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RESUMEN 

Inicialmente se presenta una introducción en donde se plantea un marco general de la 

actividad frutihortícola en el país relacionada a la producción de frutas de pepita 

(manzana y pera), junto con una breve descripción de los temas que se detallarán en los 

capítulos. 

En el Capítulo 1 se describe el aislamiento de microorganismos de módulos de 

ultrafiltración (UF) provenientes de una empresa productora y exportadora de jugo 

concentrado de manzana y pera. Se estudió la presencia de levaduras, mohos, bacterias 

lácticas y bacterias heterótrofas, mesófilas aerobias y/o anaerobias facultativas. 

Posteriormente se procedió al análisis de sus características de superficie, evaluándose 

la naturaleza química de la superficie celular. Además, se estableció la tasa de adhesión 

de cada una de las cepas aisladas sobre acero inoxidable y su correlación con la 

hidrofobicidad de la superficie celular a pH 4 (pH promedio del jugo de manzana). 

En el Capítulo 2 se presenta la adhesión y formación de biofilms mono y multiespecie. 

La habilidad de las levaduras residentes para colonizar los equipos de producción y 

formar biofilms en tiempos cortos determinaría una ventaja competitiva sobre otros 

microorganismos presentes en el sistema y les permitiría sobrevivir a los 

procedimientos de limpieza y desinfección. Debido a que la situación más frecuente en 

las industrias alimentarias es la formación de comunidades multiespecie sobre las 

superficies, y dado que las mismas están reguladas por diferentes relaciones inter e intra 

específicas, se planteó el estudio de biofilms mixtos levadura/bacteria. 

En el Capítulo 3 se plantean los ensayos realizados sobre membranas de UF del mismo 

material y con las mismas características y puntos de corte que las utilizadas en las 

industrias para la clarificación de jugos. Estos ensayos fueron efectuados en unidades de 

filtración por membrana de flujo transversal a escala laboratorio. Posteriormente se 

procedió al estudio de estrategias de control mediante secuencias de limpieza y 

desinfección en condiciones de flujo variable, utilizando soluciones de hipoclorito de 

sodio, desinfectante comúnmente empleado en las industrias alimentarias en general y 

jugueras en particular. 

En el Capítulo 4 se determinaron las propiedades viscoelásticas lineales de biofilms 

mixtos de Candida krusei, C.tropicalis, C.kefyr y Rhodotorula mucilaginosa, todas ellas 

aisladas de membranas de UF (Capítulo 1). Se analizaron diferencias en función de la 

concentración de jugo (6 y 12 °Brix), del tipo de jugo de fruta (manzana y pera) y de la 

hidrodinámica de los fluidos (estático y turbulento). Se realizaron análisis sobre la 



formación y composición de los biofilms además de la reología de los mismos. Los 

ensayos mencionados se efectuaron directamente sobre las superficies de acero 

inoxidable mediante el diseño en nuestro laboratorio de un adaptador universal para la 

fijación de distintas superficies de uso industrial y medición de las propiedades 

reológicas del biofilm sin distorsionarlo, los pocos estudios realizados involucran por lo 

general la remoción del biofilm, no existiendo prácticamente ensayos reológicos in situ. 

Por último, se presentan las Conclusiones generales y se adjunta además dos anexos: 

Anexo 1: Técnicas microscópicas y Anexo 2: Biofilms duales, donde se compilan las 

imágenes de SEM obtenidas a partir de los ensayos del Capítulo2. 



ABSTRACT 

First, an introduction is given with a framework of the fruit production of pome fruits 

(apple and pear) in Argentina, together with a brief summary of the main topics of each 

chapter. 

Chapter 1 includes a description of the microorganisms isolated from ultrafiltration 

(UF) modules used in a large-scale apple juice processing industry; the presence of 

yeasts, molds, lactic acid bacteria and heterotrophic, aerobic, mesophilic and / or 

facultative bacteria were studied. Afterwards, we analyzed the cell surface 

characteristics of the isolates through the evaluation of the chemical nature of its cell 

surface. Also, in the same chapter a description of the adhesion rate of each strain was 

done on stainless steel together with the correlation of the cell surface hydrophobicity at 

pH 4 (average pH of apple juice). 

Next, in Chapter 2 we present a study of mono and multi specie adhesion and biofilm 

formation. The ability of yeasts, common members of apple juice industries, to colonize 

manufacturing equipment and to form biofilms in short periods of times could render in 

a competitive advantage over other microorganisms present in the system, allowing 

them to survive cleaning and disinfection procedures. Due to the fact that the most 

common situation in food industries is the formation of multispecies biofilms, and 

because they are regulated by many inter and intra specific relations, is that we 

contemplated the formation of mixed yeast/bacteria biofilms. 

In Chapter 3 we carried out assays on UF membranes of the same material and 

molecular cut-off as the ones used for the clarification of apple juice. These tests were 

done on cross-flow filtration units at a laboratory scale. Subsequently, control strategies 

were analyzed using cleaning and disinfection sequences under variable flow conditions 

using solutions of sodium hypochlorite, the most commonly used disinfectant in food 

industries. 

In Chapter 4, lineal viscoelastic properties of mixed biofilms of Candida krusei, 

C.tropicalis, C.kefyr and Rhodotorula mucilaginosa (all of them isolated from UF 

membranes, Chapter 1) were measured. Differences were analyzed according to juice 

concentration (6 and 12 ° Brix), type of juice (apple and pear) and fluid hydrodynamics 

(static and turbulent). Analyzes were made on the formation and composition of the 

biofilms in addition to the rheology. The aforementioned tests were carried out directly 

on stainless steel; the disks with the biofilms on top were attached to the rheometer’s 



lower plate by means of a special ring designed ad hoc. Then the rheological properties 

of the biofilm were measured without disturbing it. Most studies usually involve the 

removal of the biofilm but only few do it in situ. 

Finally, General Conclusions are presented and two annexes: Annex 1: Microscopic 

techniques and Annex 2: Dual Biofilms, where the SEM images obtained from the tests 

of Chapter 2 are compiled. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 

Argentina es la primera exportadora de peras del Hemisferio Sur y la quinta en 

manzanas a nivel mundial (CAFI). Del total de la producción mundial, el 30% de 

manzana se destina a la industria de la cual la mitad se muele para jugo concentrado; en 

cambio sólo el 10% de la producción mundial de pera se industrializa, teniendo como 

principal subproducto las conservas seguido por los jugos concentrados (Bruzone 2008). 

El Alto Valle de Río y Neuquén, ubicado en la región norte de la Patagonia, es una 

región frutícola intensiva productora de frutas de pepita (peras y manzanas), de frutales 

de carozo y uvas. Dentro de su producción en el país, el 85 % corresponde a manzana y 

el 75% a pera, el resto se genera en el Valle de Uco (Mendoza), 25 de Mayo (La Pampa) 

y el Valle del Tulum (San Juan), entre otros (Bevilacqua y Storti 2011). Para sustentar 

esta actividad cuenta con un amplio polo agroindustrial que respalda los diversos 

sectores asociados, tales como empaque y conservación de la fruta fresca, como así 

también la producción de jugos de fruta y vinos para el aprovechamiento de la fruta de 

descarte. Las manzanas (o peras) rechazadas por los criterios de selección para el 

mercado de consumo son las utilizadas para la producción de jugo concentrado. El jugo 

es un producto fuertemente orientado al mercado de exportación destinándose para esto 

el 95% de la producción, constituyendo así un commodity de bajo valor agregado que 

mayormente se vende a granel para ser utilizado como insumo por otras industrias 

alimenticias, como por ejemplo endulzante para las compañías elaboradoras de bebidas 

gaseosas en el caso del jugo de manzana, mientras que el de pera es utilizado 

preferentemente para elaborar jugos de consumo directo. 

De acuerdo a lo establecido por la FDA y col. (2004), se puede definir al jugo como un 

líquido acuoso obtenido de una o más frutas y/o vegetales o cualquier concentrado de 

dicho líquido; mientras que el jugo concentrado es aquel que una vez extraído de la 

fruta y/o vegetal sufre un proceso de reducción en peso y volumen a través de la 

remoción de la porción acuosa. La mayoría de los jugos procesados se elaboran con 

frutas ácidas y se venden como concentrados congelados, pasteurizados y/o 

refrigerados. El jugo de frutas contiene un 100 % de los componentes de la misma, 

mientras que los concentrados se definen en función del contenido de fruta, y éste varía 

según las normativas vigentes en cada país (Arthey y Ashurst 1996). Los jugos de 

manzana son bebidas ácidas (pH 3 a 4) con alto contenido de azúcar (~ 12 °Brix). En 

estas condiciones, bacterias lácticas, mohos y levaduras forman parte de la microbiota 
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típicamente encontrada. Las bacterias lácticas son las responsables del deterioro 

primario de jugos de frutas, sin embargo su número se reduce considerablemente 

después de los procesos de pasteurización, concentración y refrigeración. Por otro lado, 

los mohos y las levaduras toleran mejor estas condiciones además de tolerar altas 

presiones osmóticas, bajo pH y crecer a temperaturas de refrigeración; transformándolas 

en las principales responsables del deterioro del producto ya procesado (Swanson 1989; 

Querol y Fleet 2006; Tournas y col. 2006). 

La fuerte inserción en el mercado externo como uno de los principales exportadores de 

EE.UU y Europa explica por qué Argentina ha alcanzado niveles similares al de los 

países con estructuras productivas eficientes, debido entre otras cosas a la inversión 

realizada en modernas tecnologías que implicaron mayores niveles de productividad, 

calidad y uniformidad de los productos. 

Dentro del proceso productivo del jugo, ya sea concentrado o no, los procesos de 

separación por membrana son ampliamente utilizados en las plantas procesadoras. Entre 

estos, la ultrafiltración (UF) y la nanofiltración (NF) son las más utilizadas en la 

industria de los alimentos en general y en la clarificación de jugos de fruta en particular, 

usándose sistemas de filtración tangencial donde la fuerza impulsora proviene de la 

diferencia de presión, resultando así en la separación y/o concentración de las partículas 

disueltas o suspendidas (Hernández y col. 1990). La utilización de estas técnicas no sólo 

es de interés en la producción de jugos sino que también permite la obtención de 

esencias y aromas, lo que resulta de gran importancia en este tipo de industrias. 

El principio en la utilización de membranas es simple: la membrana actúa como un 

filtro muy específico que dejará pasar el agua u otro líquido a filtrar, funciona como una 

barrera de separación selectiva en donde los sólidos suspendidos y otras sustancias no 

atraviesan la membrana quedando retenidos; esto dependerá del tamaño de poro de la 

membrana a utilizar. Hay varios métodos para permitir que las sustancias atraviesen una 

membrana: la aplicación de alta presión, el mantenimiento de un gradiente de 

concentración en ambos lados de la membrana o la introducción de un potencial 

eléctrico. Hay dos factores que determinan la efectividad de un proceso de filtración de 

membrana: selectividad y productividad. Ambos dependen de la membrana empleada 

(González y de la Macorra García 2014): 

 La selectividad se expresa mediante un parámetro llamado factor de retención o 

de separación (expresado en l/m
2
 h). 
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 La productividad se expresa mediante un parámetro llamado flujo (expresado en 

l/m
2
 h). La selectividad y la productividad dependen de la membrana. 

El tipo de membrana que se escoge es un factor importante para garantizar un buen 

funcionamiento y un óptimo rendimiento del proceso. Existen diversas clases de 

membranas que se adaptan a diferentes aplicaciones según cuál sea el nivel de filtrado 

requerido. Las membranas en espiral, las membranas cerámicas, las membranas 

tubulares, las membranas de fibra hueca y las membranas ―plate & frame‖ son los 

modelos más habituales. En el proceso productivo de jugos clarificados se utilizan 

generalmente membranas tubulares las cuales son altamente resistentes a ocluirse al 

procesar corrientes con grandes cantidades de sólidos en suspensión y/o componentes 

fibrosos. 

Dentro de las ventajas de la utilización de membranas está la preservación de la calidad, 

minimizando el riesgo de daño de los alimentos termolábiles así como la pérdida de 

aromas (no se requiere la utilización de calor), menores requerimientos energéticos (en 

comparación con procesos convencionales como la evaporación y la concentración) y 

no requieren la utilización de grandes cantidades de agua para el enfriamiento de 

equipos, siendo consideradas tecnologías ―amigables‖ con el medio ambiente. 

En las industrias productoras de jugos de fruta, particularmente, las técnicas de 

filtración por membranas han resultado de mucha utilidad en la clarificación 

(Hernández y col. 1990). La UF produce jugos libres de sedimentos y turbidez, 

ahorrando costos operacionales y materiales, los rendimientos de producción son 

mayores y se reducen los productos de desecho aumentando la calidad del producto 

(organoléptica y microbiológica) (Scott 1995). Industrialmente, la filtración se conduce 

casi exclusivamente de forma tangencial para minimizar las resistencias a la filtración. 

Productos de valiosas propiedades funcionales y nutricionales para la industria 

alimentaria junto con antioxidantes naturales son recuperados y purificados por estas 

tecnologías de membranas. 

A lo largo de los ciclos de producción se va depositando sobre las superficies de las 

membranas material que puede ser de origen inorgánico, orgánico y/o biológico 

llevando a un proceso de ensuciamiento o fouling. El ensuciamiento biológico 

(Flemming 1997, 2002), biofouling, es el problema más grave que sufren estos sistemas, 

causando pérdidas severas en el rendimiento, modificando sus propiedades de superficie 

y demandando la implementación de costosos programas de limpieza o directamente su 

reemplazo (Baker y Dudley 1998; Nagaoka y col. 1998; Pan y col. 2010). 
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En el contexto de la UF y NF, los biofilms formados no pueden ser removidos 

completamente en forma mecánica por retrolavado. Esto implica que deben utilizarse 

también métodos químicos de limpieza, los cuales recuperan por lo general las 

propiedades hidráulicas de las membranas pero tienen poco impacto en la composición 

y organización del material depositado (Di Martino y col. 2007). 

El comportamiento más común que adoptan los microorganismos tanto en sistemas 

naturales como industriales es la formación de biofilms, estimándose que un 99% de los 

microorganismos se encuentran adheridos a una superficie (Characklis 1973; Dalton y 

March 1998; Sanclement y col. 2005; Garrett y col. 2008). En un principio, el estudio 

de los biofilms estuvo asociado al proceso de biofouling (Characklis 1973; Characklis 

2009) definiéndose a los biofilms como comunidades de bacterias adheridas a una 

superficie sólida e inmersa en un medio líquido (Costerton y col. 1987). Estudios 

posteriores, con técnicas más avanzadas permitieron a Donlan (2002) efectuar una 

descripción más amplia de los mismos, estableciendo que es ―una comunidad 

microbiana sésil, caracterizada por células que están adheridas irreversiblemente a un 

sustrato o interfase, o unas con otras, encerradas en una matriz de sustancias poliméricas 

extracelulares que ellas han producido y que exhiben un fenotipo alterado en relación 

con la tasa de crecimiento y trascripción génica‖. La adhesión microbiana a superficies 

y posteriormente el desarrollo de biofilms han sido reportados en gran variedad de 

ambientes desde naturales, industriales y médicos. Los biofilms constituyen un modo 

protegido de crecimiento y desarrollo que le permite a los microorganismos sobrevivir 

en ambientes hostiles, siendo su comportamiento y fisiología significativamente 

diferentes de aquellos microorganismos que crecen en medio líquido. Su presencia trae 

como consecuencia una importante y variada cantidad de problemas tanto en el ámbito 

médico (infecciones), las industrias en general (biocorrosión, pérdida de rendimiento) y 

la industria alimentaria en particular (contaminación microbiana de alimentos) además 

del biodeterioro de patrimonios culturales, entre otros. Cabe aclarar también que los 

biofilms también están relacionados a procesos beneficiosos (biolixiviación, 

biorremediación, biocontrol, etc.) (Morikawa 2006; Diaz 2011). 

La formación de biofilms es el resultado de diferentes procesos, químicos, físicos y 

biológicos que ocurren simultáneamente bajo ciertas condiciones ambientales. Es un 

proceso que incluye en primer lugar un contacto primario de las células con la superficie 

a colonizar, seguido de la adhesión y la formación del biofilm. La etapa de adhesión es 

un proceso multifactorial clave, donde hay un primer estadio reversible que está 
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condicionado por fuerzas de largo alcance (fuerzas atractivas de van der Waals, fuerzas 

electroestáticas e interacciones hidrofóbicas), seguido de uno irreversible donde se dan 

interacciones de corto alcance (interacciones dipolo-dipolo, uniones hidrógeno, 

covalentes y no covalentes e interacciones hidrofóbicas). Los microorganismos ya 

adheridos comienzan a secretar una matriz extracelular que les sirve de anclaje y 

protección. El desprendimiento de los biofilms es también un factor determinante a 

tener en cuenta, ya que es un proceso primario que balancea su crecimiento (Van 

Loosdrecht y col. 1997) generando un riego potencial de contaminación de los 

productos. 

La formación del biofilm puede ocurrir por al menos tres mecanismos. Uno de ellos es 

la división binaria de las células adheridas (Heydorn y col. 2000). El segundo 

mecanismo es la redistribución de las células adheridas mediante la movilidad 

superficial (Dalton y col. 1996). Es decir, a medida que las células se dividen las células 

hijas se desplazan sobre la superficie para formar cúmulos celulares de manera similar a 

lo que ocurre en la formación de colonias en las placas de agar. Un tercer mecanismo de 

agregación es la captación de células planctónicas a partir del fluido y hacia el biofilm 

desarrollado (Stoodley y Lewandowski 1994; Tolker-Nielsen y col. 2000). La 

contribución relativa de estos tres mecanismos depende de los organismos involucrados, 

la naturaleza de la superficie colonizada y las condiciones físicas y químicas del medio 

ambiente, e impacta sobre la estructura del biofilm. 

Si bien se pensaba que la formación de los biofilms comenzaba con una primera etapa 

de aproximación microorganismo-sustrato, en la mayoría de los casos, el transporte de 

masa está antecedido por la adsorción de una fina película orgánica que se va 

depositando sobre el sustrato (Schneider y Marshall 1994). La materia orgánica presente 

en el medio se deposita sobre las superficies y forma lo que se conoce como ―capa 

acondicionante‖ (conditioning layer), cambiando las propiedades químicas y físicas de 

la interfase superficie/fluido y tornándola más amigable para la adhesión. Una segunda 

etapa consta de la adhesión reversible de los microorganismos, en donde las células aún 

son capaces de abandonar la superficie y volver a su forma planctónica. Para poder 

pasar a la próxima fase de adhesión irreversible deben ser capaces de superar la 

repulsión neta entre la superficie celular y el sustrato sobre el cual quieren adherirse. La 

transición entre unión reversible e irreversible se produce por la evolución de 

interacciones débiles célula/sustrato a enlaces permanentes, frecuentemente mediados 

por la presencia de polímeros y apéndices extracelulares en el caso por ejemplo de 
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bacterias (Stoodley y col. 2002b). Una vez adheridas las células, comienza la formación 

del biofilm y la formación de una matriz polimérica extracelular (EPS) compuesta entre 

otras cosas por polisacáridos, proteínas y ácidos nucleicos (Marshall y col. 1971; 

Lappin-Scott y Costerton 2003; Thomas y Nakaishi 2006; Tournu y Van Dijck 2011). 

La siguiente etapa, la maduración, está conformada por un balance entre la 

multiplicación de los microorganismos y el desprendimiento para la propagación y 

colonización de nuevos lugares, y es lo que termina cerrando el ciclo. Una vez que los 

biofilms alcanzan su madurez, se puede observar la estructura típica dada por espacios 

intercelulares o canales que variarán de acuerdo a las condiciones del medio en el que se 

desarrollen. A su vez comienzan a darse diferentes tipos de comunicaciones inter e intra 

especie que van moldeando la estructura de biofilm y que les permite un cierto grado de 

coordinación (Shirtliff y col. 2009). Posteriormente, el proceso de desprendimiento 

proporcionaría los mecanismos para que los microorganismos se distribuyan sobre las 

superficies, de manera de ampliar la colonización del ambiente en donde se están 

formando, logrando así formar nuevos biofilms en sitios distantes. Estos procesos no 

necesariamente se encuentran sincronizados sino que puede ocurrir que diferentes 

regiones del biofilm estén en distintos estadios del desarrollo. 

La comunicación célula-célula ejerce también un marcado impacto sobre las distintas 

etapas del desarrollo del biofilm. Los microorganismos utilizan una amplia variedad de 

mecanismos para comunicarse entre ellos (Leriche y col. 2003; De Sordi y 

Mühlschlegel 2009; Giaouris y col. 2015). Esta interacción le permite a los 

microorganismos dentro de los biofilms comunicarse entre ellos permitiendo un 

comportamiento sincronizado de todos los miembros del grupo y por lo tanto actuar 

como un organismo pluricelular (Nikolaev y Plakunov 2007). Ciertos autores (Donlan 

2002; Singh y col. 2002; Post y col. 2004) han planteado que a menos que en las 

inmediaciones de las células se encuentre un número adecuado de otras células, los 

costos de producción de un biofilm sobrepasan los beneficios individuales. 

Para desarrollar estrategias capaces de erradicar los biofilms es necesario analizar 

previamente los mecanismos de resistencia que los caracterizan. En el caso de los 

microorganismos en forma planctónica, la resistencia es la habilidad de los mismos para 

crecer en presencia de una elevada concentración de un biocida, o el aumento en la 

concentración mínima inhibitoria (CIM). Dentro de los mecanismos de resistencia en 

los biofilms podemos encontrar:  
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 Penetración reducida del agente biocida y/o degradación del mismo. 

 Disminución de la tasa de crecimiento. 

 Cambios fenotípicos, a través por ejemplo de una expresión diferencial de 

enzimas. 

El paso posterior teniendo todo esto en cuenta es la búsqueda de enfoques novedosos 

para el tratamiento y su prevención en ambientes industriales. Uno de los factores que 

se marcaron como característicos de los biofilms fue la organización de sus ―habitantes‖ 

en comunidades, una alternativa es desarrollar estrategias para impedir la formación de 

su estructura compleja; si la multicelularidad del biofilm es inhibida, es posible que los 

protocolos de desinfección puedan ser capaces de combatirlos satisfactoriamente. Otra 

opción es la utilización de enzimas que ataquen la matriz de exopolisacáridos que los 

protege y/o que interfieran con la comunicación célula-célula (Stewart y Costerton 

2001). También se utiliza la modificación de las superficies, en el caso del ámbito 

industrial, a través de diferentes revestimientos que modifican por ejemplo, la 

hidrofobicidad del mismo. 

Uno de los grandes problemas que sufren las membranas es la formación indeseable de 

depósitos sobre sus superficies, fouling, lo que resulta en la disminución del flujo y/o 

aumento de la caída de presión durante la filtración (Flemming 1997; 2002). 

La eliminación de aquellos microorganismos establecidos en un biofilms es más 

compleja y problemática que la remoción de los mismos en su forma libre ya que la 

inclusión en estas comunidades les confiere una resistencia mayor a los procesos de 

limpieza y desinfección (Costerton y col. 1999; Brugnoni y col. 2012), punto de 

especial cuidado en lo que respecta a las industrias productoras de alimentos. A este 

hecho se le suma que muchos de los equipos de estas plantas son de difícil acceso 

(cañerías, módulos de filtración). Si esto lo trasladamos a los sistemas de UF, sumado a 

la complejidad de los biofilms per se, se suma el agravante de la topografía en donde 

tenemos superficies porosas. 

Uno de los tópicos que en los últimos años ha tomado auge dentro del estudio de los 

biofilms y su comportamiento, son sus propiedades mecánicas, aceptándose que los 

mismos pueden ser considerados como polímeros biológicos. A través de la reología se 

puede estudiar la deformación y flujo de la materia (Steffe 1996). La viscoelasticidad es 

la propiedad de los materiales que presentan comportamiento viscoso y elástico cuando 

son sometidos a deformaciones; el comportamiento elástico es típico de los sólidos, 
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mientras que el comportamiento viscoso es típico de los fluidos (Goodwin y Hughes 

2008). 

El primer estudio de las propiedades mecánicas de un biofilm fue realizado por 

Characklis (1980), y en los últimos años los mismos han ido en aumento, aunque en su 

mayoría se han estudiado aquellos formados por bacterias (Rogers y col. 2008; 

Pavlovsky y col. 2013; Hollenbeck y col. 2014; Pavlovsky y col. 2015; Persat y col. 

2015; Tierra y col. 2015). 

Cuando los biofilms son sometidos a una fuerza, tienen un comportamiento elástico 

durante cortos períodos de tiempo (segundos) existiendo una relación no lineal entre la 

fuerza aplicada y la deformación resultante, mientras las deformaciones sean 

reversibles. A altas deformaciones, los biofilms muestran un comportamiento 

viscoelástico resistiendo fuerzas aplicadas pero mostrando una deformación irreversible 

(Körstgens y col. 2001a; b; Stoodley y col. 2002a; Towler y col. 2003; Shaw y col. 

2004). La medición de las propiedades mecánicas de los biofilms y la interpretación de 

los resultados son dos hechos complicados debido a la heterogeneidad estructural y 

biológica de los mismos, generalmente conteniendo a su vez múltiples especies de 

microorganismos y complejas redes de canales y vacíos. En general, las propiedades 

mecánicas de un biofilm determinan su deformación debido a una fuerza aplicada, tal 

como el shear que se origina en el flujo sanguíneo o urinario. La resistencia es uno de 

los parámetros utilizados para describir las propiedades mecánicas. 

Todas estas circunstancias pueden incrementar las capacidades de supervivencia de los 

microorganismos en los sistemas industriales. Dentro de los objetivos generales en 

cuanto al control microbiano ya sea en las industrias como en cualquier ámbito que se lo 

requiera, es prevenir el deterioro de los productos y asegurar de esa manera que los 

mismos cumplan con las especificaciones marcadas por el mercado o las legislaciones. 

Entre los medios más importantes para mantener un control sobre esto están: (1) 

minimizar la carga microbiana de las fuentes externas al proceso, (2) controlar 

eficientemente el crecimiento en sitios microbiológicamente vulnerables y (3) limpiar y 

desinfectar adecuadamente las líneas de procesado (Wirtanen y col. 2000). 

El cloro es uno de los compuestos de más amplio uso en las industrias productoras de 

alimentos debido a su bajo costo, facilidad de aplicación y amplio espectro de eficacia 

(Ramos y col. 2013). Sin embargo, bajo ciertas circunstancias presenta desventajas 

como una limitada eficiencia en la reducción de las cargas microbianas (Yaron y 

Römling 2014) ya que por ejemplo puede ser fácilmente inactivado por la materia 
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orgánica (Parish y col. 2003; Ramos y col. 2013), además su acción es altamente 

dependiente del pH. Entre los subproductos que se pueden formar cuando reaccionan 

con moléculas orgánicas están compuestos clorados carcinógenos y mutagénicos, tales 

como cloroformo y otros trihalometanos, cloraminas y ácidos haloacéticos (Legay y col. 

2010; Bull y col. 2011). A pesar de esto, el hipoclorito de sodio es el compuesto más 

utilizado para la desinfección de las distintas superficies industriales, en especial en los 

equipos cerrados (White 2010). 

Hay otras alternativas que se han desarrollado para reducir y/o reemplazar el uso de 

cloro, entre los que se encuentran métodos biológicos, compuestos químicos 

alternativos y tecnologías físicas, o incluso la combinación de todos estos métodos (Gil 

y col. 2009; Ölmez y Kretzschmar 2009; Xuetong y col. 2009; Otto y col. 2011; Bilek y 

Turantaş 2013; Goodburn y Wallace 2013; Holah 2014). La mayoría de estos métodos 

detallados en las publicaciones citadas, son reconocidos como ―amigables‖ con el medio 

ambiente y no representan un riesgo potencial para la salud y la seguridad de los 

trabajadores y consumidores. Cualquiera sea el compuesto que se utiliza hay que tener 

en cuenta que el agente biocida que se utilice tiene que interactuar con su objetivo en 

este caso los microorganismos dentro del biofilm (McMurry y col. 1998). 

La fabricación de hipoclorito de sodio es un procedimiento sencillo que implica la 

reacción del cloro con soda cáustica en un proceso discontinuo o continuo (Gordon y 

col. 1995), cuya reacción es la siguiente: 

 

2 NaOH + Cl2 → NaOCl + NaCl + H2O + calor 

 

La efectividad de las soluciones de este compuesto se expresan generalmente en 

términos de su contenido de cloro libre, la cual en agua puede estar dada por la 

concentración del Cl en su forma molecular (Cl2), ácido hipocloroso (HCl) o ión 

hipoclorito (OCl
-
) (Haas 1999). La estabilidad de las soluciones de hipoclorito de sodio 

se ve afectada por factores tales como concentración, luz, pH, temperatura y metales 

pesados. A menudo se observa una reducción de la efectividad con el aumento en la 

concentración del ión hipoclorito, la temperatura y el tiempo de almacenamiento 

(Casson y Bess 2003). La lavandina líquida (NaClO) tiene un pH en general de entre 11 

y 13, en una solución básica el ión hipoclorito (OCl
-
) se descompone para formar ión 

clorato (ClO3
-
) (subproducto tóxico). En una reacción de segundo orden se da la 
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reacción de OCl
-
 con el ión OCl2

-
 (un ion intermedio) en la siguiente reacción (Bolyard 

y col. 1992): 

 

OCl
-
 → ClO2

-
 + Cl

- 
(reacción lenta) 

OCl
-
 + ClO2

-
 → ClO3

-
 + Cl

-
 (reacción rápida) 

 

Si se disminuye el pH de la solución se acelera la formación del ión ClO3
-
 y el pH de la 

solución de OCl
-
 sigue disminuyendo a lo largo del tiempo. Esto está representado por 

la siguiente reacción (Gilbert y col. 1997): 

 

2HOCl + OCl
-
 → ClO3

-
 + 2H+ + 2Cl

- 

 

Este es un marco general que introduce la problemática de los biofilms en las industrias 

alimentarias, concluyendo que es necesario entender su mecánica de formación y cómo 

evolucionan para poder diseñar estrategias acordes para su control de forma integral con 

las necesidades de las industrias. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El significado de los biofilms en la seguridad alimentaria fue descripto por primera vez 

en 1994 (Zottola y Sasahara 1994). Han pasado al menos 20 años desde esta primera 

descripción y hoy se acepta que la mayoría de los microorganismos se encuentran en el 

medio ambiente formando parte de biofilms (sésiles) y no en forma unicelular o libre 

(planctónicos), como los estudiados comúnmente en los laboratorios (Donlan 2002). La 

formación de biofilms es una estrategia adaptativa de los microorganismos que les 

ofrece cuatro ventajas importantes: (i) los protege de la acción de los agentes 

antimicrobianos, (ii) incrementa la disponibilidad de nutrientes para su crecimiento, (iii) 

facilita el aprovechamiento del agua, reduciendo la posibilidad de deshidratación y (iv) 

posibilita la transferencia de material genético. Todas estas circunstancias pueden 

incrementar su capacidad de supervivencia. 

En la industria alimentaria, la presencia de biofilms en superficies en contacto con los 

alimentos es la causa principal de contaminación del producto final (Jessen y Lammert 

2003; Sofos y Geornaras 2010) debido al proceso de biofouling. Históricamente, la 

preocupación por la estabilidad microbiológica involucraba la prevención del deterioro 

de los productos intermedios y finales, y el control de microorganismos en los sistemas 

de procesamiento y distribución (Stratford y col. 2000). En un ambiente de procesado 

de alimentos, la microbiota existente está formada por una mezcla de muchas especies 

(Bagge-Ravn y col. 2003; Carpentier y Chassaing 2004; Habimana y col. 2010). En el 

contexto de las industrias productoras de jugo los microorganismos asociados al 

deterioro son aquellos que pueden resistir las condiciones ácidas de los mismos. Entre 

estos se pueden citar a bacterias lácticas (BL) por ejemplo los géneros Lactobacillus y 

Leuconostoc; bacterias de ácido acético incluyendo Gluconobacter y Acetobacter spp.; 

levaduras (ejemplo Candida krusei, Zygosaccharomyces sp., C. kefyr), mohos y 

organismos formadores de esporas tales como Alicyclobacillus spp. (Samaranayake y 

col. 1994; Worobo y Splittstoesser 2005; Brugnoni y col. 2007). Dentro de estos grupos 

de microorganismos las levaduras representan los principales agentes deteriorantes 

afectando a las industrias asociadas. 

Las plantas de procesamiento de frutas pueden variar desde una instalación simple para 

la extracción de jugo, hasta una compleja instalación que cuente con equipos de UF y 

OI, almacenamiento en frío y plantas de tratamiento de residuos (Lozano 2006). En las 

industrias productoras de jugos de fruta, las técnicas de filtración por membrana han 
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resultado de mucha utilidad para la clarificación de los jugos (Hernández y col. 1990; 

Cheryan 1998). La UF produce jugos libres de sedimentos y turbidez, ahorrando costos 

operacionales y materiales, con mayores rendimientos de producción. Es indispensable 

tener en cuenta que la UF es un proceso donde el líquido es filtrado por diferencias de 

presión, lo que a lo largo del tiempo puede llevar al compromiso de las propiedades 

estructurales de los poros debido a la colonización de las membranas. Las líneas de 

procesado de alimentos pueden verse afectadas en gran medida por el asentamiento de 

microorganismos. Como ya se ha mencionado, los microorganismos formando parte de 

biofilms presentan un fenotipo alterado en cuanto a la tasa de crecimiento y de 

transcripción de genes (Donlan y Costerton 2002) con lo cual representan un serio 

problema, presentando una mayor resistencia a los procesos de limpieza y desinfección 

(Bower y col. 1996; Sidhu y col. 2001). 

La presencia de estas formas sésiles de microorganismos tiene importancia no solo en lo 

que respecta a los pulsos de contaminación de los productos, sino que también generan 

importantes problemas económicos por el impacto negativo que tienen sobre equipos de 

producción y cañerías disminuyendo la eficiencia de las plantas. Desde un punto de 

vista más amplio, en lo que respecta a las distintas industrias, su formación y 

crecimiento causan problemas como corrosión, olores desagradables, taponamiento de 

tuberías, fallas en equipos y deficiencia en la transmisión de calor (Poulsen 1999). 

La eliminación de microorganismos, ya sean patógenos o deteriorantes, de productos 

como las frutas es difícil debido a la cutina hidrófoba y a abrasiones que suelen 

presentar en la epidermis que permiten la entrada de microorganismos al interior del 

alimento (Burnett y Beuchat 2000). Situación que se dificulta más ya que los jugos son 

producidos con frutas que no siguen los estándares del mercado, también denominadas 

―frutas de descarte‖. 

Dados los nutrientes adecuados, el tiempo y la temperatura apropiada, las primeras 

células que ingresan al sistema y se adhieren pueden finalmente colonizar la superficie 

de las industrias jugueras (Ridgway y col. 1998; Trachoo 2003) formando grandes 

agrupaciones de células que culminan en la formación del biofilm. En la Figura 1.1 

puede observarse el proceso global de formación de un biofilm, en donde las 

propiedades fisicoquímicas de la superficie ejercen una fuerte influencia en el grado y 

extensión de la adhesión (Fletcher y Loeb 1979; Marshall 1991; Smith y col. 1998; 

Gottenbos y col. 2002; Carré y Mittal 2011). Dentro de las interacciones célula-sustrato 

que se dan en los primeros eventos de adhesión, se pueden mencionar interacciones de 
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van der Waals de largo alcance, fuerzas electrostáticas, interacciones ácido-base de 

Lewis (interacciones polares de corto alcance y fuerzas hidrofóbicas, además de factores 

externos tales como la gravedad, difusión, precipitación de partículas y dinámica de 

fluidos (Verwey y col. 1999; Carré y Mittal 2011), sin contar la presencia de la 

motilidad otorgada por flagelos, fimbrias y pilis en el caso de bacterias. Posteriormente 

sigue un paso de adhesión irreversible para luego dar lugar a la maduración del mismo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para prevenir el proceso de biofouling es indispensable conocer los microorganismos 

involucrados en la formación de biofilms y es clave la comprensión de los pasos 

iniciales de su formación en condiciones que reproduzcan el ambiente de las plantas 

productoras de jugos. La prevención de los mismos se traduciría en la optimización del 

proceso de clarificación, y en regímenes de limpieza y desinfección menos severos que 

preservarían la calidad de las membranas. 

  

Adsorción de moléculas orgánicas. 

Acondicionamiento de la superficie 

Adhesión 

reversible 

Adhesión irreversible / 

Comunicación célula-

célula y producción de EPS 

Maduración del biofilm Desprendimiento de células 

Figura 1.1. Esquema del proceso de formación de un biofilm. Tomado de (Diaz 2011) 
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OBJETIVO GENERAL 

Aislamiento, identificación y caracterización de microorganismos a partir de 

membranas de ultrafiltración obtenidas de industria juguera.  

 

Objetivos específicos 

 Aislar, identificar y caracterizar los microorganismos presentes en membranas de 

ultrafiltración de fluoruro de polivinilideno. 

 Estudiar las propiedades fisicoquímicas de los aislamientos realizados en el objetivo 

anterior. 

 Correlacionar las propiedades fisicoquímicas de la superficie celular de los 

microorganismos aislados con su cinética de adhesión sobre acero inoxidable en 

presencia de jugo de manzana de 12 °Brix. 
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Figura 2.1. Diagrama de flujo del proceso productivo para la elaboración de jugo concentrado de manzana 
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Tratamiento 
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Pasteurización 

Recuperación 
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Molienda 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Sistema de estudio 

En la Figura 2.1 se muestra un diagrama de flujo del proceso productivo de jugo 

concentrado de manzana y pera. Esta tesis se realizó asociada a una industria productora 

y exportadora de jugo concentrado de manzana y pera, la cual realiza la clarificación del 

jugo a través de un sistema de membranas de UF. Los cartuchos de UF (PCI Membrane 

Systems Inc.) (Figura 2.2) están compuestos por módulos de 19 tubos de fluoruro de 

polivinilideno (PVDF por sus siglas en inglés) de 12,5 mm de diámetro y las siguientes 

características operativas: pH 1,5 - 12, máxima presión aplicable 10 bar, temperaturas 

máxima 80 ºC, 100.000 Daltons de corte molecular, superficie hidrofóbica y alta 

resistencia a los solventes (PCI-Information). Durante los ciclos de producción las 

membranas de UF operan a 15 - 20 ºC bajo flujo turbulento (velocidad lineal = 2,5 m/s 

y un flujo de 20 m
3
/h) y un pH de 3,0 - 4,0 (propio de la materia prima), durante 20 

horas. Con una vida útil de aproximadamente 3 años
1 

los cartuchos de UF utilizados son 

reemplazados al no alcanzar los estándares operativos adecuados (ej. caída de flujo de 

permeado) o debido a su rotura por las elevadas presiones de filtrado aplicadas. 

Los ciclos de producción en estas plantas son variables de acuerdo a la época del año 

según la estacionalidad de la materia prima. En los puntos de máxima producción, 

coincidentes con la cosecha de la manzana y pera, se llegan a procesar 200.000 

toneladas de fruta. La cosecha de pera comienza a principios de enero y finaliza a 

mediados de marzo, en tanto que la de manzana se extiende desde fines de enero hasta 

mediados de abril. Fuera de esta época las empresas cuentan con intervalos de 

producción marcados por la demanda del mercado, con fruta proveniente de cámaras 

frigoríficas procesándose de 200 a 2.000 toneladas aproximadamente. 

 

 

 

 

 

                                                           
1
 Información cedida por una empresa productora y exportadora de jugo de manzana y pera. 
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Figura 2.2. Recorte de un módulo tubular de membranas de UF de PVDF usado para clarificación de 

jugo de manzana. 

 

 

 

2.2 Toma de muestras 

Las muestras fueron obtenidas de cartuchos de UF cedidos por una empresa productora 

y exportadora de jugo concentrado de manzana y pera radicada en el Alto Valle de Río 

Negro y Neuquén, Argentina. 

Dentro del proceso productivo de la empresa, los cartuchos de UF fueron sometidos a 

ciclos estándares de limpieza denominados comúnmente Clean-In-Place (CIP), en 

donde a lo largo de periodos que varían entre 8 y 48 horas la empresa realiza ciclos de 

limpieza y desinfección, debidos por ejemplo a la caída en el flujo de permeado. Una 

primera instancia consta en la utilización de una solución de hidróxido de sodio (1,5 - 

2,0 %) a temperaturas de 50 - 60 °C durante rangos variables de tiempo. Posteriormente, 

se realiza un paso de desinfección en donde se utilizan soluciones de NaClO a una 

concentración de 0,2 g/l por 15 minutos, seguido de una etapa final de enjuague. Una 

vez finalizado este ciclo se evalúa el flujo de permeado, si los valores óptimos no son 

alcanzados se procede a una etapa de tratamiento enzimático donde lo que se busca es la 

hidrólisis de hemicelulosas que pudieran estar bloqueando los poros de las membranas. 

Considerando que las membranas fueron sometidas a repetidos ciclos de producción, 

limpieza y desinfección, propios de este tipo de empresas se consideró que los 

microorganismos presentes provenían de comunidades microbianas bien establecidas 

conformando biofilms. Las muestras de cartucho de UF utilizadas fueron transportadas 

en bolsas plásticas selladas para retener la humedad hasta su procesamiento. 
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Además del análisis microbiológico que se detalla en la sección 2.3 ―Aislamiento de 

microorganismos‖, las muestras también se acondicionaron como se detalla en el Anexo 

1 (―Técnicas microscópicas‖) para su observación por microscopia electrónica de 

barrido (SEM). 

 

2.3 Aislamiento de microorganismos 

Se cortaron con tijeras estériles muestras de los tubos de PVDF de 1 cm de largo y 1,25 

cm de diámetro. Por duplicado, 10 g de muestras de membrana fueron colocadas en 90 

ml de agua peptonada al 0,1 % p/v (Merck) con perlas de vidrio y agitadas por 10 - 15 

minutos para desprender los microorganismos adheridos (Lindsay y Von Holy 1997). 

Las muestras fueron seccionadas de forma tal que la superficie encargada de la 

filtración estuviera en contacto con las perlas de vidrio. Los resultados fueron 

expresados como UFC (Unidades Formadoras de Colonias) /g de membrana. 

2.3.1 Aislamiento de Bacterias Heterótrofas Totales y Enterobacterias 

A partir de las muestras procesadas en el punto 2.2 y sus correspondientes diluciones 

decimales se procedió al análisis de: (i) Bacterias Heterótrofas Totales (BHT) y de (ii) 

bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. 

Para esto en: (i) se reportaron los recuentos de bacterias heterótrofas, mesófilas, 

aerobias y/o anaerobias facultativas en medio Plate Count Agar (PCA, Britania) 

incubándose a 25 °C durante 48 - 72 horas. En el caso (ii) las bacterias pertenecientes a 

la familia Enterobacteriaceae se analizaron colocando segmentos de membrana tanto 

del lado del permeado
2
 como del rechazo

3
 sobre medio Agar Violeta cristal-Rojo 

neutro- Bilis- Glucosa (VRBG-agar, Merck), y se incubaron a 35 °C durante 24 horas. 

Cada una de las muestras fue analizada por triplicado. 

2.3.2 Aislamiento de bacterias ácido-lácticas (BAL) 

La toma de muestras se realizó como se detalla en el apartado 2.3 con modificaciones. 

Las muestras de membranas fueron colocadas en caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS, 

Britania) con el agregado de 0,01 % v/v de cicloheximida y perlas de vidrio. Las 

muestras fueron agitadas para desprender los microorganismos adheridos y se las dejó a 

25 ± 1 ºC durante la noche. 

Para el aislamiento, a partir de las muestras enriquecidas, se tomó un mililitro y se 

realizaron las correspondientes diluciones seriadas en agua peptonada al 0,1 % p/v. Los 

                                                           
2
 Cara externa de la membrana, en contacto con el jugo filtrado. 

3
 Cara interna de la membrana, en contacto con el jugo que no fue filtrado. 
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aislamientos se realizaron en agar MRS por técnica de agotamiento en superficie. Las 

placas fueron incubadas a 25 ± 1 ºC durante 48 horas con tensión reducida de oxígeno. 

La temperatura de incubación seleccionada fue de 25 ºC debido al origen de las 

muestras. Cada muestra fue analizada por triplicado. 

Las colonias aisladas de las placas de agar MRS sospechosas de ser BAL fueron 

caracterizadas mediante coloración Gram y prueba de la catalasa. 

2.3.3 Aislamiento de hongos 

En el caso de los hongos (mohos y levaduras) las muestras y sus correspondientes 

diluciones decimales se utilizaron para realizar los aislamientos en agar Glucosa-

Extracto de levadura-Cloranfenicol (YGC por sus siglas en inglés): 2% p/v glucosa 

(Merck), 0,5 % p/v extracto de levadura (Merck), 0,01 % p/v cloranfenicol (Fluka 

Chemie) y 1,3 % p/v agar (Merck), pH 6,6 ± 0,2. El agar YGC es recomendado como 

medio estándar ISO para el aislamiento de mohos y levaduras provenientes de muestras 

de variada actividad acuosa (ISO 1987). Las siembras se realizaron por agotamiento en 

superficie con un inóculo de 0,2 ml a 25 ± 1 ºC durante 5 días. Cada muestra fue 

analizada por triplicado. 

Las diferentes colonias fueron enumeradas e identificadas por sus características macro 

y micromorfológicas. 

Identificación de levaduras 

Transcurridos los tiempos de incubación establecidos, sólo se aislaron levaduras las 

cuales se utilizaron para los subsiguientes análisis y ensayos. 

Las muestras fueron sometidas a su identificación definitiva en el Laboratorio de 

Levaduras del Departamento de Micología del INEI ―Dr. Carlos G. Malbrán‖ (Buenos 

Aires, Argentina) donde se analizaron tanto sus características fenotípicas (a través de 

sus caracteres morfológicos), como un perfil bioquímico y fisiológico (fermentación de 

siete carbohidratos, asimilación de dos fuentes de nitrógeno y diecinueve de carbono, 

hidrólisis de urea y crecimiento a 37 ºC) (Kurtzman y Fell 1998). 

Debido a la existencia de perfiles fenotípicos similares en levaduras genéticamente 

diferentes, se realizó la identificación de cada aislamiento por técnicas moleculares. 

Para esto se analizaron la secuencia de los dominios D1/D2 de la región del ADN que 

codifica para la subunidad ribosomal 26S (26S ADNr) y las secuencias de espaciadores 

internos transcriptos (ITS), utilizados comúnmente para la identificación de levaduras 

de interés industrial y clínico (Segura y col. 2010; Taverna y col. 2013). Los dominios 

D1/D2 fueron amplificados por PCR usando los primers NL1 (5´-GCATATCAA-
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TAAGCGGAGGAAAAG-3´) y NL4 (5´-GGTCCTGTTTCAAGACGG-3´) (White 

1990), mientras que la región ITS fue amplificada a partir de los primers ITS1 (5´-

TCCGTAGGT- GAACCTGCGG-3´) e ITS4 (5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´). 

Las amplificaciones se realizaron con un ciclador iCycler (Bio-Rad Laboratories, Inc). 

La extracción de ADN se realizó con el kit comercial UltraClean Microbial DNA 

Isolation Kit (MoBio) de acuerdo a las indicaciones del proveedor preservándose a -20 

ºC hasta su utilización, y para la purificación de los productos de PCR se utilizó el kit 

comercial PureLink PCR Purification Kit (Invitrogen), según las indicaciones del 

proveedor. Los productos de PCR fueron secuenciados en ambas direcciones (forward y 

reverse) usando las amplificaciones iniciales y un secuenciador automático de ADN 

(Genetic Analyzer 3500, Applied Biosystems). Esto se realizó en el Instituto Nacional 

de Enfermedades Infecciosas ―Dr. Carlos G. Malbrán‖ (Buenos Aires, Argentina). 

Una vez obtenidas, las secuencias fueron editadas utilizando BioEdit 7.0.0 y la similitud 

se obtuvo usando la herramienta BLASTN del National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). 

 

2.4 Composición del jugo de manzana  

El jugo de manzana utilizado en los subsecuentes ensayos fue de tipo clarificado de 12 

ºBrix preparado a partir de jugo concentrado de 72 ºBrix (en caso contrario se aclara la 

concentración del mismo). Las diluciones se realizaron de acuerdo a la siguiente 

fórmula: 

 

                          (       )                            (       ) 

 

Siendo:  

Vol 72 ºBrix: volumen de jugo de manzana concentrado de 72 ºBrix que debe 

utilizarse 

Vol 12 ºBrix: volumen de jugo de manzana de 12 ºBrix que desea obtenerse  

 : densidad del jugo de manzana (  jugo de manzana 12 ºBrix= 1,04 g/ml ,   

jugo de manzana 72 ºBrix= 1,36 g/ml, aproximadamente). 

 

La composición media del jugo de manzana clarificado de 12 ºBrix utilizado se detalla a 

continuación, expresado como g/l (Lozano 2006): 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Fructosa 70  

Glucosa 35 

Sacarosa 16 

Ácido málico 0,4 – 3,4  

Ácido cítrico < 1  

Ácido ascórbico < 0,04 

Potasio 1 

Calcio 0,05 – 0,4  

Fósforo 0,07 – 0,1 

Sodio 0,02 

Aminoácidos libres 1 – 5 

pH : 3,5 ± 0,2 

Fuerza iónica: 0,023 mol/l 

 

La composición del jugo de fruta depende tanto de la variedad de la fruta, de su origen, 

de las condiciones de cultivo, de su procesamiento como del almacenamiento de la 

misma (Lee y Mattick 1989; Lea 1995). El Alto Valle de Río Negro y Neuquén 

concentra la mayoría de la producción de jugo del país, procesándose las siguientes 

variedades: Red Delicious (65%), Gala (15%) y sus clones, y Granny Smith (15%) 

(Bruzone 2008). Debido a la dinámica de producción de la compañía, los batch de jugos 

recibidos fueron mezclados antes de su utilización. La empresa busca alcanzar una 

cierta acidez en el jugo final por lo tanto se produce una mezcla de las variedades para 

obtener jugos de acidez media. 

En cada ensayo el jugo de manzana de 12 ºBrix fue previamente esterilizado por 

microfiltración utilizando membranas de un tamaño de poro de 0,45 µm (Metricel
®

Grid, 

GelmanSciences, MI, EE.UU.). 

 

2.5 Caracterización fisicoquímica de la superficie celular de las cepas aisladas 

Ensayo de Adhesión Microbiana a Solventes (Microbial Adhesion To Solvents, 

MATS)  

La adhesión es uno de los pasos fundamentales en el desarrollo de un biofilm 

microbiano, por lo tanto para prevenir o reducir su formación es esencial el 

conocimiento, entre otros factores, de las propiedades fisicoquímicas de su superficie 

(Bellon-Fontaine y col. 1996). 
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La afinidad de las membranas celulares por solventes y la capacidad dadora y aceptora 

de electrones de la superficie celular de cada una de las cepas se determinaron a través 

del método indirecto MATS. El método MATS se basa en comparar la afinidad de la 

superficie celular por solventes polares y no polares, el primero puede ser de naturaleza 

ácida (aceptor de electrones) o básica (dador de electrones) pero ambos solventes deben 

tener similar tensión superficial Lifshitz van der Waals. 

De acuerdo a lo descrito por Bellon-Fontaine y col. (1996) se utilizaron los siguientes 

pares de solventes: (i) cloroformo (Dowil, Industria Argentina) como solvente aceptor 

de electrones y hexadecano (Mallinckrodt Baker, Inc., NJ, EE.UU.) como solvente no 

polar; y (ii) el par acetato de etilo (Dorwil, Industria Argentina) como dador de 

electrones y octano (Carlo Erba, Divisione Chimica Industriale, Milano, Italia), solvente 

no polar. 

Los ensayos se realizaron con los cultivos de levaduras previamente aisladas 

pertenecientes a las especies Rhodotorula mucilaginosa, Candida krusei, Candida 

tropicalis, Candida kefyr, Pichia kluyveri y Candida sorboxilosa. 

Cada una de las cepas con las que se trabajó provino de un vial guardado a -70°C en 

glicerol al 20% (v/v) y caldo YGC. Para los ensayos un vial de cada cepa fue re-

suspendido en caldo YGC y cultivado durante 48 horas a 25 ± 1 ºC bajo agitación (50 

rpm) en un agitador orbital (Vicking M23, Vickings.r.l., Argentina). 

Cada cultivo fue centrifugado (Labofuge 200, Kendro, Alemania) a 2000 x g durante 5 

minutos, el pellet fue lavado dos veces y re-suspendido en cada una de las siguientes 

soluciones: NaCl 0,023 mol/l pH 4,0 y NaCl 0,15 mol/l a pH 7,0. La primera solución 

simula las condiciones de fuerza iónica y pH del jugo de manzana de 12 ºBrix, la 

segunda solución se utilizó con el fin de comparar el efecto del pH y/o la fuerza iónica 

sobre las propiedades de la superficie celular. El pH fue ajustado adicionando NaOH ó 

HCL 0,1 M según el caso. Por último se preparó una suspensión ajustada en cada una de 

las soluciones (NaCl 0,023 mol/l y NaCl 0,15 mol/l) hasta alcanzar una densidad óptica 

(DO) a 600 nm de 0,8 (≈10
7
 células/ml) medida con un espectrofotómetro de luz visible 

(ThermoSpectronicGenesys 20, ThermoElectronCorporation, MA, USA). 

Para el desarrollo del ensayo de adhesión a solventes se mezclaron 4 ml de cada una de 

las suspensiones celulares ajustadas con 1 ml de cada uno de los solventes en estudio en 

tubos de vidrio de 15 mm de diámetro y 35 mm de longitud. La mezcla fue sometida 

durante 2 minutos a agitación vigorosa con un agitador vortex (Genie 2
TM

, Scientific 

Industries, Inc., N.Y., EE.UU.) y se dejó reposar hasta la separación completa de las 
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fases (aproximadamente 10 minutos). Posteriormente se retiró cuidadosamente con 

jeringas (de manera de no perturbar las fases) 2 ml correspondientes a la fase acuosa y 

se midió la DO con un espectrofotómetro de luz visible a una longitud de onda de 600 

nm. 

El principio de este método se basa en la medición de la caída en la absorbancia de la 

fase acuosa con respecto a su valor inicial, representando así el número de células 

adheridas a cada uno de los solventes y reflejando por lo tanto la afinidad de la 

superficie celular por los mismos. El carácter hidrofóbico se ve reflejado por la afinidad 

hacia los solventes apolares. 

El porcentaje de células adheridas se calculó de acuerdo a la siguiente fórmula:  

           [   
  

   
] 

Siendo:  

% A: afinidad por los solventes 

DO: densidad óptica a 600 nm luego del mezclado 

DO0: densidad óptica a 600 nm de las suspensiones previo al mezclado 

Cada uno de los ensayos fue realizado por triplicado 

 

2.6 Ensayos de adhesión sobre acero inoxidable  

Se determinó la capacidad de adhesión de las cepas de levaduras aisladas sobre acero 

inoxidable (AI) como superficie de contacto, y jugo de manzana como matriz líquida. 

Las cepas fueron cultivadas en caldo YGC durante 48 horas, 25 ± 1 ºC y 50 rpm; 

posteriormente cada cultivo fue centrifugado a 2000 x g durante 5 minutos y el pellet 

lavado dos veces. El pellet resultante fue re-suspendido en jugo de manzana estéril de 

12 °Brix hasta alcanzar una DO550 de 0,125 (≈10
6
 células/ml) medida con un 

espectrofotómetro de luz visible. 

Para la adhesión se utilizaron segmentos de acero inoxidable AISI 304 L (rugosidad 

media: 0,064 µm y calidad alimentaria) de 1 cm x 2 cm. Previo a su utilización las 

superficies fueron lavadas por 15 minutos con una solución de detergente neutro al 2% 

(Extran MA 02 neutal, Merck) y enjuagadas 5 veces durante 5 minutos cada vez con 

agua destilada a 50 ºC.  

Para la realización de los ensayos de adhesión, los segmentos de AI fueron colocados en 

cajas de Petri de vidrio (90 cm de diámetro) subdivididas en 6 secciones (Figura 2.3). 

Las divisiones se hicieron mediante la fusión de la base de la caja de Petri con 
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segmentos de vidrio, de manera de evitar la superposición de las muestras durante la 

experiencia (Brugnoni y col. 2007). 

Previo a la realización de los ensayos los sistemas compuestos tanto por las cajas de 

Petri modificadas como por los segmentos de AI fueron autoclavados durante 15 

minutos a 121 ºC. Para el ensayo de adhesión se analizaron ocho tiempos diferentes: 5, 

10, 15, 20, 30, 60, 90 y 120 minutos, con lo cual para cada cepa se utilizaron dos cajas 

de Petri modificadas. Para cada cepa, seis mililitros de suspensión celular ajustada en 

jugo de manzana fueron colocados por sección (volumen suficiente para que queden 

completamente sumergidos los segmentos). Las placas fueron incubadas a 25 ± 1 ºC a 

50 rpm durante los tiempos detallados anteriormente. Al cabo de cada tiempo los 

segmentos fueron retirados y lavados dos veces con agua destilada estéril a 50 rpm para 

retirar las células débilmente adheridas y/ó no adheridas.  

Los ensayos de adhesión se realizaron por duplicado para cada cepa de levadura. En 

cada tiempo se emplearon segmentos para recuento celular directo por microscopía de 

epifluorescencia y a su vez se destinaron segmentos para su observación por SEM. Las 

muestras fueron preparadas como se detalla en el Anexo 1 (―Técnicas microscópicas‖).  

Los resultados se expresaron como Log del número de células/cm
2
 de superficie, y el 

porcentaje de superficie cubierta se calculó multiplicando el número de células/cm
2 

en 

cada tiempo por el área cubierta por una célula, siendo               donde r es el 

radio celular promedio calculado por microscopia electrónica (Staniszewska y col. 

2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.3. Caja de Petri modificada con segmentos de acero inoxidable, sistema utilizado para los 

ensayos de adhesión. 
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2.7 Análisis estadístico  

Todos los ensayos se realizaron por triplicado, en los casos posibles las mismas se 

realizaron a la par para reducir la variabilidad debido a factores extrínsecos. En todos 

los casos los resultados se expresaron como media ± desvío estándar (DE). 

Se realizó un test t-Student cuando fue apropiado para la comparación de medias y se 

consideraron como resultados estadísticamente significativos aquellos con un nivel de 

confianza igual o mayor al 95 % (p ≤ 0,05). 

En el caso de la hidrofobicidad de la superficie celular se realizó una correlación con las 

tasas de adhesión sobre acero inoxidable a través de un modelo de regresión 

logarítmica.  
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3. RESULTADOS 

3.1Aislamiento de microorganismos 

La Figura 3.1 muestra la sección de un cartucho de UF con imágenes ampliadas de la 

cara interna de la misma, obtenidas por SEM, donde se puede observar el proceso de 

ensuciamiento. En la imagen se aprecian grandes cantidades de material depositados 

sobre su superficie, deposición que a lo largo del tiempo lleva al recambio de las 

unidades por bloqueo de los poros y reducción en el rendimiento. 

Si bien el proceso de fouling debido a material no biológico es de importancia, sólo se 

mencionarán los estudios realizados sobre la deposición de microorganismos y su 

consecuente desarrollo (proceso de biofouling). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir de las muestras de membrana analizadas se registraron recuentos de levaduras 

de 7 x 10
5 

a 1 x 10
6 

UFC/g, con 11 aislamientos pertenecientes a 6 especies (entre 

paréntesis está la nomenclatura utilizada previa identificación por técnicas moleculares, 

a lo largo de la tesis se utilizará por cuestiones de practicidad): un aislamiento de 

Figura 3.1. A- Muestra de cartucho de UF usado para clarificación de jugo de manzana en donde se ve a lo 

largo de su superficie la deposición de material. B y C- Vista en SEM de la cara interna. Magnificación 300 

x y 5000x, respectivamente. 
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Rhodotorula mucilaginosa (L1), tres aislamientos de Candida krusei (L2, L9 y L10), 

dos aislamientos de Candida tropicalis (L4 y L5), tres aislamientos de Candida kefyr 

(L3, L7 y L11), un aislamiento de Candida sorboxilosa (L8) y un aislamiento de Pichia 

kluyvery (L6); dicha identificación se realizó a partir de sus características micro y 

macromorfológicas coincidentes con las descritas en Kurtzman y col. (2011). El sólo 

aislamiento de levaduras a partir de las muestras analizadas revela la gran capacidad de 

adhesión y alta supervivencia a los procesos de producción y limpieza rutinariamente 

empleados. Las levaduras representan uno de los principales agentes de deterioro en las 

plantas productoras de jugo de fruta teniendo la capacidad de crecer a bajo pHs, altas 

concentraciones de azúcares y condiciones de baja actividad de agua además de resistir, 

algunas especies, la inactivación por tratamiento térmico (Stratford y col. 2000). 

Bajo las condiciones analizadas se registró a su vez el aislamiento de una bacteria Gram 

+, catalasa negativa, oxidasa negativa, con crecimiento en medio MRS, sospechosa de 

ser BAL. El bajo número no implica necesariamente que en el sistema de estudio 

(plantas productoras de jugo concentrado de manzana) este no sea más elevado. Es 

grupo de microorganismos que forma parte de la comunidad comúnmente hallada en 

jugos de manzana; sin embargo, su número puede verse reducido en gran medida 

después de los procesos de pasteurización, concentración y refrigeración (Arias y col. 

2002; Suárez-Jacobo y col. 2010).  

Considerando que los microorganismos predominantes fueron levaduras, se consideró 

que las mismas son las responsables de colonizar las superficies comprometiendo 

profundamente la estabilidad microbiológica de las plantas productoras de alimentos. 

 

3.2 Ensayo de Adhesión Microbiana a Solventes (Microbial Adhesion To Solvents, 

MATS)  

Las Figuras 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6 y 3.7 muestran los porcentajes de afinidad de los 11 

aislamientos de levaduras hacia los solventes polares y no polares obtenidos a partir del 

método MATS. 
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Figura 3.2. Porcentajes de afinidad de Rhodotorula mucilaginosa (L1) por hexadecano (H), octano (O), 

acetato de etilo (AE) y cloroformo (C). Las barras de error representan el desvío estándar de los 

resultados con respecto a la media. 
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Figura 3.3. Porcentajes de afinidad de: A- Candida krusei (L2), B- Candida krusei (L9) y C- Candida 

krusei (L10) por los solventes H, O, AE y C. Las barras de error representan el desvío estándar de los 

resultados con respecto a la media. 

Figura 3.4. Porcentajes de afinidad de: A- Candida tropicalis (L4), B- Candida tropicalis (L5) por H, O, 

AE y C. Las barras de error representan el desvío estándar de los resultados con respecto a la media. 
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Figura 3.5. Porcentajes de afinidad de: A- Candida kefyr (L3), B- Candida kefyr (L7) y C- Candida kefyr 

(L11) por los solventes H, O, AE y C. Las barras de error representan el desvío estándar de los resultados 

con respecto a la media. 
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A partir del análisis de los pares cloroformo/hexadecano y acetato de etilo/octano se 

evidenciaron diferencias en la afinidad de las membranas celulares por los solventes y la 

presencia de interacciones dadoras-aceptoras de electrones en la superficie celular; estas 

diferencias variaron de acuerdo a la cepa en función a las condiciones de pH y fuerza 

iónica. Esto último demuestra la importancia del análisis de los datos en condiciones 

que simulen lo más cercanamente posible a las encontradas por los microorganismos en 

los sistemas reales, en este caso plantas de procesamiento de jugo concentrado. A partir 

de esto último los análisis subsiguientes se hicieron bajo condiciones de pH 4,0 ± 0,2 y 

fuerza iónica 0,023 mol/l, comparables con el jugo de manzana de 12 ºBrix. 

Las mayores afinidades se encontraron para el cloroformo las cuales fueron 

significativamente mayores (p < 0,05) que para el hexadecano con porcentajes que 
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Figura 3.7. Porcentajes de afinidad de Candida sorboxilosa (L8) por los solventes H, O, AE y C. Las 

barras de error representan el desvío estándar de los resultados con respecto a la media. 

Figura 3.6. Porcentajes de afinidad Pichia kluyvery (L6) por los solventes H, O, AE y C. Las barras de 

error representan el desvío estándar de los resultados con respecto a la media. 
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rondaron entre el 50 - 99 % y el 7 - 85 %, respectivamente. En los casos de L6, L8 y L5 

se registraron excepciones donde la afinidad fue mayor para el hexadecano. La 

comparación entre ambos solventes se realizó por presentar ambos las mismas 

propiedades de van der Waals (Bellon-Fontaine y col. 1996). 

También se determinó el carácter hidrofóbico/hidrofílico siguiendo la clasificación de 

Li y McLandsborough (1999) De acuerdo a los porcentajes de adhesión de las especies 

de levaduras al hexadecano (Figuras 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6 y 3.7) las mismas fueron 

clasificadas como se detalla en la Tabla 3.1: 

 

 

Clasificación Cepa 

Fuertemente hidrofílica: < 10% L7 

Moderadamente hidrofílica: 10-25 % - 

Moderadamente hidrofóbica: 30-55 % L2, L3, L10, L11 

Fuertemente hidrofóbica: > 55 % L1, L4, L5, L6, L8, L9 

 

El comportamiento con respecto a la presencia de interacciones dadoras-aceptoras de 

electrones mostró por parte de las especies una mayor tendencia a presentar propiedades 

básicas (o dadoras de electrones) que ácidas (o aceptoras de electrones). Esto se 

evidenció por la mayor afinidad por el cloroformo con respecto al acetato de etilo con 

diferencias entre ambos solventes que rondaron mínimos de 19 % para L8 (cepa que 

presentó la menor afinidad al solvente), las restantes cepas presentaron valores de 

afinidad por cloroformo significativamente mayores en comparación al acetato de etilo. 

La Figura 3.8 muestra la afinidad de las células por las gotas de hexadecano; en el caso 

de Candida kefyr se muestran dos imágenes ya que dentro de los aislamientos para la 

misma especie se presenta una variación en la hidrofobicidad.  

El aislamiento de C. kefyr L7 fue la única cepa altamente hidrofílica mientras que el 

resto de los 10 aislamientos oscilaron entre moderadamente hidrofóbicos y fuertemente 

hidrofóbicos. 

Las muestras para este ensayo se tomaron de la capa orgánica una vez separada de la 

capa acuosa mostrándose así la afinidad por el solvente no polar. 

 

 

 

Tabla 3.1. Carácter hidrofóbico-hidrofílico de los 11 aislamientos de acuerdo a la clasificación de Li y 

McLandsborough (1999) 
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Figura 3.8. Adhesión de las distintas especies de 

levaduras al hexadecano a pH 4 y fuerza iónica 

0,023 mol/l. A- Rhodotorula mucilaginosa (en el 

margen inferior derecho se muestra una imagen 

ampliada) (L1), B- Candida krusei (L10), C- 

Candida tropicalis (L5), D- Candida kefyr (L7), 

E- Candida kefyr (L3), F- Pichia kluyvery (L6) y 

G- Candida sorboxilosa (L8). Observación con 

microscopio de fondo claro. 
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3.3 Adhesión y colonización 

Una vez realizados los correspondientes aislamientos con su caracterización se estudió 

la capacidad de adhesión de las especies de levaduras sobre AI (AISI 304L de calidad 

alimentaria). En las Figuras 3.9 a 3.14 se muestran los resultados expresados como el 

logaritmo del número de células adheridas por cm
2
 en presencia de jugo de manzana de 

12 ºBrix como medio líquido (la transformación de los recuentos fue realizada previo 

cómputo de los promedios y los desvíos estándar). 

Teniendo en cuenta que en algunos casos hay más de un aislamiento perteneciente a una 

misma especie y que en el ensayo anterior (sección 3.2) presentaron diferencias entre las 

mismas, se analizaron todos por separado. 

Como puede observarse en las imágenes obtenidas por SEM (Figuras 3.15) todas las 

especies analizadas se adhieren a la superficie en estudio difiriendo de acuerdo a la 

identidad de la especie y al aislamiento dentro de la misma. Esto último es 

particularmente evidente en el caso de los tres aislamientos de Candida kefyr donde L7 

presenta a tiempos equivalentes adhesiones menores que sus pares L3 y L11, siendo al 

cabo de los 120 minutos de ensayo de 4,05 ± 0,47; 4,86 ± 0,10 y 5,50 ± 0,16 Log 

UFC/cm
2 

(p < 0,05), respectivamente. En general se presentaron tres grandes grupos en 

función de sus adhesiones al cabo de 120 minutos, estos estaban conformados por L7 

(como ya se mencionó presentó la menor adhesión de todas); L9, L10, L11 con 

adhesiones en el rango de 4,63 ± 0,01 y 4,95 ± 0,07 Log UFC/cm
2
; y por último el 

grupo formado por L1, L2, L3, L4 L5, L6, L8 con un rango de 5,30 ± 0,05 y 5,57 ± 0,09 

Log UFC/cm
2
. 
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Rhodotorula mucilaginosa (L1)

Figura 3.9. Número de células/cm
2 

(Log nº células/cm
2
) de Rhodotorula mucilaginosa adheridas a acero 

inoxidable AISI 304L (media ± DE) en jugo de manzana 12 ºBrix a 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90 y 120 

minutos. 
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Candida tropicalis (L4) Candida tropicalis (L5)

Figura 3.10. Número de células/cm
2 
(Log nº células/cm

2
) de Candida krusei adheridas a acero inoxidable 

AISI 304L (media ± DE) en jugo de manzana 12 ºBrix a 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90 y 120 minutos. 

Figura 3.11. Número de células/cm
2 

(Log nº células/cm
2
) de Candida kefyr adheridas a acero inoxidable 

AISI 304L (media ± DE) en jugo de manzana 12 ºBrix a 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90 y 120 minutos. 

Figura 3.12. Número de células/cm
2 

(Log nº células/cm
2
) de Candida tropicalis adheridas a acero 

inoxidable AISI 304L (media ± DE) en jugo de manzana 12 ºBrix a 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90 y 120 

minutos. 
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Candida sorboxilosa (L8)

Figura 3.13. Número de células/cm
2 
(Log nº células/cm

2
) de Pichia kluyvery adheridas a acero inoxidable 

AISI 304L (media ± DE) en jugo de manzana 12 ºBrix a 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90 y 120 minutos. 

Figura 3.14. Número de células/cm
2 

(Log nº células/cm
2
) de Candida sorboxilosa adheridas a acero 

inoxidable AISI 304L (media ± DE) en jugo de manzana 12 ºBrix a 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90 y 120 

minutos. 
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Tanto P. kluyvery (L6) como C. sorboxilosa (L8) presentan adhesiones equivalentes 

tanto a 5 como a 10 minutos de contacto (p < 0,05) las cuales son mayores que las 

encontradas para Candida krusei (L2, L9 y L10) posiblemente debido a la mayor 

hidrofobicidad por parte de L6 y L8 con respecto a los aislamiento de Candida krusei. 

En el caso de Candida tropicalis, como puede verse en la Figura 3.12, ambos 

aislamientos presentan adhesiones similares sin diferencias significativas (p > 0,05) 

exceptuando a los 5 minutos de adhesión en donde L4 presenta menores valores que L5 

(p < 0,05), posiblemente debido a la menor hidrofobicidad de la misma. Con respecto a 

Candida kefyr, los aislamientos presentan una gran diferencia en su capacidad de 

Figura 3.15. Imágenes obtenidas por SEM de 120 minutos de adhesión de: A- L1, B- L3, C- L5, D- L6, E- 

L8 y F- L9. Las mismas fueron incubadas en jugo de manzana de 12 °Brix y la superficie utilizada fue 

acero inoxidable AISI 304 
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adhesión entre ellos, siendo L7 quien presenta adhesiones significativamente menores 

(p < 0,05) que sus pares. Esto puede deberse al fuerte antagonismo entre su 

característica hidrofílica con la hidrofobicidad de las superficie ensayada (AI), llevando 

en los primeros 30 minutos de ensayo a las menores adhesiones registradas del total de 

los aislamientos. 

A continuación, para cada caso, se determinó la tasa de adhesión (células/cm
2 

min) por 

regresión lineal tomando los primeros 30 minutos de ensayo. Las mayores tasas de 

adhesión se encontraron para L6 y L8 con 4728 y 4309 células/cm
2
min, 

respectivamente, seguido del resto con tasas de adhesión en el rango de 385 (L7) y 3913 

(L1) células/cm
2
min. Cabe destacar el siguiente comportamiento de las cepas dentro de 

una misma especie con respecto a la tasa de adhesión: Candida tropicalis > Candida 

krusei > Candida kefyr. Analizando la tasa de adhesión de los 11 aislamientos en 

función de la hidrofobicidad a pH 4 y 0,023 mol/l de fuerza iónica se observó que se 

correlacionaban positivamente (Figura 3.16). Como se puede ver en la imagen tanto L1, 

L6 y L8 son las cepas con mayores tasas de adhesión y mayores afinidades hacia el n-

hexadecano lo cual concuerda con las características tanto de las membranas de las que 

fueron aisladas como del AI. En los casos de Candida kusei y Candida tropicalis no hay 

diferencias significativas (p > 0,05) en la tasa de adhesión con respecto a las cepas de la 

misma especie, mientras que Candida kefyr presentó diferencias entre las tres cepas, 

siendo L7 la cepa con menor tasa de adhesión. Este último resultado estaría en 

concordancia con su carácter hidrofílico (Tabla 3.1) a pH 4. 
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los 11 aislamientos de levaduras determinado por regresión lineal durante los 30 primeros minutos de 

adhesión.  
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4. DISCUSIÓN 

4.1 Aislamientos de microorganismos 

La reducción en el rendimiento de las membranas debido al proceso de biofouling es 

considerado el problema más grave que sufren estos sistemas, y en el que se hace 

hincapié en esta tesis. 

La mayor parte de las frutas son productos de alta acidez, si bien algunas tienen un pH 

mayor como por ejemplo la banana, el melón, el higo y la papaya. El bajo pH y la 

naturaleza del ácido orgánico per se seleccionan el crecimiento de los microorganismos 

ácido-tolerantes, tales como mohos y levaduras (Silva y Gibbs 2001; Alzamora y col. 

2004), representando una amenaza para las plantas procesadoras de jugo. Si bien estos 

alimentos pueden ser reservorio de microorganismos patógenos (Escherichia coli 

O157:H7, Salmonella spp., Listeria monocytogenes) (Food y Administration 2004; 

Aneja y col. 2014) los hongos en ambientes propicios colonizan más rápidamente las 

instalaciones dominando los sistemas. 

Aunque los jugos de frutas ácidas eran considerados alimentos de bajo riesgo para la 

salud humana debido precisamente al bajo pH, considerado una barrera lo 

suficientemente eficaz para controlar el crecimiento de microorganismos deteriorantes y 

patógenos (Alzamora y col. 2004), es evidente que los microorganismos han 

desarrollado distintos mecanismos para resistir estos factores de estrés, haciendo precisa 

la implementación de nuevas tecnologías de conservación. La técnica tradicionalmente 

utilizada para el control en jugos de manzana ha sido la pasteurización por medios 

térmicos en flujo continuo la cual puede ser llevada a cabo por intercambiadores de 

calor en placa o bien intercambiadores de forma tubular. Actualmente, para el 

tratamiento térmico de jugo de manzana, previo al proceso de UF, se utiliza el método 

HTST de alta temperatura en tiempos cortos (HTST del inglés: High Temperature/Short 

Time). En los procesos de pasteurización HTST las temperaturas alcanzadas son de 

entre 76,6 – 87,7 °C durante 25 a 30 segundos (Moyer y Aitken 1980), inactivando una 

gran proporción de los microorganismos responsable del deterioro durante el 

almacenamiento, además de otros microorganismos patógenos (Qin y col. 1995). 

Si bien no se encontraron mohos entre los microorganismos aislados, sí se evidenció la 

presencia dominante de levaduras. Esta dominancia en las membranas de UF se pone de 

evidencia a partir de los once aislamientos pertenecientes a seis especies diferentes 

frente a un solo aislamiento de BAL y ninguno de hongos filamentosos. La gran 
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capacidad que tienen los hongos para sobrevivir, multiplicarse y colonizar rápidamente 

superficies en condiciones de bajo pH, altas concentraciones de azúcares y baja 

actividad acuosa, además de resistir la inactivación por tratamiento térmicos (Stratford y 

col. 2000) pone de manifiesto el peligro que representan para las industrias productoras 

de jugo concentrado de manzana. 

En trabajos previos (Brugnoni y col. 2007; Brugnoni y col. 2011; 2012) se reportaron 

recuentos de levaduras del orden de 10
7
 UFC/ml de levaduras en muestras tomadas de 

etapas posteriores a la UF en plantas productoras de las mismas características, 

mostrando una gran capacidad de adhesión y proliferación en AI, material de amplio 

uso en las industrias. Estos hechos demuestran no solo la predominancia sino también la 

resiliencia frente a los sucesivos factores de control, y por ende de estrés, aplicados en 

las distintas etapas de producción. 

Se sabe que la estabilidad biológica de las modernas plantas productoras de jugos es 

muy buena durante el primer año de producción, pero es común observar que 

comienzan a aparecer problemas de contaminación en los productos durante el segundo 

año a partir de su instalación. Debido al gran número y diversidad de levaduras 

encontradas se podría establecer que las levaduras son los microorganismos 

predominantes en las membranas de UF y la principal causa de biofouling de las mismas 

durante el proceso de clarificación. 

En otros casos como el de Tang y col. (2009) se reportó el aislamiento de 

Blastoschizomyces capitatus en membranas de OI en industrias lácteas, mientras que 

Salo y Wirtanen (2005) en líneas de procesamiento de alimentos de industrias 

productoras de bebidas citó el aislamiento de Saccharomyces, Candida y Rhodotorula 

en distintas etapas del proceso de envasado. 

La ubicuidad de las levaduras no se circunscribe al ámbito industrial (Brugnoni y col. 

2007; Chmielewski y Frank 2007; Harvey y col. 2007; Flemming y Ridgway 2008; 

Shikongo-Nambabi y col. 2011) sino que también se encuentran colonizando ambientes 

domésticos, aislándose de utensilios de uso cotidiano como esponjas y repasadores 

(Rayner y col. 2004) o lavavajillas (Gattlen y col. 2010). En el ámbito hospitalario es 

conocida su difusión e importancia por ser responsables de infecciones y colonización 

de catéteres, prótesis, entre otros, con aislamientos pertenecientes a Candida albicans, 

C. tropicalis C. glabrata, C. krusei (Samaranayake y Samaranayake 1994; Gilfillan y 

col. 1998; Noble y col. 2010; Yang y col. 2010; Miceli y col. 2011). 
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A partir de la búsqueda bibliográfica realizada en distintos buscadores académicos 

como Scopus y PubMed este es el primer estudio sobre la microbiota de membranas de 

UF utilizadas para la clarificación de jugos de manzana. El estudio aporta 

conocimientos no solo en lo que respecta a la identidad de las mismas sino también de 

sus propiedades fisicoquímicas y adhesiones bajo condiciones relevantes para las 

industrias. 

 

4.2 Propiedades fisicoquímicas: MATS 

El proceso de adhesión microorganismo-superficie es sumamente complejo y está 

afectado por diversos factores entre ellos: (i) características del microorganismo, (ii) 

naturaleza de la superficie en estudio, (iii) características del ambiente en el que crecen 

las células (propiedades fisicoquímicas del medio, la presencia de carbohidratos, 

proteínas o sustancias bactericidas, etc.) (An y col. 2000; Terada y col. 2006; Carré y 

Mittal 2011). Es ampliamente aceptado que la colonización de superficies por 

microorganismos tiene un paso inicial donde las propiedades fisicoquímicas de la 

superficie, tales como la hidrofobicidad, son uno de los principales factores que median 

la unión microorganismo-sustrato (Klotz y col. 1985; Fukazawa y Kagaya 1997; 

Masuoka y Hazen 1997; Votava 2002), en algunos casos esto es reforzado por 

interacciones adhesina-ligando dependiendo el sistema de estudio. De acuerdo con van 

Oss (2003), en los sistemas biológicos, la atracción hidrofóbica es la más fuerte de todas 

las fuerzas no covalentes de unión de largo alcance, no electrostáticas, que se producen 

entre las partículas inmersas en medio acuoso. Esta fuerza se basa en interacciones en 

medios polares de tipo aceptor-dador de electrones (teoría ácido-base de Lewis). En 

medios acuosos, las interacciones ácido-base de Lewis pueden ser atractivas (atracción 

hidrófoba) o repulsivas (repulsión hidrófila), dependiendo del grado de hidrofobicidad o 

de hidrofilicidad de la superficie de las entidades involucradas. Se ha registrado que 

tanto el comportamiento como la adhesión de células de Candida spp. a diferentes 

sustratos se ve afectada por la hidrofobicidad de la superficie celular (Rajkowska y col. 

2014), y que la misma varía frente a cambios en la temperatura y fuerza iónica de las 

soluciones intervinientes (Gallardo-Moreno y col. 2002). Es debido a esto que en esta 

tesis se plantea su determinación mediante el método MATS y la correspondiente 

adhesión sobre AI en condiciones reproducibles a las encontradas en las plantas 

procesadoras de jugo de manzana (pH = 4 y 0,023 mol/l de fuerza iónica). 
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En las Figuras 3.2 a 3.7 se mostraron los porcentajes de afinidad de cada una de las 

especies aisladas por solventes polares y no polares. Debido a las propiedades de 

tensión superficial que presentan los solventes, las diferencias observadas entre los 

pares cloroformo/hexadecano y acetato de etilo/octano permiten comprobar la presencia 

de interacciones dadoras-aceptoras de electrones de la superficie celular y también las 

propiedades de carácter hidrofóbico-hidrofílico. En todos los casos las mayores 

afinidades se encontraron para el cloroformo (solvente ácido) frente al hexadecano, 

exceptuando L6 (Pichia kluyvery), L8 (Candida sorboxilosa) y L5 (Candida tropicalis), 

La presencia de grupos básicos en la superficie celular (Bellon-Fontaine y col. 1996), 

como por ejemplo, grupos carboxílicos (COO
-
), fosfatos (PO4

-2
), grupos aminos (NH2) 

y sulfitos (HSO3) (Pelletier y col. 1997; Briandet y col. 1999) podría explicar el carácter 

dador de electrones que presentaron los aislamientos. En cambio, componentes de las 

paredes celulares de tipo hidrofóbicos tales como manoproteínas y glicanos podrían 

explicar la hidrofobicidad, mientras que grupos de carácter hidrofílico se originarían de 

aminoácidos y fosfatos (Lipke y Ovalle 1998). 

En resumen y considerando los datos obtenidos en condiciones experimentales que 

reproducen tanto el pH como la fuerza iónica del jugo de manzana, las especies de 

levaduras no solo presentan grupos químicos de carácter básico (grupos hidrofílicos) 

sino también grupos hidrofóbicos; dándoles la posibilidad de adherirse a superficies que 

pueden ser de naturaleza hidrófila e hidrófoba. 

Tal como lo postula Van der Mei y col. (1995) las cargas de la superficie celular y del 

sustrato en el cual se adhieren afectan las interacciones hidrofóbicas, favorecidas por 

bajas repulsiones electroestáticas. Considerando que el AI presenta su punto isoeléctrico 

a pH entre 3,0 y 4,0 (Boulangé-Petermann y col. 1995), se esperaría la adhesión de 

cepas con bajas cargas en condiciones comparables a las del jugo, lo cual minimizaría 

las interacciones repulsivas célula-sustrato. 

Tradicionalmente se ha considerado que el potencial de biofouling es mayor para 

membranas hidrofóbicas que hidrofílicas (Leslie y col. 1993; Knoell y col. 1999; 

Pasmore y col. 2001) hechos reafirmados por otros estudios (Van Oss 1995; Ghayeni y 

col. 1998; Knoell y col. 1999; Ong y col. 1999; Pasmore y col. 2001). Estos autores 

postulan que aumentos en la hidrofobicidad, ya sea de la superficie celular como de las 

membranas, aumentan la tasa de adhesión a consecuencia de mayores interacciones 

energéticas célula-membrana. Los resultados arrojados de los ensayos de MATS 

revelaron que de los once aislamientos, diez resultaron ser moderadamente hidrofóbicos 
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a fuertemente hidrofóbicos, con lo cual se esperaría que se adhirieran más fácilmente a 

membranas de la misma naturaleza (interacciones hidrofóbicas/hidrofílicas entre los 

pares células-sustrato). Si bien esto es cierto no hay que perder de vista que las 

superficies celulares tienen naturaleza dadora de electrones, resultado también obtenidos 

por MATS, con lo cual podrían darse posibles interacciones entre los grupos 

hidrofílicos de las superficies celulares con membranas de la misma naturaleza. 

 

4.3 Adhesiones levaduras-acero inoxidable 

La caracterización de la superficie celular y la naturaleza del sustrato han sido utilizadas 

como valor predictivo de la capacidad de adhesión (Ten Cate y col. 2009). Los estudios 

al respecto son controvertidos con lo cual el siguiente paso planteado fue estudiar la 

capacidad de adhesión de las levaduras aisladas de las membranas de UF sobre AI, uno 

de los materiales más utilizados en las industrias productoras de alimentos. En la 

adhesión están implicados mecanismos de diferente naturaleza, aquellos que establecen 

uniones de carácter fisicoquímico donde acercan al microorganismo a la superficie, y 

otros de naturaleza específica y que implican la presencia de adhesinas y receptores del 

sustrato tal como lo describió Blanco y col. (2010) en el caso de Candida albicans. 

Los aislamientos de levaduras realizados (Sección 3.3 ―Ensayos de adhesión y 

colonización sobre acero inoxidable‖) mostraron diferencias en sus adhesiones sobre 

AI, especialmente en el caso de Candida kefyr. Estas diferencias intra especie también 

fueron reportadas por otros autores en el género Candida (Panagoda y col. 2001; 

Henriques y col. 2007; Okawa y col. 2008) y de cepas de Yarrowia lipolytica (Amaral y 

col. 2006). Dichas diferencias en las primeras etapas de adhesión pueden reflejar la 

presencia de variaciones en la composición de la pared celular de las cepas de levaduras 

(Mercier-Bonin y col. 2004; Aguedo y col. 2005; Amaral y col. 2006). El estudio de la 

relación entre las propiedades de la superficie celular, la adhesión y la formación de 

biofilms ha sido ampliamente estudiado, pero aun así la hidrofobicidad como predictor 

del proceso de adhesión varía con los grupos de investigación. En los casos de Van 

Loosdrecht y col. (1987), Gilbert y col. (1991), Peng y col. (2001), Iwabuchi y col. 

(2003) y Liu y col. (2004) se sugiere que entre ellos hay una fuerte correlación; pero 

para Sorongon y col. (1991), Parment y col. (1992), Flint y col. (1997) y Parkar y col. 

(2001) la hidrofobicidad tiene poca a nula relación en la determinación del proceso de 

adhesión. En nuestro caso, los resultados obtenidos de la determinación de la 

hidrofobicidad de la superficie celular de las levaduras aisladas, determinado a pH y 
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fuerzas iónicas semejantes a las de jugo de manzana, podría ser usado como un índice 

del proceso inicial de adhesión sobre AI en accesorios de plantas productoras de jugo de 

manzana. 

Analizando la relación hidrofobicidad/adhesión de aislamientos de levaduras, se ha 

postulado que la hidrofobicidad de Candida spp. juega un rol crítico en los primeros 

eventos que llevan a la adhesión de las células ya sea sobre superficies bióticas como 

abióticas. Samaranayake y Samaranayake (1994) encontraron que la hidrofobicidad 

junto con la adhesión están relacionados con infecciones fúngicas en superficies 

plásticas de uso médico como lo son implantes y catéteres (superficies inertes 

hidrófobas). Consecuentemente Miyake y col. (1985) reportaron una correlación 

positiva entre la adhesión de Candida spp. a superficies de acrílico, con la 

hidrofobicidad de las superficies celulares. En tanto Hawser y Douglas (1994) 

observaron que de todas las especies de Candida spp. analizadas, Candida krusei 

desarrolló los biofilms más densos en discos de policloruro de vinilo (PVC) 

independientemente del medio de cultivo, el cual podría suprimir o promover por otro 

lado la formación de polisacáridos extracelulares. 

Más recientemente Borghi y col. (2011) a partir del análisis de 37 aislamientos clínicos 

de Candida tropicalis encontró una correlación positiva entre la formación de biofilms y 

la hidrofobicidad, mientras que Brugnoni y col. (2007) estudiando la superficie celular 

de cuatro aislamientos de levaduras sobre AI, encontró una correlación positiva con la 

tasa de adhesión. Similares resultados fueron obtenidos en esta tesis al analizar la tasa 

de adhesión de los once aislamientos en función de la hidrofobicidad, las cuales 

correlacionaron positivamente (Figura 3.16). 

A lo largo de este capítulo se vio que la relación entre las propiedades fisicoquímicas de 

las células y el proceso de adhesión puede ser controversial, y esto en parte se debe a 

que la formación de biofilms es un proceso multifactorial que depende tanto de la 

superficie de estudio y sus características, de los microorganismos involucrados, y del 

ambiente en el cual se desarrollan. 

En el caso de Park y col. (2005) se menciona la topografía de membranas de UF como 

factor importante. Wong y col. (2009) caracterizaron membranas de tipo PVDF-FP100 

en donde describió elevaciones de aproximadamente 0,2 µm de extensión lateral y 

depresiones circulares de 1,5 - 2,5 µm, topografía que mencionan como factible de 

favorecer el asentamiento de células de levaduras en sus distintas etapas de crecimiento. 

A esto se suma el hecho del posible pasaje de células a través de los poros por su 
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expansión a consecuencia de los aumentos de presión a lo largo del tiempo. En el caso 

de Carman y col. (2006) utilizando como sistema de estudio zoosporas del alga Ulva 

(sin. Enteromorpha) se observa que la bio-adhesión puede verse influenciada por la 

nano-topografía del material en relación a la formación puntos de adhesión. 

Una vez que las levaduras se encuentran cerca de la interfase, interacciones de largo 

alcance entre las células y la superficie determinan si la célula será atraída o repelida, 

lográndose un primer paso de adhesión reversible. El cambio desde la adhesión 

reversible a la irreversible se produce por la transición desde una interacción débil de la 

célula con el sustrato hasta un enlace permanente, frecuentemente mediado por la 

presencia de polímeros y apéndices extracelulares (Rutter y col. 1984; Gristina 1987; 

Donlan 2001). El siguiente paso es la colonización y maduración del biofilm que da 

como resultado una arquitectura compleja, con canales y poros. La biomasa y la 

complejidad del biofilm aumenta a medida que los organismos adheridos se replican, 

mueren y los componentes extracelulares interactúan con las moléculas orgánicas e 

inorgánicas presentes en el medio ambiente circundante (Davies y col. 1998; Anderson 

y col. 2007). En el caso de biofilms de levaduras estos pasos podrían resumirse de la 

siguiente manera: (i) una primera etapa de adhesión de las blastosporas (célula 

levaduriforme) a la superficie (ii) etapa intermedia donde las células de las levaduras 

comienzan a proliferar cubriendo la superficie mientras producen sustancias poliméricas 

extracelulares y estructuras celulares más complejas (hifas, seudohifas, micelios, 

seudomicelios), (iii) la maduración y por último (iv) el desprendimiento para la 

colonización de nuevas superficies. En el caso de Candida tropicalis, tal como pudo 

verse en la Figura 3.15 C, estos pasos son notorios a las dos horas de adhesión, 

formándose grandes redes de seudohifas y agregados celulares que cubren la mayor 

parte de las superficies de AI. Resultados similares fueron encontrados por Silva y col. 

(2009) quienes inocularon con una cepa de C. tropicalis, cultivada en caldo Sabouraud, 

superficies de poliestireno y observaron este gran desarrollo que ya lo consideraban un 

biofilm maduro. Hasta el momento y a partir de búsqueda bibliográfica realizada este es 

el primer reporte de aislamientos de C. tropicalis en equipos de procesamiento de 

alimentos. Un punto a destacar es que a tiempos equivalentes de colonización (2 horas) 

la mayor cobertura del AI fue alcanzada por Candida tropicalis, la cual no es 

precisamente la que mayor índice de hidrofobicidad presentó, lo que si fue el caso de 

Pichia kluyvery, confirmando que el proceso global de formación de biofilms es un 

proceso multifactorial. 
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Teniendo en cuenta que esta tesis se realizó con aislamientos provenientes de 

membranas que fueron utilizadas para la UF de jugo de manzana, resultan interesantes 

las implicaciones que tienen para este tipo de industrias. Además, Brugnoni (2008) 

analizando otras etapas del mismo proceso productivo encontró una alta colonización en 

distintos puntos por parte del mismo tipo de microorganismos. La presencia de similares 

poblaciones adherentes no implica necesariamente las mismas cinéticas de colonización 

en el tiempo, sugiriendo que tanto la adhesión como la conformación del biofilm podría 

requerir de diferentes adaptaciones moleculares por parte de cada cepa (Chavant y col. 

2002). Otros grupos (Bizerra y col. 2008; Silva y col. 2009) reportan diferencias en las 

capacidades de adhesión y formación de biofilms sobre poliestireno y PVC bajo 

condiciones de cultivo estáticas. En tanto, varios estudios realizados (Baillie y Douglas 

1999; Ramage y col. 2002; Paramonova y col. 2009) establecieron que la presencia de 

estructuras invasivas como seudohifas e hifas pueden ser de gran importancia en la 

integridad estructural de los biofilms maduros; siendo su contenido un parámetro de la 

resistencia de los mismos (Paramonova y col. 2009). Hecho que se puede deber a que el 

contenido de quitina de las seudohifas es al menos tres veces más que el presentado para 

las blastosporas (Braun y Calderone 1978; Chaffin y col. 1998). La quitina como 

material hidrofóbico ha demostrado el aumento de la resistencia mecánica y la flexión 

en sustitutos óseos (Chen y col. 2005), con lo cual podría concluirse que una mayor 

presencia de seudohifas en los biofilms, y consecuentemente mayor cantidad de quitina, 

podría ser el responsable de aumentos en las resistencias de los mismos a fuerzas 

externas. Este último hecho toma relevancia cuando se conoce que las condiciones de 

flujo que prevalecen en los procesos de UF son de tipo turbulento, con lo cual para 

adherirse y formar un biofilm, las células tienen que evitar ser desplazadas, resistiendo 

las fuerzas de arrastre. Se podría asumir por lo tanto que aquellos biofilms con mayor 

proporción de seudohifas desarrollándose sobre diferentes tipos de superficies (plástico, 

acero inoxidable, etc.) van a formar no sólo más rápido los biofilms sino que también 

con una mayor resistencia ante los procesos de remoción (ej. flujo, procesos de 

sanitización, etc.). Bajo estas circunstancias es que la gran capacidad de adherirse de 

Candida tropicalis, y el gran desarrollo que presentó en cortos tiempos, sobre acero 

inoxidable puede proporcionar una ventaja competitiva sobre otras levaduras, 

planteando un problema higiénico-sanitario además de económico. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Los procesos de adhesión microbiana y desarrollo de biofilms han sido reportados en 

medios naturales, clínicos e industriales. Para que estos procesos se den, sólo se requiere 

la presencia de un entorno hidratado y una mínima cantidad de nutrientes (Kraigsley y 

col. 2002; Else y col. 2003). Los biofilms constituyen un modo protegido de 

crecimiento y desarrollo que permite a los microorganismos sobrevivir en ambientes 

hostiles, siendo su comportamiento y fisiología significativamente diferentes de 

aquellos que crecen en forma planctónica. Tomando a los biofilms como estructuras 

complejas organizadas, su importancia reside en la existencia de un nivel de 

diferenciación que requiere un sofisticado sistema de señales célula-célula y un 

determinado grado de especialización celular. El proceso de desarrollo de los mismos es 

único en biología debido a que involucra la actividad coordinada de varios genomas 

para generar una comunidad funcional multicelular. 

Dentro de las industrias alimentarias el desarrollo de biofilms ha adquirido gran 

relevancia ya que han sido asociados a industrias cerveceras (Flemming y Ridgway 

2008), pesqueras (Shikongo-Nambabi y col. 2011), lácteas (Chmielewski y Frank 

2003), de procesado de productos cárnicos (Harvey y col. 2007) y jugueras (Brugnoni y 

col. 2007). Los biofilms pueden formarse sobre todo tipo de superficies (hidrófobas o 

hidrófilas, bióticas o abióticas) (Kumar y Anand 1998), incluyendo plástico, vidrio, 

madera, metal, y sobre los mismos alimentos (Chmielewski y Frank 2003). Su presencia 

en superficies en contacto con alimentos es considerada un riesgo para la salud porque 

dentro de su composición pueden contener microorganismos patógenos, aumentando las 

probabilidades de intoxicaciones e infecciones alimentarias. Se ha reportado que 

aproximadamente el 80% de todas las enfermedades causadas por microorganismos, 

incluyendo las transmitidas por alimentos, se deben a su presencia en biofilms (Fux y 

col. 2005). 

La contaminación de alimentos le representa anualmente a las industrias alimentarias 

pérdidas millonarias (Brooks y Flint 2008) debido al retiro del producto del mercado, la 

pérdida de la confianza y apoyo del consumidor, además de los costos legales (Fleet y 

col. 2007; O'Brien y col. 2007). 

Tras el descubrimiento del fenómeno de biofouling las investigaciones en su mayoría se 

han basado en el estudio de monocultivos de microorganismos; sin embargo, tales 

biofilms mono especie rara vez son observados en los ambientes naturales e industriales 
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(Percival y col. 2000; Sutherland 2001). Una aproximación más realista sería su estudio 

desde una perspectiva comunitaria (con biofilms mixtos) más que poblacional, en donde 

se puede encontrar una estrecha relación entre diferentes microorganismos (Figura 1.1). 

En estas comunidades los microorganismos se comportan como consorcios en donde las 

relaciones son variadas habiéndose reportado en la bibliografía tanto relaciones de 

inhibición entre sus integrantes (Guillier y col. 2008) como de sinergismos, con 

aumento, en muchos casos, de la supervivencia (Cowan y col. 2000; Ica y col. 2012) de 

los distintos integrantes patógenos o no patógenos (Lebert y col. 2007; Chorianopoulos 

y col. 2008; Kay y col. 2011; Kostaki y col. 2012). Una vez incluidos en estas 

comunidades los microorganismos interactúan intra e inter específicamente, moldeando 

la estructura y composición del biofilm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Otra de las características de los biofilms es la intercomunicación entre sus integrantes. 

Para que una comunidad pueda tener éxito sus miembros deben poder comunicarse, lo 

mismo sucede a lo largo de los biofilms con los microorganismos. Dentro del entorno 

Figura 1.1. Modelo esquemático de la formación de biofilms multi-especies. Modificado de Ten Cate y col. 

(2009) 
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de un biofilm, las especies son dinámicas y utilizan una amplia gama de señales célula-

célula como por ejemplo el proceso denominado quorum sensing. Este fenómeno 

promueve el comportamiento colectivo dentro de una comunidad mejorando el acceso a 

los nutrientes y microambientes, así como proporcionando una defensa colectiva contra 

otros competidores (Hogan 2006; Nikolaev y Plakunov 2007; Williams 2007). 

Desde el reconocimiento de los biofilms multi especie, la mayor parte de los estudios 

abarcan los biofilms bacterianos, mientras que aquellos orientados a su formación por 

parte de levaduras son muy pocos o escasos y están relacionados al ámbito médico (El‐

Azizi y col. 2004) siendo Candida albicans la especie más estudiada por lejos. A pesar 

de este hecho las levaduras figuran como los principales deteriorantes de alimentos de 

naturaleza ácida. 

Como ya se ha mencionado, las levaduras son microorganismos con capacidad de crecer 

a bajos pHs, altas concentraciones de azúcares y condiciones de baja actividad de agua 

(Stratford y col. 2000; Brugnoni y col. 2007). Salo y Wirtanen (2005) en líneas de 

procesado de alimentos aislaron levaduras de los géneros Saccharomyces, Candida y 

Rhodotorula a partir de biofilms en cintas transportadoras y envasadoras de industrias 

productoras de bebidas. Por otro lado se ha establecido que las levaduras son capaces de 

adherirse y desarrollar biofilms en las membranas de UF utilizadas en la clarificación de 

bebidas (como se desprende del Capítulo 1) y en los equipos de procesado pre y post UF 

(Brugnoni y col. 2007). Los sistemas de filtración por membranas no son de fácil acceso 

en los procedimientos de limpieza y desinfección, con lo cual generalmente no pueden 

ser completamente removidas del sistema (Brugnoni y col. 2012a); sumado a esto, 

aquellas que se encuentran adheridas son altamente resistentes a los agentes biocidas 

(Brugnoni y col. 2012b) con lo cual aún números inicialmente bajos de células 

sobrevivientes pueden formar biofilms. 

En muchos casos los biofilms iniciados por microorganismos con alta capacidad de 

colonización pueden favorecer la inclusión de otros aunque éstos se encuentren en bajo 

número. Los microorganismos patógenos pueden ser capaces de adherirse a superficies 

industriales y formar biofilms, pero no siempre pueden persistir por largos períodos. Se 

ha observado la asociación de varias especies patógenas, incluyendo Staphylococcus 

aureus, Listeria monocytogenes, Campylobacter spp., Escherichia coli O157:H7, 

Salmonella enterica Serovar Typhimurium, Vibrio cholerae y Helicobacter pylori en la 

formación de biofilms multi especie. Aunque todas ellas son capaces de adherirse a una 

superficie y comenzar el crecimiento, la mayoría no tienen capacidad por sí solas de 
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completar el desarrollo del biofilm y la razón de su éxito se debe en parte a la 

asociación e interacción con microorganismos pre-existentes en las superficies 

(Giaouris y col. 2015). Un ejemplo de lo anterior es la asociación entre bacterias y 

levaduras. Esta interacción se encuentra naturalmente en el ambiente de producción de 

muchas industrias alimentarias. Sin embargo, las interacciones e interrelaciones entre 

bacterias y levaduras en biofilms y su contribución a la dispersión de patógenos han 

sido poco estudiadas (Jahid y Ha 2014). Se puede especular que la microbiota residente, 

formando parte de los biofilms, puede aumentar la contaminación cruzada por parte de 

bacterias patógenas mediante su protección en los biofilms mixtos, otorgándoles 

protección, nutrientes, anclaje (Pérez-Rodríguez y col. 2008). 

Si bien las bacterias y hongos se encuentran juntos en una gran variedad de ambientes 

interactuando a través de diversos mecanismos (Shirtliff y col. 2009) se sabe 

relativamente poco sobre el comportamiento de estas comunidades (Nair y 

Samaranayake 1996a; Thein y col. 2006; Peters y col. 2010). La mayor parte de los 

trabajos publicados de interacciones inter especificas entre levaduras y bacterias están 

centrados en aquellas interacciones hongo-bacteria de relevancia clínica, especialmente 

de la especie Candida albicans y bacterias asociadas a infecciones en salud humana, 

siendo escasos los estudios a partir de especies aisladas de establecimientos asociados a 

la industria alimentaria. Un punto interesante a delinear en lo que respecta a biofilms 

mixtos levadura/bacteria es que ambos grupos de microorganismos tienen diferentes 

dimensiones, con lo cual por ejemplo, en los sistemas de separación de membrana 

donde la superficie a adherirse presenta una porosidad y rugosidad dada, ambos pueden 

acomodarse adaptándose a las distintas irregularidades (Whitehead y col. 2005). 

En el caso de alimentos como jugos de manzana y otros de frutas cítricas, la 

Administración de Alimentos y Fármacos (FDA y col. 2001) reportó a E. coli O157:H7, 

S. enterica y Listeria monocytogenes como patógenos de interés para la inocuidad de los 

mismos (Cheng y col. 2003; Gabriel 2013), con lo cual la peligrosidad de su presencia 

cobra mayor importancia. 
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OBJETIVO GENERAL 

Estudiar la dinámica de adhesión y formación de biofilms mono y multi especie sobre 

superficies utilizadas en la industria alimentaria. 

Objetivos específicos 

 Estudiar la dinámica de adhesión de biofilms multiespecie de Candida tropicalis y 

Candida krusei con Escherichia coli O157:H7 y Salmonella sp., sobre superficies de 

acero inoxidable.  

 Estudiar las variaciones en la composición celular y la arquitectura de las 

poblaciones/comunidades resultantes. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

Las secciones que se detallarán a continuación tienen como objetivo evaluar la 

formación de biofilms duales entre levaduras y bacterias. Para esto, primero debe 

establecerse que las bacterias patógenas que se utilizarán sean capaces de sobrevivir en 

el medio ácido representado por el jugo de manzana. Suponiendo una respuesta positiva, 

se evaluará si dicha exposición mejora su supervivencia. En un bloque posterior se 

evaluará a través de ensayos de co-agregación las posibles interacciones bacteria-

levadura, que finalmente serán ensayadas a partir de dos casuísticas diferentes basadas 

en las frecuencias poblacionales microbianas presentes en la industria procesadora de 

jugos de fruta: a) incorporación de patógenos a biofilms pre-formados de levaduras, y b) 

adhesión simultánea sobre la superficie de levaduras y patógenos. El caso potencial de 

que las levaduras encontraran un biofilm ya establecido de bacterias patógenas no se 

analizará debido a que es el menos probable, por las bajas concentraciones en las que se 

encuentran y a que generalmente bajo las condiciones de estudio son pobres formadoras 

de biofilms. 

 

2.1. Microorganismos y condiciones de cultivo 

Dentro de las levaduras ensayadas se utilizaron las cepas L5 y L9 correspondientes a 

Candida tropicalis y Candida krusei, respectivamente (Capítulo 1), mientras que las 

bacterias utilizadas fueron Escherichia coli O157:H7 (EDL 933) y Salmonella sp. 

(aislada de hamburguesa de pollo en el Laboratorio de Microbiología Industrial y de los 

Alimentos de la Universidad Nacional del Sur). 

En el caso de las cepas de levaduras se utilizaron viales conservados a -70°C los cuales 

fueron re-suspendidos en caldo YGC durante 48 horas a 25 ± 1 ºC bajo agitación (50 

rpm). Las células de cada cultivo fueron separadas por centrifugación (Labofuge 200, 

Kendro, Alemania) a 2000 x g durante 5 minutos y posteriormente lavadas dos veces 

con buffer fosfato salino (PBS, K2HPO4 0,87 g/l, KH2PO4 0,68 g/l, NaCl 8,77 g/l, pH 

7,5). El pellet resultante de cada cultivo fue re-suspendido en jugo de manzana estéril de 

12 °Brix hasta alcanzar una DO550 de 0,125 (≈10
6
 células/ml) medida con un 

espectrofotómetro de luz visible. 

Para ambas especies bacterianas, los viales (guardados hasta el momento de su uso a -

70°C) fueron re-suspendidos en Caldo Tripticasa Soja (TSB, Difco, Detroit, MI) a 37 ± 

1°C durante 24 horas. Las células de cada cultivo fueron separadas por centrifugación 
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(Labofuge 200, Kendro, Alemania) a 5000 x g durante 10 minutos y posteriormente 

lavadas dos veces con solución PBS. El pellet resultante de cada cultivo fue re-

suspendido en jugo de manzana estéril de 12 °Brix hasta alcanzar una DO550 de 0,250 

(≈10
8
 células/ml) medida con un espectrofotómetro de luz visible. 

 

2.2 Ensayos de supervivencia de bacterias patógenas en jugo de manzana 

Para adherirse a las superficies industriales y posteriormente formar un biofilm, debe 

asegurarse que las especies sobrevivan en la matriz alimentaria en estudio, en este caso, 

jugo de manzana. Las levaduras fueron aisladas de estos sistemas lo cual se considera 

hecho probatorio de su supervivencia, por lo tanto nos centraremos en las bacterias 

patógenas. Como se mencionó en la sección 2.4 del Capítulo 1
1
, el jugo de manzana 

utilizado es de carácter ácido con un pH de 4,3 ± 0,2, con lo cual las células bacterianas 

tienen que sobrevivir bajo estas condiciones de acidez como paso previo para adherirse. 

Para estudiar la supervivencia de E. coli O157:H7 y Salmonella sp. en jugo de manzana 

se realizaron las suspensiones celulares como se describió en 2.1. Las mismas fueron 

cultivadas a 25 ± 1 ºC
2
 durante 4, 18 y 24 horas. Como control se realizaron cultivos en 

caldo TSB a pH equivalente al jugo de manzana y e incubados a 37 ± 1 ºC. El pH fue 

ajustado adicionando HCl 0,1 M. 

 

2.3 Pre-adaptación de las bacterias patógenas en jugo de manzana 

Un caso interesante es estudiar el potencial escenario de la contaminación de 

instalaciones industriales con cepas pre-adaptadas a la condición de acidez impuesta por 

el jugo de manzana, como podría suceder por ejemplo durante el procesamiento, o en la 

etapa de transporte. El uso de células estresadas o previamente adaptadas podría revelar 

información más realista que el uso de cultivos en crecimiento exponencial no 

sometidos a condiciones de stress. Para esto se realizaron suspensiones de 10
8
 

células/ml de E. coli O157:H7 y Salmonella sp. en jugo de manzana (pH 4,3 ± 0,2) y se 

cultivaron durante 4 horas a 25 ± 1 ºC. Si bien no es la temperatura óptima de 

incubación de E. coli O157:H7 y de Salmonella sp., se utilizó dicha temperatura de 

manera de reproducir la encontrada en el proceso productivo de las industrias jugueras. 

Posteriormente dichas suspensiones pre-adaptadas fueron centrifugadas a 5000 x g 

                                                           
1
 Ver página 25. 

2
Temperatura de incubación seleccionada de manera de reproducir la encontrada en el proceso productivo 

de las industrias jugueras. 
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durante 10 minutos y el pellet nuevamente re-suspendido en jugo de manzana estéril. La 

supervivencia de las mismas se determinó luego de ser cultivadas a 25 ± 1 ºC durante 4, 

18 y 24 horas y se compararon los resultados con los obtenidos en la sección 2.2. 

Al cabo de cada tiempo las muestras fueron analizadas por recuento en placa. Para esto 

un mililitro de las muestra y sus correspondientes diluciones seriadas se utilizaron para 

los recuentos en agar Tripticasa Soja (TSA, Difco, Detroit, MI) por técnica de agar 

volcado. Las placas de TSA fueron incubadas a 37 ± 1 ºC durante 48 horas. Cada 

muestra fue analizada por triplicado. 

 

2.4 Ensayos de co-agregación y auto-agregación 

Como se mencionó anteriormente, para evaluar posibles interacciones bacteria-levadura, 

se procedió a realizar ensayos de co-agregación. También se realizaron ensayos de auto-

agregación de manera de tener una perspectiva de la posible incidencia de un proceso de 

sedimentación. 

Para los ensayos de co-agregación se utilizaron suspensiones celulares en jugo de 

manzana de 12 ºBrix de 10
8
 células/ml de E. coli O157:H7 y Salmonella sp., y de 10

6
 

células/ml de Candida tropicalis y Candida krusei. 

Para cada par bacteria/levadura se mezclaron volúmenes iguales (2,5 ml) de cada una de 

las suspensiones celulares ajustadas, y se incubaron a temperatura ambiente (21 ± 1° C) 

sin agitación. La absorbancia de cada par (C. tropicalis/E. coli O157:H7, C. 

tropicalis/Salmonella sp., C. krusei/E. coli O157:H7 y C. krusei/Salmonella sp.) fue 

monitoreada durante 5, 10, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos. Al cabo de cada tiempo, 0,2 

ml de la superficie se tomaron con la precaución de no perturbar la suspensión y se 

midieron en un espectrofotómetro de luz visible a una DO de 600 nm. 

El % de co-agregación fue calculado de acuerdo a la fórmula de Malik y col. (2003) con 

algunas modificaciones:  

 

[(                )  (        ) (                )]      

 

donde, DObacteria + DOlev  representan las absorbancias de la mezcla bacteria/levadura en 

el tiempo 0 minutos, y DOmezcla refleja la absorbancia de las suspensiones en cada uno 

de los tiempos analizados. 

Por otro lado, para determinar el efecto de la sedimentación de cada una de las especies 

en el proceso global de co-agregación, se estudiaron las auto-agregaciones de C. 
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tropicalis, C. krusei, E. coli O157:H7 y Salmonella sp. como se describe en Collado y 

col. (2008) a través del % de auto-agregación (A%). Para esto se prepararon 

suspensiones celulares de cada una de las especies en jugo de manzana de 12 ºBrix de la 

misma forma que se menciona en el protocolo de co-agregación. Las suspensiones de C. 

tropicalis, C. krusei, E. coli O157:H7 y Salmonella sp. fueron incubadas a temperatura 

ambiente (21 ± 1° C) durante 0, 5, 10, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos. Al cabo de cada 

tiempo, sin perturbar las suspensiones, se tomaron 0,2 ml de la superficie y se midió su 

absorbancia a 600 nm. El % de auto-agregación se calculó a través de la fórmula: 

 

   (     )   ⁄      

 

donde A0 representa la DO600 en el minuto 0 y At representa la DO600 en los restantes 

tiempos (5, 10, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos). 

 

2.5 Formación de biofilms multiespecie 

Una vez establecida la supervivencia de las bacterias patógenas en el jugo de manzana y 

conocidas las interacciones bacteria-levadura en suspensión, se ensayaron las casuísticas 

que se mencionan a continuación: 

2.5.1. Ensayos de adhesión levadura-bacteria 

Para los ensayos de colonización se utilizó como sustrato de adhesión cupones de acero 

inoxidable AISI 304 L y como matriz biológica suspensiones celulares ajustadas en jugo 

de manzana de 12 °Brix de Candida tropicalis, Candida krusei, Escherichia coli 

O157:H7 (EDL 933) y Salmonella sp. 

Para determinar el efecto de las relaciones inter-específicas levadura/bacteria en el 

proceso de adhesión a superficies como el AI, diferentes condiciones fueron ensayadas: 

a) Co-adhesión levadura/bacteria, b) Incorporación de bacterias a un biofilm pre-

formado de levaduras y c) Ensayo de cultivos con sobrenadantes de levaduras y 

bacterias. 

Para poder observar el efecto de dichas condiciones, se analizó el comportamiento de 

cada especie por separado, como referencia. Para esto, las suspensiones celulares 

ajustadas de C. tropicalis, C. krusei, E. coli O157:H7 y Salmonella sp. fueron 
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preparadas como se detalla en la sección 2.1 y los ensayos de adhesión se realizaron 

siguiendo el protocolo descrito en la sección 2.6 de Capítulo 1
3
. 

Las suspensiones bacterianas en cada uno de los ensayos detallados en esta sección se 

realizaron con células pre-adaptadas 4 horas en jugo de manzana de 12 ºBrix a 25 ± 1 ºC 

tal como se detalla en la Sección 2.3. 

En general, para cada una de las situaciones se pusieron en contacto suspensiones 

celulares ajustadas con segmentos de AI en cajas de Petri subdivididas como se detalla 

en la sección 2.6 del Capítulo 1 (―Ensayos de adhesión sobre acero inoxidable‖). Al 

cabo de cada tiempo los segmentos fueron cuidadosamente removidos, lavados dos 

veces con 5 ml de PBS durante 1 - 2 minutos cada vez bajo agitación (50 rpm) para 

remover las células débilmente adheridas y/o no adheridas. 

En todos los casos, los pares superficie/suspensión fueron cultivados a 25 ± 1 ºC durante 

24 horas bajo condiciones estáticas. 

Al cabo de cada ensayo se destinaron segmentos de AI para su análisis por microscopia 

de epiflourescencia, SEM y recuentos. Para los recuentos de células viables se 

colocaron los segmentos en tubos de ensayo con perlas de vidrio y se los agitó a 

máxima velocidad durante 3 minutos con vórtex (con la finalidad de desprender los 

microorganismos adheridos a la superficie). Las correspondientes diluciones seriadas se 

utilizaron para realizar los recuentos en agar YGC en el caso de Candida tropicalis y 

Candida krusei, por técnica de agotamiento en superficie y agar TSA para E. coli 

O157:H7 y Salmonella sp., por técnica de agar volcado. Las placas fueron incubadas a 

25 ± 1 ºC y 35 ± 1 ºC, respectivamente durante 24 a 48 horas. Los resultados fueron 

expresados como UFC/ cm
2
. 

Los diferentes escenarios analizados explican en detalle a continuación: 

Co-adhesión levadura/bacteria 

El efecto neto de la interacción directa levadura/bacteria se ensayó colocando 

volúmenes iguales de las suspensiones celulares ajustadas de cada una de las especies, 

C. tropicalis y C. krusei (10
6
 células/ml), y E. coli O157:H7 y Salmonella sp. (10

8
 

células/ml). Cada uno de los pares levadura/bacteria (C. tropicalis/E. coli O157:H7, C. 

tropicalis/Salmonella sp, C. krusei/E. coli O157:H7 y C. krusei/Salmonella sp.) fueron 

cultivados durante 24 horas a 25 ± 1 ºC. 

 

                                                           
3
 Ver página 28. 
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Biofilm pre-formado de levaduras 

Un escenario potencial que pueden enfrentar las bacterias patógenas cuando ingresan a 

las plantas procesadoras de jugos de fruta es la presencia de una superficie ya 

colonizada, en este caso, por levaduras. En primer lugar, se pusieron en contacto los 

segmentos de AI con suspensiones celulares ajustadas de C. tropicalis y C. krusei 

durante 8 horas a 25 ± 1 ºC, luego fueron removidos y lavados para remover las células 

débilmente adheridas y/o no adheridas. Posteriormente los mismos segmentos fueron 

puestos en contacto con suspensiones celulares ajustadas de las bacterias patógenas. Las 

mismas fueron incubadas a 25 ± 1 ºC durante 16 horas (completando las 24 horas del 

ensayo). 

Ensayo con sobrenadantes 

La presencia de posibles moléculas inhibidoras con actividad antimicrobiana se ensayó 

utilizando sobrenadantes libres de células. Para la obtención de los mismos cada especie 

fue cultivada como se detalla en la Sección 2.1
4
 y los sobrenadantes fueron colectados 

por centrifugación a 5000 x g por 10 minutos y luego esterilizados por microfiltración 

utilizando membranas de 0,45 µm de tamaño de poro (Metricel
®
Grid, GelmanSciences, 

MI, EE.UU.). El medio resultante contiene todas las moléculas liberadas durante el 

crecimiento celular. 

Para observar el efecto de los sobrenadante libres de células sobre la adhesión de los 

microorganismos, se colocaron volúmenes iguales de (i) suspensiones celulares 

ajustadas de cada especie de levadura y (ii) sobrenadantes de bacterias patógenas. El 

caso inverso también se ensayó, donde las suspensiones ajustadas de las bacterias 

patógenas se expusieron a sobrenadantes de las levaduras. En todos los casos la relación 

suspensión ajustada:sobrenadante fue de 1:1. 

 

2.6 Análisis estadístico 

En los casos en donde se realizaron recuentos las UFC fueron transformadas a unidades 

logarítmicas quedando expresadas como Log UFC/cm
2
, para aproximarla a la hipótesis 

de distribución normal. 

En todos los casos los análisis se realizaron por triplicado bajo las mismas condiciones 

en dos ensayos independientes y los resultados se expresaron como Media y Desvío 

Estándar (Media ± DE). 

                                                           
4
 Ver página 66. 
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Se realizó un test t-Student cuando fue apropiado para la comparación de medias y se 

consideraron como resultados estadísticamente significativos aquellos con un nivel de 

confianza igual o mayor al 95 % (p < 0,05). 
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3. RESULTADOS 

3.1 Ensayos de supervivencia de bacterias patógenas en jugo de manzana 

En la Figura 3.1 se muestra la supervivencia de Escherichia coli O157:H7 y Salmonella 

sp. incubadas a 25 °C durante 24 horas en jugo de manzana de 12 °Brix (pH 4,3 ± 0,2). 

La población de células viables de E. coli O157:H7 sufrió una reducción significativa 

(p< 0,05) cuando fue enfrentada a un medio ácido como lo es el jugo de manzana, 

independientemente de una previa adaptación. En cuanto a la población de células ácido 

adaptadas (AA) de E. coli O157: H7, la misma disminuyó 2,90 Log UFC/ml a las 18 

horas y 2,72 Log UFC/ml a las 24 horas, mientras que la disminución de las células no 

adaptadas (NA) fue de 4,7 Log UFC/ml a las 18 horas y 4,6 Log UFC/ml a las 24 horas. 

Por otro lado, la supervivencia al ácido de Salmonella sp. no dependió de una previa 

exposición a pH ácido, no encontrándose diferencias significativas entre AA y NA a las 

24 horas de incubación en jugo de manzana. Los recuentos alcanzados para el caso de 

Salmonella sp. fueron de 8,0 (AA) y 8,4 Log UFC/ml (NA), al cabo de 24 horas. A 

diferencia de E. coli O157:H7, Salmonella sp. no sólo superó la condición ácida sino 

que también aumentó su número rápidamente entre las 4 y 18 horas de incubación. 

 

 

 

 

3.2 Ensayos de agregación 

Definiendo la co-agregación como un descenso de más del 20% en la DO600, relativo a 

la DO600 inicial (Furukawa y col. 2011) en la Tabla 3.1 se muestran las co-agregaciones 

entre E. coli O157:H7 y Salmonella sp. con C. krusei y C. tropicalis. A lo largo de los 

Figura 3.1: Estudio de la supervivencia de E. coli O157:H7 y Salmonella sp. en jugo de manzana de 12 

°Brix (pH 4,3 ± 0,2) durante 24hs a 25°C. (□) células adaptadas de E. coli O157:H7, (■) células no 

adaptadas E. coli O157:H7 y (  ) células adaptadas de Salmonella sp., (▲) células no adaptadas de 

Samonella sp. Se graficó la media ± DE. 
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tiempos analizados el fenómeno de co-agregación se da a partir de los 5 minutos de 

contacto. En el caso de C. tropicalis los valores de co-agregación parten del 84% para 

E. coli O157:H7 y de 56% para Salmonella sp.; valores similares se dan en el caso de C. 

krusei en donde la asociación levadura-bacteria para tiempos equivalentes al anterior 

resulta en un % de asociación de 83% y 66%, respectivamente. Como puede verse en la 

Tabla 3.1 los mayores porcentajes se observaron con E. coli O157: H7, tanto en el caso 

de C. krusei como de C. tropicalis, sin diferencias significativas (p > 0,05) a lo largo de 

los distintos tiempos muestreados. Analizando lo sucedido con Salmonella sp. (con 

ambas especies de levaduras) los % de co-agregación ascendieron del 56 al 69% (C. 

tropicalis) y del 66 al 76% (C. krusei), de los 5 a los 120 minutos de ensayo. Finalizado 

el ensayo (120 minutos) se tomaron muestras de los tubos y luego de una previa tinción 

de Gram se observaron por microscopia óptica (Primo Star-Zeiss, Goettingen, 

Alemania). En ambos casos se observaron patrones similares los cuales se muestran en 

la Figura 3.2, en donde se pueden ver las células bacterianas adheridas a las células 

levaduriformes y/o seudohifas. 

De manera de evaluar si los coeficientes de co-agregación se debían a un proceso de 

auto-agregación y sedimentación, se calcularon los porcentajes de auto-agregación 

(A%) para cada una de las especies intervinientes. Los A% se muestran en la Tabla 3.2, 

para los intervalos de tiempo muestreados las diferencias son estadísticamente 

significativas (p < 0,05) con respecto a los % de co-agregación. 

 

Tiempo 

(min) 

Candida krusei
 

Candida tropicalis 

E. coli O157:H7 Salmonella sp. E. coli O157:H7 Salmonella sp. 

5 83 ± 1,0 66 ± 1,1 84 ± 1,0 56 ± 2,8 

10 83 ± 0,9 67 ± 1,0 84 ± 0.8 57 ± 0,4 

15 83 ± 0,9 67 ± 1,0 84 ± 0,8 66 ± 1,2 

30 83 ± 1,0 67 ± 1,0 85 ± 0,8 67 ± 1,6 

60 83 ± 0,6 67 ± 1,1 85 ± 0,6 68 ± 1,6 

90 83 ± 0,8 69 ± 1,5 85 ± 0,6 68 ± 2,1 

120 84 ± 0,6 76 ± 1,9 86 ± 0,4 69 ± 1,4 

Tabla 3.1. Porcentajes de co-agregación de Candida krusei y Candida tropicalis con Escherichia coli 

O157:H7 y Salmonella sp. a lo largo de 120 minutos de ensayo. Los cultivos fueron realizados en jugo de 

manzana de 12 °Brix y los resultados expresados como el porcentaje medio ± DE.  
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3.3 Formación de biofilms  

Una vez determinada la supervivencia de las especies y la interacción entre los pares 

levadura/bacteria (resultados mostrados en las Secciones 3.1 y 3.2), el paso siguiente 

fue realizar los ensayos de adhesión. Siguiendo el mismo eje, primero se evaluó cada 

especie por separado y luego se plantearon las posibles casuísticas de interacción entre 

ambas. 

Tiempo 

(min) 
C. tropicalis C. krusei E. coli O157:H7 Salmonella sp. 

5 5 ± 1,1 5 ± 5,3 4 ± 0,2 1 ± 0,4 

10 5 ± 0,9 6 ± 4,1 3 ± 0,4 5 ± 3,5 

15 6 ± 0,4 8 ± 2,3 5 ± 0,2 5 ± 3,7 

30 32 ± 2,2 14 ± 0,8 5 ± 0 6 ± 4,5 

60 50 ± 0,1 48 ± 0,6 7 ± 0,1 6 ± 5,1 

90 52 ± 2.9 60 ± 4,2 8 ± 0,4 49 ± 4,7 

120 65 ± 1,3 69 ± 2,3 7 ± 0,6 56 ± 3,3 

Figura 3.2. Imágenes por microscopia óptica (tinción Gram) de cultivos de 120 minutos de: (a) Candida 

krusei y Escherichia coli O157:H7, (b) Candida tropicalis y Salmonella sp. Aumento: 100x. 

A) B) 

Tabla 3.2. Porcentajes de auto-agregación de Candida tropicalis, Candida krusei, Escherichia coli 

O157:H7 y Salmonella sp. expresadas como media ± DE. 
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3.3.1 Adhesiones: mono cultivos bacterias-levaduras 

En función a lo mencionado en el párrafo anterior, el número de células adheridas de E. 

coli O157:H7 a las superficies de AI a lo largo de las 2, 8, 16 y 24 horas de ensayo 

variaron entre 4,98 y 6,59 Log UFC/cm
2
 mientras que en el caso de Salmonella sp. las 

adhesiones fueron de entre 6,00 y 6,69 Log UFC/cm
2
. En cuanto a las especies de 

levaduras, los recuentos aumentaron de 5,66 a 6,74 Log UFC/cm
2 

para C. tropicalis y en 

el caso de C. krusei de 5,48 a 6,20 Log UFC/cm
2
. En la Tabla 3.3 se detallan los 

recuentos para cada una de las especies en cada tiempo ensayado. 

 

 

Asimismo, en las Figuras 3.3 y 3.4 se muestran imágenes de SEM de las adhesiones de 

E. coli O157:H7 y Salmonella sp., respectivamente, sobre AI. En los primeros tiempos 

se observan células aisladas que a las 16 y 24 horas de contacto se distribuyen a lo largo 

de la superficie, comenzando a formar pequeñas agrupaciones celulares. Conjuntamente 

en la Figura 3.5 se ven las células de Salmonella sp. (A y C) y E. coli O157: H7 (B y D) 

unidas a las superficies y/o a otras células, además de observarse la presencia de 

estructuras tipo flagelos o fimbrias. En el caso de Salmonella sp. se observó un mayor 

desarrollo de estas estructuras de anclaje en comparación con E. coli O157: H7. 

Por otro lado, analizando el caso de las levaduras (C. tropicalis y C. krusei) se 

corroboró lo esperado, una gran cobertura de la superficie dentro de las 24 horas del 

ensayo. Candida tropicalis mostró un gran desarrollo de seudohifas en comparación con 

C. krusei, que si bien también puede formarlas, las mismas son de menor extensión. Se 

ha establecido (Baillie y Douglas 1999; Ramage y col. 2002) que la presencia de 

seudohifas en los biofilms tiene relevancia desde el punto de vista de la integridad de 

los mismos, especialmente cuando se trata de estructuras multi-capa. 

Tiempo (hs) C. tropicalis C. krusei E. coli O157:H7 Salmonella sp. 

2 5,66±0,03 5,48 ± 0,26 4,98 ± 0,12 6,00 ± 0,09 

8 6,26±0,08 5,50 ± 0,10 6,54 ± 0,15 6,22 ± 0,09 

16 6,58±0,03 5,84 ± 0,09 6,59 ± 0,19 6,51 ± 0,02 

24 6,74±0,01 6,20 ± 0,01 6,59 ± 0,002 6,69 ± 0,07 

Tabla 3.3: Número de células adheridas de Candida tropicalis, Candida krusei, Escherichia coli O157:H7 

y Salmonella sp. sobre acero inoxidable a lo largo de 2, 8, 16 y 24 horas de ensayo. Los mismos fueron 

realizados en jugo de manzana de 12 °Brix. Los resultados están expresados como media ± DE. 
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Figura 3.3: Imágenes de SEM de la adhesión mono-especie de Escherichia coli O157:H7. A) 2hs, B) 8hs, C) 16hs y D) 24hs. Las adhesiones se realizaron 

sobre acero inoxidable AISI 304 e incubadas en jugo de manzana de 12 °Brix a 25°C. 
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C) 

D) 

Figura 3.4: Imágenes de SEM de la adhesión mono-especie de Salmonella sp. A) 2hs, B) 8hs, C) 16hs y D) 24hs. Las adhesiones se realizaron sobre acero 

inoxidable AISI 304 e incubadas en jugo de manzana de 12°Brix a 25°C. 



CAPÍTULO 2 79 

 

 

En la Figura 3.6 se puede observar el gran desarrollo de los cultivos mono especie de 

Candida tropicalis sobre AI y tal como puede verse en la Tabla 3.3 los recuentos 

alcanzados en los distintos tiempos variaron entre 5,66 y 6,74 Log UFC/cm
2
. A las 2 horas 

de contacto de esta especie se observó una primera adhesión al AI por parte de blastosporas 

(células de levaduras) para luego comenzar a multiplicarse de forma continua 

transformándose en seudohifas que desarrollaron estructuras tridimensionales. Por el 

contrario, C. krusei a pesar de ser la especie con mayor número de aislamientos (Ver 

Capítulo 1) a tiempos equivalentes, tuvo una menor adhesión y colonización que C. 

tropicalis (Tabla 3.3). Las adhesiones variaron entre 5,48 ± 0,26 y 6,20 ± 0,01 Log 

UFC/cm
2
. Tal como se ve en la Figura 3.7 a partir de las 16 horas de contacto comienzan a 

Figura 3.5: Imágenes de SEM de los cultivos de bacterias en donde se pueden apreciar las estructuras de 

anclaje utilizadas por Salmonella sp. y Escherichia coli O157: H7 para las adhesiones célula-célula y / o 

célula-superficie. Primera fila: 16 horas de exposición, segunda fila: 24 horas de exposición. (A y C) 

Salmonella sp. y (B y D) E. coli O157: H7. 

A) B) 

C) D) 
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formarse pequeñas cadenas de células; a pesar de esto no llegan a ser lo suficientemente 

grandes como para cubrir toda la superficie más aún si se compara con el desarrollo de C. 

tropicalis. 

Las estructuras tridimensionales de los biofilms están formadas por una combinación de 

blastosporas, seudohifas e hifas. A partir de estas estructuras que les confieren estabilidad, 

los biofilms maduros les permiten a las especies del género Candida adherirse y proliferar 

con éxito. Cuanto mayor la presencia de hifas y seudohifas, mayor es el potencial invasivo 

tienen los biofilms. Dichas estructuras pueden atravesar la sección transversal del biofilm y 

de cierta manera mantener comunicadas a las distintas capas. Entre los factores que 

influencian la estructura de los biofilms están aquellos de origen ambiental como 

condiciones de crecimiento y naturaleza de la superficie colonizada (Hawser y Douglas 

1994; Chandra y col. 2001; Jain y col. 2007), pero desde la perspectiva de este estudio uno 

de los puntos más importantes es tener en cuenta la naturaleza de las especies involucradas 

y sus interacciones (Hawser y Douglas 1994; Chandra y col. 2001; Kuhn y col. 2002; 

Parahitiyawa y col. 2006; Jain y col. 2007). 
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A) B) 

C) 

Figura 3.6: Imágenes de SEM de la adhesión mono especie de Candida tropicalis. A) 2hs, B) 8hs, C y D) 

16hs, E) 24hs. Las adhesiones se realizaron sobre acero inoxidable AISI 304 e incubadas en jugo de manzana 

de 12°Brix a 25°C. 
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3.3.2 Adhesiones: cultivos mixtos bacterias-levaduras 

Una vez determinada la adhesión de los mono cultivos de bacterias y levaduras sobre AI se 

estudió el efecto de la interacción entre ambas (cultivos mixtos) en el proceso de formación 

de biofilms. Dentro de las situaciones ensayadas se encuentran: a) la co-adhesión 

simultánea por parte de las bacterias y las levaduras, b) la incorporación de las bacterias a 

células pre-adheridas de Candida krusei ó Candida tropicalis y c) los cultivos de las células 

con sobrenadantes. 

Co-cultivos bacteria-levadura 

Al comparar los datos obtenidos entre las adhesiones de los mono cultivos (Sección 3.3.1) 

y los co-cultivos entre bacterias – levaduras, los cuales se detallan a continuación, se 

encontraron diferencias significativas (p< 0,05). En la Figura 3.8 A se observan los 

resultados del cultivo mixto entre Candida krusei y Salmonella sp., mientras que en la 

Figura 3.8 B se exponen los resultados de la interacción con Escherichia coli O157:H7. En 

ambas figuras se puede observar que luego de 24 horas de incubación en la co-adhesión 

levadura/bacteria se observó un descenso en los recuentos de Candida krusei de 0,40 

unidades logarítmicas (p<0,001) frente a E. coli O157:H7 mientras que el descenso fue de 

0,55 unidades logarítmicas en el caso del co-cultivo con Salmonella sp. (p<0,01). Estos 

cambios representan un 7 y 9%, respectivamente, con respecto a los obtenidos para el mono 

cultivo de la levadura. 

C) D) 

Figura 3.7: Imágenes de SEM de la adhesión mono-especie de Candida krusei. A) 2hs, B) 8hs, C) 16hs y D) 

24hs. Las adhesiones se realizaron sobre acero inoxidable AISI 304 e incubadas en jugo de manzana de 12°Brix 

a 25°C. 
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En el caso de Candida tropicalis se observó que la colonización de las superficies de AI se 

redujo al exponerse en co-cultivo a E. coli O157: H7 y Salmonella sp., tal como lo sugieren 

las Figuras 3.9 A y B. En los mismos se puede observar que Salmonella sp. y Escherichia 

coli O157:H7 tienen un efecto negativo en la formación de biofilms en donde los recuentos 

de C. tropicalis se reducen en 0,82 y 1,14 unidades logarítmicas, respectivamente. 
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Condición de cultivo 

L9/ E. coli O157:H7 B) 

Figura 3.8. Población de células adheridas sobre acero inoxidable (Log UFC/cm
2
) de Candida krusei 

(L9) en las siguientes situaciones: 1-monocultivo de C. krusei, 2- co-cultivo con células bacterianas en 

relación 1:1, 3- cultivo con sobrenadante bacteriano, 4-incorporación de células bacterianas a biofilm 

pre-formado de C. krusei. Los resultados están expresados como las medias ± DE. (A) Salmonella sp. y 
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A partir de las imágenes de SEM obtenidas para los co-cultivos se ve que existe una 

estrecha relación levadura/bacteria. En el caso de Candida krusei ambas bacterias muestran 

una preferencia por las blastosporas más que por el AI (Figura 3.10). Situación similar se 

observa con los co-cultivos de Candida tropicalis en donde las imágenes de SEM (Figura 

3.11) muestran cómo las células bacterianas se adhieren a todos los estadios morfológicos: 

blastosporas y seudohifas o intercaladas entre ellas.  

Por su parte en la Figura 3.12 se aprecia que la interacción mantiene la viabilidad de las 

especies a partir de la tinción con FDA. 
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Condición de cultivo 

L5/E.coli O157:H7  

Figura 3.9. Población de células adheridas sobre acero inoxidable (Log UFC/cm
2
) de Candida 

tropicalis (L5) en las siguientes situaciones: 1-monocultivo de C. tropicalis, 2- co-cultivo con células 

bacterianas en relación 1:1, 3- cultivo con sobrenadante bacteriano, 4-incorporación de células 

bacterianas a biofilm pre-formado de C. tropicalis. Los resultados están expresados como las medias ± 

DE. (A) Salmonella sp. y (B) Escherichia coli O157:H7. 

B) 
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Figura 3.10. Imágenes obtenidas por SEM donde se puede observar la relación entre las células bacterianas y 

aquellas de Candida krusei. (A) co-cultivo con Salmonella sp. y (B) co-cultivos con Escherichia coli O157:H7. 

Figura 3.11. Imágenes obtenidas por SEM donde se puede observar la relación entre las células bacterianas y 

aquellas de Candida tropicalis. (A) co-cultivo con Salmonella sp. y (B) co-cultivos con Escherichia coli O157:H7. 

Figura 3.12. Imágenes por microscopia óptica (tinción FDA) de cultivos de 24 hs de: (A) Candida krusei y 

Escherichia coli O157:H7, (B) Candida tropicalis y Salmonella sp. El aumento de las imágenes es de 200x. 
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Sobrenadantes  

Por otro lado, se ensayó el efecto de los sobrenadantes de cada especie de bacteria (medio 

libre de células) sobre la adhesión de C. krusei y C. tropicalis (Figuras 3.8 y 3.9 condición 

número 3). El efecto que se observó para ambos pares de levaduras con los sobrenadantes 

bacterianos fue negativo (p < 0,05). En el caso de C. krusei los descensos fueron de 0,68 y 

1,07 unidades logarítmicas frente a los sobrenadantes de Salmonella sp. y E. coli O157:H7, 

respectivamente. En el caso de C. tropicalis se observaron reducciones de 1,02 y 1,05 

unidades logarítmicas. 

El caso inverso también fue ensayado, en donde se observó el comportamiento de las 

bacterias ante sobrenadantes de levaduras. Como se aprecia en la Figura 3.13 (condición 

número 3) luego de 24 horas de co-cultivo con sobrenadantes de C. krusei las bacterias 

presentaron una disminución en sus recuentos, las cuales no fueron significativas (p > 

0,05), con respecto a los valores registrados para los monocultivos. Su capacidad de 

adhesión al AI sólo varió en 0,1 y 0,27 unidades logarítmicas para los casos de Salmonella 

sp. y E. coli O157:H7, respectivamente (Figura 3.13 A y B). Contrariamente, frente a los 

sobrenadantes de C. tropicalis tanto E. coli O157:H7 como Salmonella sp. presentaron 

aumentos en sus recuentos (Figura 3.14 A y B), los mismos fueron de 1,4 unidades 

logarítmicas para E. coli O157:H7 (30% por encima del valor en los monocultivos), 

mientras que para Salmonella sp. el aumento fue menor, de 1,04 unidades logarítmicas, 

representando un 24% con respecto al valor de los monocultivos. 
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Figura 3.13. Población de células adheridas acero inoxidable (Log UFC/cm
2
) de (A) Salmonella sp. y 

(B) Escherichia coli O157:H7 con co-cultivos de Candida krusei. Condiciones de cultivo: 1-

monocultivo bacteriano, 2- co-cultivo con células de Candida krusei en relación 1:1, 3- cultivo con 

sobrenadante de la levadura, 4-incorporación de células bacterianas a biofilm pre-formado de C. krusei. 

Los resultados están expresados como las medias ± DE. 
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Biofilms pre-formados 

Como se estableció en este y otros trabajos previos (Brugnoni y col. 2007; Brugnoni y col. 

2012a; Brugnoni y col. 2012b) las levaduras forman parte de la microbiota indígena de los 

sistemas de producción de jugo de manzana. Por lo tanto, una vez establecido el co-cultivo 

bacteria/levadura se procedió a analizar lo que sucedería si las bacterias patógenas 

ingresaban a un sistema ya colonizado por levaduras. Para esto tanto C. krusei como C. 

tropicalis fueron puestas en contacto con las superficies de AI durante 8 horas momento en 

el cual se les agregó una suspensión de bacterias y se las cultivó hasta completar las 24 

horas de ensayo. En primer lugar, las diferencias en las adhesiones fueron estadísticamente 

significativas (p < 0,05) comparado con los recuentos alcanzados para los mono cultivos de 

cada especie de levadura. En el caso de C. krusei la interacción resultó en un descenso de 

0,18 y 0,68 unidades logarítmicas cuando fue expuesta a cultivos E. coli O157:H7 y 

Salmonella sp. (Figura 3.8 A y B condición 4), respectivamente, lo que representa un 3 y un 

11%. 

Resultados similares se encontraron para C. tropicalis, en donde las adhesiones 

disminuyeron en 0,68 unidades logarítmicas frente a cultivos de E. coli O157:H7 y 0,62 

unidades logarítmicas con cultivos de Salmonella sp. (Figura 3.9 A y B condición 4). 
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Figura 3.14. Población de células adheridas acero inoxidable (Log UFC/cm
2
) de (A) Salmonella sp. y 

(B) Escherichia coli O157:H7 con co-cultivos de Candida tropicalis. Condiciones de cultivo: 1-

monocultivo bacteriano, 2- co-cultivo con células de Candida tropicalis en relación 1:1, 3- cultivo con 

sobrenadante de la levadura, 4-incorporación de células bacterianas a biofilm pre-formado de C. 

tropicalis. Los resultados están expresados como las medias ± DE. 
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En cuanto a los resultados de los recuentos de bacterias una vez expuestas a biofilms pre-

formados de levaduras, se observa que los recuentos de Salmonella sp. ante un biofilm pre-

formado de Candida krusei aumentaron 1,28 unidades logarítmicas y los de E. coli 

O157:H7, en 1,00 unidad logarítmica, tal como se ve en las Figuras 3.13 (A y B condición 

4). En tanto que en presencia de células pre-establecidas de Candida tropicalis, los 

aumentos fueron de 1,55 unidades logarítmicas para Salmonella sp. y 1,69 unidades 

logarítmicas para E. coli O157:H7 (Figura 3.14 A y B condición 4). 

 

En el Anexo 2 se muestran las imágenes de SEM de los biofilms duales levadura/bacteria. 

Por un lado se presentan lo co-cultivos entre ambos y luego el efecto de los sobrenadantes 

bacterianos sobre la adhesión y desarrollo de L5 y L9. 
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4. DISCUSIÓN 

El proceso de acidificación ha sido una práctica empleada comúnmente para controlar el 

crecimiento y la supervivencia de microorganismos patógenos y/ó deteriorantes de 

alimentos (Brown y Booth 1991). A pesar de esto aquellos de naturaleza ácida como 

pueden ser la sidra (Besser y col. 1993), la mayonesa (Weagant y col. 1994) y el yogur 

(Morgan y col. 1993), han sido relacionados con brotes producidos tanto por Escherichia 

coli O157:H7 como por Salmonella sp. 

Los resultados obtenidos de los ensayos realizados con jugo de manzana demuestran este 

hecho, en donde una previa adaptación a condiciones de acidez aumentó la tolerancia de E. 

coli O157:H7. La adaptación al ácido es un fenómeno por el cual los microorganismos 

muestran un aumento de resistencia al estrés que representa la exposición a condiciones de 

pH moderadamente ácidos. Se ha reportado que la adaptación al ácido prolonga la 

supervivencia de algunos patógenos en diversos sistemas alimentarios con la consecuente 

implicancia para la seguridad alimentaria (Leyer y Johnson 1997; Tsai y Ingham 1997). La 

tolerancia al ácido probablemente sea un componente importante en la virulencia de E. coli 

O157:H7 permitiéndole a las células atravesar el tracto gástrico causando la enfermedad. 

Lo anterior, sumado a su tolerancia y baja dosis infectiva conduce a un grave escenario 

cuando se encuentra presente este patógeno (Mao y col. 2001). 

Por otro lado, la supervivencia en jugo de manzana de las células pre-adaptadas de 

Salmonella sp. fue menor que su contraparte no adaptada; lo mismo fue observado por 

otros autores (Asplund y Nurmi 1991; Golden y col. 1993; Zhuang y col. 1995; Parish 

1997) para una variedad de frutas y verduras de naturaleza ácida. Si bien este mecanismo 

de adaptación no se conoce con precisión, se puede suponer que es similar al de E. coli; su 

exposición resulta en la generación de numerosas proteínas de choque al ácido (Foster 

1991; Foster y Hall 1991). 

La razón por la cual se ensayó la supervivencia de Escherichia coli O157:H7 y de 

Salmonella sp. en jugo de manzana se debió a que los microorganismos deben adherirse 

para luego formar un biofilm, con lo cual tienen que poder superar la barrera que les 

impone el pH ácido del propio alimento. De esta forma se pretendió aproximar lo que 

sucede en las industrias a fin de obtener información más realista. Con la automatización de 

los procesos de producción, las superficies están en contacto repetido con lo que podría 
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llamarse ―jugo crudo‖, aumentando el acercamiento entre las bacterias y las superficies, 

favoreciendo la formación de biofilms. 

Otro de los ejes de este capítulo radicó en el estudio de cultivos mixtos por sobre los mono 

cultivos, de esta forma se intentó aproximar lo que sucede en las industrias productoras de 

alimentos. En los últimos años, ha habido un cambio gradual en este sentido, enfocando los 

estudios en la complejidad que revisten las comunidades, junto con las interacciones entre 

miembros de la misma, modelando su desarrollo, estructura y función (Yang y col. 2011; 

Elias y Banin 2012; Rendueles y Ghigo 2012; Burmølle y col. 2014). En este escenario las 

bacterias estarían en desventaja en términos de competencia por el espacio, pero como se 

ha descrito para biofilms bacterianos en Liu y col. (2014), se podría suponer que la 

presencia de cepas de levadura buenas formadoras de biofilms promovería la colonización 

por patógenos de origen alimentario. 

A pesar de que en las últimas décadas se reconoció la importancia del estudio de biofilms, 

en particular los mixtos, es relativamente poco lo que se sabe sobre el comportamiento de 

los microorganismos dentro de los mismos, donde estarían formando parte de una 

comunidad más que de una población. 

Para intentar aclarar cómo se ve modificada la capacidad de adhesión y colonización de las 

superficies, en este caso AI, frente a una potencial interacción bacteria/levadura, se 

utilizaron dos levaduras reconocidas colonizadoras de industrias jugueras (Candida krusei y 

Candida tropicalis) y dos bacterias patógenas (Escherichia coli O157:H7 y Salmonella sp.) 

implicadas en brotes asociados con jugos de fruta (FDA y col. 2001; Giaouris y col. 2015). 

El estudio de los cultivos mixtos reveló una relación de tipo antagonista con un resultado 

neto positivo para las bacterias en contraste con lo sucedido para las levaduras. Ambas 

bacterias mostraron una marcada preferencia a la adhesión a levaduras encontrándolas un 

sustrato biótico ―amigable‖ para adherirse. 

La habilidad de Candida krusei para tolerar un amplio rango de condiciones ambientales 

(bajos pHs, bajo aw, presencia de preservantes y la tensión de oxígeno baja), la presencia de 

gran número de actividades metabólicas y una gran capacidad de adhesión y formación de 

biofilms en plantas productoras de alimentos, la hacen una especie de interés (Brugnoni y 

col. 2007; Srey y col. 2013). 
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Tanto por la capacidad de adhesión y colonización de Candida tropicalis (también aislada 

de las membranas de UF)
5
 como por el dimorfismo que presenta entre sus formas 

levaduriforme/ seudohifa la hacen una especie de particular importancia en el estudio del 

desarrollo de biofilms. La capacidad de modificar su morfología se ha visto en otras cepas 

con desarrollo conocido de hifas y seudohifas, lo cual es considerado una característica 

crucial para los estudios de adhesión y colonización de superficies (Saville y col. 2003; 

Calderone y Clancy 2011). En el caso de Candida albicans, (Sudbery 2011), encontraron 

que la morfogénesis levadura-hifa es mediada por el pH del medio que actúa como señal 

ambiental en la regulación de la expresión génica. Hecho que también fue reportado en 

otros estudios en donde la regulación de dos genes es dependiente sólo del pH y no de otros 

factores como la temperatura, factores nutricionales o morfológicos (Saporito-Irwin y col. 

1995; Mühlschlegel y Fonzi 1997). Los ensayos realizados en jugo de manzana mostraron 

que Salmonella sp. y E. coli O157:H7 se adhieren fácilmente al AI en periodos cortos de 

tiempo, lo cual resulta de interés para las industrias de jugos de frutas, especialmente si se 

consideran los períodos en donde no se está produciendo. Varios grupos de investigación 

han encontrado que apéndices extracelulares como los flagelos, fimbrias o curlis en 

bacterias pueden desempeñar un papel importante en las etapas iniciales de adhesión 

ayudando a las células en el paso primario de contacto célula-superficie (Austin y col. 

1998; O'Toole y Kolter 1998; Pawar y col. 2005; Van Houdt y Michiels 2010). 

Tanto la señalización célula-célula como el proceso de co-agregación son comúnmente 

abordados cuando se están estudiando interacciones entre microorganismos, con el fin de 

descifrar los factores que contribuyen a la competencia o cooperación entre ellos. La 

capacidad de co-agregarse podría ayudar a una especie bacteriana inhibiendo a otra, o darle 

protección frente a algún depredador. De acuerdo a lo descrito por Katharios-Lanwermeyer 

y col. (2014) el proceso de co-agregación podría a su vez servirle a los microorganismos en 

el proceso de depredación, confiriendo beneficios sólo para uno de los microorganismos 

intervinientes resultando en una interacción negativa. Sumado a la co-agregación, otro 

factor de importancia en el proceso de colonización es la co-adhesión, que favorece el 

desarrollo, estabilización y mantenimiento de comunidades complejas (Jenkinson y 

Douglas 2002). En este sentido, la co-agregación puede ayudar mediante la unión 

                                                           
5
 Ver Capítulo 1. 
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levadura/bacteria a formar acúmulos con aumentada velocidad de sedimentación, o también 

exponiendo los receptores de adhesión de la pared celular de la levadura (Peters y col. 

2012). 

Como Candida tropicalis y Candida krusei sobrevivieron los procesos de limpieza y 

desinfección realizados rutinariamente en la industria juguera de la cual se las obtuvo, se 

consideró que las mismas estaban firmemente adheridas a las membranas de UF; por lo 

tanto es inevitable que se encuentren e interactúen con otras especies que pueden estar 

formando parte de la comunidad o bien circulando por las cañerías/membranas a lo largo de 

los ciclos de producción. Estas interacciones pueden afectar la supervivencia, colonización 

y patogénesis de los microorganismos involucrados.  

Los jugos se han convertido en vehículo para la transmisión de patógenos, tales como 

Escherichia coli O157, Salmonella y Cryptosporidium (Vantarakis y col. 2011). Entre los 

estudios que se realizaron se encontró que Salmonella sp. y E. coli O157: H7 son capaces 

de producir estructuras celulares que favorecen la co-agregación intra especie, así como con 

células de C. krusei y C. tropicalis. De esta forma se facilitaría la formación de 

comunidades de especies que, si lo hacen en superficies de contacto con alimentos, a través 

de la colonización y expansión pueden generar eventos de contaminación de los productos. 

Las imágenes obtenidas por microscopia óptica revelaron interacción directa entre células 

de Escherichia coli O157:H7 y Salmonella sp. con ambas especies de levaduras en el 

proceso de co-agregación; estas interacciones también fueron observadas a partir de las 

imágenes de SEM y están relacionadas con el desarrollo de biofilms a partir de las 

interacciones dentro y entre especie (Giaouris y col. 2015) (Figuras 3.4, 3.11 y 3.13). 

También pueden darse interacciones de tipo químicas entre las especies intervinientes que 

induzcan cambios fenotípicos en ambas bacterias permitiéndoles una mejor adhesión. 

Como ya se mencionó, Candida tropicalis en monocultivo forma biofilms densos con un 

alto número de hifas y seudohifas, y cuando se la enfrentó a E. coli O157:H7 y Salmonella 

sp. se vio que las células bacterianas encontraban un nicho en las células de la levadura, 

prefiriendo la interacción con la misma que su adhesión a la superficie abiótica. Esta co-

adhesión se trata de una interacción compleja multimodal mediante la cual se promueve la 

colonización por parte de múltiples especies. Se ha reportado (Newman y Wilson 1999; 

Jenkinson y Douglas 2002) que para estreptococos de origen bucal, actinomicetes y placa 
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bacteriana, muchas de las adhesinas que median la co-agregación son fimbrias o fibrillas. 

Estas estructuras penetran la barrera electrostática que opera entre las células próximas 

entre sí (10-20 nm de separación) (Busscher y col. 1992), actuando así como sondas para 

localizar con éxito el receptor apropiado en el microorganismo cercano. 

Gran parte de los trabajos que se han realizado hasta el momento en lo que respecta a las 

interacciones hongo-bacteria fueron hechos desde el punto de vista clínico; de la revisión 

bibliográfica hecha, hasta la fecha no hay datos bibliográficos sobre los efectos de la 

interacción directa célula-célula entre especies de levaduras no-Candida albicans y 

patógenos transmitidos por alimentos. Debido a esto, la discusión comparativa de los 

resultados obtenidos se hará en referencia a levaduras y bacterias de importancia para la 

salud humana. 

Dentro de un variado número de especies bacterianas se encontró que algunas presentaban 

preferencia por hifas de la especie Candida albicans, entre ellas C. pyrogenes y 

Acinetobacter baumannii (Cunningham 2000; Peleg y col. 2008; Bamford y col. 2009). 

Otra estrecha asociación entre células bacterianas e hifas se ha observado entre C. albicans 

y Staphylococcus aureus, la cual promovería la capacidad de S. aureus de invadir las capas 

epiteliales en una la interacción no letal (Thein y col. 2006; Peters y col. 2010). 

Para evaluar la potencial interacción entre hifas y bacterias, Peters y col. (2010) utilizaron 

como sustrato biológico las hifas de Candida albicans y seis especies de bacterias 

diferentes. A partir de su estudio se demostró que S. aureus tenía la mayor asociación a 

hifas de C. albicans con un 56%, seguida por S. pyrogenes y S. epidermidis con el 25%. En 

el caso de Pseudomonas aeruginosa, especie conocida por su capacidad aglutinante en 

presencia de hifas, tuvo una asociación de 17%, mientras que E. coli y Bacillus subtilis, 

demostraron una unión aún menor con 5,7 y 2,5%, respectivamente. 

En nuestro estudio se observó una respuesta negativa en la interacción entre Candida krusei 

y Candida tropicalis y ambos patógenos transmitidos por alimentos (E. coli O157:H7 y 

Salmonella sp.). Nair y Samaranayake (1996a) demostraron que la adhesión de Candida 

krusei se veía afectada en presencia de una alta concentración de E. coli (10
5
 y 10

6
 

células/ml). Una reducción significativa en los recuentos de C. krusei fue observada por 

Bandara y col. (2009) cuando fue co-cultivada con E. coli ATCC 25922, en comparación a 

los monocultivos. 
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Muchas de las interacciones previamente establecidas entre Candida albicans y bacterias 

resultan en la muerte del hongo y/o de la bacteria durante el co-cultivo (Hogan y col. 2004; 

Brand y col. 2008; Kim y Mylonakis 2011). Como se observó en las adhesiones mixtas 

(Figura 3.14) las células de Escherichia coli O157:H7 y Salmonella sp. interactúan 

estrechamente con las seudohifas de C. tropicalis. La tinción con FDA, la cual es 

ampliamente utilizada como indicador de viabilidad celular, (Hassan y col. 2002; Rocha‐

Valadez y col. 2005; Lecault y col. 2007) nos permitió concluir que el efecto negativo de 

las bacterias sobre el desarrollo de biofilms por parte de las levaduras no se debió a la 

muerte de las estructuras hifales. 

Uno de los primeros estudios realizados Nair y Samaranayake (1996a) encontró que E. coli 

suprimía significativamente la adhesión de Candida albicans y Candida krusei a células de 

la mucosa bucal (Nair y Samaranayake 1996b). Estudios más recientes del mismo grupo 

(Thein y col. 2006) confirmaron que E. coli y P. aeruginosa afectan significativamente la 

formación de biofilms por parte de Candida albicans pero de forma dosis dependiente. En 

el caso de Bandara y col. (2009) se observó que E. coli ATCC 25922 suprime la adhesión 

de otras especies del género Candida: C. krusei, C. dubliniesis, C. tropicalis y C. 

parapsilosis. Los autores postulan que E. coli y Candida en presencia de otras especies 

modulan la formación de biofilms tanto cuantitativa como cualitativamente, siendo el LPS 

de E. coli un componente clave en estos resultados. En un estudio más reciente Bandara y 

col. (2010) demostraron que el LPS producido por Salmonella disminuye 

significativamente la actividad metabólica de Candida spp. 

Aunque los mecanismos exactos que subyacen en las interacciones entre hongos y bacterias 

no está dilucidado completamente, investigaciones recientes indican que una serie de 

moléculas secretadas por ambos tipos de especies estarían implicadas en la red de 

interacciones (McAlester y col. 2008; De Sordi y Mühlschlegel 2009). Tampakakis y col. 

(2009) demostraron que S. typhimurium pudo sintetizar y secretar una sustancia 

termoestable que inhibió la filamentación y formación biofilm de Candida albicans sobre 

silicona. En otro estudio se observó que S. Typhimurium se adhirió rápidamente a hifas de 

otros tipos de hongos como por ejemplo Aspergillus niger. Para que la interacción entre 

ambos se diera, fue primordial la interacción entre la celulosa producida por S. 

Typhimurium y la quitina de A. niger (Brandl y col. 2011). En el caso de E. coli O157: H7, 
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Uhlich y col. (2010) observaron interacciones de tipo célula-célula que promovían la 

retención de las bacterias en los biofilms, mientras que otros autores encontraron que cepas 

aisladas de ambientes relacionados al procesado de alimentos y agua estimulaban la co-

adhesión y formación de biofilms por parte de E. coli. Por otro lado, Castonguay y col. 

(2006) demostraron que la formación de biofilms por parte de cepas no adherentes de E. 

coli, aislada de depósitos de agua potable, se estimulaba en presencia de biofilms duales 

con otras bacterias del mismo origen. Para que este estímulo se diera se necesitaba de un 

contacto célula-célula. Marouani-Gadri y col. (2009) encontró que 19 de 20 aislamientos al 

azar de bacterias en una planta procesadora de carne vacuna, luego de haber sido sometido 

a los procesos típicos de limpieza y desinfección, aumentaron los recuentos de E. coli 

O157:H7 en cultivos duales. Carter y col. (2012) examinó la interacción entre E. coli 

O157:H7 y los microorganismos presentes en hojas de espinaca, durante la colonización y 

establecimiento de biofilms mixtos sobre AI. Aunque los mecanismos detallados no se 

conocen con total claridad, es probable que el primer colonizador proporcione estructuras 

de superficie o componentes tensoactivos que promuevan la co- adhesión de E. coli. 

Sólo unos pocos estudios se centran en sobrenadante de biofilms bacterianos y su efecto en 

la modulación de biofilms de Candida en cultivos mixto (Tampakakis y col. 2009; 

Holcombe y col. 2010). Por lo tanto, nuestro estudio se centró en la identificación del 

efecto de los productos extracelulares de E. coli O157: H7 y Salmonella sp. sobre C. krusei 

y Candida tropicalis en lo que respecta a la adhesión y colonización, junto con la potencial 

implicancia del sobrenadante de Candida en el desempeño de ambas bacterias. 

El comportamiento general de todas las especies intervinientes fue similar, encontrándose 

una reducción por parte de las especies de levaduras en la adhesión sobre AI cuando fueron 

expuestas a los sobrenadantes de ambas bacterias patógenas. El efecto negativo de los 

sobrenadantes de E. coli O157: H7 y Salmonella sp. en la adhesión de Candida krusei y C. 

tropicalis sobre AI muestra una clara interacción negativa a través de la presencia de 

moléculas o de cambios en el medio que afectan significativamente la adhesión de las 

levaduras. Similarmente, Bandara y col. (2013) observaron que un compuesto activo 

secretado por E. coli afectó el tamaño y la forma de C. krusei en la fase inicial de 

colonización (90 minutos a 24 horas). El mismo grupo observó un retraso en el crecimiento 

de C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis y C. krusei en la fase inicial de colonización en 
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presencia del sobrenadante de E. coli, pero aún más importante en la etapa de maduración 

después de 24 horas. Park y col. (2014) afirmaron que el efecto inhibitorio de las bacterias 

podía ser inducido por un metabolito sintetizado durante la fase de la multiplicación y 

crecimiento, y / o por una expresión génica diferencial en respuesta a los co-cultivos. 

Por el contrario, estos efectos no fueron observados cuando se enfrentaron los cultivos de 

las bacterias a los sobrenadantes de las levaduras lo que sugiere que bajo las condiciones 

ensayadas las bacterias se benefician del contacto célula-célula en lugar de la presencia de 

alguna molécula secretada. 

Evidentemente bacterias patógenas como E. coli O157:H7 y Salmonella sp. junto con 

levaduras deteriorantes como Candida tropicalis y Candida krusei pueden estar contenidas 

en comunidades las cuales pueden formarse en equipos de producción inadecuadamente 

limpiados y desinfectados. Los hallazgos de estos estudios apoyan la factibilidad de que 

patógenos interactúen con miembros de la microbiota indígenas de las planta productoras 

de jugo de manzana (Candida tropicalis y Candida krusei) desempeñando un papel 

importante para la supervivencia y propagación de E. coli O157: H7 y Salmonella sp. en 

entornos de procesamiento de alimentos. 

Es evidente que eucariotas y procariotas presentan diversos mecanismos de señalización 

para detectar y responder en función de otros. Los resultados anteriores sugieren que la 

interacción de la comunidad microbiana indígena con patógenos puede aumentar o reducir 

la capacidad de adhesión y colonización de superficies en instalaciones 

productoras/procesadoras de jugo, lo que potencialmente puede contribuir a eventos de 

contaminación cruzada. Esto es de gran relevancia ya que pone de manifiesto que el control 

de microorganismos ambientales que promueven la adhesión de bacterias transmitidas por 

alimentos puede ser una medida importante para prevenir el establecimiento de cepas 

patógenas como E. coli y Salmonella sp. en ambientes de procesamiento de alimentos. 
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1. INTRODUCCIÓN 

En los últimos 30 años los procesos de filtración por membrana han sido la principal 

elección de las industrias procesadoras de alimentos (Mohammad y col. 2012). En 

comparación con los métodos convencionales de concentración (ej. procesos térmicos) 

y de separación (ej. decantación, filtración) la utilización de membranas de filtración 

aporta competitivamente tres grandes beneficios (Daufin y col. 2001; Lim y Mohammad 

2011): 

 Mayor calidad de los alimentos. 

 Mayor competitividad desde un punto de vista económico – costos operativos 

más bajos 

 Son consideradas tecnologías limpias – ―amigables‖ con el ambiente 

Hay cuatro clases de procesos en los cuales el medio filtrante es una membrana y se 

diferencian por el tamaño de partículas que separan: Microfiltración (MF), 

Ultrafiltración (UF), Nanofiltración (NF) y Osmosis inversa (OI) (Lipnizki 2010) 

(Figura 1.1). La microfiltración es la remoción de partículas micrométricas o 

submicrométricas de una solución, generalmente recuperando el 100 % del material. La 

UF y la NF pueden separar partículas entre 10 y 10
6
 Å, dentro de este rango se 

encuentran las proteínas, pectinas, almidones, bacterias y virus, sólidos coloidales, 

pigmentos, etc. Y por último la ósmosis inversa, que es una separación más "fina" que 

la ultrafiltración y separa partículas de diámetro comprendido entre 2 y 10 Å (por 

ejemplo sales).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 1.1. Tamaño promedio de poro de acuerdo a las membranas utilizadas en diferentes procesos. 

Modificado de Lalia y col. (2013). 
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La UF y la NF son las más utilizadas en la industria de los alimentos en general y en la 

clarificación de jugos de fruta en particular (Cheryan 1986), usándose sistemas de 

filtración tangencial donde la fuerza impulsora proviene de la diferencia de presión, 

resultando así en la separación y/o concentración de las partículas disueltas o 

suspendidas (Figura 1.2). La UF conjuntamente con la NF y la OI, constituyen el primer 

proceso de separación molecular continua que no implica un cambio de fase o una 

interfase de transferencia de masa, aplicable a la separación de soluciones de 

macromoléculas. Mediante esta técnica se realiza una purificación y concentración 

simultánea junto con el fraccionamiento de macromoléculas de pequeñas suspensiones 

coloidales (Fellows y Javier 1993). 

 

El procesado de alimentos a través de la utilización de membranas se ha convertido en 

una herramienta estándar en las industrias productoras (Cheryan 1998). La clarificación 

del jugo de manzana (además de otras variedades de frutas y verduras) mediante 

sistemas de membrana ha ido en aumento a partir de sus primeros usos a finales de los 

años 70 (Heatherbell y col. 1977; Echavarría y col. 2011). A través de la clarificación 

del jugo se separa la pulpa fibrosa (retenido) de la fracción clarificada libre de 

microorganismos (permeado) (Cassano y col. 2008), con lo cual el jugo clarificado 

puede ser luego sometido a una etapa de concentración para su posterior envasado y 

almacenaje. 

Figura 1.2. Esquema del proceso de filtración por membrana de tipo tangencial. 



CAPÍTULO 3 109 

 

En cuanto a las membranas de UF, que son las más utilizadas en la clarificación de 

jugos, se pueden clasificar según el material con que se fabrican, en primera generación 

(acetato de celulosa), segunda generación (polisulfonas) y tercera generación 

(membranas minerales). Además, presentan cuatro configuraciones básicas: tubulares, 

planas, espirales y fibras huecas (Constenla y Lozano 1997; Wagner 2001). 

La filtración por membranas se caracteriza por operar con flujo a lo largo de la misma, 

lo que ayuda a remover la capa de macromoléculas retenidas sobre ella. El material que 

atraviesa la membrana se denomina entonces "permeado" y la velocidad a la cual fluye 

a través de la misma es el flujo de permeado (J) medido en unidades de velocidad por 

área de membrana. El caudal de jugo "retenido", que circula dentro del equipo se 

denomina caudal de recirculación (Qr). 

Dentro de las opciones viables a escala industrial en cuanto a los procesos de filtración 

están los procesos de filtración "tangencial" o "cross-flow filtration". Mediante este tipo 

de filtración, el líquido fluye paralelamente a la superficie de la membrana, lo que 

provoca que el mismo alimento líquido barra continuamente la superficie del medio 

filtrante (Lozano 2006). La selectividad de una membrana de UF se cuantifica a través 

de la curva de corte molecular o ―cut-off‖. Es importante indicar que en una solución 

con especies de diferentes pesos moleculares, se deberá cuantificar el rechazo para cada 

especie en particular. Los fabricantes utilizan el concepto de ―cut-off‖ (MWCO) para 

caracterizar sus membranas de UF. El cut-off es definido como aquel peso molecular 

que es rechazado por la membrana en un 90%. Por ejemplo, una membrana de cut-off 

igual a 40.000 rechazará en un 90% a los solutos cuyo peso molecular sea mayor que 

40.000 Daltons. 

Desafortunadamente, el ensuciamiento de la membrana causado por la deposición de 

macromoléculas, coloides, partículas en suspensión o de material de tipo biológico, 

biofouling, sobre la superficie o en los poros de la misma limita su aplicación en la 

industria de procesado de alimentos (Mohammad y col. 2012).  

Dentro del fouling que sufren las membranas, la formación de biofilms es uno de los 

fenómenos de ensuciamiento más complejos ya que causa pérdidas severas en el 

rendimiento de las mismas, modifica sus propiedades de superficie y demanda la 

implementación de costosos programas de limpieza o directamente su reemplazo. El 

proceso de biofouling sobre las membranas de filtración lleva a un aumento de la 

presión transmembrana bajo flujo constante o a una disminución del flujo de permeado 

si operan bajo presión constante (Fortunato y col. 2017). 
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Si la solución filtrada está compuesta por hidrocoloides u otras macromoléculas que 

sean retenidas por la membrana, se produce el fenómeno de "polarización de la 

concentración", ya que éstos tienden a formar sobre la membrana capas gelatinosas, que 

presentan una resistencia adicional al flujo. Se observa que el caudal de permeado 

aumenta a medida que lo hace la turbulencia, es decir, cuando se incrementa el caudal 

de recirculación y baja la concentración. Esto podría explicarse por la reducción del 

espesor de la capa límite. Por otro lado, el desarrollo de biofilms microbianos, 

favorecidos por la presencia de la capa de polarización, contribuye también con una 

significativa reducción del flujo de permeado y un deterioro general de la performance 

de la membrana (Ridgway y col. 1983; Di Martino y col. 2007; Doumèche y col. 2007). 

Los depósitos de suciedad sobre las membranas son el resultado tanto de la formación 

de biofilms como de los residuos no eliminados, con lo cual la limpieza industrial de las 

unidades de UF y NF aumenta esta heterogeneidad (Di Martino y col. 2007) 

dificultando su limpieza. En el contexto de la UF y la NF, los biofilms formados no 

pueden ser removidos en forma completa por retrolavados. Esto implica que deben 

utilizarse métodos químicos de limpieza (Vrouwenvelder y Van der Kooij 2001; 

Liikanen y col. 2002). Estos métodos recuperan por lo general las propiedades 

hidráulicas de las membranas pero tienen poco impacto en la composición y 

organización del depósito (exopolisacáridos de la matriz del biofilm). La acumulación 

irreversible de biofilms sobre la membrana, junto con la reiterada deposición de 

material a lo largo de los ciclos de producción, puede resultar en la inutilización de la 

misma llevando a su reemplazo. En los sistemas de filtración, el crecimiento del biofilm 

crea una película que atrapa sales y otros nutrientes previniendo que el flujo turbulento 

mezcle totalmente los solutos en la corriente de alimentación. Además de servir como 

estructuras para estabilizar las colonias, los biofilms protegen a los microorganismos de 

los desinfectantes, de ser eliminados por el líquido en movimiento y favorecen la 

captura de alimento de la corriente. Es reconocido que las células incluidas en un 

biofilm son más resistentes a los desinfectantes químicos que sus formas planctónicas 

(Donlan y Costerton 2002; Stewart 2015) y la complejidad aumenta si consideramos 

que los biofilms multi-especie presentan una marcada resistencia a los biocidas 

comúnmente utilizados en ambientes industriales y en salud humana (Simões y col. 

2010). 

El proceso de adhesión implica complejas interacciones entre los microorganismos y el 

sustrato al cual se van a adherir lo cual es influenciado por el entorno (Mizan y col. 
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2015). Las características de las interacciones entre las membranas y los 

microorganismos que se desarrollan sobre las mismas no están del todo dilucidadas, lo 

cual es esencial para evaluar condiciones operacionales sostenibles y para establecer 

estrategias apropiadas para la reducción y eliminación de los biofilms (Fortunato y col. 

2017). Procesos inadecuados de limpieza y desinfección de las superficies en contacto 

con alimentos contribuyen a la mayoría de los episodios de enfermedades transmitidas 

por los mismos (Mathusa y col. 2010; Fouladkhah y col. 2013). Tanto el diseño 

apropiado de los protocolos de limpieza y desinfección como de los equipos y los 

procesos son importantes para prevenir la formación de biofilms en las superficies 

(Lelieveld 2005; Lelieveld y col. 2014). 

Diferentes agentes biocidas se utilizan en los programas de limpieza y desinfección 

como estrategias para controlar a microorganismos patógenos y deteriorantes (Evans 

2003). El hipoclorito de sodio, a pesar de ser corrosivo a altas concentraciones, es uno 

de los desinfectantes más utilizados en la industria debido a su bajo costo y alta 

efectividad microbicida (Borovec y col. 1998; Dodds y col. 2000). 

Es por lo anterior que en este capítulo se plantearon objetivos tendientes a evaluar la 

eficacia del hipoclorito de sodio mediante ensayos con células tanto adheridas como 

planctónicas, formando parte de cultivos mono y multi-especie.  
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OBJETIVO GENERAL 

Estudiar la dinámica de adhesión y formación de biofilms sobre membranas de 

ultrafiltración y la eficacia del hipoclorito de sodio como agente desinfectante.  

 

Objetivos específicos 

 Estudiar la dinámica de adhesión y formación de biofilms de Candida krusei, 

Candida tropicalis, Candida kefyr y Rhodotorula mucilaginosa sobre membranas de 

ultrafiltración bajo condiciones de relevancia industrial. 

 Diseñar estrategias de control mediante secuencias de limpieza y desinfección en 

condiciones de flujo variable sobre el cultivo de mircroorganismos en forma 

planctónica y formando parte de un biofilm. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2. 1 Ensayos de desinfección sobre células planctónicas  

La realización de pruebas estandarizadas para determinar la acción de un agente 

antimicrobiano contra microorganismos específicos es importante por el amplio rango 

de resistencia presente entre especies. A fin de evaluar en forma preliminar la eficacia 

de un desinfectante y establecer una concentración efectiva, segura y económica del 

mismo, se realizaron ensayos en suspensión con células en desarrollo planctónico, de 

acuerdo a protocolos estandarizados. 

Para los ensayos de desinfección sobre células en estado planctónico se utilizaron 

soluciones de hipoclorito de sodio (NaClO) preparadas a partir una solución de origen 

comercial (60 g Cl/litro, Clorox S.R.L., Argentina). Las determinaciones del Cl activo 

se realizaron a través del método Iodométrico de VOGEL (APHA-AWWA/WEF 2005), 

a partir del cual se realizaron los cálculos correspondientes para las distintas 

concentraciones utilizadas. Las soluciones de NaClO se prepararon con agua destilada 

estéril las cuales presentaron los siguientes pHs: 6,5, 8 y 9 (0,05- 0,15- 0,20 g Cl/litro, 

respectivamente). 

Para cada una de las cuatro especies de levaduras se preparó una suspensión ajustada en 

jugo de manzana estéril de 12 °Brix hasta alcanzar una DO550 de 0,125 (≈10
6
 

células/ml). Para los ensayos se mezclaron 2 ml de la suspensión ajustada con 18 ml de 

las soluciones de desinfectante tomándose muestras al cabo de 5, 10, 15 y 30 minutos. 

Para esto 1 ml de muestra fue diluida en una primer dilución con 9 ml de buffer fosfato 

con 0,2 % de tiosulfato (Stewart y col. 2001) y agitado durante 15 segundos. Los 

recuentos se realizaron en agar YGC por técnica de agar volcado incubándose a 25 ± 1 

ºC durante 5 días. 

Un segundo ensayo consistió en evaluar la resistencia de suspensiones mixtas de las 

especies de levaduras ante concentraciones crecientes de Cl. El procedimiento fue el 

mismo que el mencionado previamente pero con ciertas modificaciones: (i) los 2 ml 

consistieron en partes iguales de suspensiones ajustadas de C. krusei, C. tropicalis, C. 

kefyr y R. mucilaginosa y (ii) se evaluó una concentración mayor de Cl (1 g/litro, pH 

10). 

 

2.2 Ensayos de desinfección sobre células adheridas 

Luego de realizar los ensayos con células plantónicas se procedió a analizar la eficiencia 

del agente desinfectante frente a células adheridas siguiendo el protocolo mostrado en la 
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Figura 2.1. Para esto se ensayaron dos superficies: membranas de UF de PVDF y 

superficies de acero inoxidable. 

Los segmentos de AI utilizados fueron de tipo AISI 304 L de 1 cm x 2 cm; previo a su 

utilización fueron acondicionadas a través de lavados con una solución de detergente 

neutro al 2% (Extran MA 02 neutal, Merck) y enjuagada con agua destilada a 50 ºC, 

para ser autoclavados durante 15 min a 121 ºC. En el caso de las membranas fueron de 

las mismas características que las detalladas posteriormente en la Sección 2.3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los ensayos consistieron en la desinfección con una solución de NaClO de 0,20 g/l de 

Cl, siguiendo las concentraciones de uso rutinario en la empresa juguera de la cual se 

obtuvieron originalmente las muestras y en función de los resultados obtenidos en los 

ensayos con células planctónicas. Luego se destinaron también segmentos como control, 

en donde los mismos fueron puestos en contacto con agua destilada estéril. Al cabo de 

cada tiempo (5, 10 y 30 min) se destinaron segmentos de AI y membranas de UF para 

su análisis por microscopia de epifluorescencia, mientras que los recuentos de células 

Figura 2.1. Representación esquemática del protocolo de desinfección sobre células adheridas  
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viables se realizaron colocando los segmentos en tubos de ensayo con perlas de vidrio 

agitándolos a máxima velocidad durante 3 minutos con vórtex. Las correspondientes 

diluciones seriadas se utilizaron para realizar los recuentos en agar YGC por técnica de 

agar volcado y las placas fueron incubadas a 25 ± 1 ºC durante 5 días. Los ensayos se 

realizaron por triplicado. 

Los resultados de las experiencias fueron expresados como Efecto Microbicida (EM) de 

acuerdo a lo expuesto en Salo y Wirtanen (2005):  

 

                 

 

En donde No corresponde al número inicial de células/cm
2 

 (control) y Ni corresponde al 

número de células/cm
2
 sobrevivientes. En el caso de ensayos con células planctónicas 

las determinaciones se expresaron como número de células/ml.  

 

2.3 Ensayos de desinfección sobre células adheridas a membranas de UF en 

condiciones de flujo variable 

Teniendo en cuenta que las plantas productoras de jugos de frutas se ven 

comprometidas por la colonización de levaduras, y que la adhesión depende, entre otros 

factores, de la superficie y de las condiciones hidrodinámicas del sistema, se realizaron 

ensayos de adhesión sobre membranas de UF. Para esto se usó una celda de flujo que 

simula el proceso de UF a fin de evaluar la eficacia del hipoclorito de sodio sobre las 

células adheridas. 

Para llevar a cabo los ensayos se utilizó una unidad de filtración por membrana a escala 

laboratorio de flujo transversal (Sepa CF System, Osmonics, Minetonka, MN, EE.UU) 

la cual simula los flujos encontrados en sistemas de filtración por membrana de tipo 

industrial. En la Figura 2.2 se muestra un esquema del equipo de UF utilizado. La celda 

de filtración consiste en dos piezas rectangulares de AI, en medio de las cuales se 

coloca: un espaciador de alimentación, la membrana y un transportador del permeado 

(en ese orden, formando capas). Cuatro guías aseguran la orientación correcta de las dos 

unidades de la celda (Figura 2.3). El mecanismo de sellado de la celda provee una 

presión uniforme a través de una prensa que la contiene y permite operar el sistema 

hasta 6900 kPa. Para las experiencias se utilizaron membranas planas de PVDF (Synder 

Filtration, Vacaville, CA, EE.UU.) de 14 x 19 cm con puntos de corte 50 y 100 kDa y 

un área efectiva de filtración de 140 cm
2
. Sobre las mismas se hizo pasar una suspensión 
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mixta de Rhodotorula mucilaginosa, Candida krusei, Candida tropicalis y Candida 

kefyr (10
4 

células/ml) en jugo de manzana de 12 ºBrix durante 2 horas a 25 ± 1 ºC. 

Luego se analizaron las situaciones como se detalla en el Protocolo de limpieza y 

desinfección detallado a continuación. 
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Figura 2.3. Esquema de la celda de filtración utilizada en los ensayos de filtración (Sepa CF System, 

Osmonics, Minetonka, MN, EE.UU) 

Líquido de alimentación, ej. 

suspensión de jugo con levaduras 

Permeado, ej. jugo que atravesó la 

membrana libre de células  
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laboratorio 
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2.3.1. Protocolo de limpieza y desinfección 

Durante 2 horas se filtró una suspensión de levaduras en jugo de manzana de 12 ºBrix 

simulando lo que representaría un jugo que llega a la etapa de clarificación con una 

mezcla de levaduras, como se detalló previamente en la Sección 2.1. Luego se realizó 

un lavado con agua destilada estéril y se procedió a la etapa de desinfección, haciendo 

pasar por la membrana soluciones de NaClO (0,20 y 0,50 g Cl/l) durante 15 minutos. 

Este fue un punto de muestreo donde se procedió al recuento de la comunidad 

sobreviviente, para lo cual se cortaron con tijeras estériles secciones de 1 cm x 2 cm de 

las membranas de PVDF y se colocaron en tubos de ensayos con agua peptonada al 0,1 

% p/v (Merck) y perlas de vidrio y se agitaron por 10 - 15 minutos para desprender los 

microorganismos firmemente adheridos a la superficie (Lindsay y Von Holy 1997). Las 

correspondientes diluciones seriadas se utilizaron para realizar los recuentos en el agar 

cromogénico CHROMagar Candida (CHROMagar Microbiology, Paris, Francia) por 

técnica de agotamiento en superficie (volumen sembrado 0,2 ml) y en agar YGC por 

agar volcado. Las placas fueron incubadas a 25 ºC ± 1 °C durante 2 y 5 días, 

respectivamente. Si bien el medio cromogénico CHROMagar Candida está destinado a 

la identificación presuntiva de muestras de origen clínico, en especial de tres especies: 

Candida tropicalis (azul), Candida albicans (verde) y Candida krusei (rosado), nos 

permite la diferenciación y ha demostrado ser adecuado para levaduras de origen no 

clínico (Tornai-Lehoczki y col. 2003). En los casos en los que los colores diferían de los 

establecidos por este medio (que podrían deberse a Candida kefyr y Rhodotorula 

mucilaginosa) la identificación se completó a través de pruebas morfológicas, 

fisiológicas y la utilización del kit comercial de identificación Rapid ID Yeast Plus 

system (Remmel, EE.UU.). 

Por otro lado se apartaron trozos de membrana que fueron colocados en cajas de Petri 

modificadas estériles (descritas en el Capítulo 1- Sección 2.6) con jugo de manzana de 

distintas concentraciones (3, 6 y 12 ºBrix) durante 2, 8 y 16 horas simulando el aporte 

de nutrientes al continuar el proceso productivo y la clarificación de jugo en la planta. 

Al cabo de cada tiempo se realizó el recuento correspondiente. Los análisis fueron 

realizados por triplicado. 
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Protocolo de limpieza y desinfección: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4 Análisis estadístico 

En los casos en donde se realizaron recuentos expresados como UFC los mismos fueron 

transformados a unidades logarítmicas quedando expresadas como Log UFC/cm
2 

ó Log 

UFC/ml (dependiendo el caso), para aproximarla a la hipótesis de distribución normal. 

En todos los casos los análisis se realizaron por triplicado bajo las mismas condiciones 

en dos ensayos independientes y los resultados se expresaron como Media y Desvío 

Estándar (Media ± DE). 

Se realizó un test t-Student cuando fue apropiado para la comparación de medias y se 

consideraron como resultados estadísticamente significativos aquellos con un nivel de 

confianza igual o mayor al 95 % (p < 0,05). 

   

Filtración durante 2 horas de una suspensión mixta de levaduras en jugo de 

manzana estéril de 12 ºBrix 

Lavado con agua destilada estéril durante 1 – 2 minutos 

Membranas en contacto con jugo de 

manzana de 3, 6 y 12 ºBrix durante 2, 8 y 

16 horas 

Desinfección con solución de NaClO 

durante 15 minutos 

R
ecu

en
to
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3. RESULTADOS 

3.1 Ensayos de desinfección sobre células planctónicas 

De acuerdo a lo establecido por Mosteller y Bishop (1993) para ser considerados 

efectivos los desinfectantes deben reducir la cantidad de levaduras en al menos 4 

unidades logarítmicas (EM ≥ 4) en el caso de células planctónicas. 

En la Tabla 3.1 se observan los resultados de los ensayos en suspensión de cada una de 

las especies por separado a los 5 minutos de contacto con el agente desinfectante. En la 

misma se puede ver que solamente Rhodotorula mucilaginosa, cuando es expuesta a 

una concentración de Cl activo de 0,05 g/l, presenta un EM < 4 con 3,68 unidades 

logarítmicas de reducción frente al valor inicial del que se partió; en el caso de las otras 

tres especies presentaron reducciones de más de 4 unidades logarítmicas. Por otro lado, 

cuando las especies fueron expuestas a soluciones de Cl activo de 0,15 y 0,20 g/l a los 5, 

10, 15 y 30 minutos, la efectividad del hipoclorito de sodio como agente desinfectante 

fue del 100%. 

 

 

Por otro lado, cuando se realizó el ensayo de desinfección pero frente a una suspensión 

mixta de levaduras (Tabla 3.2) se observó que sólo Rhodotorula mucilaginosa tuvo una 

EM < 4 (con una reducción de 3,66 unidades logarítmicas) cuando se le expuso durante 

5 minutos a una solución de hipoclorito de sodio de 0,05 g/l de Cl. Cuando los tiempos 

de exposición fueron mayores la efectividad fue del 100% sobre la viabilidad de las 

células. El hipoclorito de sodio resultó efectivo frente a Candida krusei, C tropicalis, C. 

kefyr en todas las concentraciones de uso ensayadas y a los diferentes tiempos. 

Tiempo  

(minutos) 

Hipoclorito de sodio (g Cl/l) 

0,05 0,15 0,20 1,00 

EM  

5 R.mucilaginosa: 3,66 >4 >4 >4 

10 >4 >4 >4 >4 

15 >4 >4 >4 >4 

30 >4 >4 >4 >4 

Tabla 3.1. Efecto Microbicida (EM) de las concentraciones de uso de hipoclorito de sodio sobre monocultivos 

de las levaduras en forma plantónica.  
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3.2 Ensayos de desinfección sobre células adheridas 

En el caso de ensayar un desinfectante ante células adheridas a una superficie, el mismo 

debe reducir la cantidad de levaduras en al menos 3 unidades logarítmicas para ser 

considerado efectivo (Mosteller y Bishop 1993). Para esto se realizaron ensayos con una 

mezcla de Candida krusei, C. tropicalis, C. kefyr y Rhodotorula mucilaginosa y 

diferentes tiempos de colonización (2, 8 y 16 horas) sobre superficies de AI y 

membranas de UF, las mismas fueron sometidas a 5, 10 y 30 minutos a una 

concentración de NaClO de 0,20 g Cl/l, de manera de ver la eficiencia del desinfectante 

sobre células adheridas a superficies de uso industrial. 

En la Figura 3.1 A y B se muestran los recuentos celulares sobre las superficies de AI y 

membranas de UF a diferentes tiempos de colonización, antes y después de ser 

expuestas a la solución de hipoclorito de sodio en los diferentes tiempos ensayados. Los 

resultados fueron expresados como Log UFC/cm
2
. 

 

 

 

 

 

Especies 

Hipoclorito de sodio (g Cl/l) 

0,05 0,15 0,20 

EM 

Candida krusei >4 >4 >4 

Candida tropicalis 4 >4 >4 

Candida kefyr >4 >4 >4 

Rhodotorula mucilaginosa 3,68 >4 >4 

Tabla 3.2. Efecto Microbicida (EM) de las concentraciones de uso de hipoclorito de sodio sobre cultivos 

mixtos de las levaduras en forma plantónica.  
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Tal como puede observarse en las gráficas, a tiempos equivalentes de colonización las 

superficies de AI presentaron mayores recuentos con un rango de colonización de 6,09 

± 0,39 y 7,16 ± 0,01 Log UFC/cm
2
 mientras que para las membranas de UF los 

recuentos fueron de 5,57 ± 0,004 y 6,99 ± 0,17 Log UFC/cm
2
. 

A los 5 minutos de exposición sólo las células adheridas durante 2 horas sobre la 

membrana de UF presentaron un EM < 3, mientras que en el caso del AI las células 

presentaron una disminución del número de células mayor a 3 unidades logarítmicas. En 

los restantes tiempos de exposición al NaClO, si bien las membranas presentaron 

menores reducciones en comparación con el AI, en ambos casos fueron de más de 3 

unidades logarítmicas, siendo de 3,40 y 4,91 unidades logarítmicas a los 10 y 30 

Figura 3.1. Efecto microbicida de una solución de uso de NaClO de 0,20 g Cl/l frente a biofilms mixtos de 

levaduras sobre: (A) Membranas de ultrafiltración de PVDF y (B) Acero inoxidable. Las líneas negras 

marcan el límite de un desinfectante para ser reconocido como efectivo. Los resultados están expresados 

como Log UFC/cm
2 
± DE. 
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minutos, respectivamente, para las membranas de UF, y 4,93 y 6,00 unidades 

logarítmicas a tiempos equivalentes para el AI. A medida que los tiempos de 

colonización aumentaron a 8 y 16 horas las reducciones en la comunidad de células 

adheridas disminuyeron a un rango entre 0,39 y 1,80 unidades logarítmicas para los 

recuentos sobre las membranas de UF a los 5 y 10 minutos de contacto con la solución 

de NaClO. Por otro lado analizando la superficie de AI las reducciones fueron mayores 

con rangos entre 1,68 y 3,79 frente a un contacto de 5 y 10 minutos con la solución 

desinfectante. Al cabo 2 horas de adhesión y de 30 minutos de exposición a una 

concentración de Cl de 0,20 g/l los patrones de reducción de células viables fueron más 

marcados en el caso de las superficies de AI en donde no hubo sobrevivientes, mientras 

que en el caso de las membranas la población remanente fue de 0,66 ± 0,09 Log 

UFC/cm
2
. A medida que los tiempos de colonización aumentan a 8 y 16 horas, si bien 

las reducciones oscilaron en 5 unidades logarítmicas, parte de la comunidad sobrevivió 

con recuentos de 0,94 ± 0,05 y 1,45 ± 0,03 Log UFC/cm
2
, respectivamente para el AI; 

mientras que en las membranas los recuentos celulares fueron de 2,25 ± 0,02 y 1,93 ± 

0,02 Log UFC/cm
2
 a las 8 y 16 horas.  

En general para ambas superficies, en el caso de los cultivos mixtos en donde las células 

se encuentran adheridas, al aumentar los tiempos de colonización las mismas mostraron 

una mayor resistencia a la solución de NaClO. Luego de 16 horas de adhesión y 30 

minutos de exposición al NaClO, se realizaron observaciones por microscopia de 

epifluorescencia y se observó que las células adheridas sobre el AI, una vez teñidos con 

FDA, se encontraban metabólicamente activas como puede verse en la Figura 3.2. 

Resultados similares se obtuvieron con las membranas de UF. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2. Fotografía obtenida por 

microscopia de epifluorescencia de un 

biofilm mixto de levaduras luego de 16 

horas de colonización y una 

exposición de 30 minutos a una 

solución de 0,20 g Cl/l NaClO.  
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3.3 Ensayos de adhesión en sistemas de filtración por membrana 

Para el estudio del comportamiento de las especies de levaduras en condiciones de 

filtración equivalentes a las encontradas en las plantas productoras de jugo, se utilizó 

una celda de filtración de flujo tangencial a escala laboratorio. A lo largo de los ensayos 

se midió el comportamiento del caudal a lo largo del tiempo de filtración. 

En primer lugar se muestran en la Figura 3.3 imágenes obtenida por SEM de una 

sección de membrana virgen de PVDF de 100 kDa de punto de corte y en la Figura 3.4 

el control correspondiente a 2 horas de filtración de una muestra de jugo de manzana 

con un cultivo mixto de levaduras, simulando así que las mismas provienen de la 

materia prima o como contaminación de etapas previas del proceso productivo. En la 

Figura 3.4 se puede ver como las levaduras se adhieren tanto a la parte activa de la 

membrana encargada del proceso de filtración como a las fibras que actúan de soporte; 

aquellas que pudieron atravesarla no solo se adhieren a las fibras sino que comienzan a 

multiplicarse. 

Si bien en las experiencias se utilizaron membranas de 100 y 50 kD de punto de corte 

las imágenes de SEM que se mostrarán serán de 100 kDa de forma ilustrativa de lo que 

sucede en el proceso de biofouling. 
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Figura 3.3. Imágenes obtenidas por SEM de membranas de PVDF de 100 kDa de punto de corte. En la 

misma se puede ver la porción activa de filtración y el soporte de la misma. 
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3.4 Protocolo de limpieza y desinfección  

Luego de 2 horas de filtración las membranas de PVDF de 50 y 100 kDa de punto de 

corte fueron sometidas a soluciones de hipoclorito de sodio de 0,20 y 0,50 g Cl/l durante 

15 minutos, tiempo al cabo del cual se realizaron los correspondientes recuentos. Luego 

se dejaron muestras de membrana en jugo de distintas concentraciones (3, 6 y 12 °Brix) 

durante 2, 8 y 16 horas. Los resultados se muestran en la gráfica de las Figuras 3.5 y 

3.6. 

Tal como puede verse en las gráficas luego de 2 horas de filtración se obtuvieron 

recuentos de 4,62 ± 0,17 Log UFC/cm
2 

en el caso de las membranas de 100 kDa de 

punto de corte (Figura 3.5) representados por: R. mucilaginosa (7 %), C. krusei (39 %), 

C. tropicalis (12 %) y C. kefyr (42 %); y de 4,65 ± 0,45 Log UFC/cm
2
 cuando se 

utilizaron membranas de 50 kDa compuesto por: R. mucilaginosa (11 %), C. krusei (38 

%), C. tropicalis (11 %), C. kefyr (40 %) (Figura 3.6). 

Luego de ser sometidas a soluciones de 0,20 g Cl/l durante 15 minutos se calculó un 

EM de 2,07 y 3,35 Log UFC/cm
2
 para las membranas de 100 y 50 kDa, 

respectivamente. En cambio, frente a una concentración de 0,50 g Cl/l durante 15 

minutos no se encontraron células sobrevivientes (Figura 3.5 B y 3.6 B). 

Figura 3.4. Imágenes obtenidas por SEM de membranas de ultrafiltración de PVDF luego de 2 horas de 

filtración de una suspensión en jugo de manzana de 12°Brix de Candida krusei, C.tropicalis, C.kefyr y 

R.mucilaginosa. Los círculos y flechas rojas algunas de las zonas comprometidas por las levaduras 

adheridas. 
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Cuando las muestras de membranas fueron puestas en contacto con jugo de distintas 

concentraciones para ver la potencial recuperación de las especies, se observó que a 

0,50 g Cl/l no hubo recuperación, mientras que a 0,20 g Cl/l hubo una recuperación que 

no dependió del tiempo ya que las diferencias no fueron significativas (p > 0,05). En el 

caso de las membranas de 100 kDa en contacto con jugo de 6 y 12 °Brix se llegó a una 

recuperación máxima del 75 y 100 % respectivamente, mientras que los valores fueron 

menores cuando se analizó lo sucedido para las membranas de 50 kDa con una 

recuperación máxima de 48 y 57%, respectivamente. 
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Figura 3.5. Filtración a través de una membrana de PVDF de 100 kDa, de una suspensión mixta de levaduras 

en jugo de manzana seguido de un paso de desinfección y recuperación en jugos de 3, 6 y 12 °Brix. Se 

utilizaron dos soluciones de NaClO: (A) 0,20 g/l de Cl y (B) 0,50 g/l de Cl. Los resultados están expresados 

como Log UFC/cm
2
. 
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En las Figuras 3.7 y 3.8 se muestran imágenes obtenidas por SEM de las membranas 

colocadas 2 y 8 horas, respectivamente, en jugo de 3 y 6°Brix. En ambas Figuras se 

pueden ver células sobre la superficie de la membrana y también en su interior, en la 

porción de soporte. 

 

 

 

 

0,0

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0

6,0

2 hs filtración 2 hs filtración +

0,20 g Cl/l

3º Brix 6º Brix 12º Brix

L
o
g

 U
F

C
/c

m
2
 

2 hs 8 hs 16 hs

A) 

0,0

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0

6,0

2 hs filtración 2 hs filtración +

0,50 g Cl/l

3º Brix 6º Brix 12º Brix

L
o
g

 U
F

C
/c

m
2
 

2 hs 8 hs 16 hs

B) 

Figura 3.6. Filtración a través de una membrana de PVDF de 50 kDa, de una suspensión mixta de levaduras 

en jugo de manzana seguido de un paso de desinfección y recuperación en jugos de 3, 6 y 12 °Brix. Se 

utilizaron dos soluciones de NaClO: (A) 0,20 g/litro de Cl y (B) 0,50 g/litro de Cl. Los resultados están 

expresados como Log UFC/cm
2
. 



CAPÍTULO 3 128 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A A) 

B) 

Figura 3.7. Imágenes de SEM de membranas de PVDF de 100 kDa de punto de corte luego del proceso de filtración de una suspensión mixta de levaduras en 

jugo de manzana seguido de un paso de desinfección con 0,20 g Cl/l de NaClO y 2 horas de recuperación en jugos de: (A) 3 °Brix y (B) 6 °Brix. Los círculos 

y flechas rojas algunas de las zonas comprometidas por las levaduras adheridas. 

A) 
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Figura 3.8. Imágenes de SEM de membranas de PVDF de 100 kDa de punto de corte luego del proceso de filtración de una suspensión mixta de levaduras  

en jugo de manzana seguido de un paso de desinfección con 0,20 g Cl/l de NaClO y 8 horas de recuperación en jugos de: (A) 3 °Brix y (B) 6 °Brix. Los 

círculos y flechas rojas algunas de las zonas comprometidas por las levaduras adheridas. 

B) 

A) 
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En la Figura 3.9 A y B se ve la caída en el flujo de permeado a lo largo del tiempo, el 

cual independientemente de la membrana, se ve reducido hasta el punto en el cual se 

hace circular la solución de hipoclorito de sodio (tanto de 0,20 como de 0,50 g Cl/l) en 

donde el caudal se recupera en un 100%. 

 

 

 

 

 

En la Figura 3.10 se muestran imágenes obtenidas por SEM de las membranas 

desinfectadas con una solución de NaClO de 0,20 g Cl/l durante 15 minutos y luego 

puestas 16 horas en contacto con jugo de 3, 6 y 12 °Brix. En la misma puede apreciarse 

la presencia de diferentes morfologías, encontrándose blastosporas como así también 

seudohifas. 
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Figura 3.9. Evolución de la reducción del caudal a lo largo del tiempo. Las flechas indican cuando se 

hicieron circular las soluciones de hipoclorito de sodio. (A) Membrana de 50 kDa de punto corte y (B) 

membrana de 100 kDa de punto de corte. 
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En todos los casos la comunidad resultante consistió en un predominio de Candida 

krusei y Candida kefyr, seguido por Candida tropicalis y Rhodotorula mucilaginosa, 

con porcentajes que oscilaron entre 30 - 40%, 10 - 20% y 1 - 10% respectivamente. 
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Figura 3.10. Imágenes de SEM de membranas de PVDF de 100 kDa de punto de corte luego del proceso 

de filtración de una suspensión mixta de levaduras en jugo de manzana seguido de un paso de desinfección 

con 0,20 g Cl/l de NaClO y 16 horas de recuperación en jugos de: (A) 3 °Brix, (B) 6 °Brix y (C) 12 °Brix. 
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4. DISCUSIÓN 

En los últimos años tanto los estudios de biofilms como de los mecanismos de 

erradicación han ido en auge debido a la seria problemática que representan. Las células 

asociadas a la biofilms se unen de manera irreversible a las superficies y requieren de 

técnicas de eliminación que muchas veces son abrasivas, incluyendo raspado y /o 

desinfectantes químicos tales como el cloro (Palmer y col. 2007). Por otra parte, los 

biofilms dentro de las plantas productoras de alimentos sirven como depósitos de 

microorganismos que pueden contaminar distintas etapas en las líneas de producción, 

creando un potencial peligro para la salud (Wong 1998; Den Aantrekker y col. 2003). 

Una vez que se ha establecido un biofilm dentro de la compleja arquitectura de las 

membranas, la presencia de EPS y la resistencia de los microorganismos a los agentes 

antimicrobianos hacen que la eliminación del mismo sea difícil (Ofek y col. 2003). Los 

procesos de limpieza eliminan parte de los microorganismos sésiles pero sólo 

parcialmente el EPS en la capa superficial. Por lo tanto, el establecimiento de los 

biofilms se ve favorecido por una combinación de procesos de limpieza y/o 

desinfección parcialmente eficientes (Houari y col. 2008). 

Las células que sobreviven al proceso de desinfección tienen el potencial de actuar 

como fuente de futuras contaminaciones. Si en los subsecuentes ciclos de sanitización la 

dosis del desinfectante está por debajo de la adecuada (dosis subletal), las células 

pueden sobrevivir a un segundo ciclo de sanitización y, en los períodos en que están 

expuestas al alimento, proliferar. Cuando ocurre esto, la planta de procesado de 

alimentos acarrea una población microbiana que no responde (resistente) a la 

concentración de uso del desinfectante. En resumen, si un desinfectante se aplica por 

debajo de la dosis letal o por intervalos cortos, el resultado final es la selección de 

células resistentes, que además conlleva el riesgo de favorecer el anclaje de patógenos y 

otros microorganismos difíciles de eliminar. 

El proceso de fouling como ya se ha mencionado es uno de los principales obstáculos 

para el uso eficiente de las tecnologías de membranas tanto para las industrias 

alimentarias como para el tratamiento de aguas (Riedl y col. 1998; Khan y col. 2011; 

Houari y col. 2013). En estas el ensuciamiento lleva a una pérdida severa en el 

rendimiento y a la implementación de cada vez más complicados y costosos protocolos 

de limpieza. A su vez, la disminución en la presión de filtrado es consecuencia de una 

serie de fenómenos entre los que se encuentra la polarización de la concentración dada 
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por la acumulación de partículas en la superficie (Bian y col. 2000; Thorsen 2004), 

adsorción y bloqueo de poros por deposición de partículas orgánicas e inorgánicas 

llevando a un efecto de histéresis (Childress y Elimelech 1996; Broeckmann y col. 

2006; Jermann y col. 2007), y el proceso de biofouling como consecuencia de la 

deposición de microorganismos (Di Martino y col. 2007). 

Varios trabajos han establecido que las células que forman parte de un biofilm son más 

resistentes a las estrategias convencionales de desinfección que aquellas en estado 

planctónico y más difíciles de erradicar (Simoes y col. 2010). Las células en su estado 

sésil, y más aún si están inmersas en una matriz de exopolisacáridos, son entre 100 y 

1000 veces más resistentes que sus formas plantónicas (Stewart y Costerton 2001; 

Smith y Hunter 2008). Los resultados de nuestras experiencias mostraron que el EM del 

NaClO sobre las células adheridas, tanto sobre AI como en membranas de UF, fue 

menor que el EM sobre células planctónicas. Tal como se observó en las Tablas 3.1 y 

3.2, junto con la Figura 3.1, una vez adheridos los microorganismos son capaces de 

sobrevivir hasta 30 minutos de exposición al hipoclorito de sodio. A su vez, a medida 

que aumenta el tiempo de colonización y el desarrollo de los biofilms, la eficacia del 

desinfectante disminuye. 

En ambientes industriales coexisten muchas especies dentro de un biofilm aumentando 

la heterogeneidad biológica y bioquímica de la matriz del mismo, por lo tanto los 

protocolos que se utilicen para la limpieza y desinfección deben estar compuestos por 

desinfectantes de amplio espectro microbicida, o bien una mezcla de diferentes 

compuestos, con el costo económico, entre otros, que esto conlleva. Hay que tener en 

cuenta al aplicar estrategias alternativas las posibles interacciones con los componentes 

propios de los alimentos (Augustin y col. 2004). 

Antes de la fase inicial de adhesión, comienza a formarse sobre la superficie una capa 

de acondicionamiento de compuestos orgánicos presentes en el medio líquido 

permitiendo las primeras uniones célula-sustrato (Farhat y col. 2016), a esto se suma la 

posterior formación de una matriz que los protege y que ellos secretan. Si bien los 

tiempos de ensayo son lo suficientemente cortos como para hablar de un biofilm 

maduro, se podría suponer que a medida que aumenta el tiempo de contacto con la 

materia prima, en este caso jugo de manzana, las poblaciones de microorganismos 

aumentan aún luego de los procesos de limpieza y desinfección. Esto podría ser 

consecuencia de un sistema que les provee una protección y que les acarrea periodos de 
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recuperación cada vez más cortos. Un ejemplo de lo anterior es cuando luego de 

aplicarse una solución biocida las cepas son puestas en contacto con jugos de distintas 

concentraciones, y lo que se ve es una recuperación de las mismas a la menor 

concentración de uso. 

Tal como lo expuso Houari y col. (2008) para biofilms formados en membranas de nano 

filtración, estos están organizados como una red entre la misma membrana y la matriz 

del biofilm, compuesta principalmente por sustancias extracelulares. Estas sustancias 

son producidas por los microorganismos de manera de sobrevivir a determinados 

microambientes dados por ejemplo por las presiones de filtrado impuestas. A su vez, las 

membranas de filtración, como pudo verse en las imágenes de SEM, presentan una 

topografía que les provee de refugio a las células en comparación con lo que sucede en 

el caso de las superficies de AI en las que se encuentran más expuestas a los agentes 

desinfectantes. Esto se vio en los ensayos en donde el EM fue menor en el caso de las 

membranas en comparación con la superficie de AI, siendo del orden de 0,65 a 2 

unidades logarítmicas para biofilms de 16 horas expuestos a 30 minutos a soluciones de 

NaClO de 0,20 g Cl/l, la concentración de uso recomendada desinfección de superficies 

en contacto con alimentos. 

El desarrollo de biofilms en los sistemas de filtración también ha sido asociado a 

disminuciones en la humectabilidad y permeabilidad de las membranas (Houari y col. 

2013) lo cual fue observado en los ensayos en donde se observó una caída en el flujo de 

permeado a lo largo de las 2 horas de filtración de la experiencia. Esto lleva a aumentos 

progresivos en las presiones de filtrado que llevan al desarrollo de biofilms cada vez 

más compactos en sistemas de altos esfuerzos de corte. Houari y col. (2013) observaron 

que estos biofilms presentaban una mayor proporción de polisacáridos que aquellos 

desarrollados bajo condiciones de menor esfuerzo. Un aumento en la proporción de 

polisacáridos podría llevar a una mejor cohesión de las células en el biofilms 

protegiéndolos y aumentando su resistencia al flujo. Se ha reportado que la resistencia 

de los biofilms a los diversos desafíos enfrentados en ambientes industriales (fuerza de 

arrastre, compuestos químicos, procesos térmicos, etc.) se puede atribuir en gran medida 

a la estructura del EPS (Flemming y Wingender 2010). El EPS forma parte del 

esqueleto central que mantiene la estructura tridimensional de los biofilms (Hall-

Stoodley y col. 2004; Flemming y Wingender 2010) en donde los principales 
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componentes son polisacáridos extracelulares, proteínas y ADN, los cuales están 

distribuidos entre las células en un patrón heterogéneo (Flemming y Wingender 2010). 

La mayoría de los estudios de formación de biofilms en membranas se han realizado en 

los sistemas utilizados para la purificación de agua, en donde se ha observado que las 

primeras colonias se evidencian a partir de las 16 horas de operación (Ivnitsky y col. 

2007), en nuestros caso como puede evidenciarse en la Figura 3.4 ya comienzan a verse 

células adheridas que comienzan a dividirse y formar pequeñas colonias en la superficie 

y el interior de las membranas a partir de las 2 horas. Esta última condición se agrava 

aún más cuando las mismas fueron puestas en presencia de jugo de bajo, medio y alto 

contenido de azúcares (Figura 3.10). 

El proceso de biofouling es uno de los mecanismos menos comprendidos y controlados 

que se dan en estos sistemas, a pesar de la importancia que significa su presencia. Si 

bien en los últimos años se han profundizado los estudios para tratar de comprender la 

formación de biofilms, la dinámica de los mismos ya sea en membranas de UF, NF 

como de OI es un campo aún poco explorado (Khan y col. 2011). 

La influencia de los nutrientes en el proceso de biofouling es evidente y crucial. La 

presencia de nutrientes (en nuestro caso las distintas concentraciones de jugo) permite el 

incremento de las células que sobrevivieron al proceso de desinfección. Tal como lo 

plantean varios autores (Brugnoni y col. 2012; Dionisio-Ruiz y col. 2014) los biofilms 

pueden desarrollarse incluso después de la aplicación de procesos de cloración. En el 

caso de Rojas-Serrano y col. (2015) realizando autopsias de membranas de UF, con un 

pre-tratamiento de coagulación, observó que el afluente con materia orgánica actuaba 

como una barrera protectora de los biofilms. Por ejemplo, en el caso del agua su pre-

tratamiento ayuda a disminuir la carga de nutrientes y limita la extensión del 

crecimiento del biofilm en las membranas (Huang y col. 2009; Huck y col. 2011; 

Peldszus y col. 2012), siendo una forma de intervención. Si bien estas estrategias de 

control ayudan a reducir el efecto perjudicial del biofouling en el flujo de permeado, en 

la práctica la formación de biofilms en sistemas de separación por membrana no puede 

ser eliminado por completo (Simões y col. 2010). 

Es importante señalar que la mayoría de los procesos de desinfección que se 

implementan se basan en los resultados de ensayos con células planctónicas. Sin 

embargo, tales pruebas no representan el comportamiento de las células dentro de los 

biofilms y a su vez puede llevar a extrapolaciones erróneas. Idealmente, prevenir la 
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formación de los biofilms es la opción más lógica que tratar de eliminarlos. Sin 

embargo, actualmente no existe una técnica que sea capaz de prevenir o controlar con 

éxito la formación de biofilms sin causar efectos secundarios adversos. La estrategia 

principal para prevenirlos es limpiar y desinfectar regularmente antes de que los 

microorganismos se adhieran firmemente a las superficies (Midelet y Carpentier 2004). 

Si bien existen otras como el recubrimiento y/o modificación de las superficies, prevenir 

en un 100% la adhesión de los microorganismos no es un objetivo viable. 

En resumen, los biofilms representan un gran problema para las industrias alimentarias 

como principales fuentes de contaminación, causando problemas en el deterioro de 

alimentos y en la salud pública con brotes de patógenos transmitidos por alimentos. Por 

lo tanto los mecanismos involucrados en la formación de biofilms y el mantenimiento 

de su integridad estructural se ha convertido en una de las preocupaciones más 

importantes de manera de desarrollar estrategias eficientes para controlar los biofilms en 

instalaciones de procesamiento de alimentos. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Desde un enfoque fisicoquímico, los biofilms pueden ser vistos como un material 

compuesto biocoloidal, que consiste en partículas coloidales (células) y componentes de la 

matriz (proteínas, ácidos nucleicos y polisacáridos) como parte del gel viscoelástico. Las 

interacciones en la interfase de estos componentes determinan las propiedades estructurales 

y el comportamiento reológico del biofilm (Zaccarelli 2007). Hay evidencias que sugieren 

que las propiedades reológicas de los mismos dependen en gran medida de la 

microestructura intercelular (Rogers y col. 2008; Wilking y col. 2011). Estas propiedades 

reológicas y cómo varían las mismas en diferentes ambientes juegan un rol determinante en 

las fases de acumulación, maduración y dispersión del ciclo de vida de un biofilm (Hall-

Stoodley y col. 2004). En particular, una de las aplicaciones más importantes de la reología 

de biofilms consiste en el conocimiento de los procesos de desprendimiento de los mismos, 

de importancia crítica en equipos de procesado de alimentos, ya que este fenómeno resulta 

en la transmisión de patógenos al alimento y hacia otras partes del sistema (Zottola y 

Sasahara 1994; Hall-Stoodley y col. 2004). 

La reología se refiere al estudio del flujo y deformación de las sustancias y en particular su 

comportamiento en aquellas zonas de transición entre sólidos y líquidos. Esta rama de la 

física intenta definir una relación entre la tensión que actúa sobre un material dado y la 

deformación resultante mediante la medición de la fuerza y la deformación a lo largo del 

tiempo (Tabilo-Munizaga y Barbosa-Cánovas 2005). Todos los materiales tienen 

propiedades reológicas y su estudio se da en una amplia gama de sectores desde geología y 

minería (Cristescu 2012), polímeros (Dealy y Wissbrun 2012), medicina (McGrath 1987), 

bioingeniería (Skalak y col. 1987), cosmética (Laba 1993) y biofilms (Characklis 1981; 

Characklis y col. 1982). De acuerdo a cómo responden a las deformaciones, los materiales 

pueden clasificarse en: puramente elásticos (o sólidos ideales), puramente viscosos (o 

fluidos ideales) y viscoelásticos (estado intermedio entre los anteriores). 

En la Figura 1.1 se esquematizan las técnicas utilizadas para la medición de las propiedades 

reológicas de fluidos y materiales semi-sólidos, a lo cual hay que sumarle la microreología 

que determina las propiedades reológicas utilizando sondas coloidales directamente en el 

material blando en estudio (Squires y Mason 2009). 
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Con el objetivo de describir la respuesta mecánica a diferentes condiciones físicas y/o 

químicas de sistemas vivos, tanto para el dominio eucariota (Fabry y col. 2001; Wilhelm 

2008) como procariota (Klapper y col. 2002; Rupp y col. 2005), se han desarrollado 

diferentes técnicas reológicas. Tales técnicas incluyen pinzas ópticas, microscopía de fuerza 

atómica, micropipetas, rastreo de partículas por microreología, etc. (Mofrad 2009; Verdier 

y col. 2009). Es reconocido que las células combinan las propiedades viscoelásticas de 

materiales blandos como polímeros, geles, espumas, suspensiones, etc., como también 

pueden presentar propiedades que están asociadas a sistemas de tipo viscoelásticos. Por otra 

parte, cuando se las somete a tensiones, las células aisladas pueden desarrollar una 

respuesta activa, lo que contribuye a la alta complejidad de estos sistemas (Pilavtepe‐Çelik 

y col. 2008). Las propiedades mecánicas influyen en gran medida en los procesos que se 

dan en los biofilms. A pesar de la importancia del tema, hay muy poca información 

bibliográfica sobre el análisis reológico de biofilms, debido a la dificultad de medir sus 

Figura 1.1. Modelos reológicos comúnmente utilizados divididos en dos categorías: rotatorio y de tipo 

tubo. Esquema extraído de Steffe (1996). 
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parámetros viscolásticos in situ. Esto último posiblemente debido tanto a la heterogeneidad 

de los mismos como a su naturaleza gelatinosa que dificultan su manejo. El estudio de la 

reología in situ de los biofilms de levaduras es un paso importante para entender su 

dinámica en lo que respecta a entornos asociados de la industria alimentaria, ya que mide 

cómo se unen y se disocian. Uno de los objetivos propuestos en este estudio fue diseñar los 

accesorios necesarios para medir las propiedades reológicas in situ de los biofilms. 

Variables tales como disponibilidad y diversidad de nutrientes, tasa de crecimiento o 

densidad de la biomasa, y características hidrodinámicas del sistema donde se forma el 

biofilm, entre otros, son conocidos por tener impacto y alterar el comportamiento y 

estructura espacial de las poblaciones microbianas, situación aún más compleja si hablamos 

de una comunidad (Nadell y col. 2010). 

En los procesos industriales, el diseño geométrico de los equipos, de las tuberías y de los 

tanques es generalmente complejo, con lo cual los biofilms se desarrollan bajo una amplia 

distribución de fuerzas hidrodinámicas (Lelièvre y col. 2002; Blel y col. 2007). Las 

condiciones hidrodinámicas son determinantes en el proceso de adhesión celular a una 

superficie (Chen y col. 2005). Dependiendo de su ubicación dentro del equipo y de la 

tensión local aplicada, los biofilms presentan un arreglo, espesor y arquitectura particular y 

por ende sus propiedades reológicas también varían. La forma y estructura de un biofilm 

sometido al flujo de un alimento líquido influirá en la transferencia de masa del sistema a lo 

largo del mismo. Si el biofilm es un material ―dócil‖ la forma variará no sólo por el 

crecimiento en sí de las células, sino también por las variaciones en la tensión aplicada 

gracias al fluido circulante, tal como lo sugiere Boyle y col. (1997). Cambios en variables 

estructurales del biofilm, como pueden ser la porosidad y la densidad, van a afectar la 

transferencia de solutos y por ende la resistencia hidrodinámica, influyendo en el proceso 

de desprendimiento. Estos cambios en la viscoelasticidad del biofilm podrían explicar las 

grandes caídas de presión observadas en las cañerías en instalaciones industriales 

(Picologlou y col. 1980). 

Dentro del proceso de biofouling, el desprendimiento de los microorganismos es crucial 

como estrategia para colonizar nuevos sitios; una vez que los microorganismos formando 

parte de los biofilms se desprenden pueden conducir a la transmisión de microorganismos 

patógenos y/o contaminantes ó a su dispersión hacia nuevos lugares (Vieira y col. 1993; 
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Walker y col. 1995). Por lo tanto, el estudio reológico de los biofilms provee información 

importante sobre la estabilidad mecánica de su estructura y en consecuencia cómo se verán 

afectados los procesos de desprendimiento (Stoodley y col. 1998). Como ya se ha 

mencionado, debido a la ubicuidad de los biofilms, el conocimiento de sus propiedades 

mecánicas sería de utilidad para preservar la eficiencia y eficacia de los equipos 

comprometidos (Pavlovsky y col. 2013). En el caso de que los biofilms se desarrollen en 

cañerías o equipos sometidos a un líquido circulante los microorganismos van a estar 

expuestos a tensiones y esfuerzos que van a variar tanto en amplitud como en frecuencia. A 

partir del estudio de las propiedades mecánicas podemos entender cómo las interacciones 

entre el alimento líquido y la viscoelasticidad de un biofilm pueden dar lugar al 

desprendimiento y difusión de sus componentes, los cuales pasarán a la fase líquida 

formando parte del fluido y esparciéndose a lo largo del sistema (Costerton y col. 1987; 

Marshall 1992). En la Figura 1.2 se esquematizan los sucesivos procesos de 

desprendimiento y compresión que puede sufrir un biofilm maduro, y que pone de 

manifiesto la importancia del estudio de la fuerza y estabilidad de los mismos. 

La capacidad de los biofilms para deformarse en respuesta a la tensión mecánica aplicada 

puede ser una estrategia de defensa conservada para permitir la persistencia en superficies 

bajo diferentes condiciones de flujo (Houari y col. 2008). En el caso de Stoodley y col. 

(1998) encontraron que la viscoelasticidad le permite a los biofilms deformarse cuando son 

expuestos a una gama de tensiones y así resistir el desprendimiento debido a un aumento en 

la fuerza del fluido circulante. A pesar de esto las investigaciones sobre las propiedades 

mecánicas y / o cómo el ambiente influye en el desarrollo de los biofilms son escasas 

(Stoodley y col. 2002b). Esta falta de datos se debe a dos grandes razones, en primer lugar, 

sólo unos pocos grupos han reconocido la importancia y las implicancias de considerar a 

los biofilms como materiales, y en segundo lugar, debido a la complejidad de estudiar 

mecánicamente a los biofilms. 
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Los estudios reportados en la literatura en su mayoría implican la remoción del biofilm de 

la superficie sobre la cual se formaron y su posterior estudio en suspensión (Ohashi y 

Harada 1994). A pesar de que este enfoque puede proporcionar datos interesantes, no 

provee información directa del comportamiento de los biofilms in situ de manera de 

representar la forma intacta que adoptan. 

Como ya se mencionó en los capítulos anteriores, la levaduras son capaces de adherirse y 

formar biofilms maduros en materiales y condiciones comúnmente encontradas en plantas 

procesadoras de jugos de fruta. Además, una de las especies de levaduras encontradas en el 

sistema de UF, Candida krusei, ya fue citada como colonizadora de AI y capaz de formar 

biofilms bajo distintas condiciones hidrodinámicas (laminar, transicional y turbulento) en 

etapas previas y posteriores a la clarificación del jugo (Brugnoni y col. 2011a; Brugnoni y 

Figura 1.2. Representación esquemática de los conceptos de compresión y desprendimiento 

simultáneos en un biofilm. Extraído de Paul y col. (2012). 
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col. 2011b; Brugnoni y col. 2012). De la revisión bibliográfica hecha hasta el momento, no 

hemos encontrado datos reológicos de biofilms de levaduras y de la forma en que se ven 

influidos por cambios en el entorno en el que se desarrollan. Dos de los estudios que 

caracterizan in situ la reologia de biofilms de levaduras aisladas de industrias alimentarias 

es de nuestra autoría (Brugnoni y col. 2014; Tarifa y col. 2017). 
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OBJETIVO GENERAL 

Determinar las propiedades viscoelásticas lineales y no lineales de biofilms multi-especie 

de levaduras directamente sobre las superficies donde se desarrollaron en condiciones 

hidrodinámicas variables. 

Objetivos específicos 

 Caracterizar las propiedades viscoelásticas de biofilms mixtos de levaduras (C. krusei, 

C. tropicalis, C. kefyr y R. mucilaginosa) desarrollados bajo condiciones de flujo 

estático y turbulento. 

 Estudiar el efecto de la concentración (6 y 12 °Brix) y el tipo de jugo de fruta (manzana 

y pera) sobre la formación, composición y reología de biofilms mixtos de levaduras.  

 Estudiar las variaciones en la composición, arquitectura y espesor de la comunidad 

resultante en función de las condiciones de cultivo. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

Para el estudio de las propiedades viscoelásticas se realizaron ensayos con cultivos mixtos 

de Candida tropicalis, Candida krusei, Candida kefyr y Rhodotorula mucilaginosa, todas 

ellas aisladas de membranas de UF como se detalla en el Capítulo 1 (―Aislamiento, 

caracterización fisicoquímica y adhesión de microorganismos‖). 

Para los ensayos, un vial de cada cepa fue re-suspendido en caldo YGC y cultivado durante 

48 horas a 25 ± 1 ºC bajo agitación suave (50 rpm) con un agitador orbital. Cada cultivo fue 

centrifugado a 2000 x g por 5 minutos (Labofuge 200, Kendro, Alemania) y posteriormente 

lavadas dos veces con PBS. El pellet resultante de cada especie fue re-suspendido en jugo 

hasta alcanzar una DO550 de 0,125 (≈10
6
 células/ml) medida con un espectrofotómetro de 

luz visible. Como matriz líquida se utilizaron dos tipos de jugo: manzana y pera, a dos 

concentraciones de azúcares diferentes: 6 y 12 °Brix. Para la preparación del inóculo final 

con el que se realizaron las experiencias se mezclaron cantidades iguales de cada una de las 

suspensiones celulares ajustadas (Candida tropicalis, C. krusei, C. kefyr y Rhodotorula 

mucilaginosa) y se dejaron 24 horas en contacto con las superficies. A partir de dicho 

momento se realizaron recambios de jugo cada 72 horas de manera de renovar los 

nutrientes. 

 

2.1. Matriz líquida de estudio (medio de cultivo) 

De manera de representar lo más cercanamente posible lo que sucede en las industrias 

jugueras se utilizaron jugos de manzana y pera, ambos cedidos por una empresa productora 

y exportadora de jugo concentrado radicada en el Alto Valle de Río Negro y Neuquén 

(Argentina). 

La composición de los jugos depende de varios factores entre ellos la variedad y desarrollo 

de los frutales, las condiciones climáticas de crecimiento, como así también de los procesos 

de fabricación y almacenamiento de los mismos (Lee y Mattick 1989; Hicks 1990). Se 

partió de batchs de jugo concentrado y se realizaron las diluciones correspondientes 

(siguiendo la fórmula descrita en el Capítulo 1 ―Composición del jugo de manazana‖
1
) de 

manera de obtener tanto para los jugos de manzana como los de pera concentraciones de 6 

y 12 °Brix. De manera que sea más sencilla su nomenclatura a lo largo del texto se los 

                                                           
1
 Ver página 25. 
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denominará de ahora en adelante M6°Bx, M12°Bx, P6°B y P12°B, respectivamente. Tal como se 

describe en el Capítulo 1 cada una de las soluciones de jugo fueron previamente 

esterilizadas por microfiltración utilizando membranas de un tamaño de poro de 0,45 µm 

(Metricel
®
Grid, GelmanSciences, MI, EE.UU.). 

Analizando la composición, tanto los jugos de pera como los de manzana, poseen 

constituciones muy similares en cuanto a los componentes principales como los son 

carbohidratos, ácidos orgánicos y aminoácidos por lo tanto la detección de diferencias 

basadas en estos compuestos puede resultar muy difícil. De acuerdo a lo citado en la 

bibliografía sólo los perfiles fenólicos podrían presentar ciertas diferencias entre ambos 

tipos de jugos (Spanos y Wrolstad 1992; Thavarajah y Low 2006). Se pueden mencionar 

como componentes principales de ambos jugos a los carbohidratos, ácidos, compuestos 

nitrogenados, polifenoles, minerales y vitaminas (Spanos y Wrolstad 1990; Lozano 2006). 

 

2.2. Reología: Formación de biofilms bajo condiciones estáticas 

Para ensayar el efecto que podría tener una condición de flujo estacionaria (E) sobre la 

formación y desarrollo de biofilms se utilizó un sistema conformado por tres vasos de 

precipitado de vidrio con una capacidad de 500 ml, cada uno con un disco de AI de tipo 

AISI 304 (de calidad alimentaria) de 50 mm diámetro y 0,5 mm espesor. Cada uno de los 

sistemas vaso de precipitado-disco fue previamente lavado por 15 minutos con una solución 

de detergente neutro al 2% (Extran MA 02 neutal, Merck) y enjuagados con agua destilada 

a 50 ºC. Posteriormente se procedió esterilizar los sistemas durante 15 minutos a 120°C. 

Para permitir la adhesión de los microorganismos, los sistemas (vaso de precipitado + 

discos de AI) fueron llenados con 500 ml de la suspensión mixta formada por las cuatro 

especies de levaduras. Los recambios de jugo se realizaron cada 72 horas de manera de 

renovar los nutrientes. Los sistemas fueron mantenidos a una temperatura de 20 ± 1 °C. 

Al cabo de cuatro semanas los discos fueron removidos del sistema para ser analizados por 

microscopia de CLSM (Anexo 1 ―Técnicas microscópicas‖) además de la medición 

reológica. También se realizaron análisis de la composición microbiana resultante (como se 

detallará en la Sección 2.4). Cada ensayo fue realizado por triplicado. 
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2.3. Reología: Formación de biofilms bajo condiciones dinámicas  

Equipo experimental 

Tal como se mencionó en el Capítulo 1, durante los ciclos de producción las membranas de 

UF operan bajo flujo turbulento. Para ver el efecto de dichas condiciones sobre la adhesión 

y formación de biofilms se utilizó un sistema de disco giratorio (SDG) descrito por 

Brugnoni y col. (2011b). Brevemente, el mismo está compuesto por un disco de acrílico de 

0,2 m de diámetro y 5 mm de espesor, en donde se adhieren las superficies a ensayar, y el 

cual rota en un contenedor de acero inoxidable de 30 cm de diámetro y 19 cm de altura. El 

SDG utiliza un motor Boeco Modelo OSD-20 (Boeckel Co., Hamburg, Alemania) con 

controlador digital de velocidad para determinar la velocidad a la cual el jugo fluirá en el 

sistema (ver Figura 2.1). 

La superficie sobre la cual se hicieron crecer los biofilms y se determinaron las propiedades 

mecánicas fueron discos de acero inoxidable AISI 304 de las mismas características de los 

utilizados en la Sección 2.6
2
 del Capítulo 1. Los mismos fueron pegados al disco de acrílico 

utilizando un pegamento adhesivo de contacto (POXIPOL™, Akapol, Argentina). 

La dinámica del fluido a lo largo de la superficie del SDG fue descrito por Levich y 

Technica (1962). El fluido fue caracterizado con el número de Reynolds (Re) definido 

como   r
2 

μ
-1

, donde  es la densidad del fluido (en este caso jugo de manzana, 1,020 kg 

m
-3

),  es la velocidad angular (rad s
-1

), r es el radio del disco (m), y  es la viscosidad del 

fluido (para el jugo de manzana: 1,24 x 10
-3

 Pa s). Este parámetro representa la relación de 

flujo inercial a viscoso, en el caso de flujos turbulentos Re > 200,000 el shear stress (τturb), 

de acuerdo a Visser (1973) es τturb= 0.534 ρ r
8/5 

μ
1/5 

ω
9/5

 . La velocidad rotacional fue 

ajustada para obtener un Re de 210,000 (shear stress: 204,5 N m
-2

). 

Desarrollo del biofilm  

Para permitir la adhesión de las levaduras y el posterior desarrollo del biofilm, el 

contenedor de AI fue llenado con la suspensión celular mixta ajustada de las cuatro 

especies de levaduras. El SDG permaneció en funcionamiento durante 8 horas diarias a lo 

largo de las cuatro semanas de duración del ensayo. Al igual que lo mencionado en la 

Sección 2.2 (―Formación de biofilms bajo condiciones estáticas‖), a lo largo de los ensayos 

se realizaron recambios del jugo de manzana cada 72 horas, a fin de proveer los nutrientes 

                                                           
2
 Ver página 28. 
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faltantes por el consumo de los microorganismos. Los ensayos se realizaron a una 

temperatura de 20 ± 1 °C. Finalizado los ensayos, los discos fueron cuidadosamente 

removidos del sistema para ser analizados por microscopia de CLSM, además de la 

medición reológica y el análisis de la composición microbiana resultante (lo cual se 

detallará en la Sección 2.4). Cada ensayo se realizado por triplicado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 2.1. Sistema de disco giratorio utilizado para el ensayo de flujo dinámico (Brugnoni y col. 2011b) 
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2.4 Análisis microbiológico 

Tanto en los ensayos mencionados en la Sección 2.2 como en la Sección 2.3, una vez 

finalizados los mismos (con los diferentes tipos de jugos y las dos concentraciones), se 

analizaron los recuentos y la composición de la comunidad de levaduras resultante. 

Para este análisis se utilizaron segmentos de AI de 1 cm x 2 cm, los cuales fueron 

sometidos a las mismas condiciones de cultivo que las mencionadas para los discos más 

grandes destinados a las mediciones reológicas. Las superficies de AI fueron removidas de 

los correspondientes sistemas, y los biofilms fueron raspados con una espátula estéril de AI. 

El biofilm resultante fue colocado en tubos de ensayo con perlas de vidrio y agitados a 

máxima velocidad durante 3 minutos de manera de disgregar los acúmulos de 

microorganismos desprendidos (Lindsay y Von Holy 1997). 

Las correspondientes diluciones seriadas se utilizaron para realizar los recuentos en el agar 

cromogénico CHROMagar Candida (CHROMagar Microbiology, Paris, Francia) por 

técnica de agotamiento en superficie (volumen sembrado 0,2 ml). Cada placa fue incubada 

durante 48 horas a 25 ºC. 

 

2.5 Mediciones reológicas 

Las propiedades viscoelásticas de los biofilms fueron determinadas mediante ensayos 

dinámico- oscilatorios en un reómetro Paar Physica MCR301 (Anton PaarGmbH, Austria) 

de esfuerzo y deformación controlados, usando una geometría de platos paralelos (50 mm 

de diámetro). La respuesta de los biofilms se realizó a esfuerzos de deformación 

suficientemente bajos para asegurar tener determinaciones en la zona lineal elástica. La 

temperatura de medición del plato inferior fue de 25 ºC en concordancia con la temperatura 

de formación de los biofilms. 

Los discos de AI con desarrollo de biofilm tanto los desarrollados de acuerdo a lo descrito 

en la Sección 2.2 como en la Sección 2.3 fueron colocados en el reómetro y asegurados al 

plato inferior del mismo mediante un anillo especial diseñado ad hoc. El sistema completo 

se muestra en la Figura 2.2. 

Para cada medición se utilizó un nuevo sistema disco+biofilm sujeto al plato inferior. En 

cada caso el plato superior descendió hacia la muestra hasta que la fuerza normal fue de 

aproximadamente 1 N y se dejó descansar 5 minutos para que se estabilizara la muestra. 
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Los análisis reológicos se realizaron en un trabajo interdisciplinario con el Dr. Diego 

Genovese (Investigador Independiente perteneciente a la Planta Piloto de Ingeniería 

Química, CONICET-UNS). 

 

Se midieron los módulos elástico (G’) y viscoso (G‖) en función de la frecuencia angular 

() entre 0,1 a 100 rad/s para una velocidad de deformación constante (  ̇ = 5 x 10
-2 

%). 

También se midieron el módulo complejo    √        , y la tangente de pérdida (tan 

 = G”/G’). El barrido de frecuencia es válido cuando se realiza dentro del rango 

viscoelástico lineal (RVL), el cual es la mínima deformación aplicada que no altera la 

microestructura de la muestra. Una de las formas de determinar el RVL es a través de un 

Figura 2.2. A) Vista del reómetro Paar Physica modelo MCR 301 utilizando una geometría de platos 

paralelos donde se ve un disco de acero inoxidable unido al plato inferior por medio de un anillo especial 

diseñado ad hoc. B) Vista superior del anillo especial diseñado ad hoc con una muestra. C) Primer plano 

del anillo sujetando una muestra en el plato inferior del reómetro. 
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barrido de frecuencia para ver el rango en donde G' y G" son aproximadamente constantes. 

Sin embargo con este procedimiento se destruye la estructura de la muestra. 

Las mediciones se hicieron por triplicado, tomando cada réplica como el promedio de tres 

discos. En cada caso las muestras fueron transportadas de manera tal de mantener la 

humedad, reduciendo las perturbaciones y de esa manera obtener información más real de 

la estructura.  

 

2.6. Análisis estadístico 

Se utilizó un diseño experimental de tres factores para analizar propiedades estructurales y 

reológicas, con dos niveles por factor y tres repeticiones por nivel. Los factores fueron el 

tipo de flujo (estático o turbulento), el tipo de jugo (manzana o pera), y el tercer factor fue 

la concentración (6 ó 12 ° Brix). Los resultados se analizaron estadísticamente con el 

programa Design Expert 7.0 Software, con un nivel de significación del 5%. 
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3. RESULTADOS 

3.1 Análisis microbiológico 

Al cabo de las cuatro semanas del ensayo se observó una completa cobertura de las 

superficies tanto bajo condiciones turbulentas como estáticas (Figura 3.1). A su vez se 

encontraron diferencias (con respecto al inóculo inicial del que se partió) tanto en la 

composición como en el recuento de las especies en los biofilms formados sobre las 

superficies de AI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Utilizando CHROM agar Candida como medio para el recuento y diferenciación, se 

observó que la comunidad en ambos tipos de jugos, sin importar la concentración de los 

mismos, estuvo representada por Candida krusei, C. kefyr y C. tropicalis, mientras que 

Rhodotorula mucilaginosa no fue recuperada de ninguna de las situaciones ensayadas. 

Analizando las condiciones de flujo turbulento, los recuentos de células viables aumentaron 

al menos en 0,50 unidades logarítmicas en comparación con las condiciones estáticas para 

Candida tropicalis en jugo de pera. En los restantes casos los aumentos oscilaron entre 0,60 

hasta 0,79 unidades logarítmicas de diferencia. Estos resultados pueden observarse en la 

Tabla 3.1, en donde se muestran los aumentos en biomasa entre ambos tipos de flujos. 

 

Figura 3.1. Imágenes de las superficies de acero inoxidable con crecimiento luego de cuatro semanas de 

incubación a 20°C y jugo de manzana de 12°B. A) Condición estática, B) Flujo turbulento en donde se ve la 

superficie pegada al SDG.  

B) A) 
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Por otro lado se utilizaron las observaciones por CLSM para la estimación de los espesores 

de los biofilms resultantes. El espesor de los mismos fue elegido como una de las 

respuestas experimentales a medir, los cuales variaron entre 38 m para P6°Bx – estático y 

148 m para P12°Bx – turbulento. En la Tabla 3.2 se muestran los espesores resultantes en las 

condiciones ensayadas. Si evaluamos primero el efecto del tipo de jugo (J) luego de cuatro 

semanas de exposición, no se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) en el espesor 

de los biofilms; mientras que analizando el efecto del tipo de flujo (F), la concentración del 

jugo (C) y la interacción entre F*J y F*C se encontraron diferencias significativas (p < 

0,05) con respecto al espesor. 

 

 

 

Especie M6°B M12°B P6°B P12°B 

Candida krusei 0,62±0,05 0,64±0,06 0,59±0,08 0,56±0,30 

Candida tropicalis 0,60±0,19 0,76±0,15 0,52±0,14 0,79±0,16 

Candida kefyr 0,61±0,07 0,73±0,14 0,63±0,10 0,69±0,18 

Flujo Muestra Espesor (µm) 

Estático 

M6°B 47 ± 6 

M12°B 63 ± 10 

P6°B 38 ± 11 

P12°B 52 ± 2 

Turbulento 

M6°B 53 ± 4 

M12°B 133 ± 10 

P6°B 72 ± 11 

P12°B 148 ± 17 

Tabla 3.1. Incremento del número de células viables expresado como Log10 entre las condiciones de flujo 

turbulento y estático. Los resultados están expresados como media ± DE. 

Tabla 3.2. Espesor de los biofilms en función del tipo de jugo, concentraciones y flujos ensayados. Los 

mismos están expresados en µm (Media ± DE) 
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Como puede observarse los espesores son mayores en aquellos biofilms desarrollados bajo 

flujo turbulento y a mayores concentraciones de jugo. Los datos mostraron una distribución 

normal sin outliers. Los análisis de regresión lineal llevaron a un modelo lineal como 

respuesta más adecuada a los datos analizados. Los resultados de Anova mostraron que el 

modelo era significativo, a su vez se procedió al cálculo R
2
, 

 
el cual también fue predicho. 

El modelo que se predijo para el espesor de los biofilms en términos de los factores 

analizados es el siguiente:  

Espesor (m) = 75,83 + 26,00F + 1,92J + 23,33C + 6,92FJ + 15,83FC (Ec. 1) 

(R
2
 = 0,965, R

2
adj = 0.956, R

2
pred = 0,938) 

La influencia del flujo de un líquido en el espesor de un biofilm se puede explicar 

considerando los factores que influyen en la estructura del mismo: velocidad del flujo y 

nutrientes (Bott 1995). La velocidad del flujo determina el esfuerzo de corte debido a la 

fuerza hidrodinámica del líquido, y por ende las características de transferencia de masa en 

el sistema (Stoodley y col. 1998). La transferencia de masa puede describirse como la 

eficiencia de los sólidos suspendidos (nutrientes) para ser incorporados desde la fase líquida 

(solución que fluye) a la fase adherida representada por el biofilms. 

A través de las imágenes de los biofilms obtenidas por CLSM pudimos observar la 

estructura tridimensional a lo largo de las condiciones testeadas. En primer lugar vemos que 

los biofilms formados una vez teñidos con FDA mostraron fluorescencia verde, con lo cual 

podemos asegurar que las células se encontraban metabólicamente activas. Por otro lado a 

partir de las Figuras 3.2 A a D (biofilms formados en condiciones estáticas) y la Figura 3.3 

A a D (biofilms formados bajo condiciones de flujo turbulento) se observa la capacidad de 

las especies de formar biofilms robustos dentro de las condiciones ensayadas. Es 

interesante remarcar lo citado por Stoodley y col. (1998) en donde define el grosor de los 

biofilms como la distancia entre la superficie y los picos más altos formados por las células, 

considerando los canales que rodean las agrupaciones celulares como parte integral del 

biofilm. A su vez se puede observar la presencia de canales a medida que los biofilms se 

vuelven más robustos. 
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A B 

C D 

Figura 3.2. Imágenes obtenidas por CLSM de los biofilms formados bajo condiciones estáticas. A y B 

corresponden a jugo de manzana; C y D corresponden a jugo de pera. Primera fila: 6°Brix, segunda fila 

12°Brix 
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3.2 Mediciones reológicas 

En aquellos biofilms que se desarrollan bajo una condición de flujo como puede ser un 

alimento líquido circulando por una cañería/membrana, la deformación y el 

desprendimiento van a depender de las condiciones hidrodinámicas a las que estén 

expuestos (la tensión aplicada por el fluido en movimiento) y de las propiedades 

mecánicas de los propios biofilms. Con respecto a esto último, en estudios previos se ha 

postulado que los biofilms presentan una naturaleza viscoelástica (Stoodley y col. 

2002a; Towler y col. 2003; Houari y col. 2008; Pavlovsky y col. 2013). 

A 

C D 

B 

Figura 3.3. Imágenes obtenidas por CLSM de los biofilms formados bajo condiciones turbulentas. A y B 

corresponden a jugo de manzana; C y D corresponden a jugo de pera. Primera fila: 6°Brix, segunda fila 

12°Brix 



CAPÍTULO 4 162 

 

Tal como se mencionó, todas las superficies de AI analizadas mostraron una progresión 

completa en cuanto a su cobertura. Las propiedades viscoelásticas de los biofilms 

fueron determinadas mediante ensayos dinámicos oscilatorios. Se midieron los módulos 

elástico (G’) y viscoso (G’’) en función de la frecuencia de barrido. En la Figura 3.4 A 

se muestran los valores promedio obtenidos de G’. De manera de mantener la claridad 

en los datos graficados sólo se muestran dichos valores obviándose los de G’’. En todos 

los casos G’ fue mayor que G’’ a lo largo de las frecuencias estudiadas, confirmando 

que los biofilms se comportan como materiales viscoelásticos. A su vez, G’, pero no 

G’’, exhibió un ligero aumento, comportamiento típico de materiales con una estructura 

de tipo gel. Resultados similares se encontraron en otros trabajos (Houari y col. 2008; 

Pavlovsky y col. 2013) en donde se le atribuyó esta característica a la presencia de una 

matriz de EPS con las propiedades reológicas de un gel. A su vez G’ presentó curvas 

con valores mayores para aquellos biofilms formados bajo condiciones de flujo 

turbulento en comparación con los obtenidos para las condiciones de cultivo estáticas.  

También se calculó el promedio de los valores obtenidos para el módulo complejo (G*) 

en donde las curvas, si bien no se mostrarán, presentaron el mismo comportamiento que 

el observado para G’. Por otro lado, el promedio de la tangente de pérdida (tan ) se 

graficó en función de la frecuencia angular, resultados que se muestran en la Figura 3.4 

B, los cuales fueron bajos (< 0,25) e independientes de la frecuencia, hecho que 

indicaría un comportamiento típico de materiales con una estructura de tipo gel como ya 

se mencionó. 
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Los datos experimentales originales (no promediados) de G’ vs  fueron ajustados con 

una función tipo ley de la potencia: 

 

                (Ec. 2) 

 

En donde G’0 predice los valores de G’ cuando ω = 1 rad/seg, y n muestra cómo G’ 

cambia con ω (pendiente de la curva). En la Figura 3.4 A se muestran los valores de G’ 

vs ω ajustados de acuerdo a la Ec. 2; los valores de G’0  variaron entre 5,11 a 52,96 kPa 

mientras que los de n variaron entre 0,0153y 0,0613, por otro lado G* a un ω = 1 

rad/seg varió entre 5,32 y 58,25 kPa. En el caso de tan  a  = 1 rad/s varió en un rango 

de 0,0819 a 0,1477. Los valores de los parámetros mencionados anteriormente se 

muestran en la Tabla 3.3. 

Sólo se encontraron diferencias estadísticamente significativas en el efecto del tipo de 

flujo (estático-turbulento) sobre G’0, n, y G*, siendo todos ellos mayores en el caso del 

flujo turbulento. En cambio, no se encontraron diferencias significativas en el efecto de 

dichos factores sobre tan . Los resultados de las transformaciones de Box Cox indican 

que tanto G’0 como G* necesitan una transformación de tipo logarítmica para cumplir 

Figura 3.4. Propiedades reológicas de los biofilms de levaduras desarrollados en jugo de manzana y pera de 

6 y 12 °Brix (A6, P6, A12, P12) tanto bajo condiciones estáticas (S, representado por los símbolos blancos) 

como turbulentas (T, representado por los símbolos negros). A) Módulo elástico (G’) vs la frecuencia 

angular () (las líneas son las curvas ajustadas de acuerdo a la Ec. 1). B) Tangente de pérdida (tan ) en 

función de la frecuencia angular (). 

B 
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con los supuestos para realizar un Anova, no así n. Los datos resultantes muestran una 

distribución normal sin outliers. Los análisis de regresión sugieren que un modelo lineal 

es el más apropiado de acuerdo a las respuestas obtenidas de los ensayos. A partir de los 

análisis de Anova se desprende que el modelo es significativo y que el R
2
 se encuentra 

dentro de los valores razonables. 

La relación señal / ruido fue adecuada para los casos de G’0 y G *, pero no para n, por lo 

que este último fue descartado del modelo. El modelo resultante, obtenido para G’0 y 

G* en función de un factor F codificado como -1 para condición estática, y +1 para el 

flujo turbulento, queda expresado como:  

 

Ln G’0(Pa) = 9,58 + 0,75F  (R
2
 = 0,563, R

2
adj = 0,543, R

2
pred = 0,479) (Ec. 3) 

Ln G*(Pa) = 9,66 + 0,79F  (R
2
 = 0,576, R

2
adj = 0.557, R

2
pred = 0,495) (Ec. 4) 

 

Los valores predichos para G’0 son 6840 Pa para la condición estática y 30940 Pa para 

el caso de flujo turbulento. En el caso de G* los valores predichos fueron de 7150 Pa y 

34540, respectivamente. 

Como ya se mencionó se puede observar que el crecimiento de biofilms bajo 

condiciones de flujo turbulento se asemeja más al comportamiento visto para materiales 

de tipo sólido. Esto está en concordancia con lo descrito por otros autores (Shaw y col. 

2004; Flemming 2011) que plantean un aumento en la cohesión de los biofilms ante 

esfuerzos de corte crecientes. 

 

 

Flujo Muestra G’0 (kPa) n x100 G* (kPa) tan  x100 

Estático 

M6°B 5,11 ± 2,66 2,83 ± 3,06 5,32 ± 2,55 8,19 ± 0,44 

M12°B 13,78 ± 11,11 1,53 ± 2,76 14,72 ± 12,59 10,28 ± 3,39 

P6°B 5,86 ± 4,26 2,90 ± 2,79 6,01 ± 4,10 10,05 ± 4,35 

P12°B 11,19 ± 5,23 2,55 ± 4,57 12,19 ± 6,08 12,61 ± 3,77 

Turbulento 

M6°B 52,96 ± 16,89 3,91 ± 2,47 58,25 ± 20,28 10,77 ± 2,80 

M12°B 41,78 ± 35,29 3,83 ± 1,18 46,18 ± 40,20 8,70 ± 1,38 

P6°B 24,77 ± 11,91 5,39 ± 1,59 27,69 ± 13,01 10,12 ± 1,65 

P12°B 24,47 ± 8,12 6,13 ± 2,12 28,75 ± 10,79 14,77 ± 9,88 

Tabla 3.3. Propiedades reológicas de los biofilms en función del medio en el cual fueron cultivados y de las 

condiciones de flujo. Los resultados están expresados como media ± DE. 
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4. DISCUSIÓN 

 

En el presente estudio se estableció el efecto de las modificaciones en las condiciones 

de flujo, en el tipo y en la concentración de jugo, sobre la arquitectura, espesor y 

propiedades reológicas de biofilms mixtos de levaduras. 

Analizando tanto el jugo de pera como el de manzana a 6 y 12 °Brix la comunidad 

estuvo dominada por Candida krusei, C. kefyr y C. tropicalis, mientras que Rhodotorula 

mucilaginosa no se recuperó del sistema. Si bien los biofilms aumentan su biomasa con 

el tiempo, no todos los miembros del mismo lo hacen activamente (Lappin-Scott y col. 

1992). 

Como ya fue descrito en los capítulos anteriores las levaduras poseen un gran potencial 

para adherirse y establecer biofilms a lo largo de los distintos puntos de producción de 

jugo. 

Como ya se ha mencionado las especies pertenecientes al género Candida pueden 

adoptar tres morfologías diferentes de acuerdo a la especie, las cuales son: blastosporas 

(forma unicelular de levadura), seudohifas e hifas. Más aún, algunas especies son 

capaces de intercambiar dichas formas de acuerdo a las condiciones impuestas por el 

medio, lo cual se supone que es utilizado como una estrategia invasiva. 

Candida krusei es un organismos polimórfico capaz de crecer en forma de seudohifas o 

blastosporas y es una de las especies frecuentemente encontradas en estos sistemas, tal 

como pudo verse en el Capítulo 1 y de acuerdo a lo citado por (Brugnoni y col. 2007), 

lo cual estaría evidenciando una ventaja adaptativa frente al resto de las especies. 

Candida tropicalis produce blastosporas y seudohifas y de acuerdo a algunos reportes, 

también hifas (Thompson y col. 2011). Se ha sugerido que la presencia de estas formas 

de crecimiento puede tener importancia en la integridad estructural de biofilms 

multicapa (Baillie y Douglas 1999; Paramonova y col. 2009). Por el contrario, C. kefyr 

no es una especie polimórfica, creciendo sólo bajo la forma de blastosporas. 

Aquellas células formando parte de hifas y/o seudohifas contienen al menos tres veces 

más quitina que la formas levaduriformes (Braun y Calderone 1978; Chaffin y col. 

1998). La quitina es un material hidrofóbico que se ha demostrado que aumenta la 

resistencia mecánica y la flexión de los sustitutos óseos (Chen y col. 2005). Una mayor 

cantidad de quitina, debido a la presencia de hifas y/o seudohifas en un biofilm, podría 

ser responsable de una mayor resistencia a la compresión. Precisamente, la resistencia 

es uno de los parámetros utilizados para describir las propiedades mecánicas de los 
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biofilms, esto último definido como la capacidad de un material para resistir las fuerzas 

aplicadas, tales como el shear que se origina por el flujo de alimentos líquidos o por los 

protocolos de limpieza y desinfección utilizados rutinariamente. 

Se puede suponer que aquellas especies capaces de formar redes ya sean de seudohifas y 

/o hifas sobre superficies inertes (acero inoxidable, plásticos, membranas de filtración, 

etc.) van a poder adherirse más fácilmente y desarrollan biofilms más resistentes al 

efecto de arrastre del líquido que fluye a través del sistema. En cuanto a las membranas 

de filtración, la condición hidrodinámica que prevalece en las plantas de productoras de 

jugo clarificado de manzana es el flujo turbulento (Yazdanshenas y col. 2005). Bajo 

estas circunstancias la capacidad de C. krusei y C. tropicalis para adherirse fuertemente 

a superficies como el acero inoxidable les proporciona una ventaja competitiva. En el 

caso de C. kefyr, puede persistir formando acúmulos y asociándose a otras especies que 

sí lo hacen. 

Rhodotorula mucilaginosa no se recuperó del sistema en ningún caso. La diversidad en 

un biofilm está moldeada por una variedad de relaciones complejas que implican 

interacciones inter e intra especies (Berry y col. 2006; Elenter y col. 2007; Hansen y col. 

2007). En el caso de Kreth y col. (2005) se postuló que cuando dos especies crecen 

simultáneamente, ambas proliferan, sin embargo el establecimiento previo de una de las 

especies impide que otra ocupe el mismo lugar; sumado a esto una alta tasa de 

crecimiento concomitante con la multiplicación rápida de las células puede acelerar la 

inanición y el aumento del estrés ambiental (Palková y Váchová 2006). 

Tanto el transporte de masa como el esfuerzo de corte de los fluidos son dependientes 

de las fuerzas hidrodinámicas, por lo tanto el patrón de flujo influirá significativamente 

en los procesos involucrados con la dinámica de formación de los biofilms (Radu y col. 

2012). Se esperaría por lo tanto que cuanto mayor sea la velocidad de flujo, mayor sea 

la velocidad de transferencia de masa desde y hacia el biofilms (tanto de nutrientes 

como de detritos) y por lo tanto el crecimiento sea mayor. Esto explicaría el mayor 

desarrollo bajo flujo turbulento con respecto al estático; el aumento en el flujo 

representaría un mecanismo de renovación de nutrientes y de disposición de los 

metabolitos producidos por la comunidad. 

Por otra parte, el desarrollo neto de un biofilm está determinado por el equilibrio entre 

el crecimiento y la tasa de desprendimiento, implicando a su vez altas velocidades 

(grandes fuerzas de arrastre) en la superficie de los biofilms. Si las fuerzas mecánicas 

aplicadas al biofilm a lo largo del tiempo son constantes, podría dar lugar a un mayor 
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desprendimiento de biomasa. Sin embargo, a largo plazo, los biofilms más densos, más 

fuertes y más resistentes se desarrollan a velocidades de shear stress mayores (Van 

Loosdrecht y col. 1995; Horn y col. 2003). La forma en la que el flujo afecta los 

parámetros descriptivos de un biofilms puede explicarse considerando los factores que 

influencian el crecimiento de los mismos: la velocidad y los nutrientes (Bott 1995). La 

velocidad de flujo determina tanto el shear como la transferencia de masa del sistema 

(Stoodley y col. 1998), tomándose esta última como la capacidad de acercar los sólidos 

en suspensión a la matriz del biofilm. A medida que el espesor del biofilm aumenta, la 

transferencia de masa se vuelve crítica, necesitándose mayores flujos para un correcto 

aporte de nutrientes lo cual conlleva un mayor y más estable crecimiento (Stewart y 

Franklin 2008). 

El flujo es uno de los mecanismos mediante los cuales se produce la transferencia de 

masa entre los agregados microbianos y la matriz líquida; es por esto que a medida que 

las fuerzas de arrastre aumentan, tanto el oxígeno, los nutrientes como los desechos que 

se producen en los biofilms (células muertas, productos metabólicos) también lo hacen. 

Cuando los mismos se desarrollan bajo condiciones estáticas, deberían adoptar algún 

mecanismo mediante el cual estos parámetros puedan ser alcanzados, en este caso a 

través de canales que permiten el correcto flujo entre la matriz microbiana y el medio 

líquido, generando biofilms más porosos. Estudios previos mencionan la importancia de 

la presencia de canales de agua dentro de los biofilms de manera de facilitar el 

transporte a lo largo de la comunidad de microorganismos (Stoodley y Lewandowski 

1994; Stoodley y col. 1998). Los biofilms maduros presentan una actividad metabólica 

que puede llevar a modificaciones en la interfase superficie/solución induciendo 

cambios en el tipo y concentración de iones, pH, niveles de oxígeno, capacidad 

amortiguadora dentro del microambiente en la interfaz, entre otros (Videla y Characklis 

1992; Xu y col. 2017). De esta manera, a medida que disminuye el flujo hidrodinámico, 

los biofilms como consorcios de microorganismos organizados deben idear estrategias 

para solucionar el problema y prevalecer. 

Una de las razones por las cuales un biofilm desarrollado bajo condiciones estáticas 

presentaría un espesor menor con respecto al de la condición de flujo turbulento, podría 

ser que esta condición permite la acumulación de señales de desprendimiento. En el 

Capítulo 2 se mencionó que una de las formas de comunicación en los biofilms es el 

quorum sensing, a través de la liberación de moléculas reguladoras. Los biofilms, como 

comunidades complejas de microorganismos con fenotipos únicos o característicos 
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presentan en su formación un conjunto de respuestas moduladas por la percepción de 

señales ambientales a través de sistemas específicos que les permiten sobrevivir aún en 

ambientes adversos (De Sordi y Mühlschlegel 2009; Garde y col. 2015). Estas señales 

de desprendimiento podrían acumularse alcanzando finalmente una concentración 

suficiente para activar la dispersión del biofilm. Hunt y col. (2004) observaron que se 

puede simular el desprendimiento de biofilms de Pseudomonas aeruginosa deteniendo 

el flujo de medio de cultivo, sin mezclar el sistema, durante 72 horas. 

A medida que aumenta el grosor del biofilm, las limitaciones de transferencia de masa 

se hacen cada vez más importantes (Stewart y Franklin 2008). A medida que el caudal 

aumenta se puede suponer una mayor transferencia de masa con lo cual se tendría 

mayor aporte de nutrientes (Teodósio y col. 2011). En nuestro caso, aumentando la 

velocidad de flujo y la concentración del jugo aumentaría el suministro de nutrientes lo 

que explicaría la obtención de biofilms más gruesos a 12 °Brix que a 6 °Brix. Varios 

grupos que trabajan con biofilms mixtos han observado que el aumento de la 

concentración de nutrientes promueve el aumento del grosor del biofilm (Peyton 1996; 

Stoodley y col. 1998; Rochex y Lebeault 2007; Simões y col. 2010). 

En el caso de Ohl y col. (2004) estudiando sistemas de cañerías de suministro de agua 

potable, se vio que aumentando la velocidad de flujo en la fase de masa, aumentaba la 

densidad de los biofilms con un mejor fenómeno de transporte en el nivel de sustrato. 

En tanto que Howsam (1995) estableció que a velocidades de 0,4 – 4 m/seg los procesos 

de biofouling más marcados se dan a velocidades altas, sumado a lo establecido por 

Santos y col. (1991) que cuando se cultivó Pseudomonas fluorescens en agua filtrada a 

2,5 m/seg, el biofilm fue de un grosor mayor que el formado a 0,5 m/seg. Nuestros 

hallazgos están en concordancia con aquellos estudios desarrollados para biofilms de 

Candida albicans formados en presencia de un fluido en movimiento, en donde se 

encontró que dicha especie producía grandes cantidades de matriz extracelular y una 

mayor densidad celular en comparación con lo sucedido cuando la misma era cultivada 

en condiciones estáticas (Hawser y col. 1998; Al-Fattani y Douglas 2006; Ramage y 

col. 2008). 

Para comparar la estructura tridimensional de los biofilms se utilizaron las imágenes 

obtenidas por CLSM. Como ya se mencionó, en los procesos industriales el diseño y la 

geometría de los equipos es variado y complejo por lo que los biofilms se desarrollan 

bajo una amplia distribución de fuerzas hidrodinámicas (Lelièvre y col. 2002; Blel y 

col. 2007). Por ejemplo, los biofilms constituidos bajo condiciones estáticas se 
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consideran representativos de aquellos formados en tanques donde se realizan los 

procesos de clarificación enzimática y de almacenamiento y accesorios de cañerías que 

pueden presentar puntos donde se modifica la circulación de fluidos, como codos, 

curvas, tramos en T, etc. vs las membranas, donde la circulación es bajo condiciones de 

flujo turbulento. 

Las propiedades mecánicas de los biofilms generalmente se obtienen sometiendo a las 

muestras a pruebas estáticas o dinámicas específicas, que implican una variedad de 

parámetros como resistencia a la tracción, módulo de elasticidad, módulo de 

cizallamiento y esfuerzo de compresión (Towler y col. 2003; Coufort y col. 2007; 

Aggarwal y Hozalski 2010).  

En todos los casos G’ fue mayor que G’’ confirmando que los biofilms de levaduras se 

comportan como materiales viscoelásticos. Cuando se aplica una fuerza de deformación 

a un material débil, la estructura resiste (G" aumenta) hasta un cierto punto de tensión 

en donde la estructura se rompe para luego alinearse las cadenas del polímero con el 

campo de flujo disminuyendo G’’. Es conocido, por ejemplo, que las cadenas 

individuales de los polímeros formando parte del EPS extraído y purificado de 

bacterias, tales como alginatos, gellan y xantano forman comúnmente estructuras 

multihebras (Sutherland 1994; McIntire y Brant 1997), las cuales gracias a la presencia 

de enlace hidrógeno pueden formar geles viscoelásticos altamente hidratados (Allison y 

Matthews 1992; Sutherland 1994; Ross-Murphy y col. 1996; Sutherland 2001). La 

mayoría de los biopolímeros son viscoelásticos, exhibiendo un comportamiento tanto de 

sólidos (elástico) como de líquidos (viscoso) (Vincent 2012). Un material elástico se 

deforma inmediatamente cuando es sometido a una fuerza para luego volver a su forma 

original una vez que se retira la fuerza aplicada. En este sentido el módulo elástico y 

viscoso son medidas de la rigidez del material. 

Combinando los resultados de la microestructura y de la reología se observó que los 

biofims bajo flujo turbulento eran más gruesos y estructuralmente más fuertes que 

aquellos cultivados en condiciones estáticas. Además, la concentración del jugo afectó 

significativamente el espesor del biofilm, pero no así sus propiedades reológicas. Estos 

resultados sugieren que el flujo turbulento favorece el crecimiento de las células de 

levadura y las fuerzas cohesivas entre ellas, pero el crecimiento también se ve afectado 

por la disponibilidad de nutrientes. 
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Hasta la fecha, se han llevado a cabo pocos estudios sobre las propiedades mecánicas de 

los biofilms sin perturbaciones (Towler y col. 2003; Pavlovsky y col. 2013), siendo 

estos resultados uno de los pocos realizados en la materia. 
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CONCLUSIONES GENERALES 

 

El desarrollo de la presente tesis se planteó con el objetivo general de profundizar el 

conocimiento sobre la formación de biofilms microbianos en membranas de 

ultrafiltración, de manera de proveer las bases para la generación de soluciones 

eficientes a los problemas microbiológicos asociados a la producción de jugos de frutas. 

Teniendo en cuenta que la estabilidad biológica de las modernas plantas productoras de 

jugo es muy buena durante el primer año de producción es común observar que 

comienzan a aparecer problemas de contaminación del producto durante el segundo año 

a partir de su instalación. En función de esto se plantearon cuatro grandes ejes 

estructurales en esta tesis. En una primera instancia, se reconocieron los actores 

responsables del problema, seguido del estudio de las interacciones multi especie entre 

sus integrantes y/o con aquellos patógenos que pudieran ingresar al sistema, para luego 

aproximarse al sistema real de las plantas productoras de jugo a través de sistemas de 

filtración con ciclos de producción y de limpieza/desinfección. Por último se planteó 

uno de los pilares más novedosos de la tesis: el estudio reológico de los biofilms desde 

una perspectiva diferente, realizándose las mediciones in situ. En todos los casos, los 

ensayos que planteamos trataron de aproximar lo que sucede en el modelo real, de 

manera de que los resultados y las conclusiones sean concretos, minimizando las 

extrapolaciones. 

Trabajando con industrias asociadas a la producción de jugo de manzana y pera, los 

cuales se caracterizan por su bajo pH y alto contenido de azúcares, tenemos como 

principal contaminante a las levaduras. Este hecho es ratificado por los resultados 

obtenidos a partir del Capítulo 1 donde a través del análisis de muestras de membranas 

utilizadas para la clarificación de jugo se pudo observar la predominancia de las 

mismas, demostrando su gran habilidad como competidores en sistemas sometidos a 

ciclos de limpieza y desinfección. 

Posteriormente se procedió al análisis de las características de superficie celular de las 

levaduras aisladas, evaluándose la naturaleza química de la misma. Si bien se encontró, 

como era de esperarse por las características del sustrato del que fueron aisladas, una 

mayor cantidad de cepas hidrofóbicas, también se halló una con superficie hidrofílica. 

Esto demuestra la gran plasticidad que presentan y la dificultad que implica la 

generación de alternativas para evitar su adhesión. Pudimos concluir que el carácter 

hidrofóbico de las cepas permitiría a su vez la adhesión de las mismas a otras 
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superficies con similares características, mientras que la presencia de grupos en la 

superficie celular dadores o aceptores de electrones les permitiría adherirse a superficies 

químicamente complementarias. 

Se ha mencionado que el estudio de biofilms mono especie no es del todo comparable 

con lo que sucede en la realidad en cualquier sistema que se esté analizando, desde 

natural hasta industrial. Teniendo esto en mente se plantearon los objetivos del 

Capítulo 2 en donde se estudió la dinámica de adhesión y formación de biofilms mono 

y multi especie bajo condiciones de relevancia industrial. Para esto se utilizaron las 

especies de levaduras aisladas del sistema y se co-cultivaron con bacterias patógenas 

(Escherichia coli O157:H7 y Salmonella sp.) a fin de observar las implicancias que 

podría tener la coexistencia de ambas en biofilms. Se llegó a la conclusión que 

patógenos bacterianos, tales como los mencionados, y levaduras, pueden interactuar 

dentro de comunidades sésiles formadas en superficies de uso alimentario, como el 

acero inoxidable. En este estudio se observó un efecto neto positivo para las bacterias en 

contraste con el obtenido para las levaduras. Este hecho refuerza el riesgo que implican 

las interacciones de patógenos con miembros de la microbiota deteriorante, hecho que 

reviste más gravedad si se considera que las células bacterianas prefirieron la adhesión a 

las células de levadura en lugar de las superficies de acero inoxidable. De acuerdo a los 

resultados obtenidos se puede resaltar la importancia del estudio de biofilms 

multiespecie donde se observan fenotipos alternativos a sus equivalentes monoespecie, 

pudiéndose definir nuevas condiciones que desencadenen en la formación de biofilms 

con mayor capacidad adaptativa. 

En el Capítulo 3 se estudió la dinámica de adhesión y formación de biofilms sobre las 

membranas de ultrafiltración. Con esto se buscó acercarse un paso más a lo que sucede 

en las plantas productoras de jugo. Realizándose el análisis de la eficacia de los agentes 

desinfectantes, se observó una mayor resistencia en aquellos microorganismos que están 

adheridos en comparación con su forma planctónica, además de la ventaja que les 

provee a los mismos estar adheridos a superficies porosas como lo son las membranas. 

Este punto de producción representa un hot spot para el proceso de biofouling, siendo 

probablemente el mayor desafío en los procesos de limpieza y desinfección. A la fecha, 

este es uno de los primeros estudios que se realizan bajo condiciones de relevancia para 

la industria juguera, dejando en evidencia la complejidad de la eliminación de biofilms 

una vez establecidos y alertando sobre el compromiso de la estabilidad microbiológica 

de las plantas procesadoras una vez establecidos los microorganismos en ellas. 
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En los últimos años ha crecido el interés en el estudio de las propiedades reológicas de 

los biofilms, en particular si afectan la sanidad de equipos de procesado de alimentos. 

Debido a lo anterior, en el Capítulo 4 se realizó el estudio reológico de biofilms sin 

removerlos (in situ) de la superficie en donde se desarrollaron. De esta manera se buscó 

preservar sus características. Analizándose las diferentes condiciones de relevancia 

industrial que ya fueron debidamente mencionadas, se encontró que bajo flujos 

turbulentos se favorecía el desarrollo de biofilms más compactos y resistentes a las 

fuerzas de arrastre que los encontrados cuando las condiciones del medio líquido eran 

estáticas. En el mismo sentido es que el comportamiento de los mismos presentó 

características similares a las encontradas para materiales sólidos.  

Como consecuencia de lo mencionado anteriormente, a nuestro entender se concretó el 

objetivo principal planteado en esta tesis, generando las bases para una mejor 

comprensión del fenómeno de biofouling. Se plantearon los ejes que se consideraron 

más importantes para el entendimiento de este problema en las plantas productoras de 

jugo, los cuales pudieran ser desarrollados en el lapso de cuatro años.  

El paso posterior al entendimiento del proceso de biofouling radicaría en una 

aproximación de los eventos subyacentes, analizándose, por ejemplo, las bases 

moleculares de los mismos ahondando en el proceso de quorum sensing y en la 

expresión diferencial de genes a lo largo de diferentes condiciones de cultivo, y 

estudiando las bases bióticas y abióticas que permiten la diferenciación de las 

propiedades mecánicas de los biofilms.  
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ABREVIACIONES 

 AA: Ácido adaptadas 

 AI: Acero inoxidable 

 ANOVA: Análisis de la Varianza 

 BAL: Bacteria ácido láctica 

 BHT: Bacterias Heterótrofas Totales  

 CIP: Clean in Place 

 CLSM: Confocal Laser Scanning Microscopy 

 CIM: Concentración mínima inhibitoria 

 DO: Densidad óptica 

 DE: Desvío estándar 

 EB: Enterobacteriaceae  

 EPS: Material polimérico extracelular (Extracellular polymeric subtance) 

 FDA: diacetato de fluoresceína  

 MATS: Método de adhesión microbiana a solventes (Microbial Adhesion to 

Solvents) 

 MF: Microfiltración 

 MRS: Man-Rogosa-Sharpe 

 NA: No Adaptadas 

 NF: Nanofiltración 

 OI: Ósmosis inversa 

 PBS: Buffer Fosfato Salino (Phosphate buffered saline) 

 PVDF: Fluoruro de polivinilideno (Polyvinylidene fluoride) 

 RVL: Rango viscoelástico lineal 

 SDG: Sistema de Disco Giratorio  

 SEM: Microscopía de barrido electrónico (Scanning Electron Microscopy) 

 TSA: agar Tripticasa Soja 

 TSB: caldo Tripticasa Soja  

 UF : Ultrafiltración 

 UFC: Unidades formadoras de colonias 
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ANEXO 1 

1.1 Microscopia de epifluorescencia (ME) y Microscopia de láser confocal (CLSM)  

Para la observación de las muestras por ME y CLSM las mismas fueron teñidas con 

diacetato de fluoresceína (FDA) (C24H1607, Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, 

MO, EE.UU.). Esta prueba es ampliamente utilizada como indicador de viabilidad 

celular; el principio de su utilización radica en que sólo las células metabólicamente 

activas pueden convertir FDA a fluoresceína siendo esto posible debido a la presencia 

de membranas intactas y actividad esterasa (Oh y Matsuoka 2002). 

A partir de una solución stock de FDA de 0,2 % p/v (2 mg/ml), preparada en acetona 

(Dorwil, Industria Argentina) y conservada a -18 ºC, se obtuvo la solución de uso de 

0,04 % p/v (0,1 mol/l) disolviendo 1 ml de la solución stock en 50 ml de PBS, con la 

que se tiñeron las muestras a analizar. La solución de uso fue preparada en cada caso en 

el momento de su utilización. 

Las superficies de AI a analizar fueron sumergidas en la solución de uso a 25 ± 1 ºC 

durante 90 min en agitación suave (50 rpm) y oscuridad, luego lavadas dos veces 

durante 5 minutos cada vez con PBS bajo agitación suave. Hasta el momento de su 

observación las muestras fueron conservadas en refrigeración y oscuridad para evitar la 

extinción del fluorocromo. 

1.1.1 Microscopia de epifluorescencia 

Las observaciones se realizaron con un microscopio de epifluorescencia Olympus BX 

51 usando un objetivo apocromático de inmersión en aceite con una escala de 

reproducción 100 x, dando un aumento total de 1000 x. Se contaron 20 campos por 

segmento a analizar. El área de campo se calculó a través de la siguiente fórmula: 

                    (1.1) 

      ⁄         (1.2) 

                   ⁄       (1.3) 

Siendo: 

D: diámetro del campo de observación 

ER: escala de reproducción del objetivo utilizado para la observación 

r: radio del campo 
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A: área del campo de observación 

1.1.2 CLSM 

Las muestras se observaron con un microscopio de láser confocal espectral Leica 

modelo TCS SP2 equipado con tres líneas de láser y sistemas AOTF (filtro sintonizable 

acusto-óptico) de tres canales y AOBS (divisor de haz acusto-óptico) (Leica 

Microsystems, Richmond Hill, ON, Canadá). Se utilizó un objetivo de inmersión en 

agua de 20 x y la captura de las proyecciones 2D a través del software correspondiente 

al microscopio (Confocal Software, LCS, Leica Microsystems). 

La adquisición de imágenes se realizó en el Instituto de Investigaciones Bioquímicas de 

Bahía Blanca (INIBIBB) perteneciente al Servicio de Nacional de Microscopia, Bahía 

Blanca (Buenos Aires, Argentina). 

 

1.2 Microscopia electrónica de barrido (SEM) 

Las muestras fueron fijadas con glutaraldehído al 2,5 % en buffer fosfato 0,1 M (pH 

7,2), lavadas tres veces con el mismo buffer y luego se les realizó punto crítico (E3000, 

Polaron). Las muestras fueron recubiertas por oro (300 Å) y observadas a través de un 

microscopio electrónico de barrido (LEO EVO 40, Cambridge, Inglaterra) (Lozano 

1990) en el Centro Científico Tecnológico perteneciente al Servicio de Nacional de 

Microscopia, Bahía Blanca (Buenos Aires, Argentina). 
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55 (2), 96-103 

 “Dual-species relations between Candida tropicalis isolated from apple juice 

ultrafiltration membranes, with Escherichia coli O157:H7 and Salmonella sp.” Tarifa, 
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Tecnología de Alimentos. Buenos Aires, Argentina. 

 “Yeast biofilm development and rheological properties on turbulent flow regimes”. 

Brugnoni, L.I., Tarifa, M.C., Lozano, J.E. y Genovese D.B. (2015). 6th Congress of 
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