rasa, 22) trehalosa 6P fosforilasa, 23) sacarosa fosfotransferasa, 24) sacarosa 6P hidrolasa, 25) 6-fructoquinasa, 26) 
fructosa fosfotransferasa, 27) 1-fosfofructo-6-quinasa, 28) fosfoglucosa isomerasa, 29) 6-fosfofructo-1-quinasa, 30) 

fructosa-1,6-bifosfato aldolasa (Adaptado de Neves et al 2005) 
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cos  dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) y gliceraldehido-3-fosfato (G3P) por tres enzimas 

de la ruta de la tagatosa-6-fosfato. Los componentes del sistema lactosa-PTS, junto con 

las enzimas de la ruta de la tagatosa-6-fosfato se encuentran codificadas en plásmidos 

en la mayoría de las cepas de L. lactis (Thompson 1979, Crow et al 1983).  

El primer mecanismo de transporte de azúcares ligado a iones descripto en L. 

lactis fue el sistema de transporte secundario mediado por una permeasa para la in-

corporación de lactosa (Kashket et al 1973). La lactosa incorporada a través de la 

permeasa es hidrolizada por la β-galactosidasa, rindiendo glucosa y galactosa; esta 

última es metabolizada a glucosa-1-fosfato por tres enzimas de la ruta de Leloir, codifi-

cadas por genes gal. La glucosa-1-fosfato puede entrar en la ruta glicolítica, luego de 

la isomerización a glucosa-6-fosfato por la -fosfoglucomutasa (Grossiord et al 2003).  
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Figura 1.9 
Metabolismo homo- y heterofermentativo  en L. lactis. Enzimas involucradas: LDH) lactato deshidrogenasa,PDH) com-
plejo piruvato deshidrogenasa, PFL) piruvato formiato liasa, ADHE) acetaldehído deshidrogenasa, ADHA) alcohol des-
hidrogenasa, PTA) fosfotransacetilasa, ACKA) acetato quinasa, ALS/ILV B) acetolactato sintasa catabólica y anabólica, 

ALDB) acetolactato descarboxilasa, BUTA) diacetil reductasa, BUTB) acetoín reductasa (Adaptado de Oliveira et al 
2005) 
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Fermentación homoláctica y heterofermentación. L. lactis fermenta glucosa 

por la ruta de hexosas difosfato con la formación de ácido L(+)láctico. La glucosa se 

convierte en piruvato a través de la ruta glicolítica, con producción de ATP por fosfori-

lación a nivel de sustrato y equivalentes de reducción (NADH) a nivel de la glucosa-3-

fosfato deshidrogenasa. La reducción de piruvato a lactato vía lactato deshidrogena-

sa (LDH) mantiene el balance redox por regeneración de NAD+ (Neves et al 2005) (Fig. 

1.9). 

La fermentación mixta, o ácido mixta, es una variante de la homoláctica. Ante 

ciertas condiciones ambientales, por ejemplo en cultivos en aerobiosis, algunas espe-

cies de BAL son capaces de bascular su metabolismo homoláctico en un metabolismo 

mixto, en el cual se pueden generar numerosos productos como diacetilo, acetoína, 

2,3-butanodiol, ácido acético, formiato, etanol y/o CO2 más lactato (Cocaign-

Bousquet et al 2002, Neves et al 2005). Todos estos metabolitos se generan a partir del 

piruvato. El piruvato se puede convertir en acetil-CoA y formiato por la piruvato formia-

to liasa (PFL) o en acetil-CoA y CO2 por la piruvato deshidrogenasa (PDH), para poste-

riormente generar etanol o acetato por acción de la alcohol deshidrogenasa (ADH) o 

del sistema fosfotransacetilasa/acetato quinasa (PTA/ACKA), respectivamente. Por 

otro lado, el piruvato puede metabolizarse hasta diacetilo, acetoína y 2,3-butanodiol 

(Fig. 1.8). A pesar de la diversificación de posibles productos, durante la fermentación 

ácido mixta la mayor parte del piruvato se transforma en lactato por la LDH (Jamet 

2001, Oliveira et al 2005).  

Aún no están determinados completamente los factores que conducen al 

cambio de fermentación homoláctica hacia ácido-mixta. Se propusieron al menos dos 

mecanismos alostéricos involucrados que pueden o no operar simultáneamente: la 

proporción de compuestos fosforilados (FBP/Pi/ADP/ATP) y el balance redox 

(NADH/NAD+). Por ejemplo, la LDH se encuentra co-regulada por el balance de los dos 

tipos de moléculas en la mayoría de las cepas de L. lactis, mientras que en algunos 

casos uno de los mecanismos de regulación es predominante (van Niel et al 2004).  
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La relación NADH/NAD+ parece actuar como modulador de la actividad de 

GADPH y LDH, determinando que a relaciones mayores a 0,05 el  metabolismo 

homoláctico es preponderante como consecuencia de la represión de GAPDH. Por 

otro lado, en el metabolismo ácido mixto observado para galactosa y lactosa, el azú-

car se toma desde el medio a menor velocidad que la glucosa, dando como conse-

cuencia relaciones más bajas de NADH/NAD+ intracelulares que libera la inhibición de 

GAPDH y limita la actividad de LDH (Garrigues et al 1997).  

L. lactis creciendo en maltosa presenta altos niveles de ADH, lo que explica la 

desviación hacia productos de la fermentación ácido mixta. El hecho de que el con-

junto ATP-ADP inhibe completamente su actividad enfatiza el rol de ADH en la regula-

ción del cambio a fermentación ácido mixta, ya que altos niveles de nucleótidos de 

adenina están asociados con la homofermentación (Palmfeldt et al 2004).  

Adicionalmente, ensayos de fermentación de L. lactis sub. lactis con diferentes 

azúcares y concentraciones variables mostraron que el tipo de fermentación prepon-

derante es homoláctica, independientemente del azúcar utilizado y de las velocida-

des de crecimiento y consumo de azúcar (Even 2001). Esta observación se interpretó 

por los autores como una consecuencia de bajas concentraciones de piruvato formia-

to liasa (PFL) y alcohol deshidrogenasa (ADH). La concentración de PFL durante el cre-

cimiento de la subespecie MG1363 en galactosa es cerca de 3 veces mayor compa-

rada con la fermentación utilizando glucosa (Melchiorsen et al 2002), sugiriendo que el 

nivel de PFL, más que su regulación alostérica, controla el cambio a fermentación áci-

do mixta.  

Metabolismo aeróbico en L. lactis. El procesamiento industrial expone a L. lactis 

a múltiples condiciones de stress, tales como altas y bajas temperaturas, bajos pH, alta 

presión osmótica, deprivación de nutrientes y medio oxidante (Miyoshi et al 2003).  

El stress bacteriano puede definirse como una perturbación fisiológica, causa-

da por modificaciones ambientales (físicas, químicas y/o nutricionales) que pueden 
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tener muchas consecuencias para la bacteria, como retardo en el crecimiento y 

muerte celular (Farr et al 1991, Duwat et al 1999). El stress oxidativo puede causar varios 

tipos de daño a la célula, incluyendo disrupciones de rutas metabólicas, mutaciones 

espontáneas y efectos bacteriostáticos/bactericidas (Berlett et al 1997). 

 El oxígeno, además de ser esencial para el proceso de respiración y por lo tan-

to para la vida de muchos organismos, también es una fuente de toxicidad que puede 

conducir a daño en el DNA, proteínas y membranas (Storz et al 1999). El oxígeno en sí 

mismo es incapaz de causar daño a la célula, sin embargo durante el metabolismo 

aeróbico se producen especies reactivas, como el radical anión superóxido (O2-), el 

radical hidroxilo (OH.) y el peróxido de hidrógeno (H2O2). El radical superóxido incre-

menta la disponibilidad de hierro libre, que participa en la formación de radicales 

hidroxilos y otras especies de oxígeno reactivo (Henle et al 1997). El hierro cataliza la 

reducción del H2O2 para producir radicales hidroxilos, en la denominada reacción de 

Fenton. Estos intermediarios tienen un gran potencial oxidante y atacan directamente 

los componentes celulares (Fridovich 1998). En estas condiciones las células muestran 

severos daños en proteínas y DNA, mayores frecuencias de mutación espontánea y 

alta mortalidad (Rezaiki et al 2004). 

 L. lactis es una bacteria anaerobia facultativa. Algunas cepas son capaces de 

crecer en presencia de oxígeno y ajustar su metabolismo, mientras que otras son fuer-

temente inhibidas bajo condiciones aeróbicas. Como este microorganismo carece de 

una cadena respiratoria funcional, la habilidad para crecer y sobrevivir en presencia 

de oxígeno ha sido relacionada con la presencia de NADH-oxidasas  dependientes de 

flavina, NADH peroxidasas y superóxido dismutasas (Smart et al 1987, Sanders et al 

1995). 

L. lactis expresa una sola superóxido dismutasa (SOD) y no posee catalasa. Sin 

embargo, la adición de catalasa exógena aumenta la sobrevida de cultivos expuestos 

a oxígeno (Duwat et al 1995).  
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Estudios genómicos sobre este microorganismo mostraron que posee algunos 

de los genes necesarios para la respiración como cydA, que codifica para la citocro-

mo d oxidasa (Bolotin et al 1999). Durante la respiración, CydA participa directamente 

en la cadena de transferencia de electrones, donde el oxígeno es el aceptor final, 

generando ATP. A diferencia de B. subtilis y E. coli, que poseen todas las enzimas de la 

ruta biosintéticas de la porfirina (grupo prostético de los citocromos), L. lactis posee 

solo algunas de las enzimas de esta ruta, resultando incapaz de sintetizar estos com-

puestos (Gaudu et al 2002, Salminen et al 2004). Sin embargo, se observó la formación 

completa del citocromo en cultivos aeróbicos con agregado de una fuente exógena 

de hierro complejado con el grupo hemo (Bolotin et al 2001).  

Cuando L. lactis crece en presencia de oxígeno y con adición de una fuente 

de grupos hemo, se produce un incremento en la actividad NADH oxidasa que rege-

nera el NAD+, reemplazando el rol de la LDH y cambiando su metabolismo hacia la 

heterofermentación.  

La respiración parece el modo preferido para L. lactis, debido a que se obtie-

nen mayores rendimientos en biomasa y supervivencia de cultivos en almacenamien-

to. La presencia de hemo y oxígeno promueven la respiración de L. lactis (Duwat et al 

2001); los productos de fermentación (principalmente ácido láctico) no se acumulan y 

el pH final del cultivo es mayor. De hecho, el ácido láctico se produce en los estadíos 

iniciales del cultivo, y posteriormente disminuye (Duwat et al 2001, Nagayasu et al 

2007). Adicionalmente, análisis de proteómica indican que L. lactis en condiciones de 

respiración posee un patrón de expresión diferencial, relacionado con un incremento 

en la expresión de peptidasas, activación de rutas de biosíntesis de aminoácidos y 

factores redox (Gaudu et al 2002). 

Actividad proteolítica en L. lactis. Los sistemas proteolíticos de L. lactis involu-

cran una proteasa de unión a pared celular, varios transportadores peptídicos, y pep-

tidasas citoplasmáticas (Kunji et al 1996, Guédon et al 2001). La hidrólisis de caseína y 

la fermentación de azúcares son características importantes desde el punto de vista 
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tecnológico, dado que contribuyen al aroma y textura de productos lácteos (Titgeme-

yer et al 2002). 

Requerimientos nutricionales. La principal  función del metabolismo de azúca-

res en L. lactis es generar la energía necesaria para un rápido crecimiento y para la 

mantención del pH intracelular durante la acidificación del medio (Hugenholtz et al 

1999). 

L. lactis posee una capacidad sintética limitada y en consecuencia, requiere 

de una gran variedad de nutrientes para crecer. La mayoría de los precursores anabó-

licos se importan desde el medio de crecimiento, mientras solo una fracción menor se 

sintetiza de novo desde la fuente de carbono. La mayor parte del carbono de los car-

bohidratos se convierte en productos finales durante la fermentación. Por ejemplo, 

durante el crecimiento en glucosa, solo el 5% del azúcar metabolizado se convierte en 

biomasa (Novak et al 2000). Por lo tanto, para conseguir altas tasas de crecimiento se 

necesita utilizar medios complejos suplementados con azúcares fermentables, numero-

sas vitaminas y aminoácidos, fosfatos, potasio y magnesio (van Niel et al 1999). En me-

dio sintético, L. lactis  requiere al menos seis aminoácidos y tres vitaminas. Como pro-

ducen ácidos durante el crecimiento, los medios deben poseer capacidad buffer para 

evitar que el crecimiento se detenga por descenso del pH a valores inhibitorios (Ter-

zaghi et al 1975). 

 

Bacteriocinas 

 

Las bacteriocinas comprenden aquellas sustancias producidas por bacterias 

que inhiben el crecimiento de otras bacterias. En eubacterias y arqueobacterias esta 

función la cumplen antibióticos de bajo peso molecular, agentes líticos, toxinas, enzi-

mas bacteriolíticas y subproductos metabólicos, tales como ácidos orgánicos, peróxi-

do de hidrógeno y diacetilo. Las bacteriocinas se diferencian de la mayoría de los an-
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tibióticos terapéuticos en que son proteináceos y su rango de acción generalmente 

está acotado a cepas de la misma o cercana relación de especie (Chen et al 2003). 

La demostración del antagonismo de una bacteria contra otra data de más de 

tres siglos. En 1676, Antonie van Leeuwenhoek documentó la antibiosis, en la cual el 

producto de un microorganismo inhibe el crecimiento de otro. Luego, en 1877, Pasteur 

y Joubert reportaron el efecto inhibitorio de 

una bacteria común de la urea sobre Bacillus 

anthracis (Joerger et al 2000). 

La habilidad para sintetizar una o más 

sustancias inhibidoras es una ventaja desde el 

punto de vista evolutivo. Se puede esperar 

una clara oportunidad de supervivencia y pro-

liferación de un organismo que pudiese elimi-

nar un competente de su nicho ecológico, y 

disponer de mayor cantidad de nutrientes. En 

este sentido las bacteriocinas cumplen un rol 

fundamental en la dinámica de las poblacio-

nes bacterianas. Sin embargo, el grado de 

interacciones entre bacteriocinas es tan com-

pleja a nivel ecológico y evolutivo en pobla-

ciones mixtas (tales como en biofilms natura-

les) que muchos detalles permanecen aún sin 

dilucidar (Dykes 1995). 

Clasificación de las bacteriocinas. El 

término bacteriocina se incorporó en 1953 

para denominar a las proteínas antibacteria-

nas altamente específicas, caracterizadas por 

biosíntesis letal, un estrecho rango de actividad, y con capacidad de adsorción a re-

Tabla 1.2 
Ejemplos de bacteriocinas  
(Adaptado de Chen 2003) 

 

Bacteriocina Bacteria productora 
 

Lantibióticos clase I-A 

 

Nisina 
 

Lactococcus lactis  
 

Lactocina S Lactobacillus sake 
 

Epidermina Staphylococcus epidermidis  
 

Gallidermina Staphylococcus gallinarum  
 

Lacticina 481 Lactococcus lactis  
 

Lantibióticos clase I-B 

 

Mersacidina 
 

Bacillus subtilis  
 

Cinnamicina Streptomyces cinnamoneus  
 

Ancovenina  Streptomycces sp.  
 

Duramicina  Streptomyces cinnamoneus  
 

Actagardina Actinoplanes sp. 
 

Clase II-A 

 

Pediocina PA-1/AcH 
 

Pediococcus acidilactici  
 

Sakacina A/P Lactobacillus sake  
 

Leucocina A-UAL 187 Leuconostoc gelidum 
 

Mesentericina Y 105 Leuconostoc mesenteroides 
 

Enterocina A Enterococcus faecium 
 

Divercina V 41 Carnobacterium divergens 
 

Lactococina MMFII Lactococcus lactis 
 

Clase II-B 

 

Lactococina G/M  
 

Lactococcus lactis  
 

Lactacina F Lactobacillus johnsonii 
 

Plantaricina A/S/EF/JK  Lactobacillus plantarum 
 

Clase II-C 

 

Acidocina B 
 

Lactobacillus acidophilus 
 

Carnobacteriocina A Carnobacterium piscícola 
 

Divergicina A Carnobacterium divergens 
 

Enterocina P/B Enterococcus faecium 
 

Clase III 
 

Helveticina J/ V-1829 
 

Lactobacillus helveticus 
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ceptores específicos de la envoltura celular. Más tarde, se agregó a esta descripción 

la asociación entre biosíntesis de bacteriocinas y plásmidos, y ciertas propiedades es-

pecíficas de aquellas producidas por bacterias Gram positivas. A pesar de que existen 

excepciones, las bacteriocinas de bacterias Gram positivas comúnmente no poseen 

un receptor específico para la adsorción. En general se trata de compuestos de bajo 

peso molecular, que poseen una secuencia líder que se cliva durante la maduración y 

difieren entre sí en los mecanismos de liberación y transporte celular (Chen et al 2003).       

La mayoría de las bacteriocinas de BAL son catiónicas, hidrofóbicas o anfifílicas 

y están compuestas por 20 a 60 aminoácidos (Nes et al 2000). Estas bacteriocinas son 

clasificadas en tres grupos que también incluyen bacteriocinas de otras bacterias 

Gram positivas (Klaenhammer et al 1993, Nes et al 1996). Ejemplos de bacteriocinas se 

muestran en la tabla 1.2. 

(i) Bacteriocinas Clase I- Lantibióticos. Los lantibióticos son péptidos pe-

queños ( 5 kDa) que contienen aminoácidos inusuales: lantionina (Lan), 

-metillantonina (MeLan), dehidroalanina y dehidrobutirina. La clase I se 

subdivide en tipo A  y B de acuerdo a sus estructuras químicas y activi-

dades antimicrobianas (Guder 2000). Los lantibióticos tipo A están con-

formados por péptidos lineales con una carga neta positiva y ejercen su 

actividad a través de la formación de poros en la membrana bacteria-

na. Los lantibióticos tipo B son péptidos globulares pequeños y con car-

ga neta negativa o neutra, y su actividad antimicrobiana está relacio-

nada con la inhibición de enzimas específicas (Chen et al 2003). 

(ii) Bacteriocinas Clase II. La clase II la compone un grupo de péptidos pe-

queños ( 10 kDa) que no contienen lantionina y son estables a altas 

temperaturas. A su vez, esta clase se subdivide en tres grupos. La clase 

IIA incluye péptidos tipo pediocina, que poseen una secuencia consen-

so –Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys y poseen actividad anti-listeria (Ennahar 

2000). La clase IIB incluye bacteriocinas que requieren dos péptidos pa-
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ra su actividad, y la clase IIC contiene los péptidos no incluídos en IIA y 

IIB, como las bacteriocinas de secreción sec-dependientes (Chen et al 

2003).  

(iii) Bacteriocinas Clase III. Este grupo comprende proteínas de peso mole-

cular mayor a 30 kDa sensibles al calor.  

Adicionalmente, un grupo de bacteriocinas complejas que requieren carbohi-

dratos o lípidos para la actividad se proponen como una cuarta clase (Klaenhammer 

et al 1993).  

Nisina  

En 1928, al mismo tiempo que Fleming descubría la penicilina, Rogers y Whittier 

publicaron por primera vez sus observaciones sobre la inhibición del crecimiento de 

Lactobacillus bulgaricus por efecto de Streptococcus lactis (ahora L. lactis sub. lactis). 

Whitehead y Riddet, luego en 1933, describieron un “estreptococo inhibitorio” en le-

che. Mattick y Hircsh en 1947 propusieron el nombre nisina derivado de  “N inhibitory 

substance”.  

La nisina es un lantibiótico de clase IA. Su estructura, elucidada primero por 

Gross y Morell en 1971, consiste en un péptido de 34 aminoácidos. Contiene aminoá-

cidos inusuales modificados postraduccionalmente: lantionina (Ala-S-Ala)  y 3-

metillantionina (Abu-S-Ala), 2,3-didehidroalanina (Dha) y 2,3-didehidrobutirina (Dhb) 

(van Kraaij et al 1998) (Fig. 1.10). 

Existen tres variantes naturales de la nisina, denominadas A, Z y Q. La nisina Z di-

fiere de la variante A en un aminoácido; en la posición 27 un residuo de His cambia 

por una Asn (Mulders et al 1991). El espectro de actividad de ambas variantes es similar 

y difieren en que la nisina Z exhibe una mayor velocidad de difusión, pero es menos 

soluble a pH ácido. La nisina Q difiere de la nisina A en mayor extensión; en la posición 

17 posee una Met en vez de Gln, en la posición 21 cambia una Met por Leu, en la po-

sición 30 cambia una Ile por Val y, como en la nisina Z, posee una Asn en la posición 
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27. El espectro antibacterial de la nisina Q es similar, pero no idéntica a las variantes A 

y Z (Morency et al 2001).  

Los residuos de aminoácidos inusuales, como lantionina y 3-metillantionina, 

podrían producir conformaciones más estables. Otras, como la didehidroalanina, y 

didehidrobutirina, junto con Cys,  podrían proveer agrupamientos reactivos que incre-

menten la actividad biológica. Los residuos didehidro podrían tener un rol importante 

en la interacción de la nisina con los grupos sulfhidrilos en esporas germinales (Morris et 

al 1984). Estos residuos insaturados o deshidratados forman centros electrofílicos que 

pueden reaccionar con grupos nucleofílicos cercanos (McAuliffe et al 2001). Conse-

cuentemente, los lantibióticos conforman estructuras policíclicas que son importantes 

en las propiedades de inserción en la membrana de las bacterias. Estas estructuras de 

anillo aportan rigidez al péptido (Kuipers et al 1996) y lo protege de la acción de enzi-

mas proteolíticas y desnaturalización térmica (Hurst 1981).  

La molécula de nisina no posee una estructura terciaria definida. Se puede 

describir como una molécula con dos dominios anfipáticos, que contienen a su vez 

numerosas estructuras secundarias  y un dominio flexible que los conecta. El dominio 

amino terminal está compuesto por los anillos de lantionina A, B y C; y contiene los 

aminoácidos hidrofóbicos. El carboxi-terminal contiene los anillos D y E (Fig. 1.10) y los 

residuos cargados e hidrofílicos (Reunanen 2007).  

 En solución acuosa, la nisina forma una estructura flexible, mientras que en sol-

ventes más lipofílicos, como TFE o DMSO, posee zonas rígidas. Los aminoácidos de la 
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Figura 1.10 

Secuencia de aminoácidos y formación de anillos de la nisina A  
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posición 3 a 19 (donde se forman  los primeros tres anillos tioéter) y 23 a 28 (formando 

los dos anillos terminales) se arreglan conformacionalmente como hélices anfifílicas en 

las cuales los residuos hidrofóbicos están expuestos a una cara y los aminoácidos car-

gados se exponen a la cara opuesta. Los aminoácidos en posiciones 1 y 2, en el N-

terminal, 29 a 34, en el C-terminal, y la región comprendida entre las zonas helicoidales 

son más flexibles. Esta última región es esencial para la acción bactericida (Wieder-

mann et al 2001). 

Características fisicoquímicas. La nisina posee un peso molecular de 3488 Da. Es 

un péptido con alta solubilidad (57 mg/ml) y estabilidad térmica a pH ácidos. El trata-

miento de esterilización a 121 ºC de una solución de nisina a pH 2 no produce reduc-

ción detectable en su actividad. Sin embargo, a pH neutro pierde un 90% de actividad 

a temperatura ambiente y a pH alcalino es biológicamente inactiva, probablemente 

debido a modificaciones químicas (Liu 1990). Es sensible a -quimiotripsina, y resistente 

a tripsina, elastasa, carboxipeptidasa A, pepsina y erepsina (Delves-Broughton et al 

1996). 

Biosíntesis y regulación transcripcional. La nisina se sintetiza como un pre-

péptido inactivo. Luego de modificaciones postraduccionales, que incluyen deshidra-

tación, formación del anillo de lantionina, secreción y clivaje de la secuencia líder; la 

nisina se vuelve biológicamente activa. La producción de nisina activa requiere un 

total de 14 kb de DNA que se encuentran en un transposón conjugativo nisina-

sacarosa de 70 kb compuesto por 11 genes, nis(A/Z)/QBTCIPRKFEG (McAuliffe et al 

2001) (Fig 1.11).  

El gen estructural nis codifica un prepéptido de 57 aminoácidos conteniendo 

una señal líder N-terminal de 23 residuos involucrado en el direccionamiento de las 

modificaciones postraduccionales (Zendo et al 2003, Cheigh et al 2005). El operón nisi-

na incluye los genes responsables de las modificaciones postraduccionales intracelula-

res (nisBC) en las cuales los aminoácidos son deshidratados y se forma el anillo de lan-

tionina (Koponen et al 2002). En primer lugar, los residuos de Ser y Thr son deshidratados 
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para dar Dha y Dhb. Subsecuentemente, cinco de los residuos deshidratados se aco-

plan por medio de enlaces tioéter a residuos de Cys upstream generando los anillos 

característicos de (-metil)lantioninas (Siergers et al 1996). 

nisT codifica una proteína transportadora putativa de la familia ABC y está invo-

lucrada en la translocación del precursor completamente modificado a través de la 

membrana citoplasmática. nisP codifica una proteasa tipo-subtilisina involucrada en la 

activación proteolítica extracelular. Durante la translocación del precursor, el péptido 

líder es removido por la proteasa NisP para formar el péptido de nisina maduro (van 

der Meer et al 1993, Qiao et al 1996). nisI y nisFEG codifican para los sistemas involucra-

dos en la inmunidad de la célula productora a la nisina. nisI codifica una lipoproteína 

involucrada en la auto protección de la bacteria productora (Qiao et al 1995), mien-

tras que nisFEG codifica un exportador putativo tipo ABC involucrado en la exclusión 

de la nisina (Dodd et al 1996). nisR y nisK codifican un regulador de respuesta y un sen-

sor kinasa de la familia de las histidin kinasas que forman parte de un sistema de dos 

componentes que regula la biosíntesis de nisina (Kuipers et al 1995, Kleerebezem et al 

1999).  

Control de la producción de nisina por quórum sensing. Numerosos tipos celu-

lares sufren cambios fisiológicos dependientes de la densidad celular y las fases del 

crecimiento. Este fenómeno de expresión génica dependiente de la densidad celular 

se denomina quórum sensing. Ejemplos de este mecanismo en bacterias Gram positi-

vas incluyen la formación de biofilms y virulencia en Pseudomonas aeuroginosa, for-

 

nisA nisB nisT nisC nisI nisP nisR nisK nisF nisE nisG

P* P P*P

Prepropéptido Deshidratación Translocación Ciclación Inmunidad Proteasa Regulación Inmunidad  
 

Figura 1.11 
Esquema del operón nisA. P* son promotores inducibles por nisina, mientras que P son constitutivos (Basado en Li et al 

2006 y Cheigh et al 2005)  



Claudia N. Britos 

50 

 

mación de nódulos en raíz en Rhizobium leguminosarum y movilidad en Serratia lique-

faciens (Kleerebezem et al 2001).  

En estos sistemas de quórum sensing la bacteria produce moléculas señalizado-

ras extracelulares que son las responsables de la comunicación entre células bacteria-

nas. Los péptidos son las moléculas señalizadoras más comunes en Gram positivas y se 

los denomina péptidos autoinductores o feromonas peptídicas. 

Regulación de la transcripción de los genes nis. Estudios sobre la biosíntesis de 

nisina y su regulación muestran que, como otros lantibióticos, se producen de manera 

dependiente del crecimiento, o de la densidad celular,  bajo el control de sistemas 

regulatorios de dos componentes compuestos por un sensor histidin kinasa y un regula-

dor de respuesta (NisR y NisK) (McAuliffe 2001). En general, los sistemas de regulación 

de dos componentes juegan un rol clave en muchas de las modulaciones de la fisio-

logía celular resultado de cambios en el ambiente, donde la fosforilación se utiliza co-

mo forma de transferir información (Kleerebezem et al 2001). 

La producción dependiente de la densidad celular observada para nisina está 

regulada a nivel transcripcional. El gen estructural nisA se transcribe a un alto nivel co-

mo un mRNA monocistrónico, y en menor grado como parte del mRNA policistrónico 

comprendiendo nisABTCIP (van dee Meer et al 1993). La expresión diferencial de estas 

unidades transcripcionales probablemente sea resultado de la presencia de una se-

cuencia terminadora downstream al gen nisA. Las otras unidades transcripcionales, 

nisRK y nisFEG dependen de promotores individuales, PnisR y PnisF respectivamente (Fig. 

1.11).  

En respuesta a la señal externa de nisina madura, el sensor quinasa NisK se au-

tofosforila en un residuo de His del dominio  C-terminal ubicado en el lado citoplasmá-

tico de la membrana celular. El grupo fosfato se transfiere posteriormente a un residuo 

de Asp de la NisR, la cual actúa como activador transcripcional de los promotores nisA 

y nisF (McAufiffe et al 2001). 
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La transcripción de nisA y nisF parece activarse por nisina, nisRK funciona de 

manera dependiente de señal de transducción, mientras que nisR es independiente 

de nisina. La actividad promotora de los promotores de nisA y nisF es directamente 

dependiente de la concentración de nisina agregada, indicando una relación lineal 

entre la concentración de nisina y el nivel transcripcional resultante. El nivel de pro-

ducción de los dos transcriptos derivados del promotor nisA (nisA y nisABTCIP) proba-

blemente sirva para generar una producción balanceada entre el precursor de la nisi-

na y su maquinaria de modificación, transporte, procesamiento y el componente de 

inmunidad (nisB, C, T, P e I). La expresión constitutiva de nisRK probablemente posibilita 

una respuesta rápida de la célula ante la presencia de nisina, incluyendo una rápida 

construcción de inmunidad (Kleerebezem et al 2004). La Fig. 1.12 muestra un esquema 

general de la biosíntesis y regulación de nisina. 
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Figura 1.12 
 

Representación esquemática de la biosíntesis y regulación de nisina en L. lactis. El precursor de nisina (codificado por 
nisA) se sintetiza a nivel ribosoma, se modifica por acción de NisB y NisC  y se transloca (NisT).  El procesamiento del 

péptido lider por NisP da como resultado la nisina madura. La nisina madura actúa extracelularmente como péptido 
antimicrobiano y las células productoras se encuentran protegidas por el sistema de inmunidad compuesto por NisI y 
NisFEG. Además, la nisina madura actúa como péptido feromona en la activación de su propia biosíntesis a través de 

un sistema de transducción de señal de dos componentes conformado por NisK y NisR  (Adaptado de Cheigh et al 

2005)  
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Existe otro mecanismo de inducción de nisA. Estudios sobre la transcripción de 

fusiones del promotor de nisA y el gen reporter lacZ muestran que el promotor de nisA 

puede inducirse por galactosa y/o lactosa aun en ausencia de la señal de transduc-

ción mediada por NisRK y de nisina madura. La inducción mediada por galactosa del 

promotor nisA ocurre por medio de la unión de un regulador a la región de repeticio-

nes directas TCT posicionadas a -107 bp desde el punto de inicio de la transcripción, el 

mismo sitio al que se une el activador transcripcional generado por la presencia de 

nisina (Li 2006). Ensayos de producción de nisina Z por L. lactis en presencia de diferen-

tes fuentes de carbono muestran que las células que crecen en sacarosa o glucosa 

generan mayor masa celular que aquellas que crecen en lactosa, pero rinden menor 

actividad en bacteriocina. Estos datos indican que la lactosa es una fuente de carbo-

no más apropiada para la producción de nisina Z, debido a que inducen la transcrip-

ción de nisZ (Cheigh et al 2005). 

 Inmunidad. Las membranas celulares de las cepas productoras de nisina son 

sensibles a nisina, y para protegerla, estos microorganismos poseen un complejo me-

canismo de resistencia. El mecanismo de autoprotección, o inmunidad, involucra la 

expresión de cuatro genes del operón nisina. Tres de las proteínas de inmunidad, NisF, 

NisE y NisG, forman un complejo transportador tipo ABC (Siegers 1995). NisF es una pro-

teína citoplasmática de unión a ATP. NisE y NisG son proteínas hidrofóbicas integrales 

de membrana. La función del complejo NisFEG está asociada al transporte de nisina al 

medio ambiente externo (Stein et al 2003). 

La cuarta proteína de inmunidad NisI, codificada por el gen nisI, es una lipopro-

teína que se une al lado extracelular de la membrana (Kuipers et al 1993, Qiao et al 

1995). La NisI madura es una proteína hidrofílica negativamente cargada que puede 

formar complejos con la nisina. NisI purificada no posee la capacidad de formar com-

plejos con subtilisina, una bacteriocina estrechamente relacionada, demostrando que 

actúa como una proteína secuestrante de nisina altamente específica (Li et al 2006). 
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De esta manera, NisI parece tener como función disminuir las moléculas de nisina libres 

(Stein et al 2003).  

Numerosos estudios indican que el máximo nivel de  inmunidad contra nisina 

ocurre cuando están presentes NisI y NisFEG. Aunque por separado proveen inmuni-

dad parcial, NisI juega un rol predominante en la inmunidad (Ra et al 1999). 

Cuando el transposón nisina entra en una célula no productora por conjuga-

ción, los genes nisRK se expresan inicialmente a través de su promotor constitutivo, ini-

ciando el sistema de inducción de dos componentes. El promotor nisA no se expresa 

sin inducción, por lo tanto es necesaria la exposición a nisina externa o a un mecanis-

mo alternativo de inducción, como en el caso del metabolismo de galactosa (Chan-

drapati et al 2002). La existencia de un promotor nisI puede explicar como la célula 

puede protegerse cuando se encuentra por primera vez con nisina, y podría ser resul-

tado de una respuesta adaptativa para incrementar la movilidad horizontal hacia 

otras especies. La existencia de promotores internos en clusters génicos permitiría la 

expresión de genes distantes a la zona promotora en diferentes condiciones fisiológi-

cas (Li et al 2006). 

Mecanismo de la actividad biocida. La nisina puede actuar como bactericida 

por medio de tres formas de acción: (i) formación de poros en la membrana celular 

dependientes del voltaje, (ii) prevención de la síntesis de peptidoglicano e (iii) induc-

ción de autolisis de células susceptibles (Takala 2005).  

Un elevado número de lantibióticos se unen a una molécula tipo lipídica lla-

mada lípido II que juega un rol esencial en la síntesis de la pared bacteriana. Esta 

molécula provee los sustratos para la maquinaria de síntesis celular transportando los 

bloques de construcción básicos del peptidoglicano a través de la membrana plasmá-

tica  y es un blanco de acción ideal para antibióticos. 

Los lantibióticos tipo A, como la nisina, se unen al undecaprenil–pirofosforil–

MurNAc-(pentapéptido)-GlcNAc, o lípido II, y despliegan dos modos de acción: in-
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hiben la síntesis del peptidoglicano y usan el lípido II como un sitio de unión de alta 

afinidad para formar poros en la membrana (Beukink et al 2006). Para la formación del 

poro e inhibición de la síntesis de la pared celular, la nisina se une, en concentraciones 

del orden nanomolar, al lípido II por el extremo N-terminal con una estequiometría 1:1, 

seguida por la interacción del extremo C-terminal con la membrana y su inserción pos-

terior (Hsu et al 2002). El lípido II permanece unido a la nisina como uno de los compo-

nentes del poro formado (Breukink et al 2003) (Fig. 1.13). 

Ocho moléculas de nisina y 4 de lípido II forman un poro complejo de 2 nm de 

diámetro. Inicialmente se unen una molécula de nisina con una de lipido II y posterior-

mente se incorpora una segunda molécula de nisina. La formación del poro por la 

nisina es posible gracias a la región flexible de la molécula, que facilita la transferencia 

del C-terminal a través de la membrana para adoptar una orientación trans-

membrana. El mecanismo parece ser un proceso concertado en el que varias molécu-

las de nisina forman el complejo seguido por la inserción cooperativa  y la transloca-

ción del C-terminal para obtener la orientación transmembrana final (Hasper et al 

2004, Hsu et al 2004). La interacción de la nisina con el lípido II podría explicar la baja 
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Figura 1.13 
Mecanismo de formación de poro de la nisina. La nisina registra la membrana plasmática bacteriana (1), donde se une 
al lípido II a través de sus anillos N-terminales (2). Posteriormente, la molécula de nisina toma una orientación trans-

membrana que permite la formación del poro (3). Este poro, de 2 nm de diámetro, consiste en un complejo nisina-lípido 
II de estequiometría 8:4 (Adaptado de Breukink et al 2006) 
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actividad contra organismos que no contienen esta molécula blanco en su superficie, 

como levaduras y hongos, e inclusive el bajo nivel de toxicidad observado en animales 

(Wiedemann et al 2001). 

A nivel micromolar, la nisina puede formar poros en ausencia de lípido II. Los 

poros formados de esta manera son esencialmente selectivos para aniones (Wieder-

mann et al 2001). La formación del poro se inicia por atracción electrostática de la 

molécula de bacteriocina a los fosfolípidos presentes en la superficie bacteriana.  Lue-

go de la inserción en la membrana la nisina atraviesa la bicapa lipídica y fuerza la 

apertura de un poro transciente, impulsada por el potencial de membrana (Brötz et al 

2000).  

La formación de poros por nisina produce un rápido eflujo de moléculas pe-

queñas y metabolitos, como iones, nucleótidos y aminoácidos, y disipa la fuerza pro-

tomotriz, cesando todos los procesos biosintéticos y conduciendo a la muerte celular 

(Reunanen 2007).  

Otro mecanismo bactericida mediado por nisina es la inducción de autolisis. La 

nisina actúa inactivando grupos sulfhídricos de la membrana citoplasmática, causan-

do la pérdida del contenido celular y la liberación de dos enzimas que hidrolizan la 

pared celular, la N-acetilmuramoil-L-alanin amidasa y N-acetilglucosaminidasa. La nisi-

na es capaz de inducir la autolisis en Staphylococcus simulans (Bierbaum et al 1991), un 

efecto que resulta de la naturaleza fuertemente catiónica de la bacteriocina. 

Resistencia. La resistencia a nisina no es dependiente del nivel de lípido II en 

membrana. Sin embargo, cambios en la arquitectura de la pared por incrementos en 

la producción de sus componentes, ya sean polisacáridos, ácidos lipoicos u otros, au-

mentan la resistencia a nisina (Montovani et al 2001). Esto indica que la resistencia a 

nisina podría estar asociada a la composición de la pared. 

Aplicaciones de la nisina. Desde hace más de medio siglo que se exploran 

aplicaciones prácticas para la nisina, como tratamiento para la mastitis y preservación 
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de alimentos. En 1957 Aplin y Barret reportaron la formulación de las primeras prepara-

ciones comerciales (Delves-Broughton et al 1996).  

Aplicaciones en alimentos. En las últimas décadas, los consumidores han co-

menzado a interesarse en los posibles efectos adversos sobre la salud de los aditivos 

químicos presentes en los alimentos industrializados. Como resultado, la creciente de-

manda por alimentos mínimamente procesados con vida útil extendida, estimuló la 

búsqueda de preservativos naturales y efectivos. La biopreservación se refiere al uso 

de microorganismos antagonistas o sus productos metabólicos para inhibir o destruir 

microorganismos indeseables en alimentos para aumentar la seguridad de los alimen-

tos y extender su vida útil.La nisina puede considerarse como un biopreservativo que 

cumple con estos requerimientos, debido principalmente a que, además de ser un 

producto natural, se inactiva fácilmente por proteasas intestinales (Cotter et al 2005).  

Se pueden utilizar tres estrategias de aplicación de bacteriocinas para la bio-

preservación de alimentos (Schillinger 1996):  

(i) Inoculación del alimento con la bacteria productora de la bacteriocina, 

para que ésta crezca en el producto y genere el biopreservante.  

(ii) Adición de bacteriocina purificada o semi-purificada al alimento. 

(iii) Utilización de un producto previamente fermentado con una cepa pro-

ductora de bacteriocina como ingrediente en el procesamiento del 

alimento. 

La nisina puede asegurar vida útil a quesos procesados pasteurizados, enlata-

dos de frutas y vegetales, leches no-fermentadas, productos lácteos, carnes, pesca-

dos, y cervezas. También se utiliza para prevenir la fermentación maloláctica espontá-

nea en vinos luego de terminada la fermentación alcohólica.  

La nisina ejerce su acción antibacteriana sobre bacterias Gram positivas, inclu-

yendo otras BAL, patógenos vegetativos como Listeria, Staphilococcus y Micobacte-

rium, y bacterias formadoras de esporas como Bacillus y Clostridium. Las esporas de 
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éstos microorganimos son más sensibles a nisina que sus células vegetativas; sin em-

bargo su efecto es esporostático, por lo que para ser efectiva requiere de su presencia 

contínua (Nissen et al 2001, Thomas et al 2002). El daño por calentamiento incrementa 

la sensibilidad a nisina, de forma que la nisina es efectiva contra esporas en alimentos 

procesados por calor. Este efecto esporostático parece ser el resultado de la unión de 

la nisina a grupos sulfhidrilos de las proteínas (Morris et al 1984).  

La limitación principal para la aplicación de bacteriocinas en alimentos es su 

espectro relativamente acotado de acción. Por ello existen diferentes estrategias bus-

cando efectos sinérgicos entre la nisina y otros compuestos que mejoren la acción de 

la bacteriocina, como el uso de formulaciones de lisozima/nisina (Monticello 1989), 

EDTA/nisina o lactoferrina/nisina (Branen et al 2004). 

La nisina usualmente no tiene efecto sobre bacterias Gram negativas, levadu-

ras y mohos. A pesar de ello, las bacterias Gram negativas pueden sensibilizarse a nisi-

na por permeabilización de la membrana externa por calentamiento subletal, conge-

lamiento o agentes quelantes (Delves-Broughton et al 1996). 

La nisina, y otros lantibióticos, pueden utilizarse también como aditivos en ali-

mentos para animales, debido a su actividad contra bacterias del rumen para inhibir 

la formación de metano, descender la proporción de acetato a propionato y prevenir 

la deaminación de aminoácidos (Callaway et al 1997). 

Aspectos regulatorios. La nisina se utiliza como preservativo en alimentos desde 

1950, y su uso está aprobado en más de 50 países. La aceptación internacional data 

de 1969 por el Comité experto en aditivos alimentarios de la FAO/WHO (Food and 

Agriculture Organization/World Health Organization). En 1989 la nisina se calificó con el 

estatus de GRAS (Generally Recognized as Safe) por la FDA, permitiendo su uso en 

quesos pasteurizados para prevenir el crecimiento de Clostridium botulinum y en frutas, 

vegetales o carnes (Hurst et al 1993).  
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La nisina está permitida en quesos procesados en Australia, Francia y Gran Bre-

taña sin límite máximo. En Estados Unidos, el límite máximo es de 10000 UI/g; en Rusia 

8000 UI/g, mientras que en Argentina, Italia y Méjico el límite es de 500 UI/g para que-

sos procesados y otros productos (Chikindas et al 2002). Evaluaciones toxicológicas 

con nisina purificada muestran muy baja toxicidad en modelos animales (Frazer et al 

1962).  

Ejemplos de alimentos en países que está aprobado el uso de nisina como adi-

tivo son sopas enlatadas (Australia), hielo para almacenamiento de peces frescos 

(Bulgaria), alimentos para niños, mayonesa (República Checa), y batidos (España) 

(Hurst et al 1993). La mayoría de los productos aprobados son productos lácteos, es-

pecialmente quesos, y productos enlatados.  

La nisina es la bacteriocina más importante comercialmente. No obstante, 

otras bacteriocinas se encuentran caracterizadas y propuestas como alternativa. En la 

actualidad, el producto comercial más conocido es el Nisaplin, con nisina A 2.5% 

como agente activo en 77.5% de NaCl. 

 Potenciales aplicaciones de nisina en terapéutica. El creciente interés en el uso 

de bacteriocinas en terapéutica se debe al notable incremento en el desarrollo de 

resistencia a antibióticos por sobreprescripción, y a la incapacidad de la industria far-

macéutica para proveer antibióticos  nuevos suficientemente rápido (Cotter et al 

2005). Una de las estrategias posibles es la implantación de microflora indígena pro-

ductora de bacteriocinas de baja virulencia que sea capaz de interferir en la coloni-

zación e infección de especies patógenas (Jack et al 1995).  

La nisina posee un gran potencial para el tratamiento de enfermedades sisté-

micas causada por estreptococos resistentes a antibióticos. Exhibe una alta actividad 

contra aislados clínicos de Streptococcus pneumoniae, incluyendo cepas resistentes a 

penicilina (Goldstein et al 1998). También muestra ser activa contra patógenos Gram 

positivos resistentes a multidrogas, como Staphylococcus aureus, Enterococcus fae-

cium y Enterococcus faecalis (Severina et al 1998). Actualmente, se encuentra próxima 
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a entrar en el mercado una preparación tópica para combatir el crecimiento de 

Staphylococcus aureus basado en esta bacteriocina como componente principal 

(Lopez et al 2008).  

La nisina también juega un rol en la prevención de enfermedades periodenta-

les, una de las mayores causas de la pérdida de dientes en adultos. Se ha analizado su 

efectividad contra el desarrollo de placa dental y gingivitis (Howell et al 1993) y se utili-

za como aditivo en cremas dentales. 

La nisina puede aplicarse para el tratamiento de afecciones gastrointestinales. 

La actividad de la nisina contra bacterias Gram negativas, como Helicobacter pylori, 

puede mejorarse por la presencia de quelantes. Las ventajas del uso de nisina como 

tratamiento potencial para úlceras pépticas incluyen su estabilidad a pH ácidos y su 

resistencia a la proteasa estomacal pepsina (Blackburn et al 1989). Como es degrada-

da en el intestino, reduce los efectos negativos sobre la microflora intestinal (Joerger et 

al 2000). Adicionalmente, es inhibitoria del crecimiento de Clostridium difficile, microor-

ganismo asociado a enterocolitis inducida por antibióticos (Kerr et al 1997).  

La nisina posee gran efectividad para inhibir un amplio rango de patógenos 

causantes de mastitis (Broadbent et al 1989). Dos productos comerciales usados en la 

prevención de esta patología, Consept y Wipe-Out, poseen nisina como compo-

nente activo.  

Finalmente, pero no menos interesante, la nisina posee actividad anticoncepti-

va y protectora vaginal en estudios con modelos animales (Reddy et al 2004). 
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Modificación de soportes poliméricos 

 

En este capítulo se describe la síntesis y caracterización de soportes de base 

polimérica para la inmovilización de bacterias. Para ello, se estudió la modificación de 

un material sintético, el polietileno, y uno de origen natural, las fibras de celulosa, por el 

método de injerto inducido por radiaciones ionizantes. Adicionalmente, se ensayó una 

modificación química de fibras de celulosa con sales de trialquilamonio.  

Introducción 

Los polímeros son la clase de materiales más extensamente utilizados en medi-

cina y biotecnología, tanto como en industria alimentaria y cosmética. Entre las apli-

caciones se pueden mencionar implantes, prótesis, sistemas para liberación de drogas, 

biosensores, membranas filtrantes, matrices cromatográficas y soportes para enzimas y 

células. Comparados con otros tipos de materiales, como metales y cerámicas, los 

polímeros ofrecen la ventaja de que pueden prepararse en diferentes composiciones 

con una amplia variedad de estructuras y propiedades. 

Los polímeros, según su origen, pueden clasificarse en naturales, sintéticos o 

compuestos.  

Los polímeros naturales son abundantes, usualmente biodegradables, y con 

una gran complejidad estructural. Su principal desventaja reside en las variaciones en 

composición, que dependen tanto del organismo productor como de las condiciones 

ambientales en los que se da lugar la biosíntesis.  

Existe una amplia variedad de polímeros sintéticos disponibles comercialmente. 

Adicionalmente, es posible obtener materiales con características fisicoquímicas y 

mecánicas diferenciales mediante tratamientos adicionales, como la copolimerización 

y el blending (Angelova et al 1999). 
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Tabla 2.1 
Propiedades del 

PE

• Químicamente inerte

• Atóxico, inodoro e insípido

• Hidrófugo

• Resistente al desgaste, corte, 

tensión, compresión y tracción

• Resistente a la corrosión
 

Tabla  2.2 
Propiedades del HDPE 

 

 
Densidad (g/cm3) 

 0,95-0,96 

Resistencia a la tracción x 1000 psi  

2,9-5,4 

Elongación (%) 

 20-120 

Cristalinidad (%) 

 95 

Rigidez dieléctrica (V/mill)  

480 

Máxima temperatura de uso (ºC)  

80-120 

  
 

 

Características del polietileno (PE) 

El PE (C 85.7%,  H 14.3%) es un material sintético que se obtiene por polimeriza-

ción de etileno. Posee la estructura química fundamental (-CH2-CH2)n y en general sus 

características químicas corresponden a las de un alcano de elevado peso molecular.  

El PE es un termoplástico muy resistente con 

excelentes propiedades físicas y químicas (Bran-

drup 1989) (Tabla 2.1). A temperaturas inferiores a 

60 ºC el PE es muy  poco soluble en disolventes, 

mientras que a temperaturas mayores es soluble 

en hidrocarburos e hidrocarburos halogenados. 

Adicionalmente, posee baja solubilidad en líquidos 

polares como alcoholes, ácidos, ésteres, aminas, 

fenoles y nitrocompuestos.  

El PE es insoluble en agua y sólo absorbe muy pocas cantidades de ella a altas 

temperaturas. Posee alta permeabilidad al oxígeno, y como puede deducirse de su 

composición química, posee muy baja conductividad eléctrica.   

Hay tres tipos fundamentales de PE, dependiendo del grado de ramificación 

del material: alta, media y baja densidad. Adicionalmente posee diferentes grados de 

complejidad estructural, desde cristalino a amor-

fo, que se obtiene por diferencias en las condi-

ciones de presión y temperatura utilizadas para 

la polimerización.  

El polietileno de alta densidad (HDPE) 

consiste en un polímero no ramificado con es-

tructura del tipo cristalina de peso molecular 

promedio en el rango de 106 uma. La Tabla 2.2 
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resume sus principales características físicas.  

Este material posee características ma-

croscópicas y de resistencia mecánica ade-

cuadas para la aplicación ensayada en este 

trabajo. Es un sólido de celda abierta con po-

ros omnidireccionales, un grado de porosidad 

del 40-50% (Fig. 2.1) y un diámetro de poro 

promedio de 40-60 µm. Estas dimensiones per-

miten la interacción de células bacterianas 

con la superficie de los poros del material.  

Características de la fibra de algodón 

La celulosa es el componente mayoritario del 

algodón, la matriz fibrosa natural más utilizada en la 

industria textil (Tabla 2.3). 

 La celulosa es un polímero constituido por uni-

dades de β-celobiosa, un dímero de glucosa unidas 

por enlaces de oxígeno β(1,4) (Fig. 2.2). El grado de 

polimerización del algodón es de 9000-15000 unidades de dímero (Joseph 1986, Show 

1967).  

Las cadenas de celulosa dentro de las 

fibras del algodón forman puentes de hidró-

geno entre sí. Estos enlaces de hidrógeno ocu-

rren entre los grupos oxhidrilos de las molécu-

las adyacentes y prevalecen en las áreas cris-

talinas de la fibra, que constituyen más del 

60%. El resto de la cadena de celulosa posee 

estructura amorfa.  

 

 
 

Figura 2.1 
Microfotografía electrónica de barrido del HDPE 

macroporoso 
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Figura 2.2 

Estructura química de la β-celobiosa 

Tabla 2.3 
Composición promedio de la fibra de 

algodón 
 

  Celulosa 
91,5%   

 

Agua 
7,5 % 

 

Materias nitrogenadas 
0,5 % 

 

Grasa y ceras 
0,3 % 

 

Minerales 
0,2 % 
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Estructura de la fibra de celulosa. La fibra de celulosa está organizada en ca-

pas concéntricas (Fig. 2.3). La cutícula es la capa externa, constituida por ceras y pec-

tina. Esta capa se elimina durante el procesamiento primario de la fibra. La pared pri-

maria constituye la capa periférica de la fibra y está compuesta por fibrillas cristalinas 

de celulosa. La pared secundaria consiste de tres capas diferentes. Están conformadas 

por fibrillas de celulosa paralelas empacadas con 

un ángulo de 25-30º y representa la mayoría de la 

celulosa de la fibra. La parte más interna, el lumen, 

está compuesto por el resto de los componentes 

celulares. Cuando la fibra madura, el lumen co-

lapsa generando un canal central vacío. La tor-

sión y convolución en la fibra seca son conse-

cuencia de la pérdida del líquido en el lumen 

(Duckett 1975).  

A lo largo de la estructura de la fibra hay 

espacios capilares de diferentes tamaños, por lo 

que se comporta como una esponja física microscópica con una estructura porosa 

compleja. Estos espacios capilares representan cerca del 95% del volumen total de la 

fibra y es donde acceden líquidos y/o vapores por acción capilar (Gordon Cook 1968). 

Esta estructura interna hace que las fibras de algodón posean un gran área superficial 

(Andreozzi et al 2005). La densidad de las fibras de algodón es de 1,52 g/cm3, que re-

presenta un promedio entre las densidades de las zonas cristalinas y amorfas presentes 

en el material. 

El algodón se hincha en un ambiente húmedo en agua o en soluciones con-

centradas de ácidos y bases. Este efecto se atribuye usualmente a la adsorción de 

iones altamente hidratados. En condiciones normales, el algodón retiene un 7-8 % de 

humedad (Brandrup et al 1989).   
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Pared 
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Pared 
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Lumen
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Pared 

Secundaria
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Figura 2.3 
Estructura de la fibra de algodón 

 (Duckett 1975) 
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La hidrólisis ácida de la celulosa, por tratamiento con soluciones ácidas diluidas 

calientes o concentradas frías, produce hidro-celulosa. Son pocos los solventes que 

pueden disolver este polímero; típicamente los protocolos de disolución involucran el 

uso de condiciones de reacción extremas y el reactivo de Scheitzer (complejo de 

hidróxido de cobre-amonio y cobreetilendiamina) es uno de los más utilizados (Bab-

cock 1963). Recientemente, se propuso un método de disolución con líquidos iónicos 

como una opción “verde” a los tratamientos establecidos (Swatloski et al 2003).  

Las fibras de algodón sumergidas en agua presentan un potencial Z negativo 

en su superficie que reduce la interacción de este material con especies cargadas 

negativamente (Poonam 2002). Por lo tanto, para utilizar este material como soporte 

de inmovilización es necesario introducir un intermediario cargado positivamente que 

permita la interacción con los microorganismos a inmovilizar. 

Modificación de polímeros por injerto 

Los polímeros en general poseen buena resistencia mecánica pero pobres pro-

piedades superficiales para ser utilizados como soporte de inmovilización. Una alterna-

tiva es modificar su superficie de manera de mejorar la interacción con enzimas o 

células. La elección del método a utilizar depende del grado y la ubicación de la mo-

dificación que se desee en el material. Los métodos que utilizan radiaciones de  baja 

penetración (radiación UV, plasma, corona y flama) tienen grandes limitaciones para 

lograr una modificación homogénea en la superficie de los poros internos del material.  

Se pueden observar efectos de heterogeneidad también con modificaciones con 

químicos en estado húmedo, donde  es necesario trabajar en condiciones de agita-

ción enérgicas para mejorar la homogeneidad del sistema. 

La tecnología de injerto inducido por radiación de alta 

energía puede generar radicales altamente reactivos e 

iniciar la polimerización y extensión de cadenas de injerto 

sobre materiales poliméricos comunes de baja reactividad 

 

O

O

O

 
 

Figura 2.4 

Estructura química del GMA 
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química, incluyendo la superficie interna. Como se explica en el Capítulo 1, esta modi-

ficación consiste en la irradiación del polímero en contacto con una solución conte-

niendo uno o más monómeros.  

El monómero seleccionado en este trabajo es el glicidilmetacrilato (GMA). Este 

monómero es una molécula bifuncional constituida por un grupo vinilo y un grupo 

epóxido (Fig. 2.4). El grupo vinilo puede polimerizar por radicales libres, mientras que el 

epóxido puede generar polímeros por condensación en reacciones en medio anhidro. 

Las condiciones de reacción que se utilizan en este trabajo aseguran que la reacción 

predominante es la de polimerización por radicales permaneciendo el grupo epóxido 

disponible para una derivatización.  

En un paso posterior el grupo epóxido puede reaccionar con compuestos que 

poseen hidrógenos reactivos (ácidos, bases, alcoholes, aminas primarias o secunda-

rias). Por lo tanto en este trabajo se utilizó etilendiamina (EDA) para funcionalizar el 

polímero injertado con grupos amino primarios y secundarios (Lee et al 1993). La Fig. 2.5 

muestra un esquema de la funcionalización. 

Esta modificación aporta cargas positivas que hidrofilizan el injerto y podrían 

proveer al material de mejores características como soporte para inmovilización de 

microorganismos. Como se explicó en el Capítulo 1, las interacciones electrostáticas, 

ya sean repulsivas o atractivas, intervienen en la primera fase de la adhesión de una 
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Figura 2.5 

Esquema de funcionalización de polímeros por injerto simultáneo  
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bacteria a una superficie. Si el soporte expone cargas opuestas a las presentes en la 

superficie bacteriana la interacción electrostática será atractiva, reduciendo la barre-

ra energética necesaria para conseguir una adhesión irreversible.  

Modificación química de la fibra de algodón.  

Existen reportes de numerosas estrategias de modificación química del al-

godón, con el objetivo de reducir o mejorar su capacidad de adsorción, tanto de mi-

croorganismos como de sustancias químicas como colorantes acídicos (Chu et al 

2009, Liu et al 2001, Bai 2006).  

Una de las técnicas utilizadas para cationizar el algodón es la adición de ami-

nos cuaternarios (Degussa Co., Guía 

Técnica). Esta técnica, desarrollada para 

mejorar la adsorción de colorantes en la 

celulosa, puede ser aplicada también 

para conferir al material características 

apropiadas para inmovilización de célu-

las.  

Los aminos cuaternarios se utilizan en forma de sales de trialquilamonio, las cua-

les se preparan por reacción entre una amina 

secundaria o terciaria, con epiclorhidrina se-

guida por cuaternización con un haluro de al-

quilo. El cloruro de epoxipropiltrimetilamonio, 

también denominado cloruro de glicidiltrimeti-

lamonio (GTMA) es un producto comercial utili-

zado en la industria textil (Fig. 2.6) que se obtie-

ne por la reacción de la sal de trialquilamonio 

con cantidades estequiométricas de álcali. Los 

grupos oxhidrilos de la celulosa reaccionan por 

 

 
 

Figura 2.6 
Estructura del GTMA. En condiciones alcalinas se forma 

un grupo epóxido reactivo 

 

 
 

Figura 2.7 
Reacción del GTMA con los oxhidrilos de la 

celulosa 
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catálisis básica con el epóxido del GTMA (Fig. 2.7) (Tabba 2000).  

Las fibras de algodón también pueden ser modificadas por la técnica de injerto 

(Andreozzi et al 2005). Sin embargo, no se han reportado hasta el momento modifica-

ciones de fibras de celulosa por injerto simultáneo.  



Bioprocesos con microorganismos inmovilizados en polímeros macroporosos- Capítulo 2 

77 

 

 

Materiales y Métodos 

 

Materiales y reactivos. El HDPE sinterizado (placa de 1.5 mm de espesor, rango de vo-

lumen de poro 40 a 50 %, tamaño de poro de 45 a 90 µm, área superficial 1 m2/g) fue donado por Porex 

Technology. Los reactivos químicos utilizados (GMA, EDA, GTMA) fueron de grado síntesis (Sigma) y 

los solventes orgánicos de calidad analítica o grado HPLC, según corresponda (Anedra y Sintorgan 

respectivamente).  

Modificación de polímeros por injerto. El material a modificar (HDPE o algodón cru-

do) presolvatado en metanol, se sumergió en una solución de GMA al 3% en metanol/H2O 1:1 desgasi-

ficada por burbujeo con nitrógeno. La irradiación se realizó a temperatura ambiente en una fuente de 

60Co, con una dosis de 10 kGy en condiciones estáticas (Comisión Nacional de Energía Atómica, Ezei-

za, Argentina). Posteriormente el material se lavó con agua destilada y etanol y se colocó en estufa a 

40-60 ºC hasta peso constante. El grado de modificación (o grado de injerto) se calculó por la diferencia 

porcentual de peso entre el material modificado y sin modificar por la siguiente fórmula: 

Grado de injerto % = (Peso material injertado - Peso material virgen)*100 

                                                             (Peso material virgen) 

Inmovilización de EDA. El material se incubó a 45ºC ON con una solución de EDA/H2O 

en relación 1:2 v/v. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con H2O y uno con etanol. El material se 

secó en estufa a 40-60 ºC hasta peso constante.  

Inmovilización de IDA. El material se incubó con una solución de IDA 0.5 M en 

DMSO/H2O (1:1) pH 11 a 80 ºC durante 10 horas sin agitación. Posteriormente, los grupos epóxido no 

reaccionantes se hidrolizaron a diol por incubación en H2SO4 0.5 M a 80 ºC. La densidad de IDA in-

movilizado se midió indirectamente por complejación. El material modificado se incubó con una solu-

ción de CuSO4 0.1 M, se lavó con agua desionizada e incubó con EDTA 0.1 M pH 7. El complejo EDTA-

Cu(II) formado se cuantificó por absorbancia en 715 nm.  

Cationización con aminas cuaternarias. El algodón se incubó a temperatura ambien-

te y con agitación (150-200 rpm) en una solución 4M de NaOH durante 2 horas. Se retiró el NaOH y 

se agregó dH2O para llevar la solución de base hasta concentración final de 0,1 M. Se agregó GTMA a 

concentración final de 0,12 M y se incubó a 60 ºC 12-14 horas. Luego de este período el material se 

lavó con dH2O hasta neutralidad y se secó en estufa a 40 ºC hasta peso constante.  

Adsorción de colorantes. El material modificado se incubó en una dilución 1/100 de solu-

ciones de colorantes para evaluar la efectividad de la cationización: (0,1% p/v en BP 30 mM pH7): 1) 

Naranja de Metilo, 2) Cibacron Blue, 3) Alizarin S y 4) Azul de Metileno. 

Cuantificación de aminos cuaternarios. Para cuantificar los grupos amino incorpora-

dos en la cationización química se incubó el material modificado en una solución de Alizarin Red S y 

se midió el colorante remanente por absorbancia en 520nm. 
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Microscopía Electrónica de Barrido (SEM). Las muestras se secaron a presión redu-

cida y se fracturaron para observar la estructura interna del poro utilizando un microscopio electróni-

co JEOL JSM 5600LV. 

Espectroscopia ATR FT-IR. Se utilizó un espectrómetro IMPACT 410, Nicolet, Sistema 

FT-IR  con dispositivo ATR (Pike Technologies, Inc.) de ángulo vertical variable, cristal KRS-5 (Tha-

llium Bromide-Iodide) de 50 mm de longitud y espejos de 25mm.  
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Resultados y discusión 

 

Cationización por injerto 

Modificación de HDPE. El HDPE se sometió a una modificación superficial por 

injerto de un polímero de GMA (pGMA) inducido por radiación como se describió en 

la Fig. 2.2 y en Materiales y Métodos. En la Fig. 2.8 se muestran imágenes obtenidas por 

SEM de una sección transversal del material original (A) y modificado (B) donde se evi-

dencia la presencia de la capa superficial de polimetacrilato (pGMA) rodeando la 

matriz de polietileno.  

Esta capa superficial de pGMA, de unos micrómetros de espesor, forma un 

hidrogel con alto contenido de agua debido al carácter hidrofílico del polímero injer-

tado. Esta característica podría favorecer la interacción entre las células y la superficie 

del material. Adicionalmente, la porosidad del material permitiría mayor disponibilidad 

de solutos para la célula inmovilizada por una menor resistencia a la transferencia de 

masa. 
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Figura 2.8 

Microfotografías SEM en dos diferentes magnificaciones del HDPE macroporoso original (A) y modificado con poliGMA (B) 
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Análisis por Espectroscopia Infrarroja (ATR FT-IR).  Las etapas de modificación del 

HDPE se analizaron por espectroscopía FT-IR. En la Figura 2.9 se observan los espectros 

FT-IR por la técnica ATR donde pueden distinguirse señales características de las modi-

ficaciones introducidas. El espectro (a) corresponde a la señal del HDPE sin modifica-

ciones, (b) HDPE con injerto de pGMA inducido por radiación (HDPE-pGMA) y (c) HDPE 

con injerto de pGMA y derivatización con etilendiamina (HDPE-pGMA-EDA). El gráfico 

1 de la Fig. 2.9 representa el espectro 

en la región de 1900-850 cm-1 y el 2 

corresponde a 3800-2700 cm-1. 

Como puede observarse en el 

espectro (2a) el HDPE sin modifica-

ciones presentó señales correspon-

dientes a la vibración de las uniones 

C-H (región 2900 cm-1) y en (1a) al 

estiramiento de las uniones C-C (re-

gión 1400 cm-1). La presencia de se-

ñales correspondientes al carbonilo 

del metacrilato (región de 1700 cm-1) 

se observaron en los espectros (1b) y 

(1c) coincidentes con la presencia 

de cadenas de pGMA (Grube et al 

2002). Adicionalmente, la señal característica correspondiente al epóxido del GMA 

(910 cm-1) se observó en el espectro (1b) pero no en el (1c). Esta diferencia en el 

patrón del polímero modificado con pGMA y el funcionalizado con EDA corrobora la 

reacción de adición. La reducción de la señal de epóxido en este último caso coinci-

dió con la aparición de una señal débil y extendida en 3300-3500 cm-1 correspondiente 

al estiramiento N-H en el espectro (2c). La región entre 3000 y 4000 cm-1 corresponde a 

la señal emitida por los grupos amino e hidroxilo. De esta manera, los grupos amino 
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Figura 2.9 
Espectros de ATR FT-IR en rango de  1900 a 850 cm

-1 
 (1) y 

3800 a 2700 cm
-1
(2) a) HDPE sin modificar, b) HDPE- pGMA, 

c) HDPE-pGMA-EDA  
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primarios y secundarios presentes en el injerto de pGMA funcionalizado con EDA apa-

recen en la misma zona espectral que los grupos hidroxilo generados en la misma re-

acción de apertura del anillo epóxido, enmascarando la señal y dando una señal difu-

sa en esta región. 

Grado de modificación. Como se explicó en Materiales y Métodos, la extensión 

de la modificación superficial del HDPE se estima de manera simple y rápida por dife-

rencia porcentual del peso del material modificado.  

El contenido de GMA en la solución ini-

cial determinó el grado de injerto final. La Fig. 

2.10 muestra el rendimiento en injerto sobre 

HDPE utilizando diferentes concentraciones ini-

ciales de GMA, donde se observa una relación 

lineal entre ambos parámetros. En este experi-

mento se ensayaron concentraciones de GMA 

en el rango de 0-5 % v/v. De manera similar a la 

modificación de membranas de polisulfona (Carbajal et al 2003), existe una relación 

lineal entre el grado de injerto expresado en unidades porcentuales a bajas concen-

traciones de monómero. En estas condiciones, el monómero actúa como reactivo 

limitante y el proceso de polimerización se detiene cuando éste se agota. Los rendi-

mientos en injerto son significativamente menores a los publicados en trabajos anterio-

res con otros materiales poliméricos aplicando la misma técnica (Grasselli et al 1999, 

Carbajal et al 2003). Esto puede explicarse debido a que el HDPE posee un área super-

ficial 15 veces menor a las membranas ensayadas anteriormente. 

A partir de estos resultados se determinó como concentración de trabajo para 

modificaciones posteriores GMA 3% v/v con un rendimiento de 4  1 % p/p.  

Cuantificación de grupos epóxido. El ácido iminodiacético (IDA, Fig. 2.11) se in-

corpora por reacción de adición al grupo epóxido reactivo del GMA. Asimismo, es 

capaz de formar quelatos con iones metálicos de la primera serie de transición. Por lo 
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Figura 2.10 
Grado de injerto en función de la concentración 

inicial de monómero 
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tanto, es posible la cuantificación del IDA incorporado por reacción de formación de 

complejos con Cu(II), permitiendo la estimación de los grupos epóxido presentes en el 

material.  

EL IDA incorporado se determinó por medición indi-

recta. El Cu (II) asociado se separó por adición de un que-

lante de mayor afinidad, como el EDTA y se cuantificó por 

medio una curva de calibración Cu (II)-EDTA (Carbajal et 

al 2003). 

La concentración del ión asociado a muestras de HDPE modificado fue de 60  

20 mol Cu(II)/g material. Considerando que la modificación por injerto corresponde a 

un 4 % (p/p) el contenido de epóxidos incorporados es de 210 mol epóxido/g de ma-

terial. La diferencia entre la cantidad de polímero injertado y la determinación experi-

mental por cuantificación de IDA indica que aproximadamente el 30% de los grupos 

epóxidos presentes en el pGMA reaccionan con el IDA. Estos resultados coinciden con 

los obtenidos para pGMA injertado sobre membranas de PE (Grasselli et al 2003).  

Adicionalmente, el Cu (II) asociado al IDA en el material permite valorar cuali-

tativamente la modificación. El material modificado adquirió una coloración azul 

homogénea, correspondiente al complejo Cu(II)-IDA, indicando una modificación 

homogénea y superficial.  

Funcionalización del HDPE modificado con EDA. La funcionalización con com-

puestos químicos que aporten cargas positivas como grupos aminos primarios o se-

cundarios, permitiría aumentar el carácter electropositivo del material. Esto, sumado a 

que el injerto posee propiedades de hidrogel, daría como resultado un material 

mecánicamente fuerte y con propiedades que favorecerían la adhesividad celular.  

La etilendiamina (EDA, Fig. 2.12) es capaz de reac-

cionar desde uno de los extremos amino con grupos 

epóxido del pGMA dando como resultado la adición de 
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Figura 2.12 

Estructura química del EDA 
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Figura 2.11 

Estructura química del IDA 
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una amina primaria y una secundaria. El polímero resultante de esta adición también 

es capaz de complejar Cu(II), coloreando el soporte. Sin embargo en este caso los 

complejos EDA:Cu(II) pueden tener estequiometrías 1:1 o 1:2, razón por la cual no 

puede utilizarse con fines cuantitativos.  

Solventes de lavado. El GMA polimeriza, por efecto de la generación de com-

puestos radicalarios reactivos, tanto con la superficie del PE como con otra molécula 

de GMA presente en solución. La formación de homopolímero de pGMA no asociado 

a la superficie del PE reduce la cantidad de monómero disponible para el injerto y por 

lo tanto afecta negativamente el rendimiento final de la reacción.  El nitrato cúprico, 

el sulfato ferroso, la sal de Mohr, el cloruro cuproso y el cloruro de litio son algunas de 

las sustancias que pueden reducir la formación de homopolímeros durante el proceso 

de polimerización. En trabajos previos (Grasselli et al 1999) se estudió la efectividad de 

estas sales para reducir la homopolimerización y su efecto sobre el injerto simultáneo 

en PE. En todos los casos no se pudo encontrar el efecto diferenciado buscado: redu-

cir homopolimerización sin afectar el grado de injerto. En consecuencia se deben ase-

gurar condiciones de lavado del material injertado adecuadas para separar el homo-

polímero de GMA formado durante el proceso de modificación. La presencia de este 

producto secundario puede interferir en las estimaciones del grado de modificación, 

así como también obstruir los poros del material disminuyendo la capacidad de trans-

porte de masa. Con el propósito de buscar solventes que permitan eliminar el homo-

polímero sin afectar la integridad del material, se ensayaron lavados del material irra-

diado con los siguientes solventes: acetona, dimetilformamida (DMF), dimetilsulfóxido 

(DMSO) y etanol.  

Se realizaron lavados de 3 horas con agitación suave a temperatura ambiente; 

y al cabo de este período, se observó la disolución completa del homopolímero de 

GMA sin cambios en el aspecto y consistencia del material base. Sólo se detectaron 

cambios irreversibles en los materiales (deformaciones y cambios en el color) luego de 

una incubación de 24 horas con todos los solventes ensayados, excepto con el etanol.  
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Por lo tanto, se seleccionó un protocolo de lavados con agua y etanol de ma-

nera alternada y con agitación vigorosa que resultó satisfactorio para el objetivo bus-

cado.  

Modificación de fibras de celulosa.  Para estudiar la cationización por injerto se 

irradiaron porciones de algodón de peso conocido sumergido en una solución de 

GMA al 3% v/v. La radiación  emitida por el 60Co indujo la polimerización del monóme-

ro sobre la superficie de la fibra. La estimación del grado de modificación de la fibra, 

obtenido por la diferencia porcentual del peso del material, fue de 18  1 % p/p de 

injerto.  

El algodón modificado con GMA se analizó por reacción con IDA y cuantifica-

ción por complejación con Cu(II). El material desarrollado presentó una densidad de 

590 mol IDA/g.  

Por otro lado, el valor de injerto obtenido por gravimetría indicó que se incorpo-

raron 1260 µmol epóxido/g material. En consecuencia, se puede estimar que el 47% de 

los grupos epóxido injertados están químicamente disponibles en este material. Este 

valor es superior a los encontrados en el presente trabajo y en reportes anteriores 

(Grasselli et al 2003) para la modificación de PE, evidenciando las diferencias estructu-

rales entre los dos materiales ensayados. 

Posterior a realizar el injerto de pGMA se realizó una derivatización de la fibra 

de algodón con EDA para ser evaluados posteriormente como soporte para la inmovi-

lización de células.  

Análisis de la modificación por injerto. Existen diferencias sustanciales entre la 

modificación realizada en este trabajo y otros reportes de modificación de HDPE por la 

técnica de injerto. En primer lugar, la dosis de radiación aplicada (10 kGy) en este tra-

bajo fue 10-20 veces menor que la utilizada por otros autores (Lee et al 1996, Zu et al 

2005) debido a que la polimerización se realizó en simultáneo. A pesar de ello, el ren-

dimiento de polimerización en la técnica de injerto simultáneo fue mayor debido a 
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que se evitan reacciones laterales de descomposición de los radicales libres genera-

dos (Bhattcharya 2000, Dargaville et al 2003).  

Por otro lado, el grado de injerto obtenido en este trabajo fue menor a los re-

portados por otros autores, debido a que se utilizaron concentraciones iniciales de 

monómero bajas. Trabajos sobre modificaciones por injerto con pre-irradiación repor-

tan rendimientos del 100 al 200%, dependiendo de la concentración de monómero 

utilizado y de la porosidad del polímero base (Terada et al 2005). Sin embargo, otros 

autores mostraron que valores de injerto mayores al 40% en membranas de HDPE modi-

ficadas por preirradiación producen además de modificaciones superficiales, cambios 

en la estructura interna del polímero base (Zu et al 2005). Adicionalmente, un estudio 

por espectroscopía de micro-Raman (Cardona et al 2002) de injertos de estireno sobre 

distintos sustratos por preirradiación confirman que la modificación tiene lugar no solo 

en la superficie sino también en el interior del sólido base, y que el incremento en el 

grado de injerto total es acompañado por un incremento proporcional en la cantidad 

de injertos dentro de la masa del material.  

Las modificaciones estructurales en el material soporte producidas por grados 

de injerto elevados puede afectar las características mecánicas. Por lo tanto, es de-

seable que la modificación introducida en el polímero base sea sólo superficial y esto 

se logró mediante la técnica utilizada en este trabajo. La técnica de injerto simultáneo, 

aplicada sobre PSf, PES y PE de baja densidad también produce únicamente modifi-

caciones superficiales (Carbajal 2008). 

La ubicación del injerto de pGMA en el soporte se confirmó por microfotografía 

SEM (Fig. 2.8), donde se observa una zona amorfa de unos micrones de espesor cu-

briendo la superficie del polímero base. Este resultado concuerda con los obtenidos 

para injertos de GMA en membranas de HDPE inducidos por radiación UV. En estos 

casos la radiación de baja penetración sólo es capaz de inducir injertos superficiales 

sobre superficies planas (Han et al 2008). 
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Durante la polimerización, las moléculas de GMA libres pueden reaccionar en-

tre sí formando homopolímeros no asociados al polímero base, puede injertarse en el 

HDPE o adicionarse a una cadena existente de pGMA injertado. El injerto tiende a 

ocurrir más fácilmente sobre los hidrógenos secundarios de las cadenas de pGMA que 

sobre la superficie del HDPE, formando cadenas lineales o ramificadas dependiendo 

del solvente utilizado (Wang et al 2007). La Fig. 2.13 reproduce las microestructuras 

propuestas por otros autores para el pGMA formado en presencia de diferentes sol-

ventes. Cuando se utiliza un solvente polar como la acetona se obtiene baja densidad 

de injerto y el pGMA es menos ramificado y con cadenas más largas. Cuando la reac-

ción se realiza con tetrahidrofurano (THF), se obtiene menor densidad de injerto, con 

una distribución más uniforme; el pGMA presenta más ramificaciones pero de menor 

longitud. Cuando el injerto se lleva a cabo sin solvente, se produce mayor densidad de 

injerto con cadenas de pGMA lineales. 

 Teniendo en cuenta estos modelos, se espera que el injerto realizado en este 

trabajo, utilizando metanol/agua como solvente, esté formado por cadenas de pGMA 

con ramificaciones intermedias como las propuestas para el caso de la acetona por 

Wang et al. Estas ramificaciones podrían explicar las diferencias encontradas en las 

cuantificaciones de grupos epóxido disponibles para reaccionar con IDA o EDA con 

respecto a los esperados según la masa de GMA injertado. Adicionalmente, la presen-

cia de cadenas parcialmente ramificadas de pGMA daría al injerto una estructura 

compleja que podría mejorar la interacción con la superficie bacteriana.   

 

THF/diclorometano Acetona Sin solvente
 

 
Figura 2.13 

Microestructuras propuestas para las cadenas de pGMA obtenidas con diferentes solventes de reacción (Adaptado de 
Wang et al 2007) 
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Cationización química 

La adición de aminos cuaternarios es una técnica que se utiliza para mejorar 

las propiedades de adsorción de tejidos de algodón. Es una  metodología simple que 

puede realizarse en un laboratorio sin equipamiento especializado, por lo que es una 

opción interesante para aplicar. Como se mencionó en la Introducción y en Materiales 

y Métodos, la reacción de adición del GTMA (Fig. 2.7) se produce en condiciones 

básicas y requiere un paso previo de incubación de la fibra en una solución concen-

trada de NaOH. Una vez obtenida la modificación es necesario ajustar el pH del mate-

rial a valores cercanos a la neutralidad para no afectar la integridad de la célula du-

rante la inmovilización. 

La modificación con GTMA no produjo una diferencia en el peso del material, 

por lo que no se pudo evaluar el grado de modificación por gravimetría, como en el 

caso de la modificación por injerto. Por lo tanto, se analizó la efectividad de la reac-

ción por adsorción de colorantes. 

Evaluación cualitativa de la cationización.  En primer lugar, se estudió cualita-

tivamente la adsorción de cuatro colorantes: Naranja de Metilo, Cibacron Blue, Alizarin 

S y Azul de Metileno. Los tres primeros son sustancias colorantes que poseen grupos 

sulfónicos que se encuentran como aniones a pH neutro. El azul de Metileno por el 

contrario es un colorante básico electropositivo.  

Tabla 2.4 
Adsorción de colorantes a la fibra de algodón 
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Cada colorante se incubó con una porción de fibra de algodón con y sin tra-

tamiento con GTMA. La adsorción del colorante en cada material se comparó con la 

intensidad inicial de la solución.  

Los resultados se resumen cualitativamente en la 

Tabla 2.4. Para el Naranja de Metilo se observó adsorción 

completa del colorante a la fibra de algodón modifica-

da con GTMA (Cel-TMA). El líquido sobrenadante perdió 

completamente la coloración y el soporte retuvo el indi-

cador luego de un lavado con dH2O. Por otro lado, el 

algodón sin tratamiento no adsorbió colorante. 

 El Cibacron Blue también se adsorbió comple-

tamente a la superficie de las fibras de algodón modifi-

cadas (Fig. 2.14). En el caso del material sin tratamiento 

de cationización, se observó una adsorción leve. En el 

caso del Alizarin S, un colorante púrpura, se observaron resultados similares al anterior; 

adsorción completa por el material modificado y baja interacción con el algodón sin 

modificar. El Azul de Metileno se comportó de manera opuesta, de acuerdo a lo espe-

rado para un colorante básico. En este caso, se produjo mayor adsorción de colorante 

en la fibra sin tratar, concordante con el potencial zeta negativo de este material sin 

modificar. 

Cuantificación de aminos cuaternarios. Con el fin de evaluar la extensión de la 

cationización química en la fibra de celulosa se rea-

lizó un ensayo de adsorción cuantitativa de Alizarín 

Red S (Fig. 2.15), debido a que es el único de los co-

lorantes ensayados que posee un único grupo sulfó-

nico en su estructura y por lo tanto se espera una 

interacción de estequiometría 1:1 con los grupos tri-

metilamino (TMA). Para ello se cuantificó el colorante no adsorbido por absorbancia 
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Figura 2.14 
Adsorción de colorantes a la fibra 

de algodón.1: Solución de coloran-
te, 2: algodón sin modificar, 3: 

algodón cationizado (Cel-TMA) 

 

 
 

Figura 2.15 

Estructura del Alizarin Red S 
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en 520 nm y se comparó con una curva de calibración del colorante construida para 

tal fin.   

Los grupos aminos incorporados en el algodón cationizado fueron en el orden 

de 770 80 µmol TMA/g material.  Considerando que la relación inicial fue de 0,01 mo-

les de GTMA/g material el rendimiento de cationización fue del 8%. Este valor fue el 

doble de los reportados por otros autores (Poonam 2002). Como se explicó en la Intro-

ducción, la reacción entre aminos cuaternarios y las fibras de algodón procede de 

acuerdo a la reacción de la Fig. 2.7; sin embargo, en estas condiciones existe una re-

acción secundaria de hidrólisis del compuesto cuaternario en condiciones alcalinas. El 

producto de hidrólisis no posee afinidad por la fibra de celulosa y podría explicar los 

valores de rendimiento obtenidos (Tabba 2000).  

Comparación de los materiales modificados 

La Tabla 2.5 muestra una comparación de los polímeros desarrollados. Para el 

HDPE modificado por la técnica de injerto simultáneo de GMA (HDPE-pGMA) se obtu-

vo un grado de modificación de 4% con una adición de grupos amino incorporados a 

través de la reacción con EDA de 60 µmol/g de material. Estos valores fueron menores 

a los obtenidos en la modificación de fibras de algodón por el mismo método (Cel-

pGMA) y son congruentes con la diferencia en la superficie específica entre los dos 

materiales.   

Tabla 2.5 
Comparación de las modificaciones de HDPE y fibras de algodón 

 

 
 

Tipo modificación 
 

 

Grado Modificación (%) 
 

 

Aminas incorporadas (µmol/g) 
 

HDPE-pGMA 
 

Injerto 
 

4 60 

Cel-pGMA 
 

Injerto 
 

18 590 

Cel-TMA 

 

Cationización 

química 
 

- 770 
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A partir de los parámetros de densidad y diámetro promedio de la fibra de ce-

lulosa disponibles en bibliografía técnica, 1,52 g/cm3 y 13 µm respectivamente, se es-

timó que la superficie específica de las fibras de celulosa es de 4 m2/g. Este valor es 4 

veces superior al del HDPE utilizado en este trabajo y podría explicar la diferencia en 

rendimiento en injerto.  

Por otro lado, la cationización por adición de GTMA es una técnica alternativa 

a la modificación por injerto de fibras de algodón. Con este tratamiento se incorpora-

ron 770 µmol/g de grupos amino cuaternarios, valor comparable con el obtenido por 

injerto de GMA.  
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Conclusiones Parciales 

 

En este capítulo se describe la modificación de polímeros por injerto simultáneo 

y cationización química con el objeto de mejorar sus características como soporte 

para inmovilización de células. Para ello se utilizó el HDPE, un polímero sintético, y fibras 

de celulosa (o algodón) como polímero natural. 

El HDPE modificado por injerto se caracterizó por técnicas microscópicas, don-

de se corroboró la presencia de una capa de pGMA sobre la superficie del HDPE. Esta 

capa de polímero, genera un hidrogel superficial de un espesor del orden de los 

micrómetros, y se identificó por espectroscopía ATR-FTIR. Esta capa de pGMA repre-

sentó un 4% de injerto determinado por gravimetría.  

El algodón es una fibra celulósica con características mecánicas adecuadas 

para su utilización como soporte para inmovilización. Esta fibra natural atóxica y bio-

degradable, resulta interesante para aplicaciones en el campo de la industria alimen-

taria y farmacéutica. En este capítulo se obtuvieron dos soportes basados en fibras de 

celulosa. Para ello se utilizaron dos estrategias de modificación; injerto de cadenas de 

pGMA y adición de GTMA a los grupos oxhidrilos reactivos. 

La técnica de injerto produjo un material (Cel-pGMA) con un 18 % de injerto de 

pGMA medidos por gravimetría. Esta modificación representó un equivalente a 590 

µmol epóxido/g material, medidos por titulación con Cu(II).  

Las fibras de algodón modificadas por adición de GTMA adsorbieron coloran-

tes aniónicos, resultado que se utilizó para evaluar la efectividad de la cationización. 

La cuantificación del Alizarin Red S adsorbido representó una incorporación de TMA de 

770 µmol/g, indicando un rendimiento de reacción del 8%.  
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Las dos técnicas ensayadas resultaron efectivas para la cationización de fibras 

de celulosa, obteniéndose densidad de cationización comparables. Adicionalmente, 

la modificación de celulosa por injerto simultáneo no se ha reportado anteriormente y 

tampoco se encontraron reportes sobre el uso de fibras de celulosa cationizadas por 

adición de GTMA para inmovilización de células. 

Por lo tanto, se obtuvieron tres materiales (HDPE-pGMA, Cel-pGMA y Cel-TMA) 

por dos métodos de modificación con buenos rendimientos. Estos materiales se ensa-

yarán como soportes para inmovilización de bacterias. 
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Ensayos de inmovilización bacteriana en polímeros 

funcionalizados 

 

En este capítulo se describe la caracterización de los materiales desarrollados 

como soportes para la inmovilización de bacterias: HDPE modificado por injerto (HDPE-

EDA), fibras de celulosa modificadas por injerto (Cel-EDA) y por cationización química 

(Cel-TMA). Se describen las condiciones óptimas para la obtención de un biocataliza-

dor inmovilizado y su operación, utilizando como microorganismo modelo E. coli. Para 

evaluar la efectividad de la inmovilización se utilizó una reacción biocatalítica como 

indicador de actividad y se comparó el comportamiento del biocatalizador inmovili-

zado con la conversión catalítica de células libres. Por último se evaluó la efectividad 

de los soportes desarrollados para la inmovilización de L. lactis. 

Introducción 

 

A diferencia de los problemas difusionales asociados con el atrapamiento celu-

lar en geles poliméricos (Jen et al 1996, Braschler et al 2005) la inmovilización celular 

por adsorción no sólo ha mostrado eliminar tales inconvenientes sino que también ha 

mostrado otras ventajas importantes como la simplicidad operativa y los mínimos efec-

tos sobre las propiedades celulares (Huang et al 1998, Yang et al 1998). La adsorción 

de E. coli a una resina de intercambio iónico fue el primer ejemplo reportado de inmo-

vilización celular (Hattori 1960) y constituye un método suave y reversible que permite 

la recuperación del soporte para regenerar el biocatalizador (Lee et al 1997). 

La interacción entre el microorganismo y el soporte depende esencialmente de 

sus propiedades superficiales e involucra fuerzas de van der Waals, dipolo-dipolo y 

electrostáticas. Para el microorganismo la carga superficial e hidrofobicidad gobiernan 

la interacción (Buschholz et al 2005, Li et al 2004). La superficie de las células bacteria-

nas se encuentra en general cargada negativamente; por ende la interacción elec-
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trostática se favorece si el soporte posee un elevado potencial zeta (Yoshioka et al 

1986).  

Ambos factores, potencial de membrana e hidrofobicidad, no solo afectan la 

adhesión sino también la viabilidad y actividad de la célula inmovilizada. El grado de 

contribución de cada uno de estos parámetros en el proceso de inmovilización de-

pende fuertemente de las características del soporte y del tipo de microorganismo 

(Terada et al 2006).  

En general, cualquier tipo de material polimérico puede ser utilizado como so-

porte para inmovilización de células y/o enzimas, ya que la inmovilización se puede 

conseguir por interacciones no-específicas de corto alcance, como interacciones de 

van der Waals. Sin embargo, al tratarse de interacciones en general débiles, la ocu-

rrencia de liberación del biocatalizador durante la reacción debido a las fuerzas de 

corte son elevadas y en consecuencia el biocatalizador inmovilizado pierde actividad 

rápidamente (Liese et al 2006). Por ello, se busca desarrollar materiales que posean 

grupos funcionales capaces de interaccionar con enzimas y/o células para generar 

inmovilizados de mayor estabilidad.  

Una de las interacciones más importantes que puede contribuir a la estabiliza-

ción del inmovilizado es la electrostática, debido a que está marcadamente influen-

ciada por los potenciales de superficie de la célula y el soporte, y por la concentración 

iónica del medio (Hayashi et al 2001).  

Además de poseer una densidad de carga favorable para la interacción elec-

trostática con el microorganismo, la porosidad del material define la densidad celular 

inmovilizada y la fracción activa. Los soportes con poros suficientemente grandes (ma-

yores al tamaño celular) son favorables para conseguir altas densidades de microor-

ganismos por disponer de grandes superficies accesibles para la interacción y de un 

volumen muerto suficiente para asegurar el transporte de masa (Buchholz et al 2005). 
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Análisis de la inmovilización por determinación de actividad biológica. Para 

evaluar la inmovilización de E. coli en los soportes modificados en este trabajo se utilizó 

como reacción estándar la fosforólisis de la uridina mediante la actividad de la uridín 

fosforilasa (UP) (Fig. 3.1). Esta enzima pertenece a la familia de las nucleósido fosforila-

sas (NP) y cataliza el clivaje fosforolítico del enlace glicosídico de la uridina con la co-

rrespondiente formación de ribosa-1-fosfato y uracilo base.  

Por otro lado, L. lactis posee el gen pdp que codifica para la pirimidín nucleósi-

do fosforilasa (PNP). Esta enzima posee actividad sobre varios sustratos relacionados, 

como uracilo, uridina, desoxi-uridina, timina y timidina (Martinussen et al 1994, Kilstrup et 

al 2005). En condiciones apropiadas, cataliza la fosforólisis de timidina a timina y ribosa-

1-fosfato (Fig. 3.2).  
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Figura 3.2 

Reacción de hidrólisis de timidina por acción de la pirimidín nucleósido fosforilasa de L. lactis 

 

O

OHOH

HH

OH

HO

NH

O

ON

O

OHOH

HH

HH

HO

+

NH

N
H

O

O

OH

PHO O

H

Uridina

UP bacteriana

Ribosa 1-fosfato Uracilo

+ Pi

 
 

Figura 3.1 
Reacción de hidrólisis de uridina por acción de la nucleósido fosforilasa de E. coli 
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Este tipo de reacciones poseen la ventaja de que se llevan a cabo sólo con la 

presencia del nucleósido sustrato en una solución buffer que aporte el ión fosfato (Pi) 

necesario para el clivaje. Adicionalmente, la generación de un único producto facilita 

el estudio del curso de la reacción biocatalítica.  
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Materiales y Métodos 

 

Materiales y reactivos. Los reactivos utilizados (sales, nucleósidos, bases nucleotídicas) 

fueron de grado analítico (ICN o Anedra), los solventes orgánicos de calidad cromatográfica o grado 

HPLC, según corresponda (Anedra y Sintorgan, respectivamente), mientras que los componentes de 

los medios de cultivos de  calidad microbiológica (Britania). 

Cultivo celular. E. coli BL21 (ATCC 47092) se utilizó como biocatalizador estándar. Para 

el establecimiento de cultivos de E. coli en medio líquido, se inocularon fracciones de 30 ml. de medio 

LB con un stock primario y se incubaron durante 12-16 horas a 37 ºC y 200-220 rpm. Se realizaron 

repiques de este cultivo en el mismo medio al 2%v/v. Stocks primarios de L. lactis sub. lactis (ATCC 

11454) se utilizaron para inocular fracciones de 30 ml. de medio CTS. Estos cultivos se incubaron a 30 

ºC y 100-150 rpm. 

Ensayos de inmovilización. Se incubó una suspensión bacteriana en una porción del 

material modificado a 37 ºC y 200-220 rpm de agitación. Posteriormente, el material se lavó 2-3 veces 

con buffer fosfato (BP) 30 mM pH 7 estéril y se almacenó hasta su uso a 4 ºC en el mismo buffer. 

Ensayo de incubación en medio de crecimiento. Una porción de HDPE modificado y 

sometido a inmovilización se incubó en medio LB a 37 ºC 200-220 rpm. Posterior a tres lavados con BP 

30 mM pH7, se incubó nuevamente en medio LB fresco. Esta operación se repitió 6 veces y se midió 

actividad del biocatalizador en cada paso.  

Ensayo de reutilización del soporte. Se utilizó material inmovilizado para ensayar di-

ferentes protocolos de lavado (A, B, C y D) seguido por una nueva inmovilización. Volumen de trabajo 

30 ml.  

Lavado A: 3 lavados dH2O 50 °C, 1 lavado NaOH 0,5M 50°C 1 h, 3 lavados dH2O 50°C, 1 lavado 

H3PO4 pH 4 (0,5 M) 50°C 1h, 3 lavados dH2O. 

Lavado B: 3 lavados dH2O 50 °C, 1 lavado NaClO 100 ppm (pH 10-11) 50°C 1 h, 3 lavados dH2O 50°C, 

1 lavado H3PO4 pH 4 (0,5M) 1 h, 3 lavados dH2O 50°C. 

Lavado C: 3 lavados dH2O 50°C, 1 lavado Tween 80 0,1% pH 5-8 50°C 1 h, 3 lavados dH2O 50°C. 

Lavado D: 3 lavados dH2O 50 °C, 1 lavado solución detergente 0,1% v/v pH 9-10, 50 °C 1 h, 3 lavados 

dH2O 50 °C. 

Inmovilización en agarosa. Se resuspendieron 1,5x109 células de E. coli en 3 ml de aga-

rosa al 3% p/v, la suspensión se goteó en aceite de girasol a 20 ºC en agitación suave, las bolillas for-

madas se lavaron dos veces con hexano y tres veces con solución fisiológica estéril y se almacenaron 

hasta su uso en BP 30 mM pH 7 a 4ºC.  

Inmovilización en poliacrilamida. Se resuspendieron 1,5x109 células de E. coli en 7,3 

ml de BP 30 mM pH7. Se agregó 2,7 ml de acrilamida 30%-bisacrilamida 0,8%, 14 ul de TEMED 

(N,N,N´,N´tetrametiletilendiamina) y 50ul de APS (persulfato de amonio) 10%. Se mezcló suavemente 

y se dejó polimerizar a temperatura ambiente. El gel formado se cortó en porciones de 0,5x0,5x0,5 cm 

aprox., se lavaron y almacenaron en BP 30 mM pH7 estéril a 4ºC hasta su uso. 
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Reacción testigo de hidrólisis de nucleósidos. El material inmovilizado, o células li-

bres recuperadas por centrifugación, se incubaron en una solución de uridina o timidina (30 mM en 

BP 30 mM pH 7) a 45 o 30ºC (para uridina y timidina respectivamente) y 200-220 rpm de agitación.  

Análisis del curso de reacción por TLC. La hidrólisis de nucleósidos se evaluó de 

manera cualitativa o semicuantitativa por cromatografía en capa delgada en placa de sílica utilizando 

cloroformo/metanol 8:2 v/v como solvente de corrida y revelado directo por lámpara UV.  

Análisis cuantitativo de la reacción por HPLC. La hidrólisis de nucleósido se cuan-

tificó por una cromatografía isocrática por HPLC, utilizando una columna C-18 Kromasil 100 (C18, 5 

um, 25 x 4 mm) y un detector UV. Condiciones de corrida: 6 min en H2O/Metanol 90:10 v/v, flujo 0,9 

ml/min, detección en 254 nm. Se realizaron curvas de calibración de los nucleósidos y bases en el ran-

go de 0,1-1 mM por triplicado para la cuantificación. Las muestras de reacción de hidrólisis se diluye-

ron con dH2O hasta una concentración en el rango de la curva de calibración y se centrifugaron 5 min 

a 10000 g antes de la inyección. Las muestras se analizaron por duplicado y se informaron los valores 

como promedio y desvío estándar.  

Microscopía de Transmisión Electrónica (TEM). Las muestras del biocatalizador se 

incubaron en solución de fijación (p-formaldehido 4% p/v, glutaraldehido 0.25 % v/v en BP 0.1 M pH 

7.4) y se lavaron con dH2O. Se realizó una incubación posterior de 1 hora en OsO4 (1%, v/v), se con-

trastó con acetato de uranilo (1% v/v), se deshidrató y se humedeció en Durcupan®. Se cortaron sec-

ciones del material y se examinaron con un microscopio de transmisión electrónica Siemens Elmiskop 

I. 
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Resultados y Discusión 

 

Inmovilización de E. coli en HDPE-EDA 

La metodología general de inmovilización consistió en la incubación ON de 

una porción de HDPE de 0,15 cm3 con 1 ml de una suspensión de E. coli en BP 30 mM 

pH7, y se utilizó una relación células/volumen de soporte de 4x1010 células/cm3 de ma-

terial. Esta relación se basó en resultados previos, donde se calculó la carga máxima 

de células en relación al área disponible de material para la adhesión (Trelles et al 

2008). Las consideraciones para la estimación se describen brevemente a continua-

ción.  

El área disponible en el HDPE para la inmovilización celular, calculado por iso-

termas de adsorción/desorción de nitrógeno, es de 0,1 m2/g. Para calcular el número 

máximo teórico de células se consideró la superficie del polímero y la superficie esti-

mada promedio de una célula bacteriana (2 m2). Por lo tanto, una sección de sopor-

te de 0,15 cm3, con 58 mg de peso y 5,8x10-3 m2 de área, es capaz de contener 2,9 

x109 células. Por lo tanto, para asegurar un exceso de células en la mezcla de inmovili-

zación, se utilizaron 6x109 células para secciones de 0,15 cm3 de HDPE-EDA.  

Análisis por Microscopia del material inmovilizado. El biocatalizador inmovili-

zado en HDPE-EDA deshidratado a temperatura 

ambiente se sometió a análisis por SEM como se 

indicó en Materiales y Métodos del Capítulo 2. En la 

Fig. 3.3 se pueden observar las huellas de las bacte-

rias alojadas originalmente en la matriz del hidrogel, 

como círculos de aproximadamente 0,3 µm de 

diámetro.  

 

  

  
 

Figura 3.3 
Microfotografias SEM de la superficie del 

biocatalizador inmovilizado 
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Con el objetivo de analizar la estructura del biocatalizador, el material inmovili-

zado con E. coli BL21 se fijó e incluyó en una resina para realizar una micrografía 

electrónica de transmisión (TEM) (Fig. 3.4). En estas imágenes de secciones transversa-

les del biocatalizador inmovilizado, pueden identificarse tres regiones definidas: el 

hidrogel, una zona de transición y el soporte de PE.  

La zona externa del material, de estructura laxa, corresponde al  pGMA deriva-

tizado con EDA. Este hidrogel posee un espesor de aproximadamente 4 µm y se ex-

tiende sobre el polímero base de HDPE, que se visualiza en la microfotografía de la 

derecha como la zona inferior más densa.  

Las células de E. coli inmovilizadas en HDPE-EDA se encuentran incluidas en la 

matriz del hidrogel, como se evidencia en la microfotografía TEM. Estas imágenes co-

rroboran un modelo de interacción célula-soporte que no involucra únicamente inter-

acciones del tipo adsortivas, sino que el hidrogel podría actuar a la vez como una ba-

rrera de confinamiento física para retener las células inmovilizadas en la superficie del 

HDPE modificado.  
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Figura 3.4 
Microfotografías TEM del biocatalizador con la identificación de las diferentes regiones del material. C: células inmovili-

zadas, PE: polímero base 
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El hidrogel formado en superficies de polímeros por injerto posee una estructura 

de “peine flexible”. Como se mencionó en el Capítulo 2, las cadenas de pGMA pue-

den poseer cierto grado de ramificación y adicionalmente pueden sufrir cambios con-

formacionales para minimizar la repulsión de cargas de los grupos de intercambio ióni-

co presentes (Kawai et al 2000, Koguma et al 2000). Como resultado, las cadenas de 

pGMA cationizadas con EDA se estiran formando una estructura de cepillo que posee 

la movilidad suficiente para rodear a la célula durante la inmovilización (Fig. 3.5). La 

interacción sobre toda la superficie reduce los efectos sobre la morfología celular, con-

trario a la inmovilización por entrecruzamiento químico (Lee et al 1996). Por otro lado, 

la modificación por injerto puede mejorar la estabilidad del inmovilizado con respecto 

a una adsorción por interacción electrostática simple. Además de que la interacción 

puede producirse sobre toda la superficie celular, el hidrogel puede mejorar la estabi-

lidad del inmovilizado por proveer a la célula de un microentorno hidrofílico.   

Análisis por Espectroscopía Infrarroja. El biocatalizador inmovilizado se ana-

lizó por espectroscopia ATR FT-IR como se describió en Materiales y Métodos del Capí-

tulo 2. En la Fig. 3.6 se observan los espectros del HDPE modificado libre de células (a) y 

después del procedimiento de inmovilización (b). 

 

Bacteria Bacteria

Inmovilización en 

hidrogel
Inmovilización por 

adsorción

Inmovilización 

covalente

BacteriaBacteria BacteriaBacteriaBacteria

Inmovilización en 

hidrogel
Inmovilización por 

adsorción

Inmovilización 

covalente

Bacteria

 
 

Figura 3.5 
Comparación del efecto del tipo de interacción del soporte sobre la célula inmovilizada 
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La presencia de células inmovilizadas en el material modificado incorporó 

bandas características de moléculas biológicas. En el espectro (1b) de la Fig. 3.6 se 

destacan señales adicionales correspondientes a los grupos amidas de proteínas (1550 

y 1660 1600 cm-1), carbohidratos (1080 cm-1), ácidos nucleicos (1250 cm-1); y lípidos 

(2830-2930 cm-1 e hidroxilos de los compuestos orgánicos (3100-3400 cm-1) en el 

espectro (2b) (Grube et al 2002).  

De esta manera se pudo detectar la 

presencia de células inmovilizadas en el ma-

terial por análisis de espectroscopía sin ne-

cesidad de realizar una confirmación por 

una técnica de visualización. A pesar de ser 

una técnica destructiva, es una opción para 

aquellos biocatalizadores que no puedan 

prepararse para microscopía. 

Evaluación de la inmovilización por 

actividad biológica. Para evaluar la adsor-

ción de los microorganismos a un soporte, 

otros autores utilizaron diferentes estrategias: 

medidas de absorbancia para estimar biomasa en suspensión (Terada et al 2006), re-

cuento en placa (Lee et al 1996), tinción diferencial (Terada et al 2005) y cuantifica-

ción de señal de células bioluminiscentes (Chu et al 2009). En estos trabajos utilizaron 

volúmenes de inmovilización del orden de la decena de mililitros, que permite detectar 

pequeñas diferencias, por ejemplo en absorbancia. En este trabajo, se utilizó un volu-

men de inmovilización de 1 ml, por lo que es inviable la medición directa de absor-

bancia para la determinación de biomasa inmovilizada. La estimación de células via-

bles, ya sea por recuento o por tinción vital, no es apropiada para la determinación, 

debido a que sólo en los casos de procesos de fermentación es necesario poseer un 

inmovilizado viable. Para reacciones de síntesis biocatalítica, como las utilizadas en 
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Figura 3.6 
Espectros de ATR FT-IR.  (1) 1900 a 850 cm

-1 
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3800 a 2700 cm
-1
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este trabajo para caracterizar los soportes desarrollados, se utilizan células en condi-

ciones de no-crecimiento. Por lo tanto, la estimación de biomasa inmovilizada median-

te una reacción enzimática es una opción válida a las técnicas enunciadas y es la 

metodología que se utilizó en este trabajo. La actividad del biocatalizador inmovilizado 

se relativiza a la actividad desarrollada por una concentración conocida de células 

libres en las mismas condiciones de reacción. 

Efectividad de la inmovilización de E. coli en HDPE-EDA. La fig. 3.7 muestra 

una comparación de las cinéticas de reacción de fosforólisis de uridina de E. coli in-

movilizada en HDPE-EDA y en estado libre. Las células inmovilizadas en HDPE-EDA cata-

lizaron la reacción con un comportamiento similar al de 1x109 células en estado libre. 

Asimismo, el rendimiento a tiempo final de reacción (Fig. 3.7 gráfico B) fue ligeramente 

superior al rendimiento con 1x109 células (73 ± 9 versus 56 ± 8 %). De la misma manera, 

la velocidad de reacción para las célu-

las inmovilizadas, estimada a partir de 

los tiempos iniciales, fue ligeramente 

mayor a 1x109 células (Fig. 3.7 A y Tabla 

3.1). Estos resultados indican que se 

consigue la inmovilización de una pro-

 

0

10

20

30

40

50

60

70

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Tiempo de reacción (h)

C
o

n
v
e

rs
ió

n
 (

%
)

7

8

9

10

Inm.

A

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

7 8 9 10 I

C
o

n
v
e

rs
ió

n
 (

%
)

B

0

10

20

30

40

50

60

70

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Tiempo de reacción (h)

C
o

n
v
e

rs
ió

n
 (

%
)

7

8

9

10

Inm.

A

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

7 8 9 10 I

C
o

n
v
e

rs
ió

n
 (

%
)

B

 

Figura 3.7 
Comparación de la actividad de células libres e inmovilizadas en HDPE-EDA. A: Cinética de reacción para tiempos 
iniciales y  B: Rendimientos de reacción a tiempo final para 7: 1x10
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 células, I: Células inmovilizadas  

Tabla 3.1 
Velocidades iniciales (Vi en mM uracilo/h) para la reacción 
de fosforólisis de uridina con células libres e inmovilizadas 

 

Células libres

1x107 0,3

1x108 0,9

1x109 3,0

1x1010 12,7

Células 

inmovilizadas
4,0

Vi
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porción mayoritaria de las células, dado que la incubación se realiza con 6x109 células 

iniciales.  

La diferencia sustancial entre los sistemas libre e inmovilizado se encontró en el 

tiempo de reacción. Los rendimientos obtenidos, calculados para tiempos finales de 

reacción  mostraron que las células en suspensión llegan a conversiones máximas más 

tempranamente que el biocatalizador inmovilizado. La reacción con 1x1010 células en  

suspensión alcanzó el 70% de conversión a las 2 horas de reacción, mientras que las 

células inmovilizadas alcanzaron el mismo valor a las 8 horas. Estas diferencias obser-

vadas podrían deberse a efectos de transferencia de masa de reactivos y productos 

hacia y desde el hidrogel. Coincidente con otros métodos de inmovilización, la matriz 

del hidrogel podría actuar como protectivo contra alteraciones del medio pero tam-

bién como barrera difusional reduciendo parcialmente la transferencia de masa 

(Chen et al 2002). 

Determinación del tiempo óptimo de inmovilización. La determinación del 

tiempo de inmovilización toma importancia dado que, a nivel productivo, el tiempo 

requerido para llevar a cabo una operación es de suma relevancia desde el punto de 

vista de tiempo de proceso, consumo de energía y costo de producción. Con el obje-

tivo de determinar el menor tiempo necesario para lograr la inmovilización de una sus-

pensión de E. coli se ensayaron diferentes tiempos de inmovilización.  

Para ello, se realizaron inmovili-

zaciones de 6x109 células en HDPE-EDA 

a distintos tiempos de incubación: 4, 8, 

12, 16 y 24 horas. Luego del lavado del 

material se ensayó la presencia de 

carga bacteriana por reacción testigo 

de fosforólisis de uridina. 

La fig. 3.8 muestra la cinética de 
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Figura 3.8 
Efecto del tiempo de incubación sobre la inmovilización 

para la reacción de fosforólisis a tiempos iniciales  
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reacción de conversión de uridina con biocatalizadores inmovilizados sometidos a dis-

tintos tiempos de incubación con una suspensión de E. coli. No se detectaron diferen-

cias significativas en las velocidades iniciales de reacción para incubaciones de 8 

horas o más. Sin embargo, incubaciones de 4 horas dieron mejores rendimientos de 

inmovilización, que se reflejó en una mayor velocidad de reacción a tiempos iniciales. 

Como se explicó en el Capítulo 1, este tipo de inmovilización (mediada por adsorción) 

es reversible y por lo tanto es factible el establecimiento de un equilibrio entre células 

libres e inmovilizadas. Por otro lado, otros autores estudiaron el efecto de las fuerzas de 

corte (debidas a las condiciones de agitación y/o flujo de circulación) sobre la ad-

hesión y desorción de bacterias a soportes sólidos, donde demostraron que altas fuer-

zas de corte pueden afectar la adhesión celular. Adicionalmente, mostraron que la 

fuerza de corte óptima para el paso de inmovilización representa un balance entre la 

fuerza necesaria para la liberación de la bacteria y la fuerza actuante en la adhesión 

(Liu et al 2002). Debido a que la inmovilización en estos materiales es reversible, es po-

sible que las fuerzas de corte ejercidas durante incubaciones prolongadas reduzcan la 

cantidad de células inmovilizadas.  

Trabajos de otros autores (Trelles et al 2008, Terada et al 2005) utilizan incuba-

ciones de 8 a 16 horas para el paso de inmovilización. En este trabajo se demostró que 

es posible reducir el tiempo de inmovilización a 4 horas, con mejoras en la eficiencia 

de inmovilización.  

 Optimización de la carga microbiana. La capacidad catalítica de un biocatali-

zador inmovilizado está relacionada con la concentración de células confinadas, con 

el efecto del soporte y con el principio de inmovilización utilizado. Experimentos previos 

de optimización de la concentración bacteriana para la inmovilización de HDPE -EDA 

indicaron que la utilización de cantidades mayores a las del presente trabajo (4x1010 

células/cm3 soporte) no conducen a mejorar la carga bacteriana en el soporte (Trelles 

et al 2005), por lo que no es factible aumentar la cantidad de biomasa inmovilizada 

por aumento en la concentración inicial de células. Por otro lado, existen estrategias 
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para “rejuvenecer” biocatalizadores inmovilizados y extender su vida útil que involu-

cran incubaciones en condiciones que promueven el crecimiento celular (Norton et al 

1994).  

Por lo tanto, se ensayaron dos estrategias alternativas para incrementar la car-

ga bacteriana inmovilizada: (a) re-inmovilizar el biocatalizador con una nueva suspen-

sión de bacterias y (b) someter al biocatalizador a condiciones de crecimiento en me-

dio de cultivo.  

Para realizar la estrategia (a) se repitieron los pasos de inmovilización hasta seis 

veces con suspensiones bacterianas frescas sobre el mismo soporte. El efecto de apli-

car inmovilizaciones sucesivas, o re-inmovilizaciones, se reflejó en un aumento del 10% 

en el rendimiento final de reacción 

hasta el cuarto paso de incuba-

ción (Fig. 3.9). A partir de la cuarta 

re-inmovilización la conversión de 

la reacción se redujo a valores 

comparables a los obtenidos con 

un solo evento de inmovilización. 

Esto podría explicarse como un 

efecto de máxima capacidad de 

 

Tabla 3.2 
Efecto sobre la cinética de reacción de las re-inmovilizaciones   

 

 Número de 

reinmovilizaciones 

 

Velocidad 

inicial (mM/h) 

 

Mejora 

 (%) 

 

Productividad  

(mM ura/g soporte*h) 

 

Rendimiento 

(%) 

 

1 

 
6 55 7 73 

2 

 
7 79 8 78 

3 

 
9 126 10 80 

4 

 
11 180 13 83 

5 

 
6 59 7 72 

6 

 
7 82 8 69 
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Figura 3.9 
Efecto del número de pasos de re-inmovilización sobre el rendi-

miento de la reacción  
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inmovilización en las condiciones experimentales utilizadas, o por la formación de 

agregados celulares que reducirían la difusión de reactivos y productos en la matriz del 

hidrogel.  

Sin embargo, las reinmovilizaciones generaron un incremento en las velocida-

des iniciales (Tabla 3.2), registrando una mejora de hasta el 180% con respecto al con-

trol de un único evento de inmovilización. La productividad inicial de la reacción tam-

bién mejoró en este ensayo, aumentando de 7 a 13 mM Ura/g soporte*h.  

La fig. 3.10 muestra las cinéticas de reacción del biocatalizador sometido a 1 y 

4 eventos de inmovilización y la conver-

sión de uridina con 1x109 células libres. En 

este gráfico se evidencian los datos ex-

plicados anteriormente, donde la con-

versión inicial de reacción para el bioca-

talizador obtenido con 4 pasos de inmovi-

lización fue significativamente mayor al 

biocatalizador con un paso de inmovili-

zación y a la reacción llevada a cabo 

con células libres. A  partir de los 30 minutos se observó una disminución en la veloci-

dad de reacción para el biocatalizador con 4 eventos de reinmovilización posiblemen-

te debido a limitaciones en la transferencia 

de masa. 

Con respecto a la estrategia (b) el 

biocatalizador inmovilizado por única vez con 

una suspensión de 6x109 células se incubó 

sucesivamente en condiciones de crecimien-

to utilizando medio LB a 37 ºC y 200 rpm de 

agitación.  
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Figura 3.10 
Comparación de cinéticas de reacción. I-1: 1 evento de 

inmovilización (control), I-4: 4 eventos de re-
inmovilización, 9: 1x10
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Figura 3.11 
Efecto de las incubaciones en condiciones de 

crecimiento sobre el rendimiento de la reacción.  
La barra en negro corresponde al biocatalizador 

sin incubaciones con un evento de inmovilización   



Claudia N. Britos 

110 

 

La fig. 3.11 representa el rendimiento del biocatalizador inmovilizado sometido 

a incubaciones sucesivas de 12 horas en condiciones de crecimiento. Se observa que 

con 1 a 2 incubaciones en medio LB el rendimiento incrementó desde un 73% inicial 

hasta una conversión casi completa. Con mayor número de incubaciones este rendi-

miento se redujo a niveles inferiores a la condición inicial, posiblemente debido a que 

la biomasa alcanza, en estas condiciones, una concentración que dificulta la transfe-

rencia de masa.  

El aumento en el rendimiento de la reacción con una incubación en medio de 

cultivo rico en nutrientes posterior a la inmovilización se muestra adicionalmente en la 

Tabla 3.3. En la misma se detallan las velocidades iniciales y la productividad de la re-

acción. Concordante con el efecto sobre el 

rendimiento final, la velocidad inicial de la 

reacción catalizada por el inmovilizado some-

tido a 1 y 2 incubaciones mejoró en más de 

un 200% con respecto a la condición sin incu-

bación.  

La gráfica en la Fig. 3.12 muestra la 

cinética de reacción del biocatalizador con 1 

y 2 incubaciones en LB y el control sin trata-
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Figura 3.12 
Comparación de cinéticas de reacción. LI-1: 1 

incubación en LB, I-2: 2 incubaciones con LB, L-0: 
sin incubación en LB (control)   

Tabla 3.3 
Efecto sobre la cinética de reacción de las incubaciones en medio de crecimiento  

 

Número de 

incubaciones 

 

Velocidad 

inicial (mM/h) 

 

Mejora 

(%) 

 

Productividad 

(mM ura/g soporte*h) 

 

Rendimiento 

(%) 

 

0 4 100 5 73 

1 8 215 10 98 

2 10 249 11 93 

3 6 147 7 79 

4 6 151 7 74 

5 5 124 6 74 

6 4 114 5 56 
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miento, donde se observa la mayor velocidad de conversión reflejo del aumento en la 

carga bacteriana. Como se observó en la estrategia (a) se detectaron limitaciones en 

la transferencia de masa a partir de los 30 minutos de reacción. Por lo tanto, además 

de ser una estrategia útil para recuperar la actividad de biocatalizadores inactivados 

(Junter et al 2004), la incubación en medios ricos es una estrategia atractiva para au-

mentar la concentración celular en biocatalizadores nuevos.  

 Ensayo de reusabilidad del biocatalizador. La reusabilidad es una propiedad 

que indica la cantidad de veces que puede ser utilizado un biocatalizador para un 

proceso determinado sin que pierda significativamente su actividad. Cuando los ren-

dimientos de un biocatalizador disminuyen por debajo del 50% de su actividad inicial 

se considera inactivo.  

Para determinar la reusabilidad del 

biocatalizador se inmovilizaron porciones de 

0.15 cm3 de HDPE-EDA con 6x109 células de E. 

coli. Luego de ensayar la actividad del bioca-

talizador se lavó tres veces con BP 30 mM pH 7 

y se utilizó para una nueva reacción. El bioca-

talizador retuvo más del 70% de la actividad 

inicial luego de 7 reusos, como puede obser-

varse en la Fig. 3.13, donde se muestran los rendimientos de reacción del ensayo. En un 

trabajo anterior realizado en nuestro laboratorio con este soporte (Trelles 2005) se logra-

ron 36 reusos sin pérdida significativa de la actividad biocatalítica inicial, mostrando la 

gran estabilidad y resistencia mecánica del biocatalizador desarrollado.  

Ensayo de lavado del soporte. La vida útil de un biocatalizador inmovilizado 

está determinada, en general, por la actividad de las células confinadas en el soporte. 

Las incubaciones para regenerar la biomasa inmovilizada, junto con los reusos en 

múltiples procesos catalíticos, aumentan sustantivamente la utilidad del biocatalizador. 

Sin embargo, dado las características robustas del material desarrollado, tanto desde 
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Fig. 3.13 

Reusabilidad del biocatalizador. La barra en 

negro corresponde al biocatalizador sin uso   
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el punto de vista físico como químico, se estudió la posibilidad de reutilizar el soporte 

para nuevas inmovilizaciones. Para ello, se ensayaron cuatro protocolos de lavado 

para remover las células inmovilizadas del soporte una vez que se han desactivado.  

Los protocolos de lavado consistieron en tratamientos químicos fuertes (base y 

agente oxidante) y suaves utilizando detergentes y enzimas. Posterior al lavado, el ma-

terial se sometió a una nueva inmovilización con suspensiones de E. coli. Cada paso de 

lavado incluyó controles, donde porciones de soporte lavado se sometieron a reac-

ción de conversión de uridina antes de un nuevo paso de inmovilización. La ausencia 

de reacción de fosforólisis en estos contro-

les se tomó como indicativo de la remo-

ción completa de la biomasa.  

Se realizaron 10 lavados por cada 

protocolo y posterior inmovilización en 

porciones de HDPE-EDA. Con todos los en-

sayos se logró la remoción completa de la 

biomasa inmovilizada, dado que los sopor-

tes inmovilizados, luego de los lavados, no 

retuvieron actividad catalítica. Sin embargo, fue necesario corroborar si se alcanza la 

misma eficiencia de inmovilización en estos soportes regenerados. En la Fig. 3.14 se 

presentan los resultados de la actividad 

relativa de soportes sometidos a n ciclos de 

lavado con agentes químicos fuertes. El 

lavado A corresponde al tratamiento con 

una solución de NaOH, mientras que el B es 

la denominación para el lavado con una 

solución de NaClO. En ambos casos, la 

actividad relativa se redujo en los primeros 

lavados. En el caso del lavado A, se ob-
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Figura 3.14 
Actividad relativa del biocatalizador reinmovilizado 

después de cada ciclo de lavado según el Protocolo A 
(lavado NaOH) y B (lavado con NaClO) 
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Figura 3.15 
Actividad relativa del biocatalizador reinmovilizado 

después de cada ciclo de lavado según el Protocolo C 

(lavado con Tween80) y  D (lavado con detergente 
enzimático)   
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servó una reducción de casi el 20% de la actividad relativa con el primer lavado. El 

rendimiento de la reacción se mantuvo casi constante hasta el octavo lavado, donde 

se produjo un descenso significativo hasta valores inferiores del 45%, punto en el que se 

consideró como el límite de recuperación del soporte. En el caso del lavado B, la acti-

vidad relativa disminuyó gradualmente hasta llegar al valor límite de desactivación en 

el noveno lavado. A partir de estos resultados, se concluye que estos tratamientos, a 

pesar de que consiguen eliminar eficientemente la biomasa afectan las propiedades 

adsortivas del hidrogel.   

La Fig. 3.15 representa la actividad relativa por reinmovilización de los soportes 

sometidos a lavados suaves. El lavado C corresponde al tratamiento con una solución 

de Tween 80, mientras que el D involucra la incubación con una solución de deter-

gente enzimático comercial. Ambos tratamientos mostraron ser altamente efectivos en 

la remoción de la biomasa retenida y en la retención de la actividad catalítica cuan-

do el soporte se somete a un nuevo proceso de inmovilización. En ambos casos se ob-

servó una reducción cercana al 30% de la actividad del biocatalizador solo después 

de 9 lavados, sin llegar a una desactivación completa. Durante el desarrollo de este 

experimento no se observaron cambios visibles en las características físicas de los so-

portes. La reducción en la capacidad catalítica en los soportes durante los lavados 

podría explicarse por los efectos de los agentes utilizados sobre la integridad del hidro-

gel, dado que un menor rendimiento está asociado a una menor carga bacteriana 

inmovilizada.  

Los resultados muestran que es factible la reutilización, o reciclado, del soporte 

para conformar un nuevo biocatalizador inmovilizado. Esta reutilización puede conse-

guirse hasta 9 veces por medio de lavados con detergentes sin pérdida apreciable de 

sus características como soporte.  
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Ensayos de inmovilización en Fibras de Celulosa  

Comparación del biocatalizador inmovilizado. Se ensayó la inmovilización de E. 

coli en porciones de fibra de algodón 

sometidas a las dos metodologías de 

modificación descritas en el Capítulo 

2, Cel-EDA y Cel-TMA. Para ello, se in-

cubaron 20 mg de cada soporte con 

3x109 células suspendidas en BP 30 mM 

pH7. El biocatalizador inmovilizado 

resultante, y suspensiones de células 

libres, se compararon utilizando la re-

acción de fosforólisis de uridina.  

La Fig. 3.16 muestra la cinética de conversión de uridina para el biocatalizador 

formado con Cel-EDA, Cel-TMA y dos suspensiones de E. coli con 1x108 y 1x109 células. 

La cinética de reacción a tiempos iniciales indica que los microorganismos inmoviliza-

dos catalizaron la reacción con comportamiento comparable a 1x109 células libres. En 

tiempos iniciales, por lo tanto, no se observaron diferencias sustanciales entre los dos 

tipos de modificación. En cambio, los rendimientos (Fig 3.17) de los biocatalizadores 

inmovilizados, aunque similares entre sí (44 ± 10 % para el Cel-TMA y 52 ± 7 % para Cel-

EDA), fueron del mismo orden que 1x108 células libres (50 ± 2 %).  

En los biocatalizadores sobre fibras de 

celulosa sin modificar (control) se detectó una 

inmovilización poco significativa. La cinética de 

este inmovilizado dió una respuesta inferior a la 

condición con 1x108 células libres. Además, 

este inmovilizado no fue estable ya que se ob-

servó liberación de células durante tiempos 
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Figura 3.16 
Cinética de reacción a tiempos iniciales de los biocatalizado-

res obtenidos por inmovilización en fibras de celulosa. 8: 
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Figura 3.17 
Rendimiento de la reacción de fosforólisis de 

uridina. 8: 1x10
8
 células, 9: 1x10

9
 células  
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cortos de almacenamiento a 4 ºC. De acuerdo a lo explicado en el Capítulo 1, la in-

teracción entre las células y la celulosa sin cationizar puede ser menos estable que en 

el caso del polímero modificado, debido a repulsiones electrostáticas y al carácter 

más hidrófobo del soporte.  

Determinación de la carga celular en la suspensión para inmovilización. Se 

realizaron experimentos de inmovilización en los dos soportes basados en fibras de ce-

lulosa (Cel-EDA y Cel-TMA) utilizando diferentes cantidades iniciales de células: 3x108, 

3x109 y 3x1010. La Fig. 3.18 muestra los rendimientos a 8 horas de reacción de fosforólisis 

de uridina para estas inmovilizados.  

No se observaron diferencias signifi-

cativas en los rendimientos de reacción 

con el soporte Cel-EDA inmovilizado con 

diferentes cantidades de células, contrario 

a lo observado con Cel-TMA. En este caso, 

para la menor concentración celular ensa-

yada (1x108) se observaron rendimientos 

por debajo del 20%, que incrementaron 

hasta valores superiores al 40% al aumentar 

un orden la cantidad de células dispo-

nibles para la inmovilización (1x109). Este 

comportamiento fue similar a las inmovi-

lizaciones en HDPE-EDA. Se observó un 

límite aparente de células a inmovilizar, 

a partir del cual el aumento de la canti-

dad de células en la suspensión no favo-

reció la actividad catalítica.  

Determinación del tiempo óptimo de inmovilización. Se ensayaron experimen-

tos de inmovilización a distintos tiempos de incubación del soporte con la suspensión 
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Figura 3.19 
Efecto del tiempo de inmovilización en el rendimiento de 

la reacción  
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Figura 3.18 
Efecto de la cantidad inicial de células sobre la 
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celular. Para ello, se incubaron porciones de Cel-EDA y Cel-TMA con suspensiones de 

3x109 células durante 4, 8, 12, 16 y 24 horas. Los biocatalizadores inmovilizados resultan-

tes se evaluaron por su efectividad para catalizar la reacción de conversión de uridina 

en uracilo a 8 horas de reacción. 

En la Fig. 3.19 se observa que la actividad de los inmovilizados con los dos so-

portes utilizados fue similar para todos los tiempos de incubación ensayados. El des-

censo en el rendimiento de la reacción a partir de las 16 horas de incubación para el 

soporte Cel-EDA podría deberse a la desorción de células del soporte, como se ob-

servó para el HDPE-EDA.  

A partir de estos resultados, se concluyó que 4 horas fue un tiempo de incuba-

ción suficiente para la inmovilización de E. coli en estos soportes, coincidente con los 

resultados obtenidos con el HDPE-EDA. 

Comparación entre inmovilización por adsorción y por atrapamiento. Se com-

pararon los biocatalizadores inmovilizados obtenidos por incubación de E. coli con 

HDPE-EDA, Cel-EDA y Cel-TMA con dos obtenidos por atrapamiento en geles: agarosa 

y poliacrilamida. Estos geles se utilizan ampliamente para la inmovilización de células 

(Fernandez-Lucas et al 2008, Chen et al 2002). Para todas las condiciones se utilizó la 

misma carga celular, 1x109 células, y porciones de 40 mg de HDPE-EDA y 20 mg de 

fibras de celulosa modificadas (Cel-

EDA, Cel-TMA). Las inmovilizaciones en 

agarosa y poliacrilamida se prepararon 

como se explica en Materiales y Méto-

dos. La Fig. 3.20 representa la conver-

sión relativa de fosforólisis de uridina a 

10 horas de reacción. Este ensayo 

muestra que el biocatalizador inmovili-

zado en HDPE-EDA dió el mejor rendi-

miento, mayor al 90 % con respecto a la misma cantidad de células libres. Los biocata-
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Figura 3.20 
Comparación entre inmovilización por  adsorción y por 

atrapamiento  
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lizadores inmovilizados en agarosa y acrilamida dieron rendimientos inferiores pero esta 

diferencia no fue significativa. Los biocatalizadores inmovilizados en fibras de celulosa, 

por otro lado, dieron rendimientos relativos sensiblemente menores, cercanos al 50%.  

A diferencia de los biocatalizadores estudiados, durante la formación de los ge-

les de agarosa y acrilamida todas las células agregadas a la mezcla quedan confina-

das en la matriz del polímero. Por lo tanto la diferencia en rendimiento de los biocatali-

zadores por atrapamiento con el derivado del HDPE-EDA se pueden atribuir a barreras 

difusionales dentro de la matriz de los geles ensayados. En el caso de la inmovilización 

de HDPE-EDA se puede concluir que la transferencia de masa no influyó de manera 

significativa comparado con los demás biocatalizadores ensayados, debido a que la 

conversión relativa fue mayor al 90% con respecto a la reacción con células libres. Pa-

ra los biocatalizadores derivados de fibras de celulosa, Cel-EDA y Cel-TMA, la diferen-

cia en superficie y la menor disponibilidad de grupos aminos en la fracción de soporte 

ensayada se reflejó en un menor rendimiento de reacción con respecto al HDPE-EDA 

(Tabla 3.4). La razón por la cual se utilizó una fracción menor de fibras de celulosa fue 

de índole experimental ya que es la fracción que permitió un mezclado aceptable en 

las condiciones ensayadas. Por lo tanto, los soportes basados en fibras de celulosa po-

seen un 40-50% menos de grupos aminos disponibles para la interacción bacteriana, 

calculados en base a la cuantificación de EDA y TMA realizada en el Capítulo 2. Esta 

diferencia puede ser la razón de que los biocatalizadores derivados de estos soportes 

den cerca del 50% del rendimiento obtenido con células libres. 

Tabla 3.4 
Superficie y aminos disponibles de los soportes utilizados. 

(1)
 estimado; 

(2)
 estimado de resultados del Capítulo 2 

Peso (g)
Superficie(1)

(m2)
Grupos amino(2)

(mol)

HDPE-EDA 0,4 0,04 24

Cel-EDA 0,02 0,08 12

Cel-TMA 0,02 0,08 15
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 Los dos soportes obtenidos de fibras, Cel-EDA y Cel-TMA, poseen similar densi-

dad de aminos disponibles para la interacción con las células bacterianas (Tabla 3.4) 

y, como se muestra en la Fig. 3.20, dieron niveles de actividad comparables.  

Trabajos de otros autores sobre caracterización de superficies conteniendo 

grupos amino revelaron una relación proporcional entre potencial de membrana, 

densidad de grupos amino, y tasa de adhesión celular (Terada et al 2005). La adhesión 

bacteriana aumenta con el potencial de membrana hasta un valor máximo, más allá 

del cual se produce una reducción en la actividad del biocatalizador por pérdida de 

viabilidad (Terada et al 2006). Por lo tanto, la presencia de una mayor densidad de 

carga en Cel-TMA no se relaciona con una mayor tasa de inmovilización, posiblemen-

te porque la presencia de una densidad de cargas mayor afecte negativamente la 

inmovilización.  

Existen dos mecanismos propuestos para explicar la pérdida de actividad bac-

teriana por la interacción con superficies de polímeros (Kügler et al 2005, Tiller et al 

2001). En uno de ellos, las cadenas poliméricas con cargas positivas de superficie des-

plazan cationes divalentes (Ca+2 o Mg+2) las cuales sostienen la red de lipopolisacári-

dos, perturbando la estructura de la membrana externa. El otro mecanismo se produ-

ce cuando las cadenas poliméricas cargadas positivamente penetran en la membra-

na interna produciendo una apertura celular y eventual inactivación. Ambos meca-

nismos pueden operar en bacterias Gram-negativas (Lin et al 2003).  

Ensayos de inmovilización de L. lactis  

Inmovilización de L. lactis en soportes sintéticos y naturales. Se estudió la in-

movilización de L. lactis sub. lactis en los tres soportes desarrollados en este trabajo: 

HDPE-EDA, Cel-EDA y Cel-TMA. 

Para ello, se incubaron porciones de soporte en una suspensión conteniendo 

3x109 bacterias. Luego de 3 lavados con BP 30 mM pH7 estéril, el soporte inmovilizado 

se utilizó como catalizador de la reacción testigo de fosforólisis de timidina, según se 
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describió en Materiales y Métodos. En la Fig. 3.21 se muestra la cinética de reacción y 

valores de velocidad inicial de reacción y rendimiento para los tres soportes ensaya-

dos.  

Los valores de velocidad inicial para los 3 biocatalizadores inmovilizados y el sis-

tema libre (1x109 células) mostraron un comportamiento similar a tiempos cortos de 

reacción. Sin embargo, los rendimientos de reacción finales fueron significativamente 

menores a los de células libres y similares entre sí, representando un 35-40% del valor 

obtenido con 1x109 células libres. 

Teniendo en cuenta que se utilizó la misma cantidad de células para inmovili-

zar, se puede inferir que todos los soportes alcanzaron la misma tasa de inmovilización 

y presentaron un perfil cinético comparable al sistema libre durante las primeras horas 

de reacción. Sin embargo, estos biocatalizadores no alcanzaron los rendimientos espe-

rados. Si se compara con los rendimientos obtenidos con los mismos soportes con E. 

coli inmovilizada se observa que L. lactis tuvo un comportamiento diferente frente a la 

inmovilización, coincidente con las diferencias superficiales que poseen estos micoor-

ganismos.  
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Figura 3.21 
Inmovilización de  L. lactis en diferentes soportes. Cinética de reacción y valores de velocidad inicial y rendimientos 

obtenidos. 9: 1x10
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Determinación de la concentración de células para la inmovilización. Debido 

a las diferencias observadas entre la 

inmovilización de E. coli y L. lactis, se 

ensayó la concentración celular inicial 

óptima de este último para los soportes 

en estudio.  

Para ello, se incubaron porcio-

nes de los 3 soportes en 1x108, 3x109 y 

3x1010 células y se determinó la activi-

dad biocatalítica. La conversión a 

tiempo final de la reacción (20 horas) de fosforólisis de timidina mostró que, una con-

centración inicial de 3x109 células fue la condición de mayor eficiencia de inmoviliza-

ción para los 3 soportes ensayados (Fig. 3.22). Concentraciones mayores o menores a 

ésta no dieron rendimientos aceptables, coincidente con lo observado para el caso 

de E. coli.  En particular, para el caso del Cel-TMA, no se observó catálisis de la reac-

ción utilizando 3x108 células para la inmovilización. 

Aumento de la carga bacteriana por reinmovilización. Con el fin de mejorar 

los rendimientos de reacción, 

se buscó mejorar la biomasa 

inmovilizada por inmoviliza-

ciones sucesivas, como se 

aplicó para E. coli. Para ello, 

los 3 soportes en estudio se 

sometieron a 5 pasos de in-

movilizaciones sucesivas con 

suspensiones de L. lactis con-

teniendo 3x109 células. Poste-
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Figura 3.22 
Rendimiento de la reacción para la inmovilización de  L. 

lactis con diferente cantidad de células. 8: 1x10
8 
células, 9: 

1x10
9 
células, 10: 1x10

10 
células  

 

0

10

20

30

40

50

1 2 3 4 5

C
o

n
v
e

rs
ió

n
 (

%
)

Número de reinmovilizaciones

HDPE-EDA Cel-EDA Cel-TMA

 
 

Figura 3.23 
Rendimiento de la reacción para la re- inmovilización de L. lactis en 

HDPE-EDA, Cel-EDA y Cel-TMA  
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rior a cada paso de inmovilización se realizó una evaluación de la efectividad de la 

adhesión celular por determinación de la capacidad catalítica para la conversión de 

timidina.  

La Fig. 3.23 muestra el rendimiento de la reacción biocatalítica a 20 horas. Se 

observa una tendencia general de mejora de la conversión para todos los soportes 

con las inmovilizaciones sucesivas hasta el 4 paso. En este punto, la conversión mejora 

sensiblemente con respecto a un único evento de inmovilización. En particular se ob-

serva una mejora de 1,4 veces para el HDPE-EDA, mientras que los soportes derivados 

de fibras de celulosa (Cel-EDA y Cel-TMA) este valor fue similar (1,26 y 1,35 respectiva-

mente). Asimismo, para todos los soportes desarrollados se observó un efecto poco 

significativo con un paso más de inmovilización.  
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Conclusiones Parciales 

 

En este capítulo se comprobó la capacidad para inmovilizar microorganismos 

de los soportes desarrollados: HDPE-EDA, Cel-EDA y Cel-TMA. 

La capacidad catalítica del biocatalizador en base a HDPE-EDA obtenido por 

inmovilización de E. coli fue similar a la obtenida con la misma concentración de célu-

las libres. Adicionalmente, fue posible optimizar la carga de biomasa en estos soportes 

a través de 4 re-inmovilizaciones o favoreciendo el crecimiento celular sobre el soporte 

por una incubación ON en medios ricos.  

Se demostró además que el tiempo óptimo de inmovilización para este sistema 

es de 4 horas, reduciendo los tiempos de proceso global.  

Finalmente se demostró que es posible regenerar 9 veces el soporte de HDPE-

EDA a través de un proceso de lavado en condiciones suaves con detergentes y/o 

productos de limpieza enzimáticos, lo cual mejora significativamente la vida útil del 

soporte y reduce los costos asociados a su utilización. 

En este trabajo se realizó por primera vez la modificación de fibras de celulosa 

por injerto en simultáneo y la aplicación de la cationización química con GTMA para 

desarrollar soportes para inmovilización celular. Se estudiaron parámetros básicos para 

el proceso de inmovilización en este tipo de materiales. No se encontraron efectos 

sobre el rendimiento de inmovilización con la concentración de células en suspensión 

para Cel-EDA utilizando E. coli. Por el contrario, la inmovilización en Cel-TMA requiere al 

menos 1x109 células para obtener una inmovilización equivalente a los otros materiales.  

Los 3 biocatalizadores desarrollados en este trabajo se compararon con dos ti-

pos de inmovilizados por atrapamiento en geles: agarosa y acrilamida. Se observó que 

el biocatalizador basado en HDPE-EDA presentó rendimientos biocatalíticos similares a 
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los obtenidos con biocatalizadores inmovilizados por atrapamiento con cantidades 

equivalentes de células inmovilizadas.  

Por otro lado se estudió por primera vez la inmovilización de L. lactis en estos 

soportes. La efectividad de la inmovilización se analizó por su capacidad para catali-

zar la conversión de timidina en timina y ribosa-1-fosfato por acción de la 2´deoxi nu-

cleósido fosforilasa presente en el microorganismo.  

Los 3 soportes presentaron características adecuadas para la adhesión celular. 

Los rendimientos de los biocatalizadores inmovilizados obtenidos fueron sustancialmen-

te menores al obtenido con un control de células libres en concentración similar. 

Cuando se analizó la actividad catalítica de estos soportes inmovilizados con suspen-

siones de 1x109 bacterias, se obtuvieron rendimientos de reacción 50% menores al con-

trol de células libres, contrario a lo observado para E. coli. Esto se atribuye a la diferen-

cia en composición de la superficie bacteriana entre Gram positivas y negativas.  

También fue posible mejorar en este caso la carga bacteriana por re-

inmovilizaciones. Se obtuvo una mejora del 80 % en la conversión de timidina para el 

caso del HDPE-EDA con 5 pasos de reinmovilización, mientras que en el caso de Cel-
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Figura 3.24 

Estrategia de optimización de biocatalizadores  
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EDA el incremento en actividad fue del 90 %. Por otro lado, 4 pasos de inmovilizaciones 

sucesivas en Cel-TMA produjeron una mejora en la actividad biocatalítica del 44%. Sin 

embargo, a pesar de conseguirse un aumento en la biomasa inmovilizada, no alcanzó 

el nivel esperado con respecto a los resultados obtenidos con E. coli.  

Los resultados obtenidos en este capítulo permitieron establecer una estrategia 

general para optimizar el uso de biocatalizadores (Fig. 3.24). La posibilidad de aumen-

tar la carga bacteriana en el material mejora los rendimientos del proceso. Los reusos, 

y en particular la reutilización del soporte,  disminuyen los costos de producción rela-

cionados con la obtención y preparación del biocatalizador. La posibilidad de recupe-

rar el soporte para realizar una carga bacteriana fresca, es una característica distintiva 

de este tipo de materiales, en particular para el HDPE-EDA. Esto no es posible de reali-

zar con otro tipo de soportes utilizado en bioconversiones, como son el agar y la aga-

rosa.  

En conclusión, tanto los soportes derivados de polímeros sintéticos como natu-

rales resultaron adecuados para la inmovilización de las bacterias estudiadas, dadas 

sus características físicas, químicas y mecánicas. Estos materiales poseen gran poten-

cial para su uso en múltiples aplicaciones desde purificación de efluentes hasta síntesis 

de compuestos de interés farmacológico y alimentario (Hibiya et al 2000, Talabardon 

et al 2000, Trelles et al 2005). 
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Desarrollo de técnicas analíticas y tratamiento de los 

componentes del medio de cultivo 

 

En este capítulo se describe el desarrollo de las técnicas analíticas necesarias 

para el análisis de cultivos de L. lactis y los protocolos de tratamiento de los compo-

nentes mayoritarios de un medio de fermentación industrial. Estas técnicas se utilizan 

para desarrollar los temas de los capítulos subsiguientes. 

Introducción 

 

El estudio del crecimiento bacteriano y de la capacidad de generar un pro-

ducto de interés involucra la disponibilidad de métodos de detección y cuantificación 

de los metabolitos principales. Para el sistema bacteriano en estudio resulta indispen-

sable la cuantificación de la fuente de carbono y energía y el producto de interés.  

Desarrollo de métodos analíticos 

Cuantificación de lactosa y ácido láctico. Existen varios métodos de cuantifica-

ción de estos analitos, entre los que se destacan: enzimáticos, químicos y cromatográ-

ficos.  

Métodos enzimáticos. Además de su especificidad, las determinaciones en-

zimáticas ofrecen alta sensibilidad, preparación rápida de las muestras, facilidad para 

automatización, y pocos requerimientos en equipamiento. La mayoría de las enzimas 

poseen un estrecho rango de pH para su máxima actividad, por lo que es necesario 

utilizar soluciones buffers para acondicionar las muestras. Las mediciones de los pro-

ductos de reacciones enzimáticas se realizan por varios métodos, siendo la espectrofo-

tometría uno de los preferidos. Si el producto de la reacción absorbe en el UV, visible o 

IR la concentración puede medirse directamente. En los otros casos deben utilizarse 

reacciones indicadoras coloreadas acopladas para su cuantificación.  

El suero de leche posee como componente mayoritario lactosa, y se utiliza en 

este trabajo para el desarrollo de un medio de fermentación para L. lactis. La lactosa 
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es un disacárido de galactosa y glucosa unidas mediante un enlace glicosídico  1-4 

(Fig. 4.1).  

La lactosa se hidroliza por acción de la 

β-galactosidasa (o lactasa) en solución acuo-

sa liberando D-glucosa y D-galactosa. A su vez 

las hexosas pueden determinarse por acción 

de una segunda enzima. En esta reacción la 

glucosa se oxida a ácido glucónico por acción 

de la glucosa oxidasa con formación este-

quiométrica de peróxido de hidrógeno. En presencia de peroxidasa, el peróxido de 

hidrógeno produce el acoplamiento oxidativo del fenol con 4-aminofenazona, for-

mando un cromógeno que se cuantifica por absorbancia en 505 nm (Burin et al 2002). 

Por otro lado, la determinación enzimática de 

ácidos orgánicos en general se basa en la medición 

de la variación de las coenzimas NADH o NADPH. La 

principal ventaja de estos métodos es que es posible 

cuantificar específicamente los isómeros de las espe-

cies presentes. El ácido láctico (Fig. 4.2) se convierte en piruvato por acción de la (L o 

D)-lactato deshidrogenasa y el NADH formado se cuantifica por absorción en 340 nm 

(Mato et al 2005). 

Métodos químicos. Estos métodos se basan en la reacción del analito para dar 

lugar a la formación de compuestos o complejos coloreados que son cuantificados 

por espectrofotometría. La cuantificación de azúcares reductores por titulación con un 

agente oxidante es un método económico que no requiere equipamiento sofisticado. 

Un ejemplo de esta clase de determinación es el método fenol-sulfúrico para azúcares 

totales (Guerra et al 2001). Numerosos ácidos orgánicos, entre ellos el ácido láctico, se 

pueden cuantificar por reacción con p-fenilfenol (Barker et al 1941). El ácido láctico, 

en condiciones ácidas, se convierte en acetaldehído el cual reacciona cuantitativa-

O

OH

OH

HO

H

H

H
H

CH2OH

O

OH

OH

OH

H

H

H

H

CH2OH

O
H H

 
 

Figura 4.1 

Estructura química de la lactosa  
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Figura 4.2 

Estructura química del ácido láctico  
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mente con p-fenilfenol y el producto de la reacción redox se cuantifica por absorban-

cia en 560 nm. A pesar de que estos métodos son simples ambos poseen serias interfe-

rencias con otros compuestos orgánicos.  

Métodos cromatográficos. El HPLC es una técnica ampliamente utilizada en 

análisis de muestras complejas debido principalmente a su alta sensibilidad y a la posi-

bilidad de separación de compuestos no volátiles. La detección por UV es la más utili-

zada. Los carbohidratos en general absorben en el rango de 190-210 nm; sin embargo, 

esta región posee gran interferencia de otras especies orgánicas y de los solventes 

utilizados como fase móvil. Para mejorar la sensibilidad de la detección los carbohidra-

tos se derivatizan, por ejemplo con p-aminobenzoico (Sexton 2004). Adicionalmente, 

se puede realizar la detección de carbohidratos sin derivatización por medida del 

índice de difracción (Desjardins et al 2001, Liu et al 2005). El ácido láctico y otros ácidos 

orgánicos son determinados por HPLC en fase reversa, cromatografía iónica y gaseo-

sa. En muchos casos es necesario un paso de derivatización previo al análisis (Mato et 

al 2005). La detección se puede realizar por espectrofotometría, conductividad o me-

diante detectores electroquímicos (Niven et al 2004). Uno de los principales inconve-

nientes en la aplicación de estas técnicas es la necesidad de tratamientos previos de 

acondicionamiento (precipitación, filtración y tratamientos con resinas de intercambio 

iónico) que dificultan el análisis de grandes cantidades de muestras complejas.  

Cuantificación de bacteriocinas. El efecto inhibitorio de la nisina sobre un mi-

croorganismo testigo es la base de la mayoría de los métodos de cuantificación des-

arrollados (de Vuyst et al 1994).  

Existen tres métodos generales para la determinación de susceptibilidad bacte-

riana a un compuesto inhibitorio. Dos consisten en métodos de dilución para calcular 

la concentración crítica de inhibición del crecimiento de una bacteria sensible (Kawai 

et al 1997, Budde et al 2001), mientras que el tercero consiste en un ensayo por difusión 

en agar. Este último involucra el uso de la sustancia antibiótica en una zona central, en 

forma de disco o colocada en un sector delimitado del agar, para establecer un gra-
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diente de concentración. Este gradiente de concentración se forma por difusión de la 

sustancia antibiótica, y por lo tanto está sujeto a las leyes de difusión (Ley de Fick). Bajo 

condiciones específicas de trabajo, la difusión en el agar es lineal y puede relacionarse 

la distancia de difusión con la concentración de la sustancia inhibitoria. La sensibilidad 

y exactitud de los métodos de difusión en agar (Fowler et al 1975, Tramer et al 1964) 

dependen de varios parámetros, siendo los más importantes la densidad bacteriana y 

la composición del medio de cultivo (Wolf et al 1996).  

Para la aplicación en industria se reportan otros métodos de cuantificación que 

poseen ventajas principalmente en los tiempos de detección, aunque presentan a su 

vez ciertas limitaciones. Por ejemplo, es posible determinar la concentración de nisina 

A en quesos blandos por un método inmunológico basado en la reacción de anti-

cuerpos policlonales (Falahee et al 1990). El método basado en un ELISA con anticuer-

pos monoclonales es más sensible que la difusión en agar pero presenta reactividad 

cruzada con subtilisina (Falahee et al 1992). Otro ejemplo de inmunoensayo permite la 

diferenciación  de las variantes de la nisina (Dadoudi et al 2001). Por otro lado, un en-

sayo de bioluminiscencia, basado en la inducción de una cepa recombinante que 

expresa una proteína fluorescente (GFP o luciferasa) bajo un promotor inducible por 

nisina, se utiliza para la detección de esta bacteriocina en leche y otros productos 

lácteos (Wahlström et al 1999,  Reunanen et al 2003). 

Componentes de un medio de cultivo industrial 

Para que las bacteriocinas sean un producto con viabilidad comercial es nece-

sario que su producción sea económica. Hay dos alternativas para reducir los costos 

de producción: aumentar el rendimiento y/o diseñar medios de cultivo de bajo costo 

(Cho et al 1996). El suero es un subproducto de la industria láctea que puede servir 

como un medio de fermentación económico para la producción de bacteriocinas, en 

lugar de leche utilizada en las patentes de obtención (De Vuyst et al 1992). 

Suero de leche. La industria láctea genera enormes cantidades de desechos 

líquidos que requieren una gran inversión de capital para su disposición. Aproximada-
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mente el 85% del total de la leche utilizada para la fabricación de quesos se descarta 

como suero (Panesar et al 2007). Se estima que por cada kilogramo de queso produ-

cido se generan 9 kg de suero (Liu et al 2005). En Argentina se generan anualmente 

3800 millones de litros de suero producto de la fabricación de quesos (Schaller 2009).   

Mientras que parte de este suero es utilizado para formulaciones alimentarias y 

farmacéuticas, los volúmenes generados por la industria láctea sobrepasan los reque-

rimientos del mercado y una fracción mayoritaria debe disponerse o ser procesado 

nuevamente. Cerca del 50% de la producción mundial total de suero de queso se tra-

ta y transforma en varios productos alimentarios, de los cuales el 45% se utiliza directa-

mente en forma líquida, 30% como suero de queso en polvo, 15% como lactosa y sub-

productos de recuperación y el resto como concentrados de proteínas (Marwaha et 

al 2000). En Argentina, el suero se utiliza principalmente como aditivo para el engorde 

de cerdos, seguido por la elaboración de suero en polvo y concentrados de proteínas. 

Sin embargo, sólo se aprovecha del 20 al 25% del volumen disponible (Schaller 2009). 

La disposición del suero genera graves problemas de polución. Afecta la es-

tructura física y química del suelo resultando en un descenso en los rendimientos en 

siembra y, cuando se dispone en cuerpos acuíferos, reduce la vida acuática por de-

pleción del oxígeno disuelto (Marwaha et al 1988). A pesar de ello, la disposición del 

suero en suelos se practica desde hace más de 50 años (Singh et al 2006).   

Debido a su alta demanda bioquímica de oxígeno (40000-60000 mg/l) el suero 

disrumpe el proceso biológico de plantas de tratamiento de aguas residuales conven-

cionales. Las tecnologías de tratamiento de aguas residuales pueden asistir en la dis-

posición segura del suero bajo las especificaciones ambientales, pero son muy costo-

sas. Evaluaciones de biodegradabilidad de efluentes indican que todos los efluentes 

de la industria láctea pueden ser tratados juntos salvo el suero, cuya demanda de 

biodegradación compleja supera cualquier sistema de líquidos residuales y debe ser 

manejado por instalaciones separadas (Janczukowicz et al 2008). 
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La mayoría de las plantas lácteas no poseen sistemas de tratamiento apropia-

dos para la disposición de suero, y el vertido constituye una pérdida significante de 

una potencial fuente de alimento y energía, dado que este desecho retiene aproxi-

madamente el 55% de los nutrientes totales de la leche (Panesar et al 2007, Lobo et al 

2009).  

Actualmente, la demanda de suero se encuentra en expansión debido al 

hallazgo de beneficios aportados por ciertas proteínas del suero en salud humana. La 

aplicación farmacéutica de fracciones proteicas para el control de la presión sanguí-

nea e inducción del sueño extienden el mercado del suero de leche. El informe “The 

World Market for Whey and Lactose Products 2006-2010- From Commodities to Value 

Added Ingredients” muestra un incremento del 60% en el consumo de productos con 

concentrados de proteínas de suero en el período desde 2001-2003 a 2004-2006 (The 

World Market… 2007).  

Recientemente, otro informe evalúa las consecuencias económicas de las dife-

rentes alternativas de procesamiento del suero. De todas las posibilidades, la obten-

ción de concentrados de proteínas de suero presenta la mayor factibilidad, sin em-

bargo este proceso genera un gran flujo de lactosa acuosa remanente que debe dis-

ponerse. Esto implica que el precio de las proteínas de suero debe compensar el gasto 

de disposición del permeato de lactosa generado como desecho. Una alternativa 

para incrementar el valor de los productos del suero es asignarle un valor agregado a 

la fracción de lactosa remanente (Peters 2005).  

Esta situación representa una oportunidad para desarrollar tecnologías de con-

versión económicamente apropiadas para la recuperación de subproductos y gene-

ración de compuestos de alto valor agregado. La disponibilidad de un reservorio de 

lactosa y la presencia de otros nutrientes esenciales para el crecimiento de microor-

ganismos convierte al suero en un potente material crudo para la producción de dife-

rentes bioproductos a través de procesos biotecnológicos. Procesos basados en suero 

para la obtención de  proteína unicelular, levaduras de panadería, ácidos orgánicos, 
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aminoácidos, enzimas, saborizantes y pigmentos, bacteriocinas, gomas y polisacáridos 

microbianos son factibles técnicamente aunque aún no son económicamente viables 

(Kosseva et al 2009). De todos ellos, la producción de bacteriocinas, en particular nisi-

na, es una de las opciones más atractiva debido a que se trata de un producto de 

alto valor agregado (Gonzalez 1996). 

Tipos de suero y composición. De acuerdo al Código Alimentario Argentino, 

la denominación de suero de lechería comprende a “los líquidos formados por parte 

de los componentes de la leche, que resultan de diversos procesos de elaboración de 

productos lácteos, por ejemplo 

de quesos, de manteca, de 

caseína o de ricotta” (Schaller 

2009). El tipo y composición del 

suero en las plantas de pro-

ducción depende de las técni-

cas de procesamiento utilizada 

para la remoción de la caseína 

de la leche. El tipo mayoritario 

se origina de la manufactura de quesos donde el proceso se basa en la coagulación 

de la caseína por la renina, una preparación industrial conteniendo quimosina u otras 

enzimas que coagulan caseína (Fox et al 2000). La coagulación de la caseína induci-

da por renina ocurre a un pH aproximado de 6,5 y el suero generado se denomina 

comúnmente suero dulce. El segundo tipo de suero, el suero ácido (pH menor 5), resul-

ta del proceso de la fermentación o de la adición de ácidos orgánicos o minerales 

para coagular la caseína, como en la manufactura de quesos frescos (Jelen 2003). En 

general, el suero producido de quesos coagulados por renina es bajo en acidez, mien-

tras que la producción de quesos frescos tales como ricota o queso cottage rinde sue-

ro ácido. 

 

Tabla 4.1 
 Componentes de los sueros (adaptado de Jelen 2003) 

 
 

Componente Suero dulce (g/l) Suero ácido (g/l)

Sólidos totales 63-70 63-70

Lactosa 46-52 44-46

Proteínas 6-10 6-8

Calcio 0,4-0,6 1,2-1,6

Fosfatos 1-3 2-4,5

Lactato 2 6,4

Cloruros 1,1 1,1
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Los principales componentes del suero, después del agua, son lactosa, proteí-

nas y minerales (Tabla 4.1). Las principales diferencias entre los dos tipos de suero son el 

contenido mineral, la acidez y la composición de la fracción proteica. La coagulación 

ácida resulta en un incremento sustancial de la acidez (pH final 4,5) necesaria para la 

precipitación de la caseína. A este pH, el calcio coloidal contenido en las micelas de 

caseína presentes en la leche normalmente se solubiliza. La coagulación de la renina 

produce un fragmento de la molécula de k-caseína denominado glicomacropéptido 

(GMP). El GMP constituye aproximadamente el 20% de la fracción proteica del suero 

dulce y está ausente en el suero ácido. Otros pasos tecnológicos utilizados en el pretra-

tamiento de la leche también influyen en la composición del suero (Panesar et al 

2007). En Argentina, el suero generado de la fabricación de quesos (suero dulce) se 

utiliza parcialmente para la fabricación de ricota. Después de la extracción de las gra-

sas y caseínas por tratamiento con renina, se hace una re-extracción ácida de proteí-

nas con un tratamiento termo-cálcico, que genera a su vez suero ácido con una 

composición equivalente a la Tabla 4.1 salvo que el contenido en proteínas que es 

casi diez veces menor (Schaller 2009). 

Aditivos. Dado que el suero disponible para la realización de este trabajo es 

este último, es de esperar muy bajos rendimientos en la obtención de nisina debido a 

su bajo contenido en proteínas. Por lo tanto, es necesario evaluar la adición de una 

fuente de nitrógeno para cubrir los requerimientos nutricionales del microorganismo 

productor.  

Como se discute en el Capítulo 1, la fuente de nitrógeno puede consistir en 

una mezcla de aminoácidos puros o en el producto de un digerido de proteínas. En 

general, preparar un medio con aminoácidos puros resulta tedioso y costoso para es-

cala industrial, por lo tanto la opción a estudiar en este trabajo es la adición de hidroli-

zados de proteínas. Dentro de ellos, la peptona de soja es un producto que puede 

utilizarse como fuente de aminoácidos y vitaminas para un medio de fermentación de 

este tipo de microorganismos. Sin embargo, este componente es costoso y hasta el 

sandra.santilli
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momento no se produce en el país. Por ello, en este capítulo se estudia adicionalmen-

te la obtención de un hidrolizado de proteínas en base a harina de soja, que es un 

producto industrial de bajo costo y se encuentra disponible en el mercado local.  
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Materiales y Métodos 

 

 

Materiales y reactivos. Se utilizaron reactivos (sales, BSA, ácidos y bases) de grado 

analítico (ICN, Anedra, Sigma) y componentes para medios de cultivos de calidad microbiológica (Bri-

tania). El suero de ricota fue donación de Mogaris SA. Las harinas de soja fueron donación de Argen-

soja SA y de Soja Pampa SA. La solución de β-lactamasa Maxilact L2000 fue donada por BIOTEC SA 

y la nisina patrón Maxinis por AMG SA. Se utilizó reactivo de Bradford marca Bio-Rad, kit para 

determinación de glucosa de Wienner Lab y papaína marca Parafarm. Los microorganismos utilizados 

provienen de la colección de cultivos de CERELA (Tucumán, Argentina). 

Cuantificación de glucosa. La determinación enzimática de glucosa se adaptó a micro-

placa. Para ello se mezcló 160 µl de reactivo de trabajo (preparado según detalla el fabricante) con 40 

µl de muestra o solución patrón de lactosa digerida en concentración menor a 0,5 g/l. Se incubó a tem-

peratura ambiente 15 min y se midió absorbancia en 505 nm. Las muestras y patrones se ensayaron 

por triplicado y los resultados se expresaron como promedio y desvío estándar. 

Cuantificación de proteínas totales. La determinación de proteínas totales se realizó 

por el método de Bradford (Bradford 1976) adaptado a microplaca. Para ello se mezclaron 160 µl de 

muestra con 40 µl de reactivo, se incubó a temperatura ambiente 15 min y se midió absorbancia en 

565 nm. Como patrón se utilizó BSA en concentración de 8-80 µg/ml. Las muestras y patrones se en-

sayaron por triplicado y los resultados se expresaron como promedio y desvío estándar. 

Tratamiento del suero. El suero se sometió a un tratamiento de desproteinización según 

trabajos de otros autores (Guerra et al 2001). Para ello, se ajustó el pH del suero a 4,5 y se esterilizó a 

121ºC por 15 min. Se dejó enfriar, se filtró para eliminar el precipitado formado, se ajustó el pH a 6,3 

y se autoclavó en las mismas condiciones que el paso anterior. De ser necesario se filtró nuevamente 

en esterilidad.  

Tratamiento de la harina de soja. La harina de soja se sometió a tratamiento químico-

térmico para liberación de proteínas en solución basado en trabajos de otros autores (Rao 2005). Se 

resuspendieron 2,5 g de harina en 50 ml de ácido acético 0,1 M pH 4,5, se incubó ON a temperatura 

ambiente en agitación. Se separó la solución sobrenadante y se agregó 50 ml de bicarbonato de sodio 

0,1 M pH 8. Se incubó ON a temperatura ambiente en agitación. Posteriormente, se agregó 1 ml de 

solución de papaína por cada 50 ml de mezcla (papaína 100 mg/ml en BP 20 mM, Cys 25 mM, EDTA 

10 mM pH 6,5). La mezcla de digestión se incubó ON  a 50 ºC sin agitación. Se dejó reposar en cámara 

refrigerada para decantar los sólidos y se recuperó el sobrenadante por filtración. Se ajustó el pH de 

la solución a pH 7 y se esterilizó por autoclave a 121 ºC 15 min. 

Solución de nisina patrón. Como patrón se utilizó nisina comercial (2,5% en NaCl) di-

suelta en HCl 0,01N para dar una solución stock de 25 µg/ml. La solución stock se almacenó a -20ºC 

hasta su uso.  

Cinética de crecimiento de cepas sensibles a nisina. Con un cultivo iniciado el día 

previo desde stock congelado se inocularon frascos con el medio apropiado en relación al 2% v/v por 



Bioprocesos con microorganismos inmovilizados en polímeros macroporosos- Capítulo 4 

137 

 

triplicado para cada condición. Una vez iniciados, los frascos de cultivos se incubaron a la temperatu-

ra y condiciones de agitación apropiadas. Se tomaron muestras a distintos tiempos para determinar 

absorbancia en 600 nm.  

Microorganismos, medios y condiciones de crecimiento. L. lactis sub. cremoris: 30 

ºC, 200 rpm, medio LAPTg. L. delbrueckii sub. lactis: 37 ºC, 200 rpm, medio MRS. M. luteus: 30 ºC, 

200 rpm, medio LB.las composiciones de los medios utilizados se detallan en el anexo I. 

Curva de recuento en placa. Se tomó en esterilidad una muestra de un cultivo ON de L. 

lactis sub. cremoris y se midió turbidez por absorbancia en 600 nm. Se realizaron 4 diluciones inde-

pendientes del cultivo utilizando como diluyente LAPTg fresco. Se midió la absorbancia a estas dilu-

ciones. Para cada dilución se realizaron entre 4 y 6 diluciones seriadas al décimo dependiendo del 

valor de absorbancia registrado. Se sembraron por quintuplicado entre 30 y 100 µl de las diluciones 

por extensión con hisopos estériles en placas de agar LAPTg. Se incubaron a 30 ºC en estufa ON y se 

contaron las colonias desarrolladas en las placas. Límites de recuento: entre 30 y 300 colonias por 

placa. La gráfica se construyó luego de 10 experimentos similares como unidades formadoras de colo-

nias (UFC/ml) versus absorbancia de la muestra. 
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Resultados y Discusión 

 

Desarrollo de métodos analíticos 

 

Cuantificación de lactosa. Los métodos colorimétricos, y en particular los liga-

dos a reacciones enzimáticos, poseen buena sensibilidad, y permiten el procesamiento 

de muestras en tiempos cortos. Debido a su alta especificidad estos métodos son 

apropiados para analizar muestras altamente complejas como el producto de una 

fermentación.  

En este trabajo se diseñó un protocolo de cuantificación de lactosa a partir de 

dos reacciones enzimáticas acopladas: (i) hidrólisis de la lactosa presente en la mues-

tra por incubación con -galactosidasa (lactasa comercial), y (ii) cuantificación en-

zimática de la glucosa liberada por re-

acción de la glucosa oxidasa. 

La glucosa oxidasa reacciona 

específicamente, por lo tanto se ajusta-

ron los parámetros del protocolo para 

asegurar que ambas reacciones ocu-

rran completamente. De esta manera, 

la glucosa medida por glicemia corres-

ponde a la cantidad de lactosa presen-

te en relación 1:1. Adicionalmente, se 

construyó una curva de calibración con 

lactosa como patrón. 

Para el primer paso de la hidrólisis de la lactosa, se estandarizó la cantidad de 

enzima a utilizar y el tiempo de hidrólisis. El segundo paso se realizó de acuerdo al en-

sayo de glicemia comercial, modificado para la determinación en microplacas de 96 
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Figura 4.3 
Efecto de la dilución de lactasa comercial en la determina-

ción de lactosa  

sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Bioprocesos con microorganismos inmovilizados en polímeros macroporosos- Capítulo 4 

139 

 

pocillos. En la Fig. 4.3 se observa la re-

lación entre concentración de lactosa 

patrón y estimación de la concentra-

ción por medición de la glucosa libre 

en solución para dos diluciones de 

lactasa. La solución de lactasa en di-

lución 1/100 dió una respuesta con 

mayor sensibilidad en concentraciones 

menores a 0.5 g/l que la dilución de 

mayor orden. Por lo tanto, esta dilución se utilizó para realizar el ensayo de hidrólisis, 

cuyo protocolo se describe a continuación. La Fig. 4.4 muestra una curva de calibra-

ción obtenida por este método. 

Asimismo, se corroboró que la 

presencia de nisina y ácido láctico en 

las muestras no interfieren con la cuanti-

ficación, por lo tanto este método es 

apropiado para el análisis de muestras 

complejas sin necesidad de tratamientos 

previos de acondicionamiento. 

Cuantificación de ácido láctico. 

El método enzimático, aunque más preciso y específico, requiere de reactivos costosos 

para cuantificar grandes cantidades de muestras, por lo que se analiza como alterna-

tiva la determinación de ácido láctico por un método químico. Para ello, se diseñó un 

protocolo basado en el método del p-Fenilfenol en medio ácido (Barker et al 1941) 

que se detalla a continuación.  
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Figura 4.4 
Curva calibración lactosa. Cada punto de la curva se 

ensaya por triplicado  

Protocolo de cuantificación de 

lactosa 

 

(1) Diluir las muestras o la solución patrón 

de lactosa con buffer fosfato 30 mM pH 7 

para obtener soluciones de 1 a 0,25 % p/v 

de concentración. 

(2) Mezclar 50 µl de solución conteniendo 

lactosa con 140 µl de buffer fosfato 30 mM 

pH7 y 50 µl de solución de lactasa comer-

cial dilución 1/100. Incubar a temperatura 

ambiente durante 30 minutos. 

(3) Cuantificar la glucosa de las mezclas 

de digestión resultantes como se describe 

en Materiales y Métodos. 
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La Fig. 4.5 muestra una curva de 

ácido láctico patrón obtenida por este 

método. Cada punto de la curva se 

ensaya por quintuplicado.  

Los ensayos de muestras comple-

jas (mezclas de ácido láctico, lactosa y 

glucosa) mostraron una seria interferen-

cia en el paso de oxidación con ácido 

sulfúrico que afecta al desarrollo de la 

coloración final del ensayo. Por lo tanto, se realizaron pruebas para disminuir la interfe-

rencia a través de digestiones enzimáticas. 

Modificación del protocolo para disminuir interferencias. Se ensayó una combi-

nación de la reacción del p-fenilfenol con la reacción de determinación de lactosa, 

para minimizar la interferencia de la lactosa en la reacción de determinación de áci-

do láctico. 

Para ello, se realizó una predigestión de mezclas de ácido láctico y lactosa en 

diferentes proporciones (Muestras A-E) con lactasa comercial en las mismas condicio-

nes que las descritas para la determinación de lactosa. Luego del tratamiento, se rea-

lizó la cuantificación de lactosa y ácido láctico como se describe previamente. Los 

resultados de la cuantificación para las muestras ensayadas por triplicado se muestran 

en la Tabla 4.2. 
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Figura 4.5 

Curva calibración de acido láctico por el método químico  

Protocolo de cuantificación de ácido  láctico 

 

(1) Mezclar 150 µl de muestra (10-50 mg/l de ácido láctico) con 850 µl de H2SO4 concen-

trado. 

(2) Incubar 10 min a 100 ºC y llevar inmediatamente a temperatura ambiente. 

(3) Agregar 15 µl de CuSO4 4% p/v y 30 µl de reactivo de p-fenilfenol 1.5% en etanol 95%. 

(4) Mezclar y dejar reposar durante 30 min a temperatura ambiente. 

(5) Incubar a 100 ºC durante 90 seg para eliminar el reactivo en exceso que aporta turbi-

dez a la coloración  final y medir absorbancia en 560-570 nm a temperatura ambiente. 



Bioprocesos con microorganismos inmovilizados en polímeros macroporosos- Capítulo 4 

141 

 

La primer y tercer columna de la Tabla 4.2 muestra las concentraciones reales 

de los componentes de las mezclas, mientras que las columnas 2 y 4 corresponden a la 

cuantificación por el método adaptado para muestras complejas. En ninguno de los 

casos las cuantificaciones fueron representativas de las concentraciones reales de las 

muestras. A partir de estos resultados se concluyó que no es posible determinar ácido 

láctico en presencia de altas concentraciones de lactosa por el método de p-

fenilfenol.  

Por lo tanto se evaluó utilizar un método cromatográfico por HPLC en fase re-

versa con una columna RP-18 y detección en 210 nm (absorción de grupos carboxíli-

cos) utilizando como fase móvil 

ácido sulfúrico 0,01 M (Sun et al 

2006). La Fig. 4.6 representa un 

cromatograma de una muestra 

patrón de ácido láctico de 8 

mg/ml de concentración. Por 

este método fue posible cuantifi-

car el ácido láctico, y otros áci-

dos orgánicos generados durante la fermentación de L. lactis. 

Cuantificación de nisina. La determinación de nisina consiste en un ensayo 

biológico donde se determina la potencia de inhibición de crecimiento de una cepa 

bacteriana sensible al mismo. En este trabajo se utilizó un ensayo de inhibición por difu-
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Figura 4.6 

Perfil de HPLC del ácido láctico  

Tabla 4.2 
Cuantificación de muestras complejas de lactosa y láctico 

 

real

Muestra A 10 6,57 0 0,00

Muestra B 8 3,42 2 0,51

Muestra C 5 0,03 5 1,38

Muestra D 2 0,00 6 0,14

Muestra E 0 0,00 6 1,24

concentración de lactosa 

(g/l)

concentración de ácido 

láctico (g/l)

realexperimental experimentalreal
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sión en agar. La sensibilidad y reproducibilidad del método es dependiente principal-

mente del medio de cultivo utilizado, la concentración de agar presente y la concen-

tración de la cepa sensible en el medio. Todos estos parámetros debieron determinar-

se para establecer un protocolo experimental.  

Selección de la cepa sensible para el bioensayo de nisina. La nisina A presenta 

acción inhibitoria del crecimiento de microorganismos estrechamente relacionados. 

De acuerdo a la bibliografía disponible se ensayaron tres microorganismos como cepa 

susceptible a nisina: L. lactis sub. cremoris ATCC 14365, L. delbrueckii sub. lactis ATCC 

4797 y M. luteus ATCC 4698. 

Las cepas se reconstituyeron desde starters liofilizados en medio de cultivo 

apropiados para cada cepa como se detalla en Materiales y Métodos. Para cada 

una se realizaron tres subcultivos sucesivos en medio líquido y estriado en placas del 

medio correspondiente con agar. Las colonias formadas se identificaron por  morfolo-

gía y microscopía.  

L. delbrueckii subesp lactis no creció luego del primer subcultivo en medio líqui-

do, por lo que no se incorporó en ensayos posteriores. Con el objetivo de evaluar las 

condiciones de crecimiento y estandarizar las condiciones de cultivo de la cepa sensi-

ble seleccionada, se realizaron cinéticas de crecimiento de las cepas L. lactis subesp 

cremoris ATCC 14365 y M. luteus ATCC 4698. 
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Figura 4.7 

Cinéticas de crecimiento. A: M. luteus, B: L. lactis sub. cremoris  
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Las figura 4.7 muestra los perfiles de crecimiento de los microorganismos ensa-

yados. M. luteus desarrolló colonias de gran tamaño, y fue dificultoso ajustar la densi-

dad celular para lograr crecimiento homogéneo sobre la superficie de la placa de 

agar. Por lo tanto, se seleccionó L. lactis sub. cremoris ATCC 14365 como microorga-

nismo sensible a nisina, debido a que no presentó ninguno de los inconvenientes ob-

servados para M. luteus.   

Con respecto al crecimiento, L. lactis sub. cremoris presentó una cinética ade-

cuada para los fines. El comportamiento cinético del microorganismo permitió estimar 

el tiempo necesario para obtener un cultivo saturado en fase exponencial en 6 horas 

de incubación.  

Determinación de la curva de 

recuento celular. Para poder estandari-

zar la cuantificación de nisina por difu-

sión, fue necesario determinar una 

concentración adecuada de L. lactis 

sub. cremoris a sembrar en la placa, 

asegurando así una mejor reproducibili-

dad del método. La nisina es capaz de 

revelar su actividad sólo cuando la 

bacteria sensible es viable, por lo que la determinación de densidad celular por medi-

ción de dispersión no es completamente adecuada. La medición de biomasa en sus-

pensión por densidad óptica es una metodología muy simple y accesible en cualquier 

laboratorio. Por el contrario, el recuento de colonias viables en placa de agar es un 

método donde es posible determinar sólo las células viables presentes en una muestra, 

pero involucra un protocolo tedioso, con necesidad de realizar numerosas diluciones y 

réplicas por muestra. Adicionalmente, la cuantificación por recuento de colonias re-

quiere incubaciones de larga duración, por lo que no es útil como método para de-

terminar densidad celular durante un proceso. En consecuencia se realizó una curva 
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Figura 4.8 

Curva UFC vs Absorbancia para L. lactis sub. cremoris  
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de cuantificación de biomasa que relaciona la densidad óptica con las unidades for-

madoras de colonia. El rango de mediciones que muestren una relación lineal entre los 

parámetros permitió establecer una correlación para determinar la densidad de un 

cultivo por medida de densidad óptica, siempre y cuando se mantengan las mismas 

condiciones de cultivo.  

En la Fig. 4.8 se presenta la curva de regresión obtenida a partir de los datos 

experimentales. El gráfico corresponde a los datos obtenidos en 10 experimentos inde-

pendientes para aumentar el grado de confianza del resultado obtenido. 

Con esta información fue posible estandarizar densidad de células sensibles a 

sembrar por placa para el ensayo de difusión. Para ello, se sembraron por extensión 

diferentes diluciones y/o volúmenes de un cultivo saturado de L. lactis sub. cremoris en 

fase exponencial. Se seleccionó 1x107 células por placa como la cantidad adecuada 

para que el microorganismo desarrolle una pátina uniforme luego de un período de 

incubación de 16 horas.  

Bioensayo. Una vez determinadas 

las condiciones para obtener extendidos 

de la cepa sensible en placas de agar, se 

diseñó un protocolo para determinar la 

concentración de nisina por inhibición de 

crecimiento en medio sólido, el cual se 

detalla a continuación.  

Se utilizaron muestras de nisina de concentración conocida (0,1-1 µg/ml) para 

establecer una curva de calibración la cual se realiza de manera independiente para 

cada determinación.  

En la Fig. 4.9 se muestra una placa con los halos de inhibición de crecimiento y 

un gráfico de diámetro de halo de inhibición en función de la concentración de nisina. 

Protocolo de cuantificación de nisina 

 

(1) Sembrar por extensión 107 UFC 

de L. lactis sub. cremoris en placas 

de LAPTg-agar.  

(2) Colocar 10 µl de la solución con-

teniendo nisina en huecos realiza-

dos en el agar.  

(3) Incubar ON en estufa a 30ºC y 

medir el halo de inhibición formado.  
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El método de cuantificación de nisina por difusión presentó gran dispersión 

principalmente debido a heterogeneidades en el agar, sumado al error del operario 

en la medición del halo de inhibición. Por ello, todos los puntos, muestras o patrones de 

nisina, se ensayaron por quintuplicado. 

Preparación de componentes de un medio de fermentación  

Tratamiento del suero de leche. Para la utilización del suero como base de un 

medio de fermentación se aplicó un protocolo de tratamiento de esterilización, basa-

do en un trabajo de otros autores (Guerra et al 2001) como se detalla en Materiales y 

Métodos. Este procedimiento se seleccionó debido principalmente a que es fácilmen-

te escalable. El mismo consta de una doble esterilización por calor, la primera a pH  4,5 

y la segunda a pH 6,3 con remoción intermedia de los precipitados formados. Final-

mente se filtra en esterilidad y se desecha el precipitado producido. 

La utilización del suero sometido a este tratamiento para el crecimiento de L. 

lactis indicó que el tratamiento  elegido para el suero es adecuado, como se muestra 

en los capítulos a continuación. Sin embargo, este procedimiento consta de dos tra-

tamientos térmicos, que tienen el objetivo de eliminar proteínas insolubles, pero que 
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Figura 4.9 
A: placa con halos de inhibición del crecimiento de L. lactis sub. cremoris.  

B: curva de calibración para cuantificación de nisina  
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además elimina importantes nutrientes del suero que podrían ser aprovechados si éstos 

se mantienen solubles de alguna manera. 

A partir del concepto de tratar de utilizar todos los componentes nutricional-

mente importantes del suero, se diseñó un protocolo basado en un tratamiento en-

zimático. Si las proteínas componentes del suero se hidrolizan para dar péptidos solu-

bles, estos no precipitan durante el tratamiento de esterilización y permanecen dispo-

nibles como fuente de aminoácidos y nutrientes, aprovechando al máximo los com-

ponentes del suero.   

El protocolo para tratamiento de suero por métodos enzimáticos constó de 

las etapas que se detallan a continuación. Este tratamiento enzimático posee ventajas 

importantes con respecto al tratamiento térmico: (i) se evitan los cambios de pH, con 

ahorro de productos químicos y agua; (ii) se evita un tratamiento térmico con menores 

pérdidas de vitaminas y componentes termolábiles; (iii) se reducen en un 50% los pro-

cesos de esterilización y el tiempo total de procesamiento. 

La concentración de proteínas totales, determinada por Bradford, del suero 

sometido a este tratamiento fue de 0.05 g/l, valor esperado para la materia prima utili-

zada. Esto indica que durante el tratamiento no se produjeron pérdidas significativas 

de proteínas. Contrariamente, el suero con el tratamiento de doble esterilización ba-

sado en el trabajo de Guerra (Guerra et al 2001), no presentó una concentración en 

proteínas detectable por este método de cuantificación ( 8 µg/ml). 

Preparación de lactosuero hidrolizado (LSH) 

 

(1) Ajustar si es necesario, el pH del suero entre pH 6,5 y 7. 

(2) Agregar 2 ml de solución de papaína 100 mg/ml (en BP 20 mM, Cys 25 mM, EDTA 

10 mM, pH 6.5) cada 100 ml de mezcla de reacción.  

(3) Incubar ON a 50 ºC sin agitación. 

(4) Incubar en frío para decantar los sólidos y recuperar el líquido sobrenadante. 

(5) Ajustar el pH del sobrenadante a 7 y esterilizar por autoclave a 121 ºC por 15 min. 
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Preparación del hidrolizado de harina de soja. Con el objetivo de reemplazar 

los componentes del medio de cultivo que aportan fuente de nitrógeno orgánico 

(aminoácidos, péptidos y vitaminas), se estudió la posibilidad de usar hidrolizados de 

harina de soja.  

Las proteínas de soja son 

inestables a pH levemente ácidos (4-

5) con lo cual para mantener estos 

componentes en solución es nece-

sario hacer una hidrólisis a péptidos 

más solubles. Por lo tanto, se des-

arrolló un protocolo de hidrólisis de 

proteínas de soja a partir de harinas comerciales adaptado del trabajo de Rao (Rao 

2005). Se ensayaron dos tipos de harina de soja de producción nacional disponibles en 

mercado, cuyas características generales se detallan en la Fig. 4.10.  

El hidrolizado de proteínas de soja se obtuvo por hidrólisis enzimática con pa-

paína de grado técnico. Este tratamiento posee la ventaja de que, a diferencia de las 

hidrólisis químicas, se preserva la estructura de algunos aminoácidos esenciales y tam-

bién genera péptidos de bajo peso molecular. Por ejemplo, la hidrólisis alcalina degra-

da la arginina y cisteína, mientras que la hidrólisis ácida elimina el triptofano y desami-

na la serina y treonina (Guadix et al 2000). El protocolo de hidrólisis de harina de soja se 

detalla en Materiales y Métodos con modificaciones operativas para ajustar los proto-

 

 No se puede mostrar la imagen. Puede que su equipo no tenga  
suficiente memoria para abrir la imagen o que ésta esté dañada.  
Reinicie el equipo y, a continuación, abra el archivo de nuevo. Si  
sigue apareciendo la x roja, puede que tenga que borrar la imagen  
e insertarla de nuevo.

Harina Farmesa: Harina de soja elaborada a partir del 

poroto desgrasado e inactivado. Malla ASTM 140.

Harina Argensoja: Harina de soja micronizada 

elaborada a partir del poroto activo (no desgrasado). 

Granulometria 120 micrones.
 

 

Figura 4.10 
Harinas de soja utilizadas  

Tabla 4.3 
Efecto de la digestión enzimática sobre el tipo de harina de soja  

 

Harina Digestión enzimática Absorbancia en 280 nm

Argensoja

No 10,3

Si 11,7

Farmesa

No 5,5

Si 10,6
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colos a la materia prima nacional (granulometría, disolución, viscosidad, etc.). 

A nivel operativo las dos harinas fueron adecuadas para la digestión. En la 

Tabla 4.3 se muestran los resultados de una estimación del contenido de péptidos y 

proteínas solubles del hidrolizado, estimado en base a la absorbancia en 280 nm. El 

hidrolizado de harina de soja de Farmesa mostró mayor rendimiento. Luego del trata-

miento, la señal en 280 nm se duplicó para la harina Farmesa, mientras que la harina 

Argensoja mostró un leve incremento. Además, la harina Farmesa presenta un tamaño 

de partícula mayor, que simplifica la separación posterior al tratamiento de digestión. 

Cuando se aumentó la escala de trabajo al orden de litros, el hidrolizado obtenido con 

la harina Farmesa resultó operativamente más simple de realizar, debido a que por el 

tamaño y densidad de partícula se simplificaron los pasos de separación de sedimento 

por decantación. Desde el punto de vista del diseño de un proceso, esta característi-

ca presenta importantes ventajas ya que se reduce la potencia requerida para la agi-

tación mecánica y la separación de fases.  

Optimización del tratamiento de harina de soja. El procedimiento para la 

preparación del hidrolizado de harinas de soja también se simplificó eliminando las 

etapas de prelavados que tienen por objeto eliminar carbohidratos a través de la diso-

lución en medio ácido. Esta operación unitaria se realiza normalmente en la produc-

ción de hidrolizados de harinas de soja para tener un producto más puro en proteínas. 

En este caso, como los carbohidratos solubles presentes no son tóxicos para el creci-

miento del microorganismo a ensayar, esta operación puede ser eliminada y el proto-

colo se puede simplificar como se detalla a continuación. 

Preparación optimizada de un hidrolizado de harina de soja (HHS) 

 

(1) Resuspender la harina de soja en buffer fosfato 20 mM pH 7. 

(2) Agregar 2 ml de solución de papaína 100 mg/ml (en BP 20 mM, Cys 25 mM, EDTA 10 

mM, pH 6.5) cada 100 ml de mezcla de reacción.  

(3) Incubar ON a 50 ºC sin agitación. 

(4) Incubar en frío para decantar los sólidos y recuperar el líquido sobrenadante.  

(5) Ajustar el pH del sobrenadante a 7 y esterilizar por autoclave a 121 ºC por 15 min. 
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De esta manera se redujo significativamente el tiempo de proceso a la mitad, 

de 3 a 1,5 días, y se eliminaron operaciones de lavado que requieren grandes canti-

dades de agua. Adicionalmente, este proceso es similar al utilizado para el tratamiento 

del suero de leche, por lo que se simplifican las operaciones.  

Se analizó el contenido de proteínas y péptidos en los hidrolizados de harina 

de soja obtenidos por los dos protocolos de hidrólisis. La Tabla 4.4 muestra los resultados 

de una comparación del contenido de péptidos y proteínas del hidrolizado, estimado 

en base a la absorbancia en 280 nm y el contenido de proteínas determinado por la 

reacción de Bradford.  

En base a estos resultados, se observa que el nuevo tratamiento dio como re-

sultado un digerido de características similares al obtenido por tratamiento químico 

completo. Adicionalmente, los tratamientos permitieron la liberación de proteínas de 

la matriz de la harina como se observa en la diferencia de cuantificación entre la hari-

na sin tratamiento y sometida a hidrólisis.  

Finalmente se comprobó que no es posible esterilizar el hidrolizado de soja 

junto con el suero de leche por reacciones químicas entre los componentes de cada 

uno. Esto condujo a la necesidad de preparar al menos dos soluciones estériles diferen-

tes para obtener la formulación final del medio de fermentación, una solución produc-

Tabla 4.4 
Comparación de los tratamientos de hidrólisis de harina de soja  

 

Harina / Tratamiento Absorbancia en 280 nm
Concentración de 

proteínas  (g/l)

Farmesa / sin digerir 

(HS)a
3  0,008

Farmesa digerida 

tratamiento completo 
(HSR)b

30 0,7

Farmesa digerida 

proceso optimizado 
(HHS)c

32 0,7

a Harina resuspendida en buffer sin tratamiento
a Tratamiento basado en Rao 2005
b Tratamiento desarrollado en este trabajo
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to del tratamiento del suero de leche y una proveniente de la digestión de la harina de 

soja.  
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Conclusiones Parciales 

 

 

En este capítulo se diseñaron las principales técnicas para estudiar el creci-

miento bacteriano. Se determinó que la mejor técnica para determinación de ácido 

láctico es por HPLC. Para la cuantificación de lactosa se desarrolló un procedimiento 

enzimático que permite analizar muestras complejas como las de una fermentación.  

Finalmente se ajustaron las condiciones experimentales para la cuantificación 

de nisina por un bioensayo. Para ello, se seleccionó el microorganismo indicador de 

actividad bactericida y se determinó el procedimiento para cuantificar nisina por difu-

sión en agar.  

Se optimizó un proceso para la obtención de un hidrolizado de harina de soja 

y los protocolos de acondicionamiento y esterilización del suero de ricota. En ambos 

casos se buscó simplificar los tratamientos para reducir tiempos y costos de elabora-

ción y mejorar sus características nutricionales. En este sentido se incorporaron pasos 

de digestión enzimática con papaína para eliminar el agregado de sustancias quími-

cas, disminuir el consumo de agua y reducir el tiempo del proceso. Estos componentes 

fueron la base de un medio de cultivo para ensayos de fermentación de L. lactis, los 

cuales se describen en el próximo capítulo. 
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Estudios del crecimiento bacteriano 

 

En este capítulo se describen las condiciones de crecimiento y producción de 

nisina por L. lactis sub. lactis en medios complejos de laboratorio y en medios basados 

en suero de ricota (LS) e hidrolizado de harina de soja (HHS). Para ello se estudiaron 

cultivos en frascos agitados y en fermentador con el fin de encontrar la composición 

más apropiada de un medio de cultivo de aplicación industrial.  

Introducción 

 

Fermentación de L. lactis y producción de nisina 

L. lactis subespecie lactis ATCC 11454 produce nisina A. Debido a su peculiari-

dad estructural, los métodos de fermentación para la producción de nisina son la op-

ción preferida (Sonomoto et al 2000). Comercialmente la nisina se obtiene por fermen-

tación anaeróbica de células en suspensión con medios de cultivo basados en leche a 

pH controlado. Sin embargo, la productividad en estos sistemas es baja (aproximada-

mente 50 mg/l) por lo que la obtención de este compuesto en cantidades industriales 

es costosa (Miserendino et al 2008).  

Los medios de crecimiento complejos; como de Man Rogosa and Sharpe 

(MRS), All Purpose with Tween (APT), Elliker, Brain Heart Infusion (BHIT), Triptona Glucosa 

Extracto de Levadura (TGE), Caldo Tripteína Soja (TSB), y Caldo Tripteína Soja Extracto 

de Levadura (TSBYE); promueven en general mejores rendimientos en crecimiento y 

producción (60-100 mg/l). Sin embargo, sus costos los convierten en prohibitivos para 

producciones a gran escala (de Vuyst et al 1992, Matsusaki et al 1996, Chinachoti et al 

1997). Adicionalmente, algunos componentes de estos medios complejos, como 

péptidos y proteínas, no se consumen durante el crecimiento y pueden interferir en la 

purificación de la bacteriocina (Barefoot et al 1984). Por lo tanto, es de sumo interés el 

diseño de medios de crecimiento y/o producción económicos que permitan maximi-

zar la productividad. 
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Para bacteriocinas tales como la nisina, la producción está asociada al creci-

miento (Amiali et al 1998) y a numerosos factores como cepa microbiana, composi-

ción del medio de fermentación, temperatura y aireación (de Vuyst et al 1994). La 

densidad celular en el reactor, la fuente de carbono y el perfil de control de pH duran-

te la fermentación juegan un rol vital en la actividad y rendimiento de producción de 

nisina (Parente et al 1999).  

Requerimientos nutricionales de L. lactis. Muchos genes que codifican para 

enzimas anabólicas en las BAL están presentes en plásmidos, los cuales son suscepti-

bles de perderse durante el crecimiento en cultivo y en ausencia de la presión de se-

lección adecuada. Por lo tanto, en general los nutrientes requeridos por una cepa de-

penden de: (i) la fuente de aislamiento, (ii) el tiempo de mantención del cultivo en 

colección y (iii) el medio que se utiliza para mantener la cepa (van Niel et al 1999). Esto 

hace necesario ajustar la composición óptima de los medios de crecimiento y pro-

ducción para cada cepa en particular (Zhang et al 2009). 

Como se describió en el Capítulo 1, L. lactis es un microorganismo que requiere 

de medios ricos para obtener buenos rendimientos en biomasa y/o producto. Su limi-

tada capacidad biosintética implica que para crecer y generar producto, debe im-

portar precursores anabólicos del medio de crecimiento y sólo sintetiza de novo una 

fracción menor. Por lo que los medios para crecimiento de L. lactis deben contener, 

además de la fuente de carbono y energía, numerosos aminoácidos y vitaminas esen-

ciales, fosfatos, potasio y magnesio (Novak et al 2000).  

Las BAL son incapaces de crecer con una fuente de nitrógeno mineral en au-

sencia de aminoácidos exógenos (van Niel et al 1999). En particular para L. lactis, estu-

dios de flujos metabólicos mostraron que este microorganismo no sintetiza de novo 

arginina, metionina, glutamato, leucina, isoleucina, valina, histidina y aspartato; y que 

de ellos los tres primeros son esenciales según ensayos in sílico (Oliveira et al 2005). L. 

lactis requiere además de la presencia de otros aminoácidos no esenciales, pero exis-

ten variaciones en la identidad y concentración de ellos entre cepas. Por otro lado, la 
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glicina ejerce un efecto inhibitorio sobre el crecimiento, posiblemente debido a que 

altera la síntesis de precursores del peptidoglicano (De Jonge et al 1996). 

Las cantidades relativas de los aminoácidos son probablemente más importan-

tes que sus concentraciones. A altas tasas de crecimiento, el transporte activo de cier-

tos aminoácidos podría actuar como limitante del crecimiento por inhibición competi-

tiva, dado que en general poseen sistemas de transporte que sirven para la incorpora-

ción de más de un aminoácido (Poolman et al 1988).  

Los aminoácidos pueden adicionarse en forma pura o como hidrolizados. Exis-

ten reportes de medios mínimos suplementados con aminoácidos puros que presentan 

efectos estimulatorios en la velocidad de crecimiento (Jensen et al 1993, Cocaign-

Bousquet et al 1995, Zhang et al 2009). Estos medios contienen desde 6 a 18 aminoáci-

dos, por lo que la preparación resulta tediosa. Una alternativa es el uso de hidrolizados 

de proteínas.  

Los péptidos pueden derivar de diferentes fuentes, tales como digeridos papaí-

nicos de leche descremada, extracto de levadura, triptona (caseína tratada con trip-

sina), peptona de soja, peptona de origen animal, licor de macerado de trigo, extrac-

to de hígado e hidrolizado de proteínas de suero (Porubcan et al 1979). Dado que ca-

da fuente contiene diferentes tipos de péptidos, cada cepa responderá de manera 

diferente debido a la especificidad de las enzimas involucradas. Por ejemplo, trabajos 

recientes muestran que el uso de fuentes de nitrógeno que son metabolizadas lenta-

mente (como semillas de algodón o extracto de sangre) dan bajas velocidades de 

crecimiento pero, contrariamente, favorecen la biosíntesis de nisina en cultivos de L. 

lactis (Lv et al 2004). 

Estudios con diferentes cepas de L. lactis muestran que las exo-enzimas y siste-

mas de transporte involucrados en la internalización de péptidos son altamente es-

pecíficos con respecto a la longitud y secuencia. De acuerdo a esto, estos sistemas de 

transporte se clasificaron en tres tipos, que involucran (i) oligopéptidos (4-8 unidades), 

(ii) di- y tripéptidos y (iii) aminoácidos libres (Konings et al 1989). 
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Varios autores proponen que los péptidos son más importantes que los aminoá-

cidos en la síntesis de bacteriocinas, argumentando que los sistemas de transporte ce-

lular son más eficientes para péptidos que para aminoácidos (Monnet et al 1994), que 

los aminoácidos están más protegidos del catabolismo cuando forman parte de 

péptidos (Law et al 1983), o que las células obtienen energía a través de la hidrólisis y 

subsecuente eliminación de péptidos (Aasen et al 2000). Una segunda corriente post-

ula que los péptidos son inductores de la síntesis de bacteriocinas por activación dire-

cta de la transcripción una vez dentro de la célula o a través de un mecanismo de 

segundo mensajero.  

Además de los aminoácidos, varias vitaminas del grupo B son esenciales para el 

crecimiento de BAL, siendo el nicotinato, pantotenato y la biotina esenciales para el 

crecimiento (Cocaign-Bousquet et al 1995). El nicotinato es necesario para la síntesis 

de NAD(P) y el pantotenato es el cofactor de la coenzima A. La biotina por otro lado, 

es necesaria para la síntesis de los ácidos oleico y aspártico. Para varias cepas de L. 

lactis, la tiamina y riboflavina son esenciales o estimulatorias del crecimiento. La ribo-

flavina es necesaria como cofactor del FAD y la tiamina está involucrada en la oxida-

ción del piruvato por la piruvato deshidrogenasa (van Niel et al 1999). Otros, como el 

ácido fólico y la vitamina B12 no son requeridos para el crecimiento. Estas vitaminas 

funcionan como cofactores en la síntesis de purinas y pirimidinas y pueden ejercer un 

efecto estimulatorio del crecimiento o ser esenciales en ausencia de bases nucleotídi-

cas en el medio de cultivo. Sin embargo, cuando el medio se suplementa con timidina 

o timina, estas vitaminas no son necesarias (Ledesma et al 1977). 

Las bases nucleotídicas no son esenciales pero tienen un efecto estimulatorio 

sobre el crecimiento. Se consiguen incrementos de hasta un 35% en el crecimiento con 

medios ricos suplementados con ácidos nucleicos (Cocaign-Bousquet et al 1995). 

Existen numerosas contradicciones sobre los requerimientos en minerales. El hie-

rro se reporta como innecesario para el medio de crecimiento (Pandey et al 1994), 

mientras que para cultivos en condiciones aeróbicas el manganeso es un elemento 
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necesario para la actividad de la superóxido dismutasa (Hansson et al 1984). El mag-

nesio es esencial para numerosas reacciones enzimáticas, y se encontró una depen-

dencia de la concentración inicial de éste con la biomasa final (Vignolo et al 1995, 

Loubiere et al 1997). El calcio está involucrado en la maduración de la prenisina (Sie-

zen et al 1995) y se observaron incrementos en la producción cuando L. lactis se cultivó 

en presencia de CaCl2 (Taniguchi et al 1994), aunque este efecto también puede ser 

resultado del desplazamiento de la bacteriocina adsorbida a la superficie celular por 

el catión divalente, como lo propusieron otros autores (Matsusaki et al 1996).  

Aditivos y condiciones de cultivo. El Tween 80 afecta la permeabilidad celular 

y puede promover la incorporación y liberación de compuestos desde la célula. De 

esta manera este detergente puede incrementar la concentración de bacteriocina 

soluble por su liberación de la superficie celular (Vignolo et al 1995, Amiali et al 1998). 

El efecto de la temperatura sobre el crecimiento y obtención de productos en 

BAL está poco explorado. Por ejemplo, se determinó que la producción máxima de 

ácido láctico utilizando glucosa como fuente de carbono se obtiene a 33,5ºC (Aker-

berg et al 1998).  

Por otro lado, se ha propuesto que la inhibición del crecimiento por el incre-

mento en la concentración de lactato es consecuencia de limitaciones en el proceso 

citoplasmático de regulación del pH (Poolman et al 1988, Taniguchi et al 1994). Duran-

te la fermentación L. lactis produce ácido L(+)-láctico que a pH ácido se encuentra en 

su forma no disociada y es capaz de difundir a través de la membrana celular (Curry 

et al 2003). Una vez en el citoplasma, el ácido láctico se disocia causando una acidifi-

cación interna que conduce a la inhibición del crecimiento (Mercade et al 2000). Para 

minimizar la toxicidad del ácido láctico por acumulación se reportaron varias estrate-

gias, como la separación in situ por adsorción (Yu et al 2002) o el co-cultivo con micro-

organismos que utilicen lactato como fuente de carbono y energía (Shimizu et al 

1999).  
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El pH además puede afectar la producción de bacteriocinas de diferentes 

maneras. Puede alterar la adsorción y desorción de bacteriocinas a la membrana ce-

lular (Pongtharangkul et al 2006), las actividades enzimáticas necesarias para las modi-

ficaciones postraduccionales y secreción (Ray 1992), y la regulación génica de los ge-

nes necesarios para su expresión.  

 Además de la elevada estabilidad de la nisina a pH ácido, el incremento de 

nisina libre observado en el caldo de fermentación cuando el pH desciende puede 

explicarse por la desorción de la nisina de la membrana de las células productoras. El 

pI de la nisina, estimado por su secuencia primaria, es de 8,8 y una reducción en el pH 

del medio a valores inferiores a 6,8 incrementa el número de moléculas de nisina 

cargadas positivamente. Como adicionalmente se reduce la carga negativa de la 

pared celular, en un ambiente de pH ácido se reduce la interacción electrostática 

entre la bacteriocina y la bacteria productora (Cabo et al 2001, Pongtharangkul et al 

2006).  

Con respecto a la aireación, algunos autores sostienen que los cultivos anaero-

bios dan mayor rendimiento en producto (Hurst 1981), y otros por el contrario obtienen 

mejoras con cultivos aireados (Cabo et al 2001). En este último caso se encontró una 

relación directa, entre lineal y exponencial, de la pO2 (presión parcial de oxígeno) y la 

producción de nisina hasta un valor límite de 80% de oxígeno, a partir del cual el ren-

dimiento disminuye. Asimismo, otros autores encontraron mejoras en la producción de 

nisina Z con un aumento en la oxigenación y sugirieron que la producción de bacte-

riocinas podría estar asociada a una ruta metabólica oxidativa (Amiali et al 1998).  

Utilización de hierro hemo en el medio de cultivo. El uso de hemina como 

aditivo en medios de cultivo para el crecimiento de L. lactis fue descripto por primera 

vez en una patente conjunta de Christian Hansen SA y el INRA para la obtención de 

cultivos starters para fabricación de quesos (Duwat et al 1999). La adición de esta co-

enzima permite realizar cultivos aeróbicos de L. lactis aumentando el rendimiento en 

biomasa y la supervivencia. Sin embargo, no se encontraron trabajos sobre el efecto 
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del agregado de fuentes de hierro hemínico en la viabilidad de un cultivo en períodos 

extensos de fermentación, ni sobre el efecto de este aditivo en la producción de nisi-

na. La posibilidad de obtener biomasa estable durante largos períodos es un requeri-

miento para el desarrollo de procesos en continuo, ya sea con células en estado libre 

o inmovilizado.  

Uso de suero de leche para producción de bacteriocinas 

 Numerosos autores estudiaron la producción de nisina en lácteos y derivados, 

donde los mejores rendimientos se obtuvieron con leche (13 mg/l) y con suero de que-

so (8 mg/l) (Huggenholtz et al 1991). La producción de bacteriocinas y el rendimiento 

en biomasa para fermentaciones batch en suero de queso fueron menores que las 

obtenidas con MRS (Guerra et al 2001). Otros autores estudiaron la utilización de suero 

dulce desproteneizado por ultrafiltración como base de un medio de cultivo, el cual 

soportó el crecimiento y producción de bacteriocina cuando era agregado extracto 

de levadura (Liao et al 1993). La adición a este mismo suero de hidrolizados de caseína 

mejoraron los rendimientos en biomasa y producto en otro trabajo, sin embargo no 

fueron superiores a los cultivos desarrollados en medios complejos como el M17 (Liu et 

al 2005).  

En este trabajo de tesis se buscó utilizar el suero de ricota como el principal 

componente de un medio de cultivo que aporte, en forma mayoritaria, la fuente de 

carbono y energía, parte de los oligo y microelementos y algunas vitaminas. Debido a 

que este suero posee bajo contenido en proteínas, se estudió la adición de una fuente 

de nitrógeno alternativa. En base a los posibles extractos a ser utilizados un hidrolizado 

en base a soja sería una fuente más económica que una basada en hidrolizados de 

caseína. No existe hasta el momento ninguna publicación científica o patente que 

utilice este componente para el cultivo de L. lactis por lo que es necesario demostrar 

su factibilidad de uso.  
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Materiales y Métodos  

 

 

Materiales y reactivos. L. lactis sub. lactis ATCC 11454 se adquirió en MicroBioLogics. 

Se utilizaron componentes de medios de cultivo Britania calidad microbiológica. El medio M17 fue 

marca Biokar. Los reactivos fueron de calidad analítica (Anedra). Las soluciones de suero de ricota y 

digerido de harina de soja se trataron y esterilizaron como se detalló en el Capítulo 4. Las reconstitu-

ciones de los medios de cultivo se realizaron en esterilidad en el momento de uso. 

Obtención del inóculo. El inóculo de L. lactis para los ensayos de crecimiento se obtuvo 

según el protocolo en Materiales y Métodos Capítulo 3.  

Cinéticas de crecimiento. Se inoculó el medio de fermentación con un cultivo saturado 

de L. lactis al 2%v/v. Se incubó a 30 ºC y 100-120 rpm en ensayos de frascos agitados. Se tomaron 

muestras para determinar biomasa, lactosa y nisina. Las muestras para determinación de nisina se 

acondicionaron como se explica a continuación. Las cuantificaciones de lactosa y nisina se realizaron 

según los métodos desarrollados en el Capítulo 4.  

Cultivo Batch. Los cultivos batch se realizaron en un fermentador de 5 litros New Bruns-

wick BIOFLO III. Para ello se reconstituyó el medio de cultivo en el reactor previamente estéril y se 

inoculó con un cultivo saturado de L. lactis al 2 %v/v. Se monitoreó oxígeno disuelto (%OD), pH, tem-

peratura y agitación. Condiciones de operación: 30 ºC, 100-200 rpm, pH 5,5, caudal de entrada de aire: 

1 l/min. Se tomaron muestras a diferentes tiempos para determinar biomasa, lactosa y nisina.  

Tratamiento de las muestras para cuantificación de nisina. Se agregó a una 

fracción de 1ml de cultivo 20 l de HCl 4N. Se incubó a 100 ºC por 3 minutos y se centrifugó 5 minutos 

a 14000g. El sobrenadante se recuperó y almacenó a -20ºC para su posterior análisis (basado en Gue-

rra et al 2001).  

Medio CTS con lactosa. Se mezcló una solución concentrada 2x del medio CTS prepara-

do sin glucosa con un volumen apropiado de solución de lactosa para dar una concentración final de 5, 

10, 20, 30 o 40 g/l y Tween® 80 1 g/l. Se ajustó a volumen final con agua destilada y pH a 7,2-7,3. 

Medio con suero de ricota. Se mezcló 1 parte de suero tratado,  una parte de solución 2x 

de peptona de soja y tripteína y Tween® 80 1 g/l. Se ajustó el pH a 7,2-7,3.  

Medio con suero de ricota y soja. Se mezcló 1, 2 o 3 partes de suero tratado con 1 parte 

en volumen de hidrolizado de harina de soja y Tween® 80 1 g/l.  

Medio suplementado con hierro hemínico. A una fracción de medio basado en suero 

de ricota se agregó hemina, harina de sangre o hemoglobina para dar una concentración final de 5 

mg/l. La solución stock de hemina se preparó según Duwat et al 2001.  

Medio suplementado con oligo- y micronutrientes. A una fracción de medio basado 

en suero de leche se agregó el volumen apropiado de soluciones de vitaminas, aminoácidos y/o minera-
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les. Solución minerales (100x): MgSO4 50 g/l, MnSO4 5 g/l; solución vitaminas (1000x): tiamina 10 g/l, 

niacina 10 g/l, solución aminoácidos (20x): arginina 1 g/l, glutamina 1 g/l.   
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Resultados y Discusión 

 

 

Estudios del crecimiento bacteriano en frascos  

Existen varias formulaciones de medios de cultivo de laboratorio para el creci-

miento de L. lactis. En términos generales todos son medios ricos, con glucosa como 

fuente de carbono y energía y fuentes de aminoácidos y vitaminas. Éstas últimas re-

quieren condiciones de esterilización diferentes a la estándar y su preparación a partir 

de los componentes individuales es dificultosa. El medio Caldo Tripteína Soja (CTS, 

composición en Anexo I), es el medio más simple de los reportados para este microor-

ganismo y está basado en proteínas derivadas de leche y soja, por lo que se seleccio-

na en este trabajo como medio de cultivo de referencia para facilitar la adaptación 

posterior del microorganismo a un medio basado en suero de ricota e hidrolizado de 

harina de soja. 

Cinética de crecimiento de L. lactis en presencia de lactosa. Con el objetivo de 

evaluar si la cepa seleccionada es capaz de metabolizar la lactosa presente en el 

suero de ricota, se estudió el crecimiento de L. lactis en el medio de referencia con 

lactosa como única fuente de carbono y energía. La Fig. 5.1 muestra los resultados de 

la cinética de crecimiento y producción de nisina para las condiciones estudiadas.  

El cultivo denominado control consiste en el crecimiento del microorganismo en 

medio CTS con glucosa como fuente de carbono, según su composición original. Las 

otras condiciones corresponden a cultivos realizados con un medio CTS modificado, 

donde la glucosa se reemplaza por lactosa en diferentes concentraciones finales (5-40 

g/l). Todos los cultivos mostraron el mismo comportamiento en cuanto a crecimiento, 

siendo los medios  control y lactosa 40 g/l los que llegaron a un valor de DO600nm lige-

ramente inferior (Fig. 5.1A). Concordante con trabajos de otros autores (Oliveira et al 

2005) no se encontraron diferencias significativas entre el uso de glucosa y lactosa 

como fuente de carbono y energía. Los perfiles de pH de los cultivos (Fig. 5.1 B) tam-
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bién mostraron un comportamiento similar, donde se observó una acidificación rápida 

durante las primeras 2 horas de cultivo hasta valores cercanos a las 4,8 unidades. En el 

caso del control el valor de pH se mantuvo invariable hasta el final de la incubación, 

mientras que los cultivos con lactosa registraron un descenso hasta 4-4,3 unidades.  

Con respecto a la producción de nisina se observó un incremento progresivo 

en la concentración en todos los cultivos, excepto los correspondientes a control y 

lactosa 40 g/l. Los mejores niveles de producción se obtuvieron para los cultivos con 

una concentración inicial de 30 g/l de lactosa dando una concentración de nisina de 

0.9 mg/l, coincidente con otros autores (Liu et al 2005). Como se mencionó en el Capí-
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Figura 5.1 

Cinéticas de crecimiento (A), evolución del pH (B) y producción de nisina (C) con diferentes concentraciones de lactosa  
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tulo 1, existen reportes de mejoras en la producción de nisina Z en cultivos con lactosa 

y este efecto estaría relacionado con el rol que posee el disacárido sobre la inducción 

de la expresión de los genes del operón nis (Cheigh et al 2005). Adicionalmente, estos 

ensayos muestran que la producción de nisina es superior en cultivos con concentra-

ciones de lactosa inferiores a la existente en el suero (45-50 g/l), hecho que coincide 

con resultados de otros autores (Guerra et al 2001). 

La utilización de lactosa en reemplazo de glucosa en el medio CTS incorporó 

una presión de selección hacia la maquinaria necesaria para el consumo de este dis-

acárido. La capacidad de incorporar y metabolizar lactosa es una característica que 

puede perderse con las generaciones, dado que está demostrado ser una caracterís-

tica que, en la mayoría de las BAL, se encuentra codificada en plásmidos (Klaenham-

mer et al 2005). Dado que el crecimiento en lactosa fue satisfactorio, se buscó evaluar 

la sustitución de la lactosa del medio por suero de ricota.  

Crecimiento en suero de ricota. Se ensayó el crecimiento de L. lactis en un me-

dio CTS modificado donde se reemplazó la solución de lactosa por suero de ricota 

hidrolizado (LSH) preparado como se describió en el Capítulo 4. La reconstitución del 

medio se detalla en Materiales y Métodos. 

El crecimiento en suero de ricota fue similar al de lactosa, llegando a un va-

lor de biomasa por DO600nm de aproximadamente 2 unidades (Tabla 5.1). Como no se 

observaron diferencias significativas se concluyó que es factible reemplazar la lactosa 

por suero de leche. 

 
 

Tabla 5.1 
Efecto del suero de ricota sobre el crecimiento de  L. lactis. Composición de las soluciones: Lactosa: 50% de vol de una 
solucion de 5 g/l, LSH: 50 % de vol., Tripteina: 25 % de vol. de una solución de 17 g/l, Peptona de soja: 25% de vol. de 

una solución de 3 g/l 

Cultivo Lactosa LSH Tripteína
Peptona 

de soja
DO600nm

1 X X X 2,3

2 X X X 2,2
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Crecimiento en suero de ricota e hidrolizado de soja. Una vez corroborado 

que es posible utilizar el suero de ricota como fuente de carbono y energía para el 

crecimiento de L. lactis, se estudió el crecimiento y producción de nisina en un medio 

con el hidrolizado de harina de soja (HHS) preparado por el método optimizado 

descripto en el Capítulo 4. Para ello se realizaron cultivos en frascos utilizando LSH y HHS 

en partes iguales (cultivo 1 Fig. 5.2). Como control (cultivo 2 Fig. 5.2)se utilizó un cultivo 

compuesto por LSH y peptona de soja y tripteína como fuentes de nitrógeno en 

concentraciones equivalentes a las presentes en el medio CTS, como se utilizó en el 

experimento anterior.  

En este experimento no se detectaron diferencias significativas en crecimien-

to y producción de nisina. Los dos cultivos ensayados dieron el mismo valor de produc-

tividad por unidad de DO600nm. Analizando el gráfico de la Fig. 5.2, donde se muestra la 

variación de la biomasa con el tiempo, se encuentran ciertas diferencias. Por ejemplo, 

el medio más rico en fuente de nitrógeno (cultivo 2) presentó un comportamiento 

cinético cercano al lineal, mientras que el cultivo compuesto por los dos componentes 

desarrollados en este trabajo, presentaron un crecimiento con una cinética tipo expo-

nencial. Sin embargo, estas diferencias no se reflejaron en los valores finales de densi-

dad bacteriana y concentración de nisina en el medio de cultivo, que se muestran en 
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Figura 5.2 
Crecimiento de L. lactis sub. lactis ATCC 11454 con digerido de harina y peptona de soja  
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la tabla de la Fig. 5.2. Los resultados de estos experimentos corroboraron la factibilidad 

del uso de suero de ricota y harina de soja como componentes mayoritarios de un 

medio de cultivo para L. lactis.  

Efecto de la hemina en la sobrevida de L. lactis. El uso de hemina por parte 

del microorganismo ayuda a minimizar los 

efectos tóxicos derivados de la presencia 

del oxígeno (Duwat et al 2001). Para eva-

luar su efecto sobre el crecimiento y sobre-

vida de L. lactis se realizaron cultivos basa-

dos en LSH y CTS sin fuente de carbono en 

partes iguales como en los experimentos 

anteriores. Estos cultivos se ensayaron en 

dos condiciones por duplicado: estático y 

agitado. A la condición de cultivo en agi-

tación se le adicionó hemina en concen-

tración final de 5 mg/l (Duwat et al 2001), desde una solución concentrada preparada 

según se detalla en Materiales y Métodos.  

En la Fig. 5.3 se muestra la evolución de los cultivos durante las primeras 25 

horas de incubación a 30 ºC. En las 3 primeras horas de incubación, no se detectan 

diferencias en las condiciones con y sin agitación; ambos crecieron con una cinética 

exponencial. A este tiempo, el cultivo sin agitación registró un máximo de 1,6 unidades 

de DO600nm, mientras que la condición con agitación y hemina registró crecimiento 

hasta las 2 unidades. A partir de este momento, la condición sin agitación se mantuvo 

sin variaciones significativas en biomasa hasta el final del experimento. Por el contrario, 

el cultivo aireado registró un leve aumento en biomasa llegando hasta valores cerca-

nos a las 2,8 unidades de DO600nm. El mayor rendimiento en biomasa en cultivos airea-

dos con agregado de hemina fue concordante con trabajos de otros autores (Duwat 

et al 2001). 
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Figura 5.3 
Efecto del agregado de hemina en el crecimiento de L. 

lactis sub. lactis ATCC 11454 
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Para evaluar la estabilidad de 

los cultivos en tiempos de operación pro-

longados, se continuó la incubación hasta 

72 horas y se contabilizaron las células via-

bles presentes mediante recuento en pla-

ca. En la Fig. 5.4 se muestran placas co-

rrespondientes a los cultivos luego de 72 

horas de incubación sembradas con un 

mismo orden de dilución. Las placas supe-

riores de la figura corresponden a cultivos 

con agitación y hemina, mientras que las inferiores a la condición estática. Como se 

observa en la figura, los cultivos en condiciones aireadas mantuvieron mayor viabilidad 

luego de 72 horas de cultivo.  

Fuentes alternativas de hierro hemo. La hemina es un producto que se obtiene 

por extracción de la hemoglobina bovina, por lo que se estudió la suplementación 

directa del medio con hemoglobina o sangre bovina completa en polvo como fuen-

tes más económicas de hierro hemínico.  

Para ello, se realizaron 3 cultivos con agitación y hemina, harina de sangre o 

hemoglobina en concentración de 5 mg/l, y un cultivo control en condiciones estáti-

cas. Todos los cultivos se realizaron con medio reconstituido de suero de ricota (LS) e 

hidrolizado de harina de soja (HHS) en relación 1:1. Las cinéticas de crecimiento se 

muestran en la Fig. 5.5. Para todos los cultivos ensayados, el agregado de hierro hemí-

nico permitió obtener mayor biomasa final y estabilidad en tiempos de cultivo prolon-

gados. Estos resultados muestran que todas las fuentes de hierro ensayadas fueron 

efectivas para la suplementación de cultivos en condiciones de aireación. 

Con respecto al pH, los cultivos control alcanzaron las 5 unidades mientras 

que los cultivos con hierro hemínico agregado registraron un pH de 6. Posterior a las 20 

horas de cultivo todas las condiciones registraron pH entre 4-4,2 unidades, un valor 

 

 
 

Figura 5.4 
Placas de agar de cultivos de medio con hemina y 

agitación (superior) y condición estándar (inferior) para 
igual tiempo de incubación y dilución 
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reportado como inhibitorio del crecimiento. Con respecto a la producción de nisina, 

los cultivos con hierro hemínico 

proveniente de diferentes fuentes 

rindieron el doble de bacteriocina que 

los obtenidos en los cultivos control (1,2 y 

0,6 mg/l respectivamente).  

Trabajos de otros autores 

también mostraron que la adición de 

hemina reduce la acidificación por 

disminución en la producción de 

lactato, sin embargo no observaron 

efectos diferenciales en la producción de nisina (Nagayasu et al 2007). La evidencia 

de otros trabajos sobre el aumento en la producción de nisina con la aireación (Cabo 

et al 2001) refuerzan los resultados obtenidos en este trabajo. 

Suplementación del medio basado en suero de ricota e hidrolizado de soja. Una 

vez determinada la composición aproximada de los principales componentes del me-

dio de cultivo basado en suero de leche, se estudió el efecto de oligo-, micronutrientes 

y vitaminas sobre la cinética de crecimiento y producción de nisina. Para ello se reali-

zaron experimentos preliminares evaluando el efecto por grupos: (i) minerales, (ii) vita-

minas y (iii) aminoácidos. 

Minerales. La adición de magnesio (Mg) y manganeso (Mn) mejoran sustan-

cialmente el crecimiento de Lactobacillus casei CRL 705 en concentraciones del orden 

de 0.05 % para el Mg y 10 veces menores para el Mn (Vignolo et al 1995). En base a 

estos datos se preparó una solución con estos cationes como aditivo mineral. 

Vitaminas. En base a un estudio in silico de las formulaciones de medios com-

plejos con diferentes extractos (Anexo I) se puede deducir que el aporte de éstos 

podría ser debido a vitaminas del complejo B, en especial la tiamina (B1) y niacina 

(B3), por lo que se seleccionaron para evaluar su efecto en el cultivo y producción.  
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Figura 5.5 
Comparación de crecimiento de L. lactis sub. lactis ATCC 

11454 con diferentes fuentes de hierro hemo 
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Aminoácidos. Numerosos medios de cultivo definidos basados en las caracterís-

ticas metabólicas de L. lactis contienen desde 6 a 8 aminoácidos como fuente de 

nitrógeno. Como se detalló en la introducción, este microorganismo es incapaz de 

sintetizar arginina, metionina, glutamato (o glutamina), leucina, isoleucina, valina, histi-

dina y aspartato (o asparragina) (Oliveira et al 2005). Por otro lado comparando con la 

composición en aminoácidos de la harina de soja utilizada (ver Anexo II) se puede 

considerar que los aminoácidos valina, metionina, isoleucina y leucina son aportados 

por esta fuente. En consecuencia se estudió el efecto de la adición de dos aminoáci-

dos ausentes en el hidrolizado de soja: arginina y glutamina.  

Se realizaron ensayos de crecimiento y producción de nisina con cultivos que 

poseen diferentes combinaciones de estos grupos de suplementos. Todos los cultivos se 

 

0

1

2

3

4

5

6

0 5 10 15 20 25

Tiempo (h)

D
O

 6
0
0
 n

m
 (

-)

1

2

3

4

5

6

7

8

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (h)

C
o
n
c
e
n
tr

a
c
ió

n
 n

is
in

a
 (

m
g
/l)

1

2

3

4

5

6

7

8

A B

C

Cultivo Condición DO600 nm Nisina (mg/l) Nisina/DO

1 min+vit+aa 3,83 0,4 0,1

2 min + vit 2,74 0,5 0,2
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Figura 5.6 
Efecto del agregado de micronutrientes sobre el crecimiento de L. lactis sub. lactis ATCC 11454: (A) evolución de la 

biomasa, (B) producción de nisina, (C) productividad 
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realizaron con agitación suave y 5 mg/l de hemina. La Fig. 5.6 muestra los perfiles de 

crecimiento y producción de nisina.  

Del estudio de estas tres variables que incluyen diferentes micronutrientes se 

puede observar un efecto positivo de los aminoácidos y las vitaminas sobre el creci-

miento. La combinación de estos dos nutrientes tuvo un efecto sinérgico sobre el cre-

cimiento. Sin embargo, no se observó que provoquen un efecto estimulatorio significa-

tivo en la productividad de nisina.  

Trabajos que estudian el rol de los aminoácidos en la síntesis de nisina con-

cuerdan con los resultados obtenidos en este experimento. En primer lugar, la suple-

mentación con aminoácidos puros da como resultado menores rendimientos en bio-

masa y bacteriocina a los obtenidos con fuentes de nitrógeno complejas (Vazquez et 

al 2001). La adición de aminoácidos por grupos revela que no poseen un rol individual 

en la inducción de la síntesis de nisina. Por último, algunos autores encuentran efectos 

depresores de la síntesis de bacteriocina con el agregado de prolina y estimulantes 

con la suplementación de cisteína y triptofano (Vazquez et al 2004). Éstos aminoácidos 

están presentes en la harina de soja (ver Anexo II), por lo que pueden ser aportados 

por el hidrolizado.  

Ensayo de adaptación en medios complejos. Con el propósito de evaluar el 

comportamiento de la cepa en estudio en los medios de laboratorio más extensamen-

te utilizados, se realizó un experimento de crecimiento en MRS, M17 y CTS como con-

Tabla 5.2 
Crecimiento y producción de L. lactis en medios complejos 

 

CTS MRS M17

Repique DO600nm
Nisina 

(mg/l)

Productividad 

(mg 

nisina/DO)

DO600nm
Nisina 

(mg/l)

Productividad 

(mg 

nisina/DO)

DO600nm
Nisina 

(mg/l)

Productividad 

(mg 

nisina/DO)

1 2,3 1,3 ± 0,3 0,6 2,0 1,2 ± 0,1 0,6 3,5 1,0 ± 0,1 0,3

2 2,4 4,4 ± 0,5 1,8 1,6 0,7 ± 0,2 0,4 3,4 1,2 ± 0,15 0,3

3 2,3 3,3 ± 0,1 1,4 1,8 1,0 ± 0,05 0,5 3,7 0,9 ± 0,1 0,3

4 2,0
2,2 ±

0,05
1,1 1,6 0,9 ± 0,3 0,6 3,5 1,2 ± 0,1 0,3

 

sandra.santilli
Máquina de escribir
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trol. Para ello se evaluaron 4 repiques sucesivos en los medios complejos de laboratorio 

con agitación suave y adición de hemina. El ensayo de repiques secuenciales se rea-

lizó para evaluar la estabilidad de los cultivos de L. lactis dado que los experimentos 

informados en apartados previos muestran niveles bajos en producción de nisina en 

todas las condiciones estudiadas. Por lo tanto se buscó evaluar si es conveniente in-

corporar experimentalmente una etapa de acondicionamiento de los cultivos. Los 

resultados de biomasa y producción de nisina a tiempo final de cultivo se muestran en 

la Tabla 5.2. 

El medio de cultivo M17 permite mayor nivel de crecimiento seguido por CTS 

y MRS. Esta diferencia en el patrón de crecimiento podría ser el producto de la diferen-

te capacidad buffer de estos medios para amortiguar el aumento en la acidez pro-

ducto de la generación de ácidos orgánicos durante el crecimiento. El pH final de los 

cultivos en CTS y MRS registran valores en el rango de 4,6-5,0, mientras que el medio 

M17 muestra mejor capacidad tampón dando valores finales mayores a 5,3. Con res-

pecto a la capacidad de producción, los cultivos en MRS y M17 dan niveles compara-

bles de concentración de nisina, siendo los cultivos realizados en CTS los que dan ma-

yor título de bacteriocina, aunque los resultados entre repiques presentan cierta disper-

sión. Si se compara entre los repiques de este medio se observa que la producción de 

bacteriocina fue significativamente mayor en el segundo y tercer repique.  

Crecimiento y producción en suero de ricota con distinto tratamiento. Este 

ensayo se realizó con el fin de evaluar el efecto de las variaciones en el suero de ricota 

y adicionalmente estudiar el efecto de un tratamiento de hidrólisis de lactosa en el 

suero. Para ello se realizaron repiques en medios basados en suero de ricota y digerido 

de harina de soja en iguales proporciones, con agitación y agregado de hemina. Co-

mo inóculo se utilizó un cultivo proveniente de dos repiques previos en medio CTS. La 

Tabla 5.3 muestra los resultados de crecimiento y producción de la cepa en estudio 

para los medios generados con dos sueros de ricota de distinto origen tratados según 

protocolo optimizado (LSH A y LSH B) y un tercero que se somete adicionalmente a un 
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pretratamiento con lactasa comercial (LSHGlu B) con el fin de analizar el efecto de la 

fuente de carbono, lactosa o glucosa, sobre el crecimiento y la producción. 

El crecimiento de la cepa fue comparable en los medios ensayados, a pesar 

de que el medio CTS posee menor concentración de fuente de carbono y energía. 

Con respecto a la producción de nisina se observó que los medios desarrollados en 

este trabajo producen una concen-

tración de nisina significativamente 

mayor que en medio CTS. Los niveles 

de producción de nisina fueron com-

parables para los medios en estudio, 

por lo tanto las variaciones en las par-

tidas de suero de ricota no afectaron 

el comportamiento del microorganis-

mo en cultivo. Además, se observó 

que la hidrólisis de la lactosa presente 

en el suero aumentó la productividad, 

aunque no significativamente. 

Experimento de acostumbramiento a lactosa. De la comparación de las Ta-

blas 5.2 y 5.3 se observa que la utilización de un inóculo proveniente de repiques en 

medio complejo como adaptación no resulta en una mejora en el crecimiento pero si 

Tabla 5.3 
Crecimiento y producción de L. lactis en diferentes sueros de ricota  

 

CTS LSH B LSHGlu B LSH A

DO600nm 2,1 2,4 2,5 2,4

Nisina máx. (mg/l) 6 ± 1 9,4 ± 0,5 11 ± 3 8,9±0,7

Tiempo de cultivo (h) 8,5 8,5 8,5 9,8

Productividad (mg 

nisina/DO600nm)
3,0 3,9 4,5 3,7

mg nisina/l suero 14,1 17,0 13,3

 

Tabla 5.4 
Acostumbramiento al crecimiento y producción en lactosa  

 

Nº Repique DO600nm Nisina (mg/l) Nisina/DO

1 2,25 6,2 ± 0,4 2,7

2 1,91 5,4 ± 0,3 2,8

3 1,52 7,5 ± 0,4 4,9

4 1,89 6,6 ± 0,6 3,5

5 1,91 8,0 ± 0,3 4,2

6 1,96 7,0 3,6

7 1,81 6,3 3,5

8 1,97 6,9 ± 0,25 3,5

9 1,84 8,7 4,7

10 1,97 8,7 4,4
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en una diferencia sustancial en la producción de nisina. Para corroborar estas obser-

vaciones se realizó un experimento de repiques sucesivos en medio CTS suplementado 

con lactosa como fuente de carbono y energía (CTS-lactosa). Los resultados de cre-

cimiento y producción de nisina se muestran en la Tabla 5.4.  

El crecimiento de los cultivos fue comparable en todos los repiques, resultado 

que coincide con los experimentos anteriores. Por otro lado, los niveles de nisina pro-

ducida presentaron, aunque con cierta variabilidad, una tendencia a aumentar leve-

mente. La producción fue mayor a la obtenida en los primeros experimentos de este 

capítulo, por lo tanto se decidió realizar adaptaciones en medios con lactosa y/o sue-

ro de ricota antes de iniciar la fermentación batch, buscando condiciones que permi-

tan mejorar la reproducibilidad de los experimentos.   

Adaptación a medios basados en suero de ricota. Se realizaron repiques suce-

sivos en medio de cultivo basado en suero de ricota (LSH) para evaluar la adaptación 

que podría ser necesaria para los cultivos en fermentador. Las incubaciones se realiza-

ron con agitación suave y agregado de hemina. 

En estos ensayos se observó una tendencia a mejorar el nivel de producción 

de nisina con los repiques en medios basados en suero de ricota (Tabla 5.5). Con res-

pecto al crecimiento se observó cierta variabilidad con una tendencia a estabilizarse 

en un valor cercano a las 2 unidades. Esta variabilidad podría deberse a que los sub-

Tabla 5.5 
Acostumbramiento al crecimiento y producción en suero de ricota  

 

CTS-lactosa Suero

Nº repique DO600nm
Nisina
(mg/l)

Productividad 
(mg nis/DO)

DO600nm
Nisina
(mg/l)

Productividad 
(mg nis/DO)

1 1,7 5,5 3,2 1,8 4,0 2,2

2 2,0 5,5 2,7 1,9 4,5 2,3

3 1,9 6,1 3,3 1,8 5,5 3,1

4 1,9 5,5 2,9 2,0 6,5 3,3

5 1,7 6,7 3,9 2,7 6,9 2,6

6 2,1 8,8 3,7 2,0 6,2 3,1
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cultivos en los dos últimos experimentos se realizaron con incubaciones de 10 a 12 

horas, mientras que los experimentos anteriores se realizaron con incubaciones más 

prolongadas, de aproximadamente 18 horas. De estas diferencias podría inferirse que, 

al menos en cultivos en frascos agitados, es necesario un tiempo de incubación más 

prolongado para obtener condiciones estables para la cepa en estudio. 

Fermentaciones en batch 

Con la obtención de un medio de cultivo adecuado para el crecimiento de 

L. lactis, se realizaron cultivos en batch de L. lactis con aireación para ajustar la com-

posición del medio diseñado y evaluar  otros parámetros operacionales que no pue-

den estudiarse en cultivos en frascos agitados. Para ello se utilizó un fermentador de 5 

litros New Brunswick BioFlo III (Fig. 5.7). En estos procesos, a diferencia de los experimen-

tos realizados en frascos de cultivo, se puede monitorear y controlar diferentes varia-

bles del cultivo como pH,  consumo de oxígeno, agitación y temperatura.  

En este trabajo se buscó que el suero de leche fuera el componente 

mayoritario del medio de cultivo que aporte la fuente de carbono y energía, parte de 

los oligo y microelementos, algunas vitaminas y aprovechar el agua. El resto de los 

componentes los complementa un extracto en base a harina de soja preparado 

según se detalló en el Capítulo 4. La proporción correcta de los dos componentes se 

puede visualizar a través de la determinación de la velocidad de crecimiento; cuanto 

más equilibrado sea el medio mayor será su velocidad específica de crecimiento () y 

mayor la productividad de bacteriocina. En condiciones óptimas el microorganismo 

crecerá exponencialmente hasta que 

se agote algún nutriente esencial o 

por acumulación de ácidos orgánicos 

y registro de pH crítico. En el Anexo II 

se presentan las composiciones de las 

materias primas y en el Anexo III un 

 

    
 

Figura 5.7 
Fermentador New Brunswick Bioflo III de 5 L de capacidad  
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estudio in silico de las composiciones de los medios de cultivo utilizados relativas al CTS. 

La acidificación del caldo de fermentación durante el crecimiento 

incrementa la actividad de nisina hasta que registra un valor inhibitorio, como se 

observa en los ensayos de crecimiento en frascos agitados y en trabajos de otros 

autores, tal como se mencionó en la Introducción del capítulo.  

Usualmente, el pH óptimo para producción de bacteriocinas no coincide con 

el de crecimiento y producción de ácido láctico. El pH óptimo para producción de 

nisina se encuentra entre 5,5 y 6, mientras que el pH de crecimiento es ligeramente 

mayor (6-6,8) mostrando diferentes condiciones de producción y crecimiento (Parente 

et al 1994, 1999). Por lo tanto, en este trabajo los cultivos en modo batch se realizaron a 

pH controlado en 5,5 por el agregado de una base fuerte.  

Adicionalmente, los cultivos en fermentador se llevaron a cabo con aireación 

constante y agregado de hemina, para obtener mayores densidades celulares y 

Tabla 5.6 
Condiciones de cultivos ensayados en fermentador 

Ensayo

Relación 

suero/digerido 

soja                   

Número de 

experimentos
Agitación Hemina Suero

Tratamiento 

suero

Harina de 

soja

Tratamiento 

harina de 

soja

Diferente relación de suero y proteínas de soja

1 LSH/HHS 2:1 2_1 3 SI SI Ricota Optimizado Si Optimizado

2 LSH/HHS 1:1 1_1 1 SI SI Ricota Optimizado Si Optimizado

3 LSH/HHS 3:1 3_1 1 SI SI Ricota Optimizado Si Optimizado

4 LSH - 1 SI SI Ricota Optimizado No -

Efecto del tratamiento de los componentes del medio de cultivo

5 LSG/HHS 1:1 1_1 1 SI SI Ricota Estándar Si Optimizado

6 LSG/HSR 1:1 1_1 2 SI SI Ricota Estándar Si Estándar

7* LSG/HSR 1:1 1_1 1 SI SI Ricota Estándar Si Estándar

8 LS/HS 2:1 2_1 1 SI SI Ricota No Si No

9 LSH/HS 2:1 2_1 1 SI SI Ricota Optimizado Si No

10 LS/HHS 2:1 2_1 1 SI SI Ricota No Si Optimizado

Efecto del tipo de suero

11 LSDH/HHS 1:1 1_1 2 SI SI Dulce Optimizado Si Optimizado

12 LSDH/HHS 3:1 3_1 1 SI SI Dulce Optimizado Si Optimizado

13 LSDH - 1 SI SI Dulce Optimizado No -

Cultivos en medios de referencia

14 M17 - 1 SI SI Ricota Optimizado - -

15 LSH/CTS 1:1 1_1 1 SI SI Ricota Optimizado No -

* sin repiques previos  
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estabilidad. Además, como se explicará en el capítulo 6, la capacidad de desarrollar 

cultivos aireados permitirá diseñar un método de recuperación contínuo de la 

bacteriocina desde el medio de cultivo durante la fermentación.   

Durante los cultivos se monitoreó la temperatura y el oxígeno disuelto on line, 

mientras que la base agregada, biomasa y concentración de nisina en el medio se 

realizaron off line, como se describió anteriormente. Se realizaron 19 fermentaciones 

batch y con los datos obtenidos se elaboraron los perfiles para cada condición de 

ensayo.  

Se estudiaron diferentes condiciones de crecimiento y producción, las cuales 

se detallan en la Tabla 5.6. En los ensayos de efecto de los tratamientos en los 

Tabla 5.7 
Resultados generales de las condiciones de fermentación ensayadas  

 

Ensayo

Producción 

máxima nisina 

(mg/l suero)

Concentración final 

nisina en reactor 

(mg/l medio)

DO 600 

final

Tiempo 

cultivo (h)

Consumo 

lactosa (%)

Diferente relación de Suero y proteínas de soja

1# LSH/HHS 2:1 15,0 ± 0,4 10,1 ± 0,33 6,9 ± 0,9 13 ± 2 84 ± 5

2 LSH/HHS 1:1 14,6 ± 0,8 7,3 ± 0,4 9,0 14,0 98 ± 1

3 LSH/HHS 3:1 1,0 ± 1 0,8 ± 0,1 7,9 8,7 40 ± 10

4 LSH 2,8 ± 0,1 2,8 ± 0,1 3,0 12,0 45 ± 2

Efecto del tratamiento de los componentes del medio de cultivo

5 LSG/HSS 1:1 13,0 ± 3,0 7,0 ± 2,0 9 14 99 ± 1

6# LSG/HSR 1:1 6,2 ± 0,2 3,1 ± 0,1 4,4 ± 0,6 16,0 -

7 LSG/HSR 1:1 1,0 ± 0,1 0,4 ± 0,1 6,4 18,0 71 ± 4

8 LS/HS 2:1 3,8 ± 0,3 2,6 ± 0,2 1,4 6,8 57 ± 10

9 LSH/HS 2:1 7,4 ± 0,3 5,0 ± 0,2 4,7 10,0 59 ± 5

10 LS/HHS 2:1 14,6 9,9 6,8 9,0 66 ± 6

Efecto del tipo de suero

11# LSDH/HHS 1:1 12,2 ± 1,5 5,4 ± 1 7,8 ± 0,1 10,4 ± 0,6 98 ± 1

12 LSDH/HHS 3:1 6,7 ± 0,5 5,0 ± 0,4 10,8 12,3 76 ± 4

13 LSDH 3,4 ± 0,8 3,4 ± 0,8 11,2 13,4 75 ± 3

Cultivos en medios de referencia

14 M17 - 3,1 8,7 7,5 100 ± 1

15 LSH/CTS 1:1 7,6 3,8 3,8 12,0 98 ± 1

# valores promedio  
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componentes del medio de cultivo, se estudió el efecto de los tratamientos reportados 

en literatura y los optimizados en este trabajo para el acondicionamiento del suero de 

ricota y la harina de soja. Adicionalmente, se realizaron cultivos con diferentes 

proporciones de suero de ricota e hidrolizado de harina de soja con el fin de 

determinar la composición más apropiada para el proceso en estudio. Teniendo en 

cuenta que las materias primas utilizadas pueden presentar importantes variaciones en 

cuanto a calidad nutricional se estudió el crecimiento y producción utilizando dos tipos 

de suero de ricota, y suero dulce de quesería.   

Los resultados generales se muestran en la Tabla 5.7 y los perfiles completos 

de fermentación se presentan en el Anexo IV. A continuación se realizará un análisis 

detallado de los resultados.  

Efecto del tratamiento del suero sobre la fermentación. La Fig. 5.8 muestra la 

producción de nisina y la biomasa final de dos procesos de fermentación con medio 

basados en suero. El denominado LSH se refiere al suero obtenido por el protocolo 

enzimático optimizado diseñado en el Capítulo 4. La otra condición, LSG, corresponde 

al suero tratado según Guerra 2001 y detallado en el Capítulo 4. En estos cultivos el 

medio de fermentación se reconstituyó con partes iguales de suero e hidrolizado de 

soja y los resultados corresponden a los cultivos 2 y 5 de la Tabla 5.7.  

Los resultados indican que el tratamiento enzimático incorporado para digerir 
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Figura 5.8 
Efecto del tratamiento del suero sobre el crecimiento y producción  de L. lactis sub. lactis ATCC 11454 
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y solubilizar las proteínas remanentes del suero permite obtener mayores valores en 

biomasa final. Una explicación es que al someterse a menos tratamientos térmicos, el 

suero retiene componentes lábiles importantes desde el punto de vista nutricional para 

el crecimiento de L. lactis. La digestión enzimática permite convertir al menos una par-

te de las proteínas del suero en péptidos solubles que no precipitan en el paso de este-

rilización.  

Por otro lado, los niveles de producción de nisina fueron similares para las dos 

condiciones estudiadas, mostrando que el tratamiento optimizado del suero mejora la 

generación de biomasa y no afecta significativamente la síntesis de bacteriocina. Por 

último se observa que la lactosa se consumió completamente en ambos cultivos.  
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Figura 5.9 
Efecto de la proporción de suero en el medio de fermentación de L. lactis sub. lactis ATCC 11454 
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Efecto de la proporción de suero. Utilizando el lactosuero tratado por el 

protocolo optimizado en este trabajo (LSH), se compararon diferentes proporciones de 

éste en la formulación final del medio de crecimiento. El aumento en la proporción de 

HHS, desde LSH a LSH/HHS 1:1, dió como resultado un aumento en la concentración de 

nisina en el medio de cultivo con un máximo para la relación 2:1 (Fig. 5.9A y B). El 

consumo de lactosa resultó ligeramente menor para esta condición registrando un 

20% de lactosa remanente (Fig. 5.9B). Si se calcula la concentración de nisina por litro 

de suero utilizado se obtiene que en ambos casos se produce la misma cantidad 

relativa (ver Tabla 5.7 fermentaciones 1 y 2). Sin embargo, en el cultivo con relación 

(2:1) se utilizó mayor cantidad de suero y, en consecuencia menor cantidad de 

digerido de harina de soja por unidad de cultivo y agua, derivando en mayor 

cantidad total de nisina producida por fermentación. Cuando se utilizó una mayor 

proporción de suero en el medio de fermentación (3:1), se obtuvieron menores niveles 

de nisina, resultado consistente con una composición desbalanceada que carece de 

suficiente fuente de nitrógeno. El crecimiento en esta condición fue similar a las 

proporciones (2:1) y (1:1) pero se observó un marcado descenso en la producción de 

nisina. La fermentación con suero como único componente del medio de cultivo dio 

bajos rendimientos tanto en biomasa como en concentración de nisina producida y 

muestran la importancia del agregado de proteínas de soja para suplementar el 

medio de cultivo. Trabajos de otros autores utilizando suero desproteneizado por 

ultrafiltración muestran también que el suero diluído promueve mayor crecimiento y 

producción de bacteriocinas, y proponen que podría reflejar un efecto de inhibición 

por sustrato (Guerra et al 2001).   

Efecto del tratamiento del hidrolizado de soja. Utilizando la mejor proporción 

de suero y digerido de soja (2:1) se estudió a continuación el efecto de los 

tratamientos de digestión de los dos componentes en cultivos en fermentador (Fig. 

5.10). El tratamiento enzimático de los componentes del medio de cultivo fueron 

determinantes para el rendimiento del proceso. Cuando se utilizó LSH el rendimiento en 



Claudia N. Britos 

182 

 

biomasa incrementó más de 3 veces con niveles de consumo de lactosa 

comparables. Este resultado corrobora los descriptos anteriormente y muestran la 

importancia de los nutrientes presentes en el suero que pueden conservarse para su 

utilización cuando se aplica el tratamiento optimizado en este trabajo. Por otro lado, 

cuando el medio de crecimiento se suplementó con HSS se observó un incremento de 

2,6 veces en la producción de nisina y cerca de 5 veces en biomasa. Como se 

observó en la comparación anterior, la mejora en los niveles de producción fue 

acompañada por un incremento en el consumo de lactosa, pero en niveles poco 

significativos. Se observó un marcado efecto sinérgico en los rendimientos para cultivos 

con ambos componentes tratados mediante protocolos optimizados (LSH/HHS). 

Comparado con LSG/HSR, los cultivos realizados con LSH/HHS mostraron cerca de 4 

veces más concentración de nisina, mientras que la biomasa se quintuplicó en estas 

condiciones. Estos resultados indican que el proceso de digestión enzimática de la 

harina de soja (HHS) permitió la disponibilidad de sustancias importantes para el 

desarrollo de L. lactis, como aminoácidos esenciales y vitaminas. La composición 

estimada del digerido de harina de soja se detalla en el Anexo II. Como es de 

esperarse, cuando se utilizaron los dos componentes sin tratamiento previo de 

digestión como medio de cultivo resultó en un proceso con muy bajos rendimientos. 
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Figura 5.10 
Efecto del tratamiento de los componentes del medio de fermentación de L. lactis sub. lactis ATCC 11454 
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Por último, la siguiente comparación corrobora los resultados obtenidos 

previamente. La Fig. 5.11 muestra dos perfiles de fermentación; el A corresponde a la 

fermentación en suero y digerido de harina de soja obtenidos por los tratamientos 

reportados en bibliografía (LSG y HSR, basados en los trabajos de Guerra y Rao 

respectivamente) y el B representa el perfil de crecimiento y producción utilizando los 

componentes tratados por los protocolos optimizados en este trabajo y descriptos en 

el Capítulo 4 (LSH y HHS). Ambos cultivos se realizaron con medios preparados en la 

misma proporción de suero y digerido de soja (2:1).  

Los tratamientos enzimáticos de ambos componentes mejoraron notable-

mente la biomasa y producción de nisina. El hidrolizado enzimático de soja con menor 

procesamiento (protocolo optimizado) permitió mayor rendimiento en biomasa. La 

producción de nisina aumentó dramáticamente (en un factor de 2) por el cambio en 

el tratamiento de los componentes del medio.  

Efecto del tipo de suero. El suero utilizado en este trabajo proviene de la 

fabricación de ricota, por lo que se espera posea una elevada concentración de sales 

y baja concentración de proteínas. La composición de este suero se detalla en el 

Anexo II. Para evaluar la incidencia de la calidad del suero en los rendimientos y 

optimizar la formulación del medio de cultivo se compararon fermentaciones con dos 
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Figura 5.11 
Efecto del tratamiento de los componentes del medio. A: LSG/HSR 2:1, B:LSH/HHS 2:1 
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tipos de suero: suero de ricota (LS) y suero dulce (LSD)(Fig. 5.12). Estos resultados 

corresponden a las fermentaciones 1-3 y 10-12 de la Tabla 5.7. Cabe destacar que el 

procesamiento del suero dulce presentó ciertos inconvenientes experimentales debido 

a la presencia de grasas.   

Cuando se utilizó suero dulce hidrolizado como único componente (LSDH) se 

obtuvieron buenos rendimientos en biomasa y en consumo de lactosa pero 

concentraciones muy bajas de nisina. En proporciones con un 25 % de HHS (3:1) se 

observó una mejora en la producción de nisina sin modificación de las otras dos 

variables. Igualmente los rendimientos obtenidos con suero dulce son mayores para el 

caso de la proporción (3:1). Estas diferencias en los rendimientos en nisina con ambos 

tipos de suero reflejaron las diferentes calidades nutricionales de las materias primas 

utilizadas. Por otro lado, la fermentación utilizando suero dulce (LSDH) presentó un 

patrón similar al suero de ricota (LSH) para proporciones (1:1), siendo en ambos casos 

los que permitieron mayor producción de nisina.  

En conclusión, los resultados obtenidos muestran que el suero de ricota (LSH), 

de menor calidad nutricional que el suero dulce utilizado en otros trabajos, puede ser 

utilizado como componente mayoritario de un medio de cultivo para L. lactis, 

complementado con el hidrolizado de harina de soja (HHS).   
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Figura 5.12 

Efecto del tipo de suero en el medio de fermentación de L. lactis sub. lactis ATCC 11454 
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Análisis general de los cultivos batch. Como se explicó anteriormente, los 

cultivos batch ensayados en fermentador se realizaron con agitación suave y adición 

de hemina. El efecto de la agitación se observó en primer lugar en la biomasa 

generada, obteniendose valores entre 4,5 y 9 unidades para todas las condiciones. 

Estos valores fueron superiores a los obtenidos en los ensayos estáticos en frascos (Fig. 

5.1-3) y los reportados por otros autores para cultivos batch estáticos con medios 

 

Tabla 5.8 
Resultados de las principales composiciones de medio ensayadas 

 
Producción 
máxima de 

nisina (mg/l) 

DO600 
final 

Velocidad 
específica 

máxima de 
crecimiento 

() (h-1) 

Lactosa 
consumida (g/l) 

YX/S YP/S 

 
M17 

 
3,13 +/- 0,02 8,7 0,1 25 0,35 0,125 

 
LSG /HS  2:1 

 
5,1 +/- 0,2 4,7 0,2 20 0,24 0,25 

 
LSG /HS   1:1 

 
0,45 +/- 0,06 6,4 0,2 19 0,34 0,05 

 
LSH /HHS 3:1  

 
0,76 +/- 0,03 7,9 0,2 13 0,61 0,08 

 
LSH /HHS 2:1  

 
10,6 +/- 0,6 6,8 0,2 23 0,30 0,46 

 
LSH /HHS 1:1  

 
7,3 +/- 0,4 9,0 0,3 25 0,36 0,29 
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Figura 5.13 
Perfiles de fermentación de L. lactis. A: medio M17; B: LSH/HHS 2:1 
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basados en suero desproteneizado, donde se obtuvieron densidades de biomasa de 

hasta 2 unidades de DO para la mejor condición ensayada (Liu et al 2005).  

A partir de los datos de las curvas de crecimiento en fase exponencial se 

puede calcular la velocidad específica de crecimiento (µ) las que se expresan en la 

Tabla 5.8 para las principales condiciones estudiadas. La µ fue menor para el caso de 

un medio de laboratorio como el M17 comparado con las obtenidas con cultivos reali-

zados en medios basados en suero de ricota. La condición de partes iguales de suero 

de ricota y digerido de harina de soja (LSH/HHS 1:1) fue la de mayor tasa de crecimien-

to, siendo tres veces más alta que en el caso del M17. Los valores obtenidos coinciden 

con los informados por otros autores. Por ejemplo, se obtuvieron µ entre  0,23 y 0,3 h-1 

para ensayos con medios definidos suplementados con aminoácidos puros (van Niel et 

al 1999). Estos resultados corroboran que los medios diseñados en este trabajo son 

comparables nutricionalmente con formulaciones complejas de laboratorio sensible-

mente más costosas.  

Para todas las proporciones ensayadas, los medios con los suero de ricota 

(LSH) y digerido de harina de soja (HHS) con tratamientos optimizados, dieron mayores 

rendimientos en biomasa y producto. El consumo de fuente de carbono fue 

prácticamente total (entre el 80 y el 98%) para los experimentos realizados con 

tratamientos optimizados. Estudios realizados por otros investigadores utilizando suero 

dulce reportaron consumos de entre el 50 y el 70 % de la lactosa presente (Liu et al 

2005). Por lo tanto, los tratamientos optimizados para los componentes del medio de 

cultivo diseñado en este trabajo permitieron un mejor aprovechamiento de la fuente 

de carbono y energía. 

En la Tabla 5.8 también se muestran los valores de rendimientos globales (Yx/s 

e Yp/s) para las principales condiciones estudiadas. Los rendimientos en biomasa (Yx/s) 

fueron en general comparables al obtenido con M17, salvo en el caso de LSH/HHS 3:1. 

En este caso, la presencia de mayor proporción de suero de ricota produce que el 

microorganismo genere mayor biomasa a costas de la producción de nisina, 
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probablemente por falta de nutrientes suplementados por el digerido de harina de 

soja.  

Los rendimientos globales en producto (Yp/s) para los cultivos con los medios 

desarrollados en este trabajo fueron superiores a los obtenidos con M17, obteniéndose 

valores 2 y 4 veces mayores a los de referencia.   

Una comparación con un cultivo batch en un medio complejo de laboratorio 

muestra el comportamiento de los medios diseñados. El cultivo batch en medio M17 

(cultivo 14 Tabla 5.7) con lactosa en concentración de 25 g/l como fuente de carbono 

y energía desarrolló valores de biomasa y concentración de nisina de cerca de 9 

unidades y 3 mg/l respectivamente (Fig. 5.13A). Para el cultivo LSH/HHS 2:1 (Fig. 5.13B) 

se obtuvieron valores de biomasa ligeramente menores (6,8 unidades) pero los niveles 

de producción de nisina fueron muy superiores a los obtenidos con M17 (10,6 mg/l). El 

uso del medio de cultivo diseñado en este trabajo permitió obtener 3,5 veces mas 

bacteriocina que utilizando un medio de laboratorio de referencia, corroborado por 

un aumento significativo en el rendimiento global (YP/S) de nisina. Por otro lado, con el 

cultivo batch realizado con partes iguales de suero e hidrolizado de soja obtenidos por 

los protocolos optimizados (LSH/HHS 1:1, cultivo 2 Tabla 5.8) se obtuvieron valores 

superiores de biomasa (9 unidades) y 7,3 mg/l de nisina.  

En todos los cultivos ensayados la nisina se sintetizó durante la fase de 

crecimiento activo y la concentración máxima coincidió con el máximo nivel de 

biomasa, mostrándose como un metabolito primario. Este comportamiento coincide 

con lo observado en otros trabajos (de Vuyst et al 1992, Guerra et al 2001). La 

condición óptima de producción de nisina (LSH/HHS 2:1) fue diferente a la que 

promueve mayor crecimiento (LSH/HHS 1:1), como se observó para la producción de 

otras bacteriocinas altamente relacionadas (Sonomoto et al 2000).  

Como se mencionó en la Introducción, otros autores describieron la fermenta-

ción de L. lactis utilizando sueros de quesos con suplementación de fuentes de nitró-

geno complejas con niveles de producción de nisina de 8 mg/l (Huggenholtz et al 
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1991). En el presente trabajo, la mejor condición ensayada (suero/soja 2:1) dió rendi-

mientos mayores (10,6 mg/l) utilizando un suero de menor calidad nutricional.       
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Conclusiones Parciales 

En este capítulo se estudiaron las condiciones de crecimiento y producción 

de nisina de L. lactis sub. lactis en frascos estáticos y agitados y en fermentador 

utilizando un medio de cultivo basado en desechos de la industria láctea.  

En primer lugar se corroboró la capacidad de L. lactis para metabolizar 

lactosa en un medio de laboratorio de referencia. Asimismo, esta capacidad se 

mantuvo en cultivos desarrollados en medios con suero de ricota como fuente de 

carbono y energía mayoritaria.  

Se comprobó que la optimización de los tratamientos de los componentes 

del medio de cultivo (suero de ricota y harina de soja) no sólo simplificó los pasos del 

proceso global sino que además produjeron hidrolizados que fueron nutricionalmente 

superiores. La disminución en los tratamientos térmicos y la adición de pasos de 

digestión enzimática posibilitó que componentes importantes presentes en el suero y la 

harina de soja (como péptidos cortos, aminoácidos y vitaminas) se encuentren 

disponibles en el medio de crecimiento. 

Se analizó el efecto de agregados de hierro hemínico para el 

establecimiento de cultivos aireados de L. lactis. El hierro hemínico, y derivados 

industriales relacionados (hemoglobina, harina de sangre) extendieron la sobrevida en 

cultivos con agitación, disminuyeron la acidificación durante la fermentación y 

promovieron la síntesis de biomasa y nisina.  

Adicionalmente, se estudió el efecto de micronutrientes en el crecimiento y la 

producciónde nisina. De acuerdo a las caraterísticas metabólicas del microorganismo, 

se seleccionaron grupos de aminoácidos, vitaminas y minerales: (i) arginina y 

glutamina, (ii) tiamina y niacina, y (iii) magnesio y manganeso. De acuerdo a los 

resultados no se encontró un efecto significativo sobre la productividad en ninguno de 

los grupos ensayados, solos o en combinación. 
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Se realizaron cultivos aireados de L. lactis en fermentador de 5 litros para 

determinar la composición de medio mas adecuado para la producción de nisina. 

Para maximizar el crecimiento y la obtención de producto libre en solución se adicionó 

hemina al medio de cultivo y se controló el pH durante todo el proceso. Se ensayaron 

diferentes condiciones, como el efecto de los tratamientos optimizados del suero de 

ricota y la harina de soja, la proporción de los hidrolizados y el efecto de la calidad del 

suero de leche utilizado. Se determinó una formulación que promovió mayor tasa de 

crecimiento (LSH/HHS 1:1) y otra diferente que mejora la producción (LSH/HHS 2:1) en 

cultivos batch. Los niveles de crecimiento en los cultivos ensayados fueron 

sensiblemente mayores a los reportados por otros autores (9 vs 2 unidades), 

consecuente con lo observado para cultivos aireados. Adicionalmente, el nivel de 

producción de nisina fue mayor a los obtenidos tanto en medios basados en suero de 

leche suplementado como en medios de laboratorio de referencia. Ensayos con 

cultivos en medios de referencia (M17) dieron concentraciones de nisina de 3 mg/l, 

mientras que con los medios de cultivos basados en suero de ricota y digerido de 

harina de soja el nivel de bacteriocina superaron los 10 mg/l.  

En conclusión, en este capítulo se diseñó y optimizó un medio de 

fermentación de factibilidad industrial basado en suero de ricota que promueve el 

crecimiento y la producción de nisina. Sus características, en cuanto a componentes y 

preparación, lo transforma en una opción factible para su aplicación en escala de 

producción. 
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Recuperación de producto y cultivo continuo 

 

En este capítulo se describe el diseño e implementación de un proceso de fer-

mentación y recuperación integrado en continuo, con L. lactis inmovilizado en fibras 

de celulosa cationizada (Cel-TMA). Para ello se desarrolló un proceso de recuperación 

de nisina in situ por extracción de espuma.  

Introducción 

La producción de nisina es afectada tanto por factores del cultivo (cepa pro-

ductora, composición del medio, pH, temperatura, agitación y aireación), como por 

características únicas de este producto, como la inhibición por sustrato y producto, la 

adsorción sobre la célula productora y la degradación enzimática (Parente et al 1999).  

El descenso en el nivel de nisina luego de registrar un máximo de concentra-

ción durante la fermentación se considera como el resultado de la degradación pro-

teolítica y/o la adsorción a la superficie del microorganismo productor. Estudios preli-

minares sobre degradación enzimática confirmaron la presencia de una enzima inac-

tivadora de nisina del tipo metaloproteasa en el sobrenadante de cultivos de L. lactis 

NIZO 22186 (Pongtharangkul 2006). 

La adsorción de nisina a las células productoras parece ser dependiente del pH 

del medio de cultivo. La nisina madura se produce durante todos los estadios de cre-

cimiento, pero se adsorbe sobre la superficie celular cuando el pH del medio de culti-

vo es mayor a 5,5. A valores inferiores de pH se registra la liberación mayoritaria de la 

bacteriocina adsorbida debido principalmente al marcado incremento en su solubili-

dad a pH ácido (Ra et al 1996). Estudios in vitro muestran que el pH óptimo para la ad-

sorción de la nisina a la superficie celular se encuentra entre 5,5 y 6,5 (Yang et al 1992).  

Como se explicó en el Capítulo 1, la nisina se sintetiza por medio de un meca-

nismo de autorregulación, donde actúa como molécula inductora o feromona (Kui-

pers et al 1995). Cuando la bacteriocina registra una concentración límite en el medio 
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de fermentación, que varía con la cepa, la célula detiene la síntesis, a pesar de que 

puede seguir creciendo sin dificultad (Kim et al 1998). Esta autoinhibición se corrobora 

al demostrar que la remoción de nisina durante la fermentación aumenta el rendi-

miento de producción (Tolonen et al 2004).  

Por lo tanto, la remoción de nisina durante la fermentación puede reducir la 

degradación proteolítica y/o la adsorción, y evitar la inhibición de su propia síntesis, 

incrementando la recuperación de producto. 

Recuperación de nisina 

El proceso industrial actual de recuperación de nisina del medio de fermenta-

ción involucra numerosas operaciones, entre las que se incluyen precipitación con 

cloruro de sodio, centrifugación o ultrafiltración y secado por spray (Kelly et al 2000). 

Como resultado, se obtiene una preparación de nisina con alto contenido en cloruro 

de sodio. 

Por otro lado, varios autores reportaron estrategias de recuperación y purifica-

ción de nisina a escala laboratorio, entre las que se pueden citar como ejemplos pre-

cipitación con sulfato de amonio seguido por varios pasos de cromatografía de inter-

cambio iónico e interacción hidrofóbica con un paso final de HPLC reversa (Parente et 

al 1999) y purificación en un paso con un anticuerpo monoclonal antinisina (Suarez et 

al 1997, Prioult et al 2000). A pesar de que todas reportaron altos valores de recupera-

ción y purificación, en general no son apropiadas para su aplicación industrial, debido 

al elevado costo de las matrices cromatográficas y de los anticuerpos altamente es-

pecíficos. 

Existen varios métodos basados en adsorción/desorción o de partición que po-

seen potencial para aplicarse a escala industrial. Una de las estrategias consiste en la 

recuperación de nisina por adsorción a células productoras seguido por un tratamien-

to de desorción por reducción del pH y alta fuerza iónica (Yang et al 1992). Por otro 

lado, otros autores propusieron un sistema de purificación en dos pasos basado en la 
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partición en detergente Triton X-114 y la adsorción/desorción a una resina de inter-

cambio iónico (Boyaval et al 1998).  

En este mismo sentido, la sílica muestra buena adsorción de nisina y alta com-

patibilidad con el crecimiento de células productoras, y se utiliza para la recuperación 

de la bacteriocina ya sea en un paso posterior o incorporado en el reactor (Chinacho-

ti et al 1997, Wan et al 1996, Tolonen et al 2004). 

La recuperación de proteínas por extracción en espuma es una técnica simple 

que puede aplicarse a numerosas  proteínas. La nisina es una de las sustancias que 

puede separarse por este método, ya que no es afectada por las condiciones de ope-

ración, presumiblemente por su pequeño tamaño y las características químicas de sus 

aminoácidos componentes (Hawley et al 1960).  

Recuperación de compuestos por fraccionamiento en espuma. El fracciona-

miento con espuma es un método suave, compatible ambientalmente, económico y 

selectivo para la separación efectiva de compuestos desde soluciones acuosas dilui-

das. A pesar de ser un proceso antiguo (patentado en 1920), sólo en años recientes 

recibió un renovado interés para la separación de materiales biológicos, tales como 

proteínas, microorganismos, sólidos en suspensión, sustancias aromáticas y pigmentos 

(Linke et al 2007). 

En esta operación las proteínas se recuperan de acuerdo a su comportamiento 

en la interfase gas-líquido, denominado actividad de superficie. La actividad de super-

ficie de una proteína depende de sus características fisicoquímicas, como tamaño, 

carga e hidrofobicidad; y de condiciones ambientales como fuerza iónica, pH y pre-

sencia de detergentes, sales, azúcares y otros aditivos (Noble et al 1998). 

Dos fenómenos físicos son los principales responsables de la separación y con-

centración de moléculas con actividad de superficie en la espuma: la adsorción de la 

molécula sobre la superficie de la burbuja y el drenaje del líquido que rodea a la bur-

buja de aire en la espuma (Bhattacharjee et al 2001). 
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La espuma consiste en una capa de líquido delgado, una interfase líquido-gas 

y una fase gaseosa (Fig. 6.1). Los compuestos con actividad de superficie se absorben 

a la interfase estabilizando la dispersión de 

la fase gaseosa por auto orientación. 

Mientras que las partes hidrofóbicas de las 

proteínas con actividad de superficie in-

teraccionan con la fase gaseosa, las par-

tes hidrofílicas se orientan hacia la fase 

líquida. Varios parámetros, como pH y 

concentración, influyen en la adsorción, 

eficiencia de separación y formación de espuma (Linke et al 2007). 

Las burbujas de espuma tienen forma de polihedro. El líquido contenido en la 

espuma está dividido en dos zonas definidas denominadas film y bordes de Plateau. El 

film es la capa más externa de líquido en contacto con el aire y se encuentra a mayor 

presión que el líquido contenido en el borde de Plateau. Durante el drenaje de la es-

puma, el líquido en el film drena rápidamente hacia el borde de Plateau. Debido a 

que el volumen de líquido presente en la espuma es muy pequeño, se asume que la 

adsorción ocurre sólo cuando las burbujas están aún en el líquido por debajo de la 

espuma. 

La transferencia de masa de la proteína desde el líquido a la interfase gas-

líquido es rápida debido a la convección, y se considera que la adsorción a la superfi-

cie de la interfase es el paso limitante de velocidad. En algunos casos, como en pro-

teínas que poseen muchos residuos hidrofílicos e hidrofóbicos, existe además una eta-

pa de reorientación de las moléculas que cambia la morfología de la superficie de la 

burbuja. Adicionalmente, mezclas de proteínas interaccionan de manera dependien-

te durante la adsorción, ya sea cooperativa o competitivamente, dependiendo del 

tipo de proteínas que componen la mezcla (Bhattacharjee et al 2001). 

Fase 
gaseosa

Fase 
líquida

Interfase 
gas-líquido

Proteína con 
actividad de 

superficie
Residuos hidrofóbicos

Residuos hidrofílicos

Film

Borde de Plateu

 

Figura 6.1 

Estructura de la espuma e interacción de proteínas 
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La capacidad de la interfase gas-líquido para la absorción de proteínas es limi-

tada y altas concentraciones de proteínas en el medio líquido pueden saturar la es-

puma (Linke et al 2007) reduciendo el rendimiento de la recuperación. Como la secre-

ción de enzimas extracelulares consiste en un proceso dinámico, donde la concentra-

ción de enzima en el medio de cultivo varia significativamente con el tiempo de fer-

mentación, es necesario ensayar para cada sistema las mejores condiciones de recu-

peración por este método.  

El equipamiento para separación por espuma típicamente consiste en un con-

tenedor de líquido con un aireador donde un gas, como aire o nitrógeno, se inyecta 

en el líquido para producir burbujas e inducir la formación de espuma. Entre las varia-

bles a controlar en este proceso se pueden citar el volumen de espuma, la concentra-

ción de proteínas en el medio líquido y el tamaño de las burbujas (Chan et al 2007). 

Cultivo continuo con células inmovilizadas 

El nivel de biomasa y producto alcanzados durante cultivos batch de BAL al-

canzan un valor máximo, definido principalmente por la acumulación de productos 

metabólicos inhibitorios como el ácido láctico. Los cultivos continuos pueden sobrelle-

var esta limitación por reemplazo permanente del medio de crecimiento (Desjardins et 

al 2001).  

Por otro lado, como se mencionó en el Capítulo 1, la posibilidad de obtener al-

tas densidades celulares evitando el lavado (wash out) a altas velocidades de dilución 

(D) es una de las muchas ventajas de los sistemas inmovilizados, además de la protec-

ción frente a ambientes turbulentos con altas fuerzas de corte, y mayores velocidades 

de fermentación observadas en estos sistemas (Champagne et al 1992).  

Sin embargo, unos pocos parámetros críticos como el costo de la inmoviliza-

ción, limitaciones en el transporte de masa y aplicabilidad para el producto final, entre 

otros, hace necesario examinar previamente la metodología de inmovilización y el tipo 

de soporte a utilizar. 
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Numerosos trabajos reportan la inmovilización de L. lactis para la producción 

de ácido láctico o de nisina. La mayoría de ellos realizan inmovilizaciones por atrapa-

miento en geles de alginato (Wan et al 1995, Klinkenberg et al 2001) o carragenano 

(Desjardins et al 2001). Sin embargo, a pesar de que se logran inmovilizar por estos 

métodos altas densidades celulares, estos biocatalizadores sufren importantes pérdidas 

de actividad durante los procesos de producción debido a la liberación de las células 

al medio de reacción (Audet et al 1989, Champagne et al 1992). Las bacterias inmovi-

lizadas en geles se encuentran rodeadas por una red polimérica que limita fuertemen-

te su movimiento. Durante el crecimiento las bacterias empujan la matriz del gel y se 

forman colonias empaquetadas densamente. A medida que la colonia se expande 

pueden eventualmente llegar hasta la superficie de la bolilla, dando como resultado 

la erupción de la colonia y la liberación al medio (Hüsken et al 1996). Diferentes estra-

tegias, como recubrimiento con polilisina o quitosano, se propusieron para reducir la 

liberación de las bacterias de las bolillas. Adicionalmente, la acumulación de lactato 

dentro de las bolillas del gel produce un complejo patrón de inhibición del crecimiento 

complejo durante el cultivo, por lo que las células tienden a reproducirse en las zonas 

cercanas a la superficie (Zhou et al 1998). 

En contraste a los procesos con células inmovilizadas por atrapamiento, que 

usualmente sufren pérdidas de productividad durante la operación, las fermentacio-

nes con microorganismos inmovilizados por adsorción mantienen una producción es-

table de larga duración por su capacidad regenerativa. Las células viejas se despren-

den continuamente y son reemplazadas con células nuevas (Chang et al 1995). Fer-

mentaciones de L. lactis inmovilizados por adsorción a quitosano (Sonomoto et al 

2000), membranas cerámicas (Kamoshita et al 1998) o fibras de celulosa (Yang et al 

1995, Cho et al 1996) mostraron ser efectivos aunque ninguno de ellos en condiciones 

aeróbicas.  

En este capítulo se estudia la producción de nisina utilizando microorganismos 

inmovilizados mediante un proceso aireado en continuo con un medio de cultivo en 
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base a suero de ricota (LSH) e hidrolizado de harina de soja (HHS) desarrollado en el 

Capítulo 5.  
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Materiales y Métodos  

 

 

Medio de cultivo. Las soluciones de suero de ricota y digerido de harina de soja se trata-

ron como se detalló en el Capítulo 4. Las reconstituciones de los medios de cultivo se realizaron en 

esterilidad en el momento de uso. 

Fermentación batch. Los cultivos batch con y sin recuperación de nisina se realizaron en 

medio con suero de ricota (LSH), digerido de harina de soja (HHS) y hemina como se detalla en el 

Capítulo 5. 

Protocolo de inmovilización en fibras de celulosa cationizadas. Sobre 30 g de ce-

lulosa cationizada (Cel-TMA) preparada como se describió en el Capítulo 2, y compactada dentro de 

un reactor tubular, se recircularon 3 l de un cultivo saturado de L. lactis obtenido en una fermenta-

ción batch en medio compuesto por LSH y HHS. Posteriormente se realizaron lavados con BP 30 mM 

pH 6,5 hasta no detectar células libres en el líquido de lavado. El reactor tubular con las células in-

movilizadas se conectó al equipo de fermentación en continuo para su uso.  

Características y condiciones experimentales de la fermentación contínua. 

Volumen del reactor de mezclado 2 l, volumen del reactor tubular 0,5 l, volumen de soporte de inmovi-

lización 0,150  l. Equipamiento: electrodos de pH y oxígeno disuelto Hach con interfase RS-232, adqui-

sidor analógico digital y controlador de bombas peristálticas. Control de pH: control on-off con solu-

ción de NaOH 0,1 N. Control de temperatura: baño termostatizado con recirculación externa. Los 

componentes del sistema de fermentación se esterilizaron por separado y se ensamblaron en esterili-

dad. Valores de control: temperatura 30 ºC, pH 5,5, agitación 100 rpm, aireación variable,  flujo de 

recirculación 0,2 l/min, flujo de alimentación variable. 
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Resultados y Discusión 

 

Recuperación de nisina in situ en cultivos batch 

La posibilidad de recuperar la nisina directamente del medio de reacción sim-

plificaría los pasos del proceso productivo, y reduciría los costos de producción por 

ahorro de equipamiento y consumo energético. Los primeros registros de recuperación 

de nisina por extracción con espuma (Hawley et al 1960) involucran la inducción de 

espuma mediante el agregado de detergentes y la recolección en una etapa post-

fermentación. Trabajos posteriores (Liu et al 2010) reportaron un sistema de recolección 

intermitente de espuma durante la fermentación, pero su diseño no es adaptable para 

su uso en un fermentador. En este trabajo se diseñó un dispositivo para extraer direc-

tamente la nisina durante el proceso de fermentación a través de la recolección de la 

espuma producida sin el agregado de detergentes, aprovechando las características 

espumantes del medio de cultivo. El cultivo se realizó en condiciones aireadas y con 

agregado de hemina, de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo.  

La Fig. 6.2 muestra el dispositivo y su ubicación dentro del frasco del reactor. La 

extracción procede por conexión a una fuente de vacío para colectar la espuma en 

Reactor Frasco colector Bomba de 

vacío

Fase Líquida

Espuma

 

 

 

 

2

2

1

1

1

 

 

 

2

2

1

1

1

A
B

1

2

 
 

Figura 6.2 
Detalles del sistema de recuperación de nisina por espuma para cultivos batch. A: esquema del sistema, B: detalles 

del sistema en el reactor. Referencias: 1- filtro poroso, 2- salida de espuma conectada a bomba de vacío  
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un recipiente complementario. La espuma se transforma en líquido espontáneamente 

al salir al colector. Si la velocidad de colección es más alta que la coalescencia de la 

espuma, se agregan pequeñas cantidades de etanol para aumentar esta última. La 

extracción puede realizarse por etapas o en continuo durante todo el proceso.  

La Fig. 6.3 muestra los perfiles de fermentación de L. lactis con y sin extracción 

de espuma utilizando como medio de cultivo LSH/HHS en partes iguales (1:1).  

En estos ensayos, realizados con el mismo medio de crecimiento, se muestra 

que es posible recuperar la nisina durante el crecimiento en batch. Asimismo, se 

observaron diferencias entre los dos ensayos. La producción de nisina en el cultivo con 

extracción de producto aumentó notablemente (7,3 mg/l sin extracción vs 16,7 mg/l 

para cultivo con extracción), dando indicios de control de síntesis de nisina por 

producto, coincidente con trabajos de literatura. El aumento de la producción dió 

como consecuencia una disminución en la velocidad de crecimiento y del valor final 

de biomasa, indicando que la maquinaria celular se utilizó primordialmente para la 

síntesis de nisina. La espuma enriquecida en nisina se retiró en fracciones y se observó 

un mayor enriquecimiento durante las primeras extracciones, que comienzaron a partir 

de la 10 h, momento a partir del cual se observó un aumento significativo en la 

producción. 
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Figura 6.3 

Cinética de crecimiento y producción de L. lactis A: con extracción de nisina, B: sin extracción 
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El aumento en el título de nisina al extraer el producto durante la fermentación 

está reportado para el caso de produción de nisina Z por un proceso de adsorción 

(Tolonen et al 2004, Pongtharangkul et al 2007). A pesar de que en estos trabajos se 

consiguieron diferencias de hasta 4 veces en la producción de bacteriocina, los 

procesos requieren la recirculación del caldo de cultivo a través de columnas 

accesorias, que involucran mayor costo en equipamiento y material adsorbente que la 

operación propuesta en el presente trabajo. Por otro lado, y como se mencionó en la 

Introducción, los trabajos sobre recuperación de nisina por espuma también reportan 

mejoras en la producción pero con adición de detergentes y utilizando diseños que no 

pueden implementarse en un reactor convencional, requiriendo un frasco de 

fermentación adaptado a tal fin (Liu et al 2010). Por lo tanto en este trabajo se diseñó 

un dispositivo simple y esterilizable que permite la extracción de nisina durante la 

fermentación. Utilizando esta metodología se consiguió duplicar la producción de 

bacteriocina. 

 

Fermentación continua de L. lactis 

Selección del soporte de inmovilización. El cultivo en contínuo con células 

inmovilizadas permite trabajar con altas densidades celulares, y al estar el 

microorganismo inmovilizado, se puede operar a altas velocidades de dilución 

evitando el lavado del fermentador. Los materiales desarrollados en el Capítulo 2 

(HDPE-GMA, Cel-GMA, Cel-TMA) mostraron buenas características como soportes para 

inmovilización de células. Debido a que todos se basan en mecanismos de adsorción, 

poseen la ventaja adicional de poder reutilizarse una vez desactivada la biomasa in-

movilizada. El tipo de material a utilizar y la metodología de modificación superficial 

influyen en el diseño del reactor a utilizar. Para desarrollar un reactor con células inmo-

vilizadas se seleccionó como material soporte Cel-TMA. La elección se basó en varias 

consideraciones que se describen a continuación. En primer lugar, la utilización de 
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fibras de celulosa como material base permite el diseño de diferentes geometrías de 

reactor, desde implementar adaptaciones a reactores de tanque agitado convencio-

nales (Yang et al 1998) a reactores tubulares con recirculación. Adicionalmente, las 

fibras de celulosa resultan muy convenientes debido a que es un material económico 

y que se encuentra disponible en grandes cantidades.  

Por otro lado, la cationización química de las fibras de celulosa es una metodo-

logía que puede realizarse dentro del mismo reactor, reduciendo la posibilidad de 

contaminación del soporte. En el caso de la modificación por injerto el material se de-

be modificar previamente, debido a que el material del reactor puede ser afectado 

por la radiación ionizante y a que es necesario un paso de lavado posterior para retirar 

el homopolímero formado como producto secundario. Además la cationización quí-

mica no requiere equipamiento especial y los reactivos químicos necesarios están dis-

ponibles a nivel industrial. Por último, no se observaron en este trabajo diferencias signi-

ficativas en los rendimientos entre los soportes estudiados.  

En este apartado se describe el diseño y preparación de un fermentador 

contínuo para un proceso de producción de nisina con células inmovilizadas El mismo 

consta de tres partes principales: i) un reactor tubular y ii) un reactor de mezclado 

convencional y iii) un módulo de recuperación de producto.  

Reactor tubular. El reactor tubular 

contiene la celulosa cationizada (Cel-TMA) 

como soporte de inmovilización de 

microorganismos. Este diseño permite minimizar 

posibles obstrucciones derivadas del uso de un 

medio de fermentación particulado, como es 

el caso del derivado de suero de ricota e 

hidrolizado de harina de soja. En la Fig. 6.4 se 

muestra el esquema del reactor tubular. El 

Entrada del medio de 

cultivo

Cel-TMA

 
 

Figura 6.4 
Esquema del reactor tubular 
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reactor (de 500 ml de volumen efectivo) consiste en un cartucho de polipropileno 

donde la celulosa (150 ml de volumen húmedo) se encuentra empacada alrededor 

de una malla de acero inoxidable. El medio de cultivo entra por la parte inferior del 

reactor en la zona central definida por la malla metálica, fluye a través de la celulosa y 

sale por el extremo superior. Este diseño permite además la modificación de las fibras 

de celulosa e inmovilización de L. lactis in situ, como se describe en Materiales y 

Métodos. Mediante esta estrategia se consigue que el soporte de inmovilización esté 

completamente empacado y que todo el proceso se pueda realizar en condiciones 

asépticas.  

Por otro lado, el uso de este tipo de reactores facilita el cambio de escala 

productiva, dado que simplemente se pueden utilizar varios de ellos en paralelo en 

cantidad proporcional al factor de escalado. 

Inmovilización de L. lactis en el reactor tubular. La inmovilización de las 

células en el soporte contenido en el reactor se consigue por la recirculación de un 

cultivo saturado de L. lactis a temperatura ambiente. Ensayos preliminares mostraron 

que una incubación ON produjo una disminución cercana al 90 % en la densidad 

celular en el líquido sobrenadante, indicando la inmovilización casi completa de los 

microorganismos al soporte. Con este dato, se realizó la inmovilización de L. lactis en el 

soporte contenido en el reactor tubular. Para ello se recircularon 3 litros de un cultivo 

saturado a temperatura ambiente ON. Por estimación de la biomasa libre en el 

sobrenadante se determinó que se inmovilizaron 2,5 x 1011 células por gramo seco de 

soporte. Por lo tanto, en los 30 gramos de soporte contenido en el reactor tubular se 

inmovilizó la población bateriana contenida en un cultivo saturado de 3 l de volumen. 

El uso de celulosa cationizada (Cel-TMA) redujo significativamente el tiempo de 

inmovilización comparado con trabajos previos de inmovilización en celulosa neutra, 

que requiere de tiempos de incubación del orden de días-semanas (Liu et al 2005). 
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Módulo de extracción del producto. En este capítulo se demostró la posibilidad 

de recuperar la nisina del medio de fermentación y se diseñó un dispositivo para 

reactores tipo tanque agitado para este fin. Sin embargo este dispositivo no es de 

utilidad para un proceso continuo, dado que el diseño requeriría de un tanque 

complementario para realizar la extracción. Por lo tanto se diseñó un módulo especial 

basado en el trabajo de otros autores (Noble et al 1998) para la extracción en forma 

contínua de producto. Dicho 

dispositivo consiste en tubo de 

vidrio en forma de U invertida 

donde por una de las ramas de la 

U se genera espuma que es 

recolectada por la otra rama, 

permitiendo que el líquido 

continúe su paso hacia el 

fermentador. En la Fig. 6.5 se muestra el esquema del dispositivo diseñado. 

Como es necesario inyectar aire desde la entrada inferior para generar 

espuma, con este dispositivo se logra un doble propósito: oxigenar el medio de cultivo 

y generar espuma que se colecta en un recipiente externo, dado que el medio de 

cultivo reingresa al tanque de mezclado y posteriormente al reactor tubular.  

Esquema del proceso. El reactor tubular se conecta a un tanque agitado en el 

cual se realiza el mezclado, alimentación y extracción de medio de cultivo, ajuste de 

pH y temperatura. En la Fig. 6.6 se muestra el esquema del proceso y una fotografía 

del equipo. 

Entrada de líquido

Salida de líquido Salida de espuma

(producto)

Entrada de aire  
 

Figura 6.5 

Esquema del dispositivo para la extracción de espuma en contínuo 
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El medio de cultivo fresco se incorpora en el reactor de mezclado a una 

velocidad de alimentación determinada por medio de una bomba peristáltica y pasa 

luego de ajustar su pH y temperatura al reactor tubular por medio de una segunda 

bomba peristáltica que opera a un flujo en todos los casos mayor al de alimentación. 

Una vez que sale del reactor entra en la unidad de extracción, donde se inyecta aire 

estéril para inducir la formación de espuma y vuelve nuevamente al reactor de 

mezclado. El volumen del reactor de mezclado permanece constante (2 l) por rebalse 

hacia el recipiente de salida.  

Perfil de la fermentación. La fermentación en continuo con L. lactis ATCC 

11454 inmovilizado en fibras de celulosa cationizadas se realizó durante 560 horas inin-

terrumpidas bajo las condiciones experimentales que se detallaron en Materiales y 

Métodos. En la Fig. 6.7 se puede observar el comportamiento de las diferentes varia-

bles durante el proceso. En cada gráfico se indican los cambios en el flujo de alimen-

tación.  

 

Módulo de extracción 

de producto
Reactor tubular

Recipiente de alimentación
Recipiente de salida

Módulo de 

control

Reactor de mezclado

Bomba de 

extracción de 

muestra

Bomba de 

recirculación

Módulo de 

control de 

temperatura

Bomba de 

control pH

Nisina

Reactor tubular

Tanque alimentación

Tanque salida

Módulo de 

recuperación 

continuaReactor de 

mezclado

 
 

Figura 6.6 
Esquema del reactor y proceso para operación en continuo 
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Figura 6.7 
Perfil de la fermentación continua con células inmovilizadas. Se indican las diferentes velocidades de alimentación 

ensayadas (en l/día): A1 0,5; A2 1,0; A3 2;0; A4 2,4; A5 4,0  
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La figura muestra la variación en densidad celular y concentración de lactosa 

durante el proceso. Durante las primeras 120 h se observó un aumento progresivo de la 

biomasa libre en el reactor y una disminución de la lactosa en el reactor. En este per-

íodo la lactosa se consumió totalmente. Luego de cada cambio de alimentación se 

observó un aumento de la concentración de lactosa en el reactor, luego de 30 a 50 h 

disminuye a valores muy bajos, excepto en A5 donde sólo disminuye hasta 5 g/L 

(aproximadamente un 40% de la concentración inicial), indicando que este flujo de 

alimentación es mayor a la velocidad de consumo. 

Como se detalló en Materiales y Métodos la temperatura se mantuvo constan-

te por recirculación de agua desde un baño termostático hacia el reactor de mezcla-

do. Las pequeñas variaciones en la temperatura hacia el final de la fermentación se 

debieron a problemas temporarios con el termostatizador. Con respecto al contenido 

de oxígeno se observó una ligera disminución, que se correspondió con el aumento en 

el flujo de alimentación, aunque no represente un dato significativo. En el mismo gráfi-

co se muestra la variación de pH y la cantidad de base agregada. Como puede ob-

servarse para las primeras alimentaciones la velocidad (pendiente) de agregado de 

base aumentó con la velocidad de alimentación. Sin embargo para A3 y A4 la veloci-

dad de agregado de base se mantuvo constante (iguales pendientes) coincidente 

con la disminución en la velocidad de crecimiento y consumo de lactosa.  

Durante el proceso se produjeron variaciones significativas en el pH producto 

de fallas en el sistema de control utilizado. Estas fluctuaciones pudieron influir en el ren-

dimiento final de nisina. 

Por último se presentan los datos de producción de nisina sobre muestras obte-

nidas del fermentador y de la recolección de espuma realizada en forma continua. La 

curva muestra la masa de nisina producida en cada etapa (independiente del volu-

men de cultivo). Como puede observarse en los últimos tiempos de cultivo (desde A3) 

la velocidad de producción de nisina se mantuvo constante de la misma manera que 

el agregado de base.  
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En la Fig. 6.8 se muestra un corte del material de inmovilización y la imagen de 

una SEM del mismo con L. lactis inmovilizado. Este material fue sometido a fermenta-

ción continua en el reactor tubular durante 560 horas.  

El material inmovilizado luego de 560 horas de proceso mantuvo su integridad 

física y se detectaron células inmovilizadas, como se observa en la fotografía SEM. 

Análisis durante las diferentes etapas de la fermentación corroboraron ausencia de 

contaminantes en las condiciones de trabajo, mostrando que el proceso se operó en 

condiciones asépticas. Por lo tanto se comprobó que el reactor tubular y el material 

soporte utilizado son adecuados para el tipo de proceso y características del medio 

de fermentación. En la tabla 6.1 se muestra la velocidad de producción de nisina y la 

 

 

A B

 
 

Figura 6.8 

A. Vista del material inmovilizado posterior a la fermentación. B. Microfotografía SEM del material inmovilizado 

Tabla 6.1 
Parámetros de la producción de nisina en cultivo continuo 

 

Alimentación 

Flujo 

alimentación 

(l/día) 

Velocidad 

de 

dilución 

D (día-1) 

Tiempo 

(h) 

Volumen 

de medio 

(l) 

Nisina 

producida 

(mg) 

Nisina 

recuperada 

(mg) 

Concentración 

de nisina 

(mg/l) 

Productividad 

(mg nisina/l*día) 

A1 0,5 1,0 96,0 1,3 2,0 0,4 1,6 0,4 

A2 1,0 2,0 74,5 2,9 4,5 1,0 1,5 0,5 

A3 2,0 4,0 147,7 13,1 17,7 2,2 1,3 0,2 

A4 2,4 4,8 32,0 3,7 3,2 1,3 0,9 n.d. 

A5 4,0 8,0 145,2 24,3 32,3 0,9 1,3 0,2 
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productividad para las diferentes etapas de alimentación.  

La recuperación de la nisina en la espuma es de aproximadamente el 15 % del 

total producido. Este valor resultó muy bajo y el uso de un agente tensioactivo podría 

mejorar la recuperación de espuma.  

La concentración de nisina producida por litro de medio corresponde a 1,3 

mg/l para la mejor condición de velocidad de alimentación (condición A3). Sin em-

bargo la productividad resulta mayor para menores flujos de alimentación (condición 

A2). Trabajos de otros autores indican que la producción de bacteriocinas en fermen-

taciones continuas, tanto con células libres como inmovilizadas, desciende cuando 

aumenta la velocidad de dilución D (Desjardins et al 2001). 

Comparado con los mejores resultados obtenidos en apartados anteriores, la 

producción de nisina en cultivo continuo fue significativamente menor a la obtenida 

en batch (entre 7,3 y 15,7 mg/l) y en batch con extracción de espuma (16,7 mg/l). 

En general en los datos reportados en la literatura la producción de bacterioci-

nas con células inmovilizadas es menor que la obtenida con células en suspensión en 

alimentado o continuo. En algunos trabajos se mejoró la productividad utilizando muy 

bajas velocidades de dilución (Cho et al 1996, Sonomoto et al 2000). 

Diferentes factores podrían explicar la menor producción de nisina en sistemas 

inmovilizados: i) limitación de la difusión de la bacteriocina en el medio, ii) incremento 

en la adsorción de la bacteriocina a la superficie de la célula inmovilizada, iii) inhibi-

ción de la producción del prepéptido, del transporte o de su maduración en el am-

biente local, ya sea por bajo pH, alta concentración de sustrato o de ácido láctico 

(Desjardins et al  2001) y iv) inactivación de la bacteriocina por proteasas presentes en 

el sobrenadante del medio de fermentación. 

Un análisis ELISA de la nisina Z presente en cultivos con células inmovilizadas 

muestra que durante la fermentación cerca del 50% de la bacteriocina se encuentra 

en la forma de prepéptido (Desjardins et al 2002). Por lo tanto, los pasos de madura-
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ción y/o transporte pueden ser limitantes y producir bajos rendimientos en producción. 

Además, también puede explicar que a menores valores de D la productividad sea 

mayor.   

Como se mencionó en la Introducción existen evidencias de la existencia de 

proteasas que podrían inactivar la bacteriocina una vez que es liberada al medio de 

fermentación, por lo que el agregado de inhibidores podría mejorar el rendimiento 

final. Sin embargo, es necesario realizar estudios complementarios para corroborar la 

presencia e identificar el tipo de proteasa involucrada. Fue reportado que el agrega-

do de inhibidores o el tratamiento térmico posterior a la fermentación mejoró el rendi-

miento de recuperación de nisina Z (Tolonen et al 2004). 

Como se mencionó anteriormente, el pH del cultivo también puede afectar la 

concentración de nisina presente en el medio. A valores de pH superiores a 5.5 la nisi-

na puede adsorberse a la superficie de la célula productora, y como durante la fer-

mentación en continuo se observaron variaciones significativas en este parámetro por 

problemas operativos, podría ser una de las razones por la cual el rendimiento en nisina 

es bajo. Adicionalmente, el agregado de detergentes podría reducir también la frac-

ción de nisina adsorbida y aumentar el rendimiento final (Vignolo et al 1995, Amiali et 

al 1998). 

Trabajos sobre producción de nisina Z (Sonomoto et al 2000, Bertrand  et al 

2001, Kamoshita et al 1998) y brevicina (Wan  et al 1995) proponen la fermentación 

con células inmovilizadas operadas en batch secuenciales. En esta estrategia, el so-

porte inmovilizado se incuba con medio fresco en condiciones de fermentación y una 

vez llegado al punto final del cultivo, se cambia el medio de cultivo por uno fresco. En 

estos trabajos se reportan mejoras significativas en la producción y podría ser una op-

ción para mejorar el proceso estudiado.  
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Conclusiones Parciales 

 

En este capítulo se estudió la producción y recuperación de nisina en sistemas 

batch y contínuo integrados. Para ello se realizó en primer lugar un cultivo en tanque 

agitado adaptado con una unidad de extracción de espuma. 

La extracción en espuma no afectó la actividad de la nisina y esta operación 

realizada in situ durante la fermentación permitió simplificar el proceso de obtención 

de la bacteriocina. 

La producción de nisina aumentó significativamente en los cultivos con extrac-

ción de espuma. El rendimiento en producto fue más del doble comparado con una 

fermentación equivalente sin extracción (16,7 mg/l vs 7,3 mg/l). Este resultado fue con-

sistente con reportes sobre inhibición de síntesis por producto.  

Adicionalmente se diseñó un proceso de obtención de nisina por fermentación 

en continuo utilizando células inmovilizadas en celulosa cationizada (Cel-TMA) y recu-

peración on line del producto por generación y recolección de espuma. Para ello se 

utilizó un medio de cultivo basado en LSH y HHS, diseñado en el Capítulo 5. 

Cel-TMA se empacó en un reactor tubular especialmente diseñado que permi-

te realizar la modificación química del soporte y la inmovilización in situ. Esta caracterís-

tica permitió minimizar las posibles contaminaciones y lograr un perfecto empacado 

del material soporte. 

Asimismo, se diseñó una unidad para la generación y colección de espuma. La 

espuma se generó por inyección de aire al medio de cultivo que sale del reactor de 

células inmovilizadas y fue posible obtener por este método una solución enriquecida 

en nisina. 
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El cultivo contínuo se ensayó a diferentes velocidades de alimentación, en-

contrándose un valor límite a partir del cual se redujo la producción de bacteriocina. 

Se determinó que se deben utilizar valores bajos de alimentación (1 l/día), correspon-

diente a una velocidad de dilución (D) de 2 día-1, para obtener mayores títulos de 

producto y valores de productividad adecuados. 

El soporte inmovilizado presentó gran estabilidad física y biológica para largos 

tiempos de proceso. Una microfotografía SEM mostró la presencia de células de L. lac-

tis adheridas a la superficie de la fibra de celulosa luego de 560 h de fermentación.  

La recuperación on line de nisina dió bajos rendimientos, por lo que presumi-

blemente sea necesario realizar este paso en forma discontinua para lograr mayor 

enriquecimiento en la espuma generada.  

La producción de nisina en sistemas continuos resultó muy inferior a sistemas 

batch con y sin recuperación de producto. Este comportamiento también fue repor-

tado por otros autores en sistemas similares para BAL.  
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Conclusiones generales 

 

          

Para que un proceso de bioconversión industrial basado en el uso de microor-

ganismos sea efectivo es necesario utilizar alta densidad celular. El uso de biocataliza-

dores heterogéneos estables por tiempos prolongados y con altas actividades catalíti-

cas puede satisfacer este requerimiento.  

Uno de los aspectos a analizar para garantizar el éxito del biocatalizador es el  

soporte. Idealmente, este último debe poseer gran área superficial, poseer caracterís-

ticas físicas o químicas que promuevan la adhesión celular, ser fácil de manipular y 

regenerar y poseer buena estabilidad mecánica, química, térmica y biológica. 

Además debe ser económico, accesible y fácil de escalar, inerte e inocuo.  

A estos fines, en este trabajo se elaboraron soportes en base a polietileno y fi-

bras de celulosa con características adecuadas para la inmovilización de microorga-

nismos. En primer lugar se desarrolló un soporte basado en HDPE macroporoso modifi-

cado superficialmente por la técnica de injerto radioinducido. En este material se ca-

racterizó y estudió la presencia de microorganismos inmovilizados por análisis IR y mi-

croscopía SEM. Asimismo el soporte se utilizó para inmovilizar E. coli y el biocatalizador 

obtenido se caracterizó por medio de una reacción biológica testigo de hidrólisis de 

nucleósidos. Con este material se obtuvo una inmovilización de E. coli equivalente a 

2,25x1010 células/g soporte. Adicionalmente, la carga de biomasa pudo optimizarse 

utilizando distintas estrategias como ser múltiples re-inmovilizaciones (valor óptimo: 4 re-

inmovilizaciones) y/o favoreciendo el crecimiento de la biomasa inmovilizada. Esta 

última opción posibilitó la regeneración in situ de la biomasa sin necesidad de un nue-

vo paso de inmovilización una vez que el catalizador pierde parcialmente su activi-

dad. 

También fue posible regenerar el soporte a través de un proceso de lavado. Los 

tratamientos en condiciones suaves con detergentes y/o productos de limpieza en-
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zimáticos mostraron los mejores resultados. La optimización del proceso con este último 

permitió obtener una recuperación total del soporte hasta 9 veces, lo cual mejora sus-

tancialmente su vida útil. 

Se determinó el tiempo de inmovilización óptimo, permitiendo acortar los tiem-

pos del proceso (de 16 a 4 horas) y se reutilizó hasta 7 veces para mostrar la estabili-

dad del inmovilizado.  

También se estudiaron inmovilizaciones en un soporte fibroso. Las fibras de celu-

losa presentan características que pueden ser ventajosas para su uso en fermentacio-

nes. Ofrecen la posibilidad de diseñar dispositivos con geometrías diferentes, buscando 

sortear problemas de resistencia a altos flujos de trabajo y obstrucciones por sólidos 

presentes en medios de reacción crudos como los de uso industrial.  

Dado que las fibras de celulosa no absorben naturalmente microorganismos 

con eficiencia se estudiaron dos tipos de modificaciones para mejorar sus característi-

cas superficiales: injerto radioinducido (Cel-EDA) y cationización química (Cel-TMA). 

Ambas rindieron soportes con características adecuadas para la adhesión microbiana, 

con valores de inmovilización de 2,5x1010 y 2,1 x1010 células/g soporte respectivamente 

utilizando como microorganismo testigo E. coli. 

Se comprobó que los soportes obtenidos (HDPE-EDA, Cel-EDA y Cel-TMA) son 

adecuados tanto para la inmovilización de E. coli como de un microorganismo Gram 

positivo como L. lactis.  

Estos resultados permitieron establecer una estrategia general para optimizar el 

uso de biocatalizadores. La posibilidad de aumentar la carga bacteriana en el mate-

rial mejora los rendimientos del proceso. Los reusos, y en particular la reutilización del 

soporte,  disminuyen los costos de producción relacionados con la obtención y prepa-

ración del biocatalizador. Es importante destacar que no es posible reutilizar otros so-

portes utilizados en bioconversiones, como son los hidrogeles de alginato, agar y aga-

rosa.  
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La estabilidad en condiciones de operación de las fibras de celulosa cationiza-

das (Cel-TMA) se estudiaron posteriormente en un cultivo en continuo con células in-

movilizadas para la producción de un compuesto de interés industrial como la nisina.  

Como base del medio de crecimiento y producción se utilizó suero de leche 

obtenido luego de la fabricación de ricota. Este desecho industrial posee un alto po-

der contaminante y se genera en grandes volúmenes, por lo que es una materia prima 

disponible en cantidad y precio para utilizarla en un proceso productivo. El suero de 

ricota está constituido principalmente por lactosa, sales y bajas cantidades de proteí-

nas. Debido a los altos requerimientos nutricionales de L. lactis, fue necesario incorpo-

rar aditivos al medio, en especial aminoácidos y vitaminas. Para ello, se diseñó un pro-

tocolo de tratamiento de suero de ricota por hidrólisis enzimática y uno para la obten-

ción de un digerido de proteínas de soja a partir de una harina comercial. Estos trata-

mientos se optimizaron reduciendo significativamente el tiempo, volúmenes de agua y 

reactivos químicos necesarios.  

Para caracterizar L. lactis desde el punto de vista microbiológico (medio de cul-

tivo, cinética y condiciones de crecimiento) se diseñaron y/o adaptaron las metodo-

logías analíticas para el seguimiento de las fermentaciones de L. lactis y la producción 

de nisina.  

Antes de evaluar el comportamiento de L. lactis en procesos fermentativos, se 

ensayó su supervivencia en tiempos de fermentación prolongados por el uso de hierro 

hemínico como aditivo al medio de cultivo. Se corroboró un aumento en la sobrevida 

del microorganismo en condiciones de cultivo, una mayor generación de biomasa y 

se estudió la producción de nisina en cultivos en frascos agitados.  

Se realizaron fermentaciones en batch de 3 l para analizar la generación de 

biomasa y producción de nisina con diferentes formulaciones de medio de cultivo ba-

sado en suero de leche y proteínas de soja hidrolizados en condiciones aireadas utili-

zando hemina como aditivo. Un medio de cultivo industrial en base a partes iguales de 

estos componentes resultó en un máximo aprovechamiento de la lactosa presente en 
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el suero de leche, reduciéndola a valores menores a 0.25% y altos niveles de biomasa 

(9 unidades de DO600nm). Estos datos superan a los presentados por otros autores para 

cultivos en sueros lácteos de mayor calidad nutricional que el utilizado en este trabajo.  

Además se ensayó la producción de nisina en cultivos aireados mediante el 

agregado de hemina, no reportado en la literatura. Se determinó que la formulación 

con dos partes de LSH y una de HHS promovió mayor rendimiento de nisina que la for-

mulación 1:1 (10,6 vs 7,3 mg/l), a pesar de un menor nivel de biomasa final (6,8 unida-

des de DO600nm). Se concluye que para el diseño de un proceso continuo con células 

inmovilizadas, la formulación de partes iguales de suero de ricota y soja sería apropia-

da para la obtención de la biomasa a inmovilizar, mientras que la formulación enri-

quecida en suero para la producción continua de nisina. Sorprendentemente estos 

resultados indicarían que la producción de nisina no está completamente ligada al 

crecimiento. 

Los métodos de producción de nisina reportadas por otros autores son en base 

a leche y/o medios de cultivo muy enriquecidos y de alto costo para ser utilizados a 

escala industrial. La patente original de producción de nisina a partir de leche reporta 

una producción de 20 mg/l de cultivo y estudios de fermentaciones mixtas en medios 

complejos llegan a 100 mg/l de nisina. Utilizando medios de cultivo más pobres en nu-

trientes los niveles de producción descienden significativamente. La producción de 

nisina en este trabajo fue del orden de los 11 mg/l utilizando medios de cultivo basados 

en un desecho industrial de muy bajo costo. 

Utilizando la capacidad de este microorganismo para crecer y generar produc-

to en aerobiosis con agregado de hemo, se diseñó adicionalmente una estrategia de 

recuperación simultánea de producto en base a la espuma. La inyección de aire en el 

reactor produjo espuma enriquecida en nisina, la cual fue colectada por aspiración. El 

diseño del dispositivo de extracción permitió la recuperación del producto durante la 

fermentación desde el mismo recipiente de cultivo, a diferencia de trabajos de otros 

autores que extraen bacteriocinas en una etapa posterior en tanques accesorios. De 
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esta manera se reduce el tiempo del proceso y los costos en equipamiento. La fermen-

tación en estas condiciones produjo como resultado un aumento significativo en la 

producción de nisina comparado con el mismo proceso sin recuperación de producto 

(16,7 vs 7,3 mg/l). Estos resultados, además de conseguir una mejora sustancial en el 

perfil del proceso, corroboraron el mecanismo de inhibición de síntesis por producto 

propuesto por otros autores. 

Por último se diseñó un proceso para fermentación en continuo con células in-

movilizadas y recuperación in situ del producto. La fermentación continua se llevó a 

cabo durante 560 h y se ensayaron diferentes velocidades de dilución. Se determina-

ron condiciones donde la lactosa se consume en su totalidad y se produce nisina (1,5 

mg/l para D= 2 día-1). Si bien se logró tener un proceso continuo estable los valores de 

producción obtenidos fueron sensiblemente menores a los obtenidos en cultivos batch, 

coincidente con lo observado por otros autores para cultivos en condiciones anaeró-

bicas.  

Los resultados demostraron que el biocatalizador con células inmovilizadas resis-

tió las condiciones de operación. Las fotografías SEM del material inmovilizado luego 

del ensayo de fermentación continua mostraron que las células permanecieron aso-

ciadas al soporte. No se observaron durante la operación problemas de obstrucciones 

por los sólidos en suspensión presentes en el medio de fermentación, por lo que el di-

seño del reactor tubular empacado fue apropiado para este tipo de procesos.  

El desarrollo de un proceso basado en suero para la producción de un com-

puesto de alto valor agregado mediante células inmovilizadas constituye un ejemplo 

de un proceso sustentable, donde se logra disminuir el poder contaminante de un de-

secho y la obtención de un producto de manera continua.  

La gran estabilidad del inmovilizado de L. lactis desarrollado lo convierte en una 

opción para la obtención de numerosos productos no ligados al crecimiento, como la 

producción de vitaminas u otras moléculas orgánicas de valor comercial, que sean 

excretadas al medio de fermentación. 
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