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Inmovilizacion de lactobacillus helveticus
en soportes vitreos obtenidos por tecnologia sol-gel
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La inmovilizacién de biocatalizadores tales como células y enzimas, es una herramienta utilizada en el mejoramiento de pro-
cesos biotecnolégicos que permite trabajar con concentraciones més altas del biocatalizador retenido dentro del bio-reactor, y
evitar su pérdida en la corriente efluente. Asi; entre otras ventajas, se facilita operar en forma continua reduciendo el niimero
de operaciones de separacién y por lo tanto, el costo de purificacién del producto. Para tal fin, inicialmente se estudia la
factibilidad técnica de inmovilizar células de lactobacillus helveticus por atrapamiento en soportes vitreos elaborados mediante
tecnologia sol-gel, utilizando como precursor tetraetil-orto-silicato (TEOS). Posteriormente, se determina la viabilidad de las
células inmovilizadas a través de su capacidad de convertir en dcido ldctico la lactosa proveniente del suero de leche.

Estos resultados se compararon con los obtenidos utilizando células libres bajo las mismas condiciones de operacién, y se
observé que las células inmovilizadas ademas de conservar su actividad metabélica, en algunos casos mejoraron la conver-
sién a acido lactico. Se obtuvieron particulas estables con distribucién de tamafio de 1 a 3 mm, buena resistencia mecénica y
un tamafo de poro que no result6 altamente restrictivo a la transferencia de moléculas entre sustrato y producto. Finalmente,
se determind que las células inmovilizadas mostraban buen comportamiento durante al menos cinco fermentaciones suce-
sivas de 40 horas cada una.
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Inmobilisation of lactobacillus helveticus using vitreous monoliths from sol — gel technology

The immobilization of bio catalyst agents like cells and enzymes, is a tool used to improve and simplify biotechnical continued
industrial processes, given that it allows to work with higher concentrations of the bio catalyst agent, retain it inside the bio-
reactor to avoid their loss in the outside current, decreases the number of separation operations, and therefore, the cost
of purification of the product. For such an end, we studied the technical feasibility of immobilizing cells of lactobacillus
helveticus encapsulating it in supports elaborated by means of Sol-Gel process using as precursor tetraetil-orto-silicate (TEOS)
and later, with immobilized cells, we studied the viability of the cells through its capacity of conversion of the lactose coming
from the serum of milk in lactic acid.

These results were compared with those obtained using free cells under the same operation conditions, and it was observed
that the immobilized cells didn’t only conserve their metabolic activity, but rather, in some cases, the conversion of lactose
to lactic acid was improved. Obtained particles had size distribution among 1 - 3 mm, good mechanical resistance, stability
in the support, and a pore size that it was not highly restrictive to the transfer of molecules between support and product.
Finally, the immobilized cells showed good behaviour during at least five successive fermentations of 40 hours each one.
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1. INTRODUCCION

La inmovilizacién de células y enzimas presenta como
ventajas poder operar en forma continua y trabajar con con-
centraciones mas altas del biocatalizador, para su aplicacién
industrial requiere desarrollar técnicas de retencién en el bio-
reactor facilmente escalables. En el presente trabajo se estudia
la factibilidad de atrapar el biocatalizador en un gel que sin
alterar su funcion catalitica, lo proteja de contaminacién y
de efectos inhibitorios de elementos presentes en el seno del
medio.

En general, los portadores pueden ser membranas, par-
ticulas o capas del gel, a partir de materiales que incluyen
alginato, carraginato, triacetato de celulosa, poliacrilamida,
colageno, gelatina, agar, resinas, poliéster y poliuretano. Con
ellos se puede atrapar por encapsulacién, microencapsulacion
o por colonias cubiertas [1-3]. Dado que en el atrapamiento se
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puede limitar la transferencia de masa, comtnmente se prefie-
ren muchas esferas pequefias que permitan al sustrato llegar
hasta la célula en todas las direcciones, incrementando el area
de contacto entre la biomasa y el sustrato. Teniendo en cuenta
que muchos agentes utilizados en la elaboracién del soporte
pueden resultar téxicos para la célula, se ha preferido el uso de
polimeros naturales que como desventaja presentan una baja
estabilidad quimica y mecanica.

En la tecnologia sol-gel, una suspensién o sol es llevada
a un estado de gel mediante la sintesis quimica de ¢éxidos,
permitiendo la obtencién de gran variedad de materiales en
forma de fibras, peliculas delgadas, polvos o monolitos. Una
caracteristica fundamental de esta tecnologia que la hace apta
para ser usada en inmovilizacién celular, es el hecho de po-
derse realizar a temperaturas aceptables para el metabolismo
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celular. En diferentes estudios sobre la inmovilizacién de espe-
cies biolégicas por atropamiento dentro de una matriz vitrea
por sol-gel [4-8], se ha demostrado que las biomoléculas atra-
padas en matrices de este tipo mantienen la mayoria de sus
caracteristicas, adquiriendo mayor resistencia a la temperatura
y mas estabilidad. En particular, se ha demostrado que el saca-
romices cerevisiae inmovilizado en peliculas sol-gel conserva su
actividad. Es de anotar que la integracion de células durante el
procesamiento se debe ajustar, segtin las restricciones concer-
nientes, a la manipulacién de sistemas vivos.

Dada la importancia de la inmovilizacién celular aplicable
en el campo industrial, en el presente trabajo se investigé la
factibilidad de obtener, mediante tecnologia sol-gel, un material
particulado con estructura apropiada para la inmovilizacion de
células de lactobacillus helveticus desarrollada en condiciones ap-
tas para que la célula conserve su actividad metabdlica.

2. PROCEDIMIENTO.
2.1 Elaboracién del soporte.

Para su elaboracion se emple¢ el procedimiento de hidroli-
sis en dos etapas, utilizando como precursor tetraetil-orto-sili-
cato (TEOS) y como reactivos agua destilada, etanol absoluto,
acido clorhidrico e hidréxido de amonio ambos en concentra-
cién 0.1 M, que ademas de servir como catalizadores, permiten
ajustar el pH inicial de la solucién. Para la matriz o soporte de
inmovilizacién, se buscé un monolito que posteriormente se
fragmentara hasta formar particulas de tamanos distribuidos
principalmente entre 1y 3 mm, esto es, dimensiones superio-
res al tamafo de la colonia de L. Helveticus entre 1 y 2 mm y
con una porosidad inferior a la dimensién micrométrica de la
célula. Con el fin de obtener las caracteristicas deseadas y ex-
plorando intervalos que respeten las restricciones del sistema
vivo, se realizaron tres series de experimentos en los cuales se
vari6 la relacién molar de dos de los componentes de la mez-
cla, manteniendo las otras relaciones constantes.

En una primera serie, considerando que para la conserva-
cién de la célula el valor del pH finalmente debia estar entre
6y 7, se estudi6 la influencia del pH en el tamafio de parti-
cula. Para tal fin se varié progresivamente la relacién molar
amoniaco/TEQOS, desde 0 hasta 0.003, manteniendo constante
la relacién molar de los otros componentes en los valores:
TEOS/agua, TEOS/etanol y TEOS/HCl de 1/8,1/3,1/3.6x10-
*, respectivamente (Tabla 1).

Como condiciones adecuadas para la elaboracién del so-
porte, se escogieron aquellas que produjeron un monolito que
tras la inmersién en el medio agitado en una Macrocentrifuga
Indulab 08-T, produjera el mayor porcentaje de particulas en-
tre mallas 8 y 10 (2.38 mm y 1.68 mm, respectivamente). Estas
condiciones correspondieron a valores de pH entre 6 y 7 que
afortunadamente son propicios para el metabolismo del lacto-
bacillus helveticus.

En la segunda serie se varié la relacién molar agua/TEOS
progresivamente desde 6 hasta 16, controlando la relacién mo-
lar amoniaco/TEOS para mantener el pH entre 6 y 7. Es asi
como las demaés relaciones para componentes de la mezcla se
mantuvieron en los valores de relaciéon molar TEOS/etanol y
TEOS /HCl de 1/3,1/ 3.6 x 10*, respectivamente (Tabla 1).

Explorando el minimo contenido posible de etanol por
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su accion nociva sobre la célula, en la tercera serie de experi-
mentos se vari6 la relacion molar etanol/TEOS desde 0 hasta
2, manteniendo el pH en el intervalo deseado y conservando
constantes las relaciones de los otros componentes en los va-
lores de relacién molar TEOS/agua y TEOS/HCI de 1/10,
1/3.6 x 10*, respectivamente (Tabla 1). Estos resultados se
compararon respecto a otras pruebas realizadas con altas con-
centraciones de etanol.

TABLA 1. PRUEBAS CON VARIACION DE LAS RELACIONES AMONfACO/TEOS,
AGUA/TEOS Y ETANOL/TEOS

Relacién Relacién Relacién

Muestra Amoniaco/TEOS Muestra agua/TEOS Muestra etanol/TEOS
1 0.003 7 6 13 2.0
2 0.002 8 8 14 1.5
3 0.001 9 10 15 1.0
4 0.0006 10 12 16 0.5
5 0.0003 11 14 17 0.0
6 0 12 16

2.2 Inmovilizacion celular

Una vez verificadas la resistencia mecénica bajo condicio-
nes de agitacion propias del reactor y la estabilidad en condi-
ciones de fermentacion de los monolitos obtenidos, se procedié
a inmovilizar en ellos células de lactobacillus helveticus a partir
de una cepa liofilizada suministrado por CHR. HANSEN. Para
ello se realizaron varios experimentos encaminados a deter-
minar el mejor momento de adicién de las células durante la
formacién del monolito, buscando no sélo la inmovilizacion,
sino la conservacion de su viabilidad.

Teniendo en cuenta que el etanol a altas concentraciones
puede resultar inhibitorio, se hizo necesario verificar si en el
intervalo definido las células permanecian vivas. Se estudia-
ron varias relaciones molares etanol/TEOS para diferentes
concentraciones de biomasa en la solucién, controlando que
los monolitos conservaran las caracteristicas adecuadas pre-
viamente establecidas.

La cantidad de amoniaco empleada fue la necesaria para
mantener el pH entre 6 y 7. Para relaciones molares etanol/
TEOS de 0,5 ; 1,0 y 1,5 respectivamente, se observé el efecto
de las variaciones del porcentaje volumétrico de la suspensién
de células en el sol inmovilizante, ensayando valores de la
relacién molar biomasa/TEOS entre 2 y 16. Las relaciones pro-
badas se hicieron con relacién molar constante de los demas
componentes de la mezcla: TEOS/agua y TEOS /HCl de 1/10
y 1/3.6 x 10*, respectivamente.

Finalmente, para la integracion de la célula, el primer paso
es la formacién de un sol parcialmente hidrolizado; el segun-
do, involucra la adicién de la especie biolégica en una solucién
reguladora a la solucién para obtener el gel, ajustandose el pH
préximo a la neutralidad para evitar la desnaturalizacion de la
especie bioldgica o la destruccién de la célula entera. Esta ma-
triz dopada se agita vigorosamente alcanzando la gelificaciéon
en 1-2 minutos y se seca durante dos semanas para obtener un
monolito con el biocatalizador atrapado, luego se lava varias
veces con la solucién reguladora y agua destilada, para su uso
final (Figura 1).
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Figura 1. Preparacién del gel e inmovilizacién celular

2.3 Estudio de viabilidad de las células inmovilizadas.

Una vez establecidas las condiciones para inmovilizar
células de lactobacillus helveticus en un material particulado, se
procedi6 a determinar si, una vez inmovilizadas, las células
conservan su actividad metabdlica y, en particular, su capaci-
dad de convertir la lactosa en acido lactico. Para tal fin, bajo
las mismas condiciones de temperatura, pH, concentracién
de inéculo, concentracién de sustrato y agitacion del medio,
se realizaron fermentaciones simultdneas de lactosuero con
células inmovilizadas y células libres en suspensién. Las
fermentaciones se efectuaron en lactosuero suplementado con
extracto de levadura a 43°C, agitado en un agitador rotatorio
durante 40 h. Previendo un contenido de células no inmovili-
zadas, antes de la fermentacion se hizo un lavado del soporte
para removerlas. La valoracién del producto se hizo en el es-
pectrofotémetro de adsorcién Spectronic 20 Genesis.

3. RESULTADOS.
3.1 Elaboracién del soporte.

Se observé que a pH préximo a la neutralidad la hidrdlisis
y la condensacién ocurrian lentamente, dando como resultado
una estructura mas resistente a la fractura. Luego, al sumergir
los monolitos obtenidos en lactosuero sometido a la agitacién
mecanica, se escogieron aquellas pruebas que luego de la in-
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mersion dieron un alto porcentaje de particulas en las mallas 8
y 10 que corresponden a 2,38 mm y 1,68 mm respectivamente,
capaces de inmovilizar las colonias de lactobacillus helveticus
con tamanos entre 1y 2 mm. Asi mismo, se observé que el ma-
terial particulado tomaba un color amarillento, similar al del
lactosuero, indicando la penetracién del medio en los poros de
las particulas.

En la segunda serie se observé claramente que el uso de
cantidades de agua elevadas resulta en un detrimento de la
calidad del monolito para efectos de inmovilizacién celular.
Esto se explica por la diluciéon de las cadenas monoméricas,
dificultando su interaccién y posterior crecimiento hacia una
macroestructura tipo gel [9]. Después del secado, las estructu-
ras monodispersas se compactaron y dieron paso a la forma-
cién de polvos.

Con valores de relacién molar agua/TEOS de 8 y 10, res-
pectivamente, siempre se obtuvieron monolitos con propie-
dades adecuadas, por lo que se escogi6 el valor de 10 para un
menor porcentaje de etanol dentro de la solucién, en razén de
su efecto inhibitorio a concentraciones altas.

A bajas relaciones molares etanol/TEOS o en ausencia de
etanol, durante el proceso de secado siempre se produjo la
fragmentacién del monolito en particulas de tamafio mds o
menos uniformes, resistentes cuando eran sumergidas en el
lactosuero. Para las pruebas realizadas con altas concentra-
ciones de etanol, las particulas se desintegraban durante la
inmersién. De acuerdo con Brinker[9] y Sglavo y col.[8], esto
puede deberse a que el disolvente que activa las cadenas po-
liméricas no fue el suficiente para propiciar la polimerizaciéon
que conduciria a un monolito compacto.

Se parti6 siempre de soluciones homogéneas y transparen-
tes que conservaron su transparencia durante la gelificacién.
De los resultados obtenidos se estableci6 que la relacién molar
agua/TEOS igual a 10, pH entre 6 y 7, asi como relaciones
molares etanol/TEOS inferiores a 2, son condiciones ajustadas
para obtener particulas de tamafio aproximadamente homogé-
neo en el intervalo de 1 a 3 mm, con caracteristicas adecuadas
para la inmovilizacién celular. Igualmente se determiné que el
secado durante 14 dias a 40°C daba como resultado un xerogel
estable. El material obtenido mostré un comportamiento posi-
tivo ante las evaluaciones de su resistencia mecanica en condi-
ciones de agitacion, propias de un proceso de fermentacion, y
de su estabilidad en dicho medio (lactosuero).

3.2 Inmovilizacién celular

Se hall6 que la adicién a la solucién inicial de la especie
biolégica en una solucién reguladora para obtener el gel,
conducia a los mejores resultados. El pH de la solucién inmo-
vilizante; después de agregado el indculo, fue similar al de la
solucion sin células, indicando que la suspensién no tenia una
influencia marcada en la acidez del medio.

La formacion de la estructura polimérica del soporte se vio
afectada de manera positiva por la presencia de la célula que,
segtin lo observado, sirvié como puente entre el precursor y
el agua haciendo que el tiempo de gelificaciéon fuese menor.
Ademas, la presencia de la suspension con la célula le confirié
resistencia a la estructura e hizo que los tamafos de particula
obtenidos fuesen mayores. Las tres concentraciones bajas de
alcohol dieron buenos resultados, observandose que a menor
relacién se requieren tiempos de agitacion mas prolongados y
una adicién lenta del agua. Un buen resultado se obtuvo para
relaciones molares etanol/TEOS = 1, biomasa/TEOS = 3 con
un tiempo de agitaciéon de 3 horas.

81



3.3 Estudio de viabilidad de las células inmovilizadas.

La valoracién del producto se hizo con un espectrofoto-
metro de adsorcién Spectronic 20 Genesis. El estudio de fer-
mentaciones con células libres e inmovilizadas se realiz6 para
valores de la relacién molar etanol /TEOS iguales a 1y 1,5. Los
resultados comparativos se observan en los gréficos de barras
de las figuras 2 y 3 respectivamente.

Con un comportamiento similar y sin una variacién sig-
nificativa en la produccién de acido lactico, para las dos re-
laciones molares etanol/TEOS se observa que hasta un valor
de concentraciéon de biomasa dada por la relacion volumen
in6culo / volumen suero de 0,014, se tuvo una produccién de
acido lactico mayor con las células inmovilizadas. A partir de
ésta concentracion, el comportamiento se invierte haciéndose
mayor la produccién con las células libres. Este cambio puede
ser ocasionado por la presencia de compuestos organicos, tales
como la biomasa y los nutrientes en el medio, que afectaron
el proceso de polimerizacién incidiendo en la porosidad vy,
por ende, en el proceso difusivo. Ademas, se confirma que las
concentraciones altas de biomasa perjudican la estructura del
soporte. En resumen, con una relacién volumen inéculo/vo-
lumen suero en el entorno de 0,014, la cantidad de compuesto
organico es suficiente para servir como puente durante la
polimerizacién aumentando la estabilidad mecénica y, a su
vez, la concentracién de sélidos no es suficiente para afectar
negativamente la estructura del soporte. Para una relacién
molar etanol/TEOS = 2, también ensayada, no hubo fermen-
tacién, pues a esta concentracion el etanol resulté nocivo para
la célula.

La importancia del uso de la inmovilizacién celular para
fermentaciones en continuo hizo necesario evaluar el tiempo
durante el cual las células permanecen activas dentro del
soporte. Bajo las mismas condiciones se efectuaron fermenta-
ciones sucesivas reemplazando el medio por lactosuero fresco
cada 40 h y repitiendo el proceso hasta completar cinco fermen-
taciones. La Figura 4 muestra la concentracion en gramos/litro
de acido lactico de cinco fermentaciones sucesivas con célula
inmovilizada, en funcién de la concentracién inicial de bioma-
sa (dada por la relaciéon volumen inéculo/volumen suero),
confrontando ésta producciéon con la de las células libres,
siempre bajo las mismas condiciones de operacion.
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Se debe anotar que después de la primera fermentacién, el
soporte con la célula inmovilizada se lavo y se guardé durante
quince dias. En las cuatro fermentaciones sucesivas restantes y
hasta una concentracién inicial de biomasa que corresponde a
una relacién de 0,014, se observa un perfil de aumento, siem-
pre por encima de la concentracién de acido lactico obtenida
con la célula libre. Este aumento de la actividad celular a lo
largo de fermentaciones sucesivas, se puede deber a un acon-
dicionamiento de la bacteria al medio de fermentacién y a que
el soporte cumplié su funcién como protector, al atenuar la
inhibicién de los microorganismos por el descenso del pH.

Para una concentracién de biomasa obtenida con una
relacion de 0,018, la situacién se invierte y se hace mayor la
concentracion obtenida con células libres, confirméandose la
tendencia ya observada en las figuras 2 y 3. Para concentracio-
nes iniciales de biomasa mayores, los resultados no presentan
ninguna tendencia ni resultados similares para repeticiones del
proceso. No obstante, la actividad celular se conservé: las célu-
las permanecen activas al menos durante cinco fermentaciones
discontinuas de 40 h de duracién cada una. Este resultado es
mejor que el de Champagne y col. [3] donde los lactobacillus
helveticusinmovilizados en alginato de calcio mantuvieron su
actividad durante 7 fermentaciones de 3 horas cada una.

Asi por ejemplo, para una concentracion inicial de biomasa
igual a 1,4 dada por la relacién volumen inéculo/volumen
suero, la concentracién final de acido lactico con las células
inmovilizadas fue de 34 g/I frente a 2,9 g/l obtenido con
células libres. Las mejores condiciones de elaboracién del so-
porte y de inmovilizaciéon de las células fueron: relacién molar
agua/TEOS de 10, pH entre 6 y 7, relacién molar etanol/ TEOS
inferior a 2, para trabajar con concentraciones de etanol por
debajo del 20%, temperatura de secado 40°C y tiempo de se-
cado 14 dias.

3. CONCLUSIONES.

Es posible inmovilizar células de lactobacillus helveticus
en soportes elaborados mediante el procedimiento sol-gel,
conservando su viabilidad celular e, inclusive, mejorando la
produccién de acido lactico respecto a la obtenida con las cé-

lulas libres. La produccién durante fermentaciones sucesivas
confirma que el soporte evita la inhibicién celular, mejorando
la produccioén.

La interaccion célula —soporte fue de mutuo beneficio, pues
a la vez que la célula inmovilizada resiste mejor las condicio-
nes adversas de los procesos industriales y evita su inhibiciéon
por el producto, la presencia del lactobacillus helveticus durante
la formacién del monolito contribuye a la homogeneidad del
sistema. La formacién de la estructura polimérica del soporte
se vio influenciada de manera positiva por la presencia de la
célula, que segin lo observado, sirvié como puente entre el
precursor y el agua haciendo que el tiempo de gelacion fuese
menor. Ademds, la presencia de la célula le confiri6 mayor
resistencia a la estructura bajo las mismas condiciones de agi-
tacion mecanica.

Cabe anotar que el monolito obtenido en esta experimenta-
cién no alcanzo a convertirse en vidrio, porque no hay proceso
de sinterizacion. Este material es un xerogel estable.

Los resultados obtenidos en ésta primera etapa de viabili-
dad, permiten pasar a una segunda fase de escalamiento, cali-
brando métodos y técnicas de caracterizacion mas rigurosas.
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