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Resumen: El trabajo consisti6 en inmovilizar esporas de
Aspergillus awamori en alcohol polivinilico (PVA) a diferentes
concentraciones 10, 12, y 15 % (p/v). La viabilidad de las
esporas inmovilizadas fue comparada con las esporas libres,
por el método convencional de conteo en placas. La técnica
de inmovilizacién fue por atrapamiento y consistié en una
suspensién de esporas en el polimero y luego fue congelada
a -18 °C por 24 horas. La viabilidad fue similar en esporas
inmovilizadas y libres; esto indica que probablemente no hay
efectos de toxicidad por el polimero y que la exposicién a bajas
temperaturas no dana la estructura de las esporas. La fuga de
esporas fue diferente en cada caso de inmovilizacién a las 24
horas. La menor fuga fue con esporas al 15% y la mayor al 12%.
A las 96 horas la menor fue con esporas inmovilizadas al 10%,
seguida por 15 % y la mayor con esporas inmovilizadas al 12%
manteniéndose as{ hasta las 120 horas.

Palabras clave: Inmovilizacién por atrapamiento, alcohol
polivinilico.

Abstract:
awamori spores in polyvinil alcohol (PVA) at different
concentrations 10, 12 y 15% (w/v). The viability of the
immobilized spores was compared to the free spores, by

The work consisted of immobilizing Aspergillus

the conventional plate counting method. The imobilization
technique was by entrapment, it consisted of a suspension of
spores in the polymer and then it was frozen at -18 °C for 24
hours. Viability was similar in immobilized and frees pores, this
indicates that there are probably no toxic effects of the polymer
and that exposure to low temperatures does not damage the
structure of the spores. Spores leakage was different in each case
of immobilization at 24 hours, the least leakage was with spores
at 15% and the highest at 12%. At 96 hours, the lowest was with
spores immobilized at 10%, followed by 15% and the highest
spores immobilized at 12%, thus remaining until 120 hours.

Keywords: Immobilization by entrapment, polivinyl alcohol.
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INTRODUCCION

En las dltimas décadas, la mayoria de las investigaciones en células inmovilizadas se han elaborado con
soportes porosos formados alrededor de las células. Los polisaciridos y polimeros sintéticos pueden ser
gelificados permitiendo el atrapamiento celular, donde la pérdida de viabilidad celular es minima y permite
una carga de biomasa alta; obteniéndose diferente forma y didmetros del poros en el criogel donde varia de
1 a 1.5 mm. (E. N. Efremenko et al., 2006).

La técnica de atrapamiento en geles con polimeros naturales es una técnica donde el dano a las células es
minimizado. La desventaja es la poca resistencia mecénica y la limitada permanencia de la estructura del gel
que es ficilmente destruida por el desarrollo celular y la produccién de diéxido de carbono (CO,), asi como
en la immobilizacién en la aplicacién en los procesos de tratamientos de aguas residuales (Willaert & Baron,
1996).

La aplicacién de polimeros sintéticos para la inmovilizacion de células vivas tiene beneficios comparado
con los polimeros naturales por la porosidad, propiedades iénicas, hidrofébicas o hidrofilica y su resistencia
mecanica.

El alcohol polivinilico es una materia prima de vinilo y es un material de bajo costo, no téxico para
los microorganismos y, puede utilizarse para atrapar células vivas. La solucién se vuelve gelatinosa por
congelacién y la resistencia del gel aumenta durante las interacciones de congelaciéon y descongelacion.

Los criogeles en alcohol polivinilico, que se preparan por congelacién-descongelacién de soluciones
acuosas concentradas del polimero, poseen ventajas definidas en comparacién con otros hidrogeles
comunmente utilizados para los mismos fines. Beneficios similares son los siguientes: (i) los criogeles de
alcohol polivinilico tienen micro y macroporosidades muy altas que proporcionan condiciones favorables
para la transferencia de masa sin impedimentos de sustratos y metabolitos; (ii) las caracteristicas reoldgicas
de la matriz no fragmentaria son excelentes y permiten el uso de estos portadores en la mayoria de los tipos
de reactores; (iii) la termoestabilidad de los criogeles de alcohol polivinilico excede la de otros portadores
de gel termorreversibles cominmente utilizados; (iv) los criogeles son altamente resistentes a la degradacién
biolégica, ademds de ser de baja sensibilidad a las composiciones de medios de cultivo; (v) El alcohol
polivinilico en si es un polimero de bajo costo bioldégicamente compatible, no téxico y fécilmente disponible
(Lozinsky & Plieva, 1998).

La inmovilizacién de células se puede definir como “el confinamiento fisico o la localizacién de células
intactas en una regién sin pérdida de la actividad bioldgica deseada (El-Mansi et al., 2011)

La propuesta del uso de criogeles en microbiologia se estima que inicié desde 1980, cuando fueron
sugeridos como matrices para inmovilizacién celular por la técnica de atrapamiento mecanico. Sin
embargo, su aplicacién fue realizada recientemente. Generalmente la inmovilizacién de microorganismos via
atrapamiento mecdnico consiste en una suspension de esporas o pellet mezclada homogéneamente con el
polimero y luego sometidas a temperaturas bajo cero (Lozinsky & Plieva, 1998).

El principal objetivo de este trabajo fue demostrar que las esporas de Aspergillus awamori podian ser
inmovilizadas en alcohol polivinilico, su viabilidad fue evaluada por el método convencional de conteo en
placas. La viabilidad de las esporas inmovilizadas en alcohol poli vinilico a diferentes concentraciones (10, 12
y 15 % p/v) fue comparada con las esporas en estado libre. El procedimiento de inmovilizacién fue sencillo,
consistid en una suspension de esporas en el polimero, se homogenizd y se criogeliz6 a -18 °C por 24 horas.
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Los resultados demuestran que la técnica de inmovilizacién por atrapamiento es prometedora y no afecta
la viabilidad de las esporas del microorganismo. Sin embargo, es necesario en futuros estudios evaluar los
pardmetros cinéticos y metabolicos.

METODOLOGTA

El presente trabajo de investigacién fue realizado en el drea de Microbiologia del Laboratorio de
Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua, Managua (UNAN-Managua).

El aislamiento de Aspergillus awamori, se hizo de muestras de suelos contaminados por la actividad minera
artesanal en Nicaragua, en el departamento de Chontales (Santo Domingo). Los hongos fueron cultivados
en placas con agar PDA + Cloranfenicol a 27 + 1 °C durante cinco dias.

Conteo de esporas

Para el conteo de esporas se utilizé cdmara Neubauer y microscopio Trinocular BX43 con aumento de 40X.
La suspension de esporas se hizo por la técnica de arrastre, se homogenizé en tubos de ensayo de 16 x 150 mm
con 10 ml de agua destilada estéril y se agité durante 15 segundos en Vértex a 150 rpm, con micropipetas
automdticas se midieron 20 ul para realizar el conteo. La densidad de esporas con las que se trabajé fue de

1x10° esporas/ml, tanto para esporas libres como inmovilizadas. El resultado se expresé en numero de esporas

por ml. (E. Efremenko et al., 2006)
Inmovilizacion de esporas de Aspergillus awamori

Se utilizé alcohol polivinilico (peso molecular es de 85,000-124,000 99% + % deshidrolizado,)
homogenizado con esporas a tres concentraciones (p/v) de 10%, 12% y 15%, esterilizado a 121 °C por 15
minutos. El procedimiento para suspender las esporas fue el mismo utilizado en el conteo de esporas.

La suspensién de las esporas (1x10°) a la solucién de alcohol polivinilico fue homogenizada, luego
transferida en tubos falcon de 25 ml, conteniendo moldes plésticos de 2.5 x 2.5 cm. La criogelizacion se

efectud a -18 °C por 24 horas, en un termostato Fisher Scientific Isotemp 6200 R28 previamente calibrado
a-18 °C y acondicionado con alcohol al 96%.

Activacion

Para la activacién de las esporas se utilizaron Erlenmeyer de 1000 ml, conteniendo 500 ml de medio de
cultivo compuesto por (g/litro): Glucosa 120; (NH), SO4, 3.0; MgSO4x 7H,0, 0.3; ZnSO4 x 7H,0, 0.05;
KH,POy, 0.2. Se ajust6 a pH 6.0 y se esterilizé a 121°C por 15 minutos. Para suspender los moldes con
las esporas inmovilizadas a diferentes concentraciones de alcohol polivinilico (10%, 12%, 15%) previamente
cortadasy lavadas con agua destilada estéril. El objetivo de activar las esporas es para que se adapten a su nueva
temperatura de germinacién y se reproduzcan (E. Efremenko et al,, 2006).

La aeracién del cultivo de esporas inmovilizadas y libres, se realizé en agitador orbital (AO-400 Bunsen,
Espafia) a 100 rpm. Para garantizar la temperatura, el agitador se introdujo en incubadora Fisher Scientific
Isotemp 3720A a 30 °C durante cuatro dias. Este procedimiento se hizo por triplicado.
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Viabilidad de esporas

Para determinar la viabilidad de las esporas se utilizaron Erlenmeyer de 250 ml (conteniendo 100 ml de medio
de cultivo) para suspender los moldes con las esporas inmovilizadas y activadas a diferentes concentraciones
de PVA, asi como la viabilidad de esporas libres, la aireacién de las esporas inmovilizadas y libres, se realizd en
agitador orbital (AO-400 Bunsen, Espafia) a 100 rpm. Para garantizar la temperatura, el agitador se introdujo
en incubadora Fisher Scientific Isotemp 3720A a 30 °C durante cinco dias. Este procedimiento se hizo por
triplicado. El medio cultivo utilizado fue el mismo de la activacién (g/1): Glucosa 120; (NHy), SOy, 3.0;
MgSO,4 7H,0, 0.3; ZnSO4 7H,0, 0.05; KH,POy4, 0.2. Se ajust6 a pH 6. 0. Este procedimiento se hizo por
triplicado.

Viabilidad de esporas inmovilizadas y libres

Las esporas viables se determinaron por conteo en placa, sin diluciones sucesivas (la inoculacién fue directa
del Erlenmayer a la placa) por duplicado, se inoculé 0.5 ml de medio de cultivo en placas conteniendo agar
PDA, las muestras se colectaron cada 24 horas por cinco dias.

RESULTADOS

En la figura 1 se observa la viabilidad de esporas libres e inmovilizadas de Aspergillus awamori. La fase
exponencial de las esporas libres (control) fue después de las 72 horas para las concentraciones de alcohol
polivinilico de 12y 15 (% p/v). La fase exponencial de las esporas inmovilizadas al 12 (% p/v) fue similar a
las libres. Las esporas inmovilizadas al 15 (% p/v) iniciaron su fase exponencial a las 24 horas, pero su fase de
declinacion fue aproximadamente a las 96 horas, este comportamiento se debe probablemente a que por el
tamano de los poros del criogel hubo mejor transferencia de sustratos y otros elementos. Las esporas libres
y las inmovilizadas al 10 (% p/v), se comportaron de manera similar en su fase exponencial, sin embargo,
el retraso en su fase exponencial es una desventaja en comparacién a las esporas inmovilizadas a mayores
concentraciones de alcohol polivinilico, si las esporas de Aspergillus awamori se utilizaran en microbiologia
industrial, habria que valorar si la enzima que se desea obtener serd extracelular o endocelular. Si se van aplicar
en biorremediacién tendria que evaluarse si conviene mayor o menor duracién de la etapa de adaptacién del
microorganismo. En un estudio realizado con Rbizopus orizae donde sus esporas fueron inmovilizadas en
alcohol polivinilico se evaluaron sus pardmetros cinéticos y metabdlicos. Los resultados demuestran que las
esporas inmovilizadas se desarrollan un poco mas lento que las libres (E. Efremenko et al., 2006).
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FIGURA 1
a), b) y ¢) Viabilidad de esporas de Aspergillus awamori inmovilizadas en alcohol poli
vinilico a diferentes concentraciones comparadas a la viabilidad de esporas libres.
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En la figura 2 se observa la viabilidad de las esporas con tres concentraciones de alcohol polivinilico (PVA).
A las 24 horas la menor fuga de esporas de los poros del polimero fue a 15 %, después de las 72 horas
el comportamiento varié completamente, a las 96 horas la mayor fuga de esporas fue con PVA 12% y la
menor con PVA 10%. Este comportamiento esta estrechamente relacionado con la curva de crecimiento de
Aspergillus awamori, la transferencia de nutrientes y el tamano de los poros después de la criogelizacion.
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FIGURA 2
Esporas inmovilizadas de Aspergillus awamori a diferentes concentraciones de alcohol polivinilico.

En la figura 3 se observa que el pH decrecié después de las 24 horas en todos los casos, a las 48 horas el
pH registrado fue de 2 en todos los ensayos. El cambio de pH va asociado con los pardmetros metabdlicos y
cinéticos lo que indica que el sustrato fue consumido.
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FIGURA 3
Decrecimiento del pH en el medio de cultivo de esporas inmovilizadas y libres.

Discusion

La diferencia entre los parametros cinéticos y metabélicos de esporas libres e inmovilizadas atrapadas en PVA
no fue evaluado en este trabajo. Efremenko analiza comparativamente estos pardmetros en Rizophus orizae
inmovilizado en PVA, la productividad de las células inmovilizadas y libres las asocia a las limitaciones de las
transferencias de masa entre las células inmovilizadas y libres. Probablemente, el macro poro creado durante
la criogelizacion del polimero determina la formacién de una estructura interna con menor densidad celular,
pero con mayor accesibilidad a sustrato y a la oxigenacion.(E. Efremenko et al., 2006)

Las diferentes concentraciones del polimero influyen directamente en su porosidad. La combinacién
de propiedades, la estructura controlada de los macro poros, biocompatibilidad, propiedades quimicas y
mecénicas dan la apertura a nuevas aplicaciones en Microbiologfa. (Plieva et al., 2008)

La variacion en la viabilidad de las esporas inmovilizadas probablemente se deba al tamano de los poros
que estd determinado directamente por la concentracion del polimero y la temperatura a la cual se criogelizé
el polimero con la suspension celular. Al comparar la viabilidad de esporas inmovilizadas y libres en cada caso
nos demuestra que la concentracion del polimero y la temperatura no afectan su viabilidad, sin embargo, es
necesario en futuros estudios medir los pardmetros cinéticos y metabélicos de ambos casos.

CONCLUSIONES

La técnica de atrapamiento y criogelizacion es prometedora para aplicaciones en Microbiologia industrial y
ambiental, podria también ser aplicada como un método de preservacion de microorganismos.
Es un precedente de técnicas de inmovilizacidon no invasiva, no tdxica, econdmica y de facil elaboracion.
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