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Introduccion General

Introduccion General

1. Residuo de la Soja: Okara
1.1. Produccion y usos de la soja

La soja es un cultivo importante como fuente de proteinas para animales y seres
humanos (Friedman y Brandon, 2001). El ultimo informe del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (USDA) estimé que la produccién mundial de soja en
el aflo 2016/2017 fue de 323.7 millones de toneladas, incrementandose 10.4 millones
de toneladas en comparacion con el periodo anterior (USDA, 2017). Actualmente,
Estados Unidos es el mayor productor de soja a nivel mundial, seguido de Brasil y
Argentina, cuya cosecha conjunta fue de 277.63 millones de toneladas en el periodo
2015/2016y representd el 82.8% de la produccion mundial (USDA, 2017). En un segundo
grupo de productores se encuentran China, Paraguay, India y Canadd, aunque la
produccién conjunta de todos ellos (y del resto de los paises a nivel mundial) no supera

a la produccion de Argentina (Figura 1).

M Estados Unidos

M Brasil

N Argentina

m China

N India

M Paraguay
Canada

Otros

Figura 1. Principales paises productores de soja (periodo 2015/2016)

Segun el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), en Argentina la
soja es el principal cultivo, no sélo por la produccion, sino también por la superficie
ocupada (Calvifio y Monzon, 2009; Sadras y Calderini, 2009). En la actualidad representa
el 55% de las casi 37 millones de hectareas que se siembran, seguida muy de lejos por
los cultivos de maiz y trigo, que en conjunto representan el 26%, es decir, menos de la
mitad. El volumen de soja cosechado en promedio en los ultimos 10 anos es de 49

millones de toneladas. Durante el periodo 2014/2015, se alcanzd el pico maximo de

1
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produccién, superandose los 61 millones de toneladas para una superficie sembrada de
19.8 millones de hectareas.

Debido a su elevado contenido proteico, se estima que el 75 % de la soja que se
produce se destina a la alimentacién animal. Normalmente, el 85 % de los granos de soja
se usan para extraer el aceite, mediante procesos de extraccion con hexano o
mecanicos, generandose como subproducto la harina de soja, rica en proteinas, y
destinada casi exclusivamente a la alimentacién animal. El aceite de soja, luego de ser
sometido a procesos de refinamiento, se emplea para la alimentacién humana, ya sea
de forma directa o como ingrediente en productos de panaderia. Otro uso del aceite de
soja es como biocombustible, en jabones y cosmética, entre otros (Karasulu et al., 2011;
Latheef, 2012). Sélo el 6 % - 10 % de los granos de soja se destinan al consumo humano,

ya sea de forma directa o como tofu, bebida de soja, salsa de soja o miso (Figura 2).
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Figura 2. Usos de la soja (adaptado de Riaz, 2006)

Ademas, luego de procesos de transformacion, el 4 —5 % de la harina de soja se
utiliza en la formulacién de alimentos (andlogos carnicos, bebidas proteicas, barras

energéticas o incluso formulas infantiles) (Riaz, 2006). Tradicionalmente, en los paises
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asiaticos los granos de soja se utilizan para la produccion de bebida de soja, tofu o
productos fermentados, mientras que en los paises occidentales, se extraen las
proteinas de soja y se las utiliza como ingrediente en la formulacién de otros productos
(Prestamo et al., 2007; Riaz, 2006).

El principal destino de la soja cosechada en la Argentina es la industria. Del
procesamiento industrial de la soja, se obtienen productos destinados al mercado
interno y también a la exportacion. Entre ellos, cabe mencionar el aceite de soja en
bruto, harinas, pellets y expellers del aceite de soja (subproducto obtenido luego de la
extrusion y prensado), biodiesel, aceite de soja refinado, semilla, glicerol, lecitina y otros
residuos sélidos extraidos del aceite (Ybran y Lacelli, INTA 2016) (Figura 3).

100%
90%
80%
70%
60% 77%
50%
40%
30%

20%
10% 23%

0%
Grano de soja Aceite de soja  Harina y pellets de Biodiesel
soja

Figura 3. Destino de los productos obtenidos de la soja en Argentina. Zona
azul: consumo interno; zona verde: exportaciones

Ademas de los avances en la produccidén de soja, el consumo de alimentos a base
de soja ha aumentado no sélo por sus caracteristicas quimicas y nutricionales (e.g., alto
contenido de proteinas, composicion rica en acidos grasos insaturados e isoflavonas)
sino también por sus efectos beneficiosos en la salud humana y nutricion. Estas
propiedades beneficiosas han despertado gran interés por parte de la industria
alimentaria, que procura incorporarlos en la fomulacién de diversos alimentos,
convirtiéndolos asi en alimentos funcionales, es decir, alimentos que otorgan
propiedades beneficiosas que van mas alla de las propiedades intrinsecas del alimento

(Genovese y Lajolo, 2002). Algunas de estas propiedades funcionales incluyen la
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disminucion del colesterol plasmatica, la prevencién del cancer, la diabetes y la
obesidad, ademas de la protecciéon contra enfermedades intestinales y renales

(Friedman y Brandon, 2001).

1.2. Okara, subproducto de la soja

Durante la produccion de alimentos derivados de la soja, se originan diferentes
desechos. En Argentina, de la molienda del grano de soja se obtienen subproductos que
son los residuos sdlidos resultantes de la extraccidn industrial del aceite. Si el método
utilizado para extraer el aceite fue la presién, los residuos se denominan expellers
mientras que, si fue a través de la aplicacidn de solventes, se llaman harinas. Por otra
parte, de la produccion de bebidas a base de soja se obtienen residuos denominados
okara (Ybran y Lacelli, INTA, 2016; Li, Qiao y Lu, 2012; Li et al., 2013).

El okara es el residuo sélido remanente de la molienda de los granos de soja,
después de la extraccién de la fraccidn acuosa utilizada para producir bebidas de soja.
Por cada 1 kg de soja utilizado, se obtienen aproximadamente 1.1-1.2 kg de okara
fresco. Normalmente, las industrias descartan los subproductos del procesamiento de
alimentos, lo que lleva a serios problemas medioambientales. Por ello, la busqueda de
usos alternativosy el agregado de valor a estos subproductos ha ganado mucha atencion
en los ultimos anos (Scialabba, 2014). Anualmente, se producen grandes cantidades de
okara, especialmente en paises asidticos con alto consumo de soja (Khare et al., 1995;
Li, Qiao y Lu, 2012; Villanueva-Sudrez et al., 2016). En Corea, la cantidad de okara
generado es de 310000 toneladas, mientras que en Japén se producen 800000
toneladas y en China, 2800000 toneladas (Ahn et al., 2010; Li, Qiao y Lu, 2011;
Muroyama et al., 2006). Si bien no se dispone de estos datos para Argentina, es un hecho
inexorable que las empresas productoras de bebida de soja, o bebidas a base de soja
(e.g. ADES®), generan grandes cantidades de okara, lo cual origina un serio problema
medioambiental si no es tratado adecuadamente.

La mayor parte del okara se descarta, ya que su alto contenido de humedad (80%)
lo hace muy perecedero, imposibilitando su uso sin un tratamiento previo. Actualmente,
el okara es descartado o quemado, lo que puede causar problemas medioambientales

debido a posibles plagas o al aumento de la emisidn de CO,. En los ultimos veinte afios,

4
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ha habido un creciente interés en las formas de reutilizar el okara. La incorporacién
directa de okara en alimentos para animales o humanos es posible, pero tiene algunas
limitaciones debido a la presencia de inhibidores enzimaticos (si las semillas de soja no
se tratan térmicamente antes de la molienda). Ademas, los oligosacaridos presentes en
el okara pueden causar flatulencia y sabores no deseados (Anderson y Wolf, 1995; Li y

Ma, 2014; Mateos-Aparicio et al., 2010a).

1.2.1. Composicion del okara

La composicion del okara puede variar debido a diferentes factores, tales como:

1. la variedad de grano de soja cultivado;

2. el método por el cual se obtiene la bebida de soja;

3. la cantidad de componentes solubles en agua extraidos a partir de la soja

molida;

4. los métodos de analisis utilizados.

La composicién general de okara se muestra en la Tabla 1. El contenido de
proteinas y lipidos, la composicion de acidos grasos y la actividad lipoxigenasa varian en
los diferentes cultivos de soja.

El método de obtencidon de la bebida de soja determina la composicion del okara,
tal como se puede observar en la Figura 4. Existen dos métodos para la obtencidn de la
bebida de soja: japonés o chino. En el método japonés, los granos de soja remojados se
calientan antes de ser molidos y filtrados. Por el contrario, en el método chino, los
granos de soja son primeramente remojados, molidos vy filtrados, y luego se calientan

(O'Toole, 1999).
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Tabla 1. Composicion general del okara

Macrocomponentes Concentracidn (g/100 g base seca)

Carbohidratos 3.8-5.3

Proteinas 15.2-33.4
Lipidos 8.3-10.9

Fibra dietaria 42.4-58.1

Fibra insoluble 40.2-50.8
Fibra soluble 4.2-14.6
cenizas 3.0-4.5

Microcomponentes

Concentracién (mg/100 g base seca)

Tiamina (B1) 0.48-0.59
Riboflavina (B2) 0.03-0.04
Niacina (B3) 0.82-1.04
K 936-1350
Na 16-96
Ca 260-428
Mg 130-165
Fe 0.6-11
Cu 0.1-1.2
Mn 0.2-3.1
Zn 0.3-3.5

Fitoquimicos

Concentracién (g/100 g base seca)

Isoflavonas agliconas
Isoflavonas glucosidas
Glucésidos de malonilo
Glucdsidos de acetilo
Acido Fitico
Saponinas

5.41
10.3
19.7
0.32
0.5-1.2
0.10

Referencias: Anderson y Wolf (1995), Jackson et al. (2002), Li et al. (2012),
Redondo-Cuenca et al. (2008), van der Riet et al. (1989).



Introduccion General
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Figura 4. Generacion de okara durante la produccién de tofu y bebida de soja

El okara tiene un alto contenido de humedad, calculado en ca. 70-80%. La mayor
parte del agua estd unida a la fibra, presentando una apariencia grumosa y una
estructura que se asemeja al aserrin humedo. La fibra, principalmente fibra insoluble
(en forma de celulosa y hemicelulosa), se presenta en un 40 — 60% en base seca
(Redondo-Cuenca et al., 2008; van der Riet et al., 1989). El porcentaje de azucares libres
(como arabinosa, glucosa, galactosa, fructosa, sacarosa, rafinosa y estaquiosa) es bajo,
de ca. 4-5% (Redondo-Cuenca et al., 2008).

El porcentaje de proteinas del okara (base seca) es de 15.2-33.4%, siendo la
globulina 7S y la globulina 11S las proteinas principales (Singh et al., 2015). Los aislados
de proteina de okara presentan todos los aminoacidos esenciales pero tienen baja
solubilidad en agua (Chan y Ma., 1999). Por otra parte, las proteinas de okara resisten la
digestidon completa por parte de las enzimas gastrointestinales, pepsina y pancreatina
(Jimenez-Escrig et al., 2010). Los inhibidores de tripsina, sustancias que impiden el uso

o metabolismo enzimdatico de las proteinas, representan alrededor del 5.19-14.4% de
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las proteinas de okara, aunque pueden inactivarse con un tratamiento térmico
adecuado (Stanojevic et al., 2013).

El okara presenta una concentracidn considerable de lipidos, con un porcentaje de
8.3-10.9% (base seca). La mayoria de los acidos grasos son mono o poliinsaturados, y
consisten en acido linoleico (54.1% del total de acidos grasos), acido oleico (20.4%),
acido palmitico (12.3%), acido linolénico (8.8%) y dacido estearico (4,7%) (Mateos-
Aparicio et al., 2010a). Durante la etapa de molienda de los granos de soja, la
lipooxigenasa de soja y la hidroperdxidoliasa reaccionan con los acidos grasos
insaturados, principalmente el 4cido linoleico, lo que lleva a la formacidon de compuestos
aromaticos como los aldehidos y alcoholes de hexilo y nonilo. Ademas, el okara presenta
niveles de isoflavonas de alrededor del 12-30%. Las isoflavonas de la soja quedan en el
okara durante la produccion de la bebida (Jackson et al., 2002; Wang y Murphy, 1996).
Las principales isoflavonas en okara son los glucdsidos (28.9%) y las agliconas (15.4%),
con una proporcion menor de acetilgenistina (0.89%) (Jackson et al., 2002). La B-
glucosidasa puede hidrolizar enzimaticamente los glucésidos de isoflavona a sus formas

de aglicona, que muestran una mayor biodisponibilidad en humanos (lzumi et al., 2000).

1.2.2. Usos del okara

El okara deshidratado contiene aproximadamente 50% de fibra dietética, 25% de
proteinasy 10% de lipidos (Lu et al., 2013), siendo una excelente ingrediente alimetario,
especialmente en la formulacidon de productos horneados, no sélo para enriquecer
alimentos, sino también como una forma de usarlo y dar valor agregado a este residuo
(Vongy Liu, 2016).

Sin embargo, el proceso de secado de okara generalmente consume mucha
energia dada la gran cantidad de agua que contiene. Ademas, el analisis econdmico
también ha demostrado que el costo del secado de okara excede en gran medida el valor
de la proteina (Redondo-Cuenca et al., 2008; Li et al., 2013). Por esta razén, es necesario
aplicar nuevas tecnologias al tratamiento del okara que permitan agregarle valor y
usarlo como ingrediente a nivel industrial. Asi, la biotransformaciéon del okara mediante
el uso de microorganismos de interés industrial proporciona una alternativa para

agregar valor a este subproducto de procesamiento de alimentos de soja.
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El okara puede ser usado como pienso para alimentar ganado, pero al igual que
para el consumo humano, debe ser secado o esterilizado previamente (Li et al., 2012),
como medio de cultivo para hongos filamentosos o bacterias por su alto valor nutricional
(Hsieh y Yang, 2004), como fertilizante para uso agricola (Li et al., 2013), para la
obtencién de ingredientes funcionales (fibra alimentaria, proteinas) (Mateos-Aparicio et
al., 2010), como ingrediente bajo en calorias y rico en fibra en productos de panaderia,

reposteria o snacks (Tseng et al., 2013; Li et al., 2012; Radocaj y Dimic, 2013).

1.2.3. Nutricion y salud: propiedades beneficiosas del okara

Debido a su elevada concentracidén de fibra, proteinas, isoflavonas y elementos
minerales, el okara posee un alto valor nutricional y efecto prebidtico (Pérez-Ldopez et
al., 2016). Por esta razdn, podria considerarse un subproducto funcional con
propiedades beneficiosas para la salud (Jimenéz-Escrig et al., 2008).

Los prebidticos son sustancias utilizadas selectivamente por los microorganismos
del huésped que confieren un beneficio para la salud (Gibson et al., 2017). Los
compuestos con propiedades prebidticas demostradas no se hidrolizan en la parte
superior del tracto gastrointestinal, por lo que llegan de manera intacta al intestino,
donde son fermentados por las bacterias de la microbiota intestinal, mejorando
selectivamente su crecimiento y/o actividad (Gibson et al., 2010). Por lo tanto, su
incorporacion a las formulaciones de probidticos representa una estrategia interesante,
ya que pueden garantizar la llegada segura de probidticos al intestino humano,
proporcionando también los beneficios derivados de la ingesta de prebidticos. Esta
funcién relativamente novedosa de estos ingredientes alimenticios ofrece formas
innovadoras para el desarrollo de alimentos funcionales que combinan ventajas
tecnoldgicas y fisioldgicas. Por su composicion y propiedades fisicoquimicas, el okara,
un subproducto rico en fibra, cuyas propiedades prebidticas han sido demostradas
(Pérez-Lopez et al., 2016) constituye a priori una matriz adecuada para garantizar la
llegada de probidticos al intestino. Por ello, su incorporacién como ingrediente
alimentario brindaria beneficios adicionales a nuevos alimentos funcionales.

El okara es capaz de ser fermentado por bacterias beneficiosas para la salud

intestinal, tales como Bifidobacterium bifidum (Espinosa-Martos y Rupérez, 2009). El
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okara contiene una baja cantidad de fibra soluble, que es la que mayor efecto prebidtico
tiene, en especial los oligosacaridos (Courtois, 2009; Charalampopoulos y Rastall, 2012;
Corzo et al., 2015). Ademas, se informd que algunas fibras insolubles del okara también
son parcialmente fermentables por bacterias beneficiosas de los géneros Lactobacillus
y Bifidobacterium (Espinosa-Martos y Rupérez, 2009; Slavin, 2013; Tu et al., 2014).

Asimismo, el okara es capaz de mejorar la absorcion de minerales, en especial el
calcio, y por tanto, otorga beneficios en huesos, previniendo la osteoporosis (Tenorio et
al., 2010).

El okara es una fuente rica de fibra, y una dieta rica en fibra, cuyo consumo
contribuye a un menor aporte de energia en la dieta, lo que conduce a la pérdida de
peso corporal (Matsumoto et al., 2007). Este efecto se genera a expensas de la reduccién
de la grasa corporal y ademas, es proporcional a la dosis de fibra (Tucker y Thomas,
2009; Lattimer y Haub, 2010; Otles y Ozgoz, 2014). Asimismo, una dieta con elevado
contenido de fibra ha sido asociada a un menor riesgo de padecer infartos y enfermedad
vascular periférica (Merchant et al., 2003; Anderson et al., 2009). Por lo tanto, el
consumo de fibra soluble permite disminuir los niveles de colesterol LDL (Low Density
Lipoprotein) y de la presion arterial sistélica y diastélica, disminuyendo el riesgo de sufrir
una enfermedad cardiovascular (Anderson et al., 2009).

Por otro lado, una dieta con una mayor cantidad de carbohidratos de menor indice
glucémico (carbohidratos complejos), disminuiria la probabilidad de padecer diabetes
(Meyer et al., 2000; Schulze et al., 2004). La fibra es capaz de regular la glucosa en sangre
y la liberacién de insulina luego de consumir los alimentos. La viscosidad de la fibra
afecta la absorcion de la glucosa, resultando en una menor concentracion de glucosa en
sangre (Garcia et al., 2007; Behall et al., 2006).

Finalmente, se informd que hidrolizados proteicos y polisacarideos del okara (y de
la soja) tienen propiedades antioxidantes, debido a la reduccién y efecto quelante de

radicales libres (Yokomizo et al., 2002; Mateos-Aparicio et al., 2010).

2. Bacterias Lacticas

Las bacterias lacticas constituyen un grupo de microorganismos que producen

acido lactico como Unico o principal producto de la fermentacién de carbohidratos. Se
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trata de cocos o bacilos Gram positivos no esporulados, no mdviles, anaerdbicos,
microaerofilicos o aerotolerantes, oxidasa y catalasa negativas, y que carecen de
citocromos (Carr et al., 2002). En funcién del metabolismo de los carbohidratos, las
bacterias lacticas se dividen en homofermentativas (producen exclusivamente 4acido
lactico como producto de fermentacién), y heterofermentativas (ademas de acido
lactico producen otros metabolitos, tales como propidnico, acético, etc). Ademas, las
bacterias lacticas son tolerantes al 4cido, pudiendo crecer a valores bajos de pH (pH<4).
Entre los principales géneros de bacterias lacticas se encuentran: Lactococcus,
Enterococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc y Lactobacillus
(Konig et al., 2009). Algunos autores incluyen también al género Bifidobacterium. Sin
embargo, aunque las bifidobacterias producen acido lactico (y acético) como producto
final de fermentacion, este género es diferente tanto desde el punto de vista
filogenético como desde el punto de vista bioquimico (Konig et al., 2009).

Las bacterias lacticas, en general, y los lactobacilos en particular, juegan un papel
importante en la salud y bienestar humano y animal. Fueron consideradas por la FDA
(Food and Drug Administration de EEUU) como GRAS (Generally Recognized as Safe) y
constituyen los microorganismos mas ampliamente utilizados como starters en la
industria, en la fabricacion de diferentes alimentos (e.g., queso, yogurt, carnes
fermentadas, pescado y vegetales) y también como inoculantes para ensilados (Albano

et al., 2009; Gerez et al., 2009; Giraffa et al., 2010).

2. 1. Bacterias lacticas como probidticos

Desde el punto de vista etimoldgico, el término probidtico significa "para la vida".
La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agrigultura y la Alimentacion (FAO/OMS),
define a los probidticos como "microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped" (FAO/OMS,
2002; Frias et al., 2016). Los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium son los que mas se
utilizan como probiéticos (Fijan, 2014; Vlasova et al., 2016; Fenster et al., 2019). Los
probidticos ejercen sus propiedades beneficiosas a diferentes niveles, entre los cuales
se encuentran una mayor resistencia a infecciones, reduccion del colesterol sérico,

reduccién de la concentracién de sustancias toxicas a nivel intestinal, inhibicidon del
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crecimiento de bacterias potencialmente perjudiciales para el organismo,
inmunomodaulacion, entre los mas importantes (Dunne et al., 2001; Patel y Goyal, 2013).

El conocimiento acerca de los efectos beneficiosos de los probidticos sobre Ila
salud humana incentivd su mayor consumo en los ultimos afios, principalmente en
forma de productos lacteos. Asimismo, se han incrementado los estudios acerca de la
incorporacion de bacterias probidticas en alimentos no lacteos tales como jugos,
golosinas, cereales (Saarela et al., 2006; Chen et al., 2011) y alimentos de origen vegetal
ricos en fibra (Sendra et al., 2008; Tavera-Quiroz et al., 2015).

Diversos factores influyen en la viabilidad de los probidticos durante el
procesamiento y almacenamiento de productos alimenticios. Entre ellos se
encuentran parametros intrinsecos del alimento, tales como pH, acidez, oxigeno
disuelto, actividad de agua, presencia de sal, azlUcar y otros compuestos (e.g.,
peréxido de hidréogeno, bacteriocinas, saborizantes y colorantes artificiales, entre
otros). Por su parte, los parametros de procesamiento incluyen las condiciones de
fermentacion (e.g., temperatura, presencia de oxigeno), los tratamientos térmicos,
las condiciones de enfriamiento y almacenamiento del producto, el material de los
envases y la escala de produccidn. Por ultimo, entre los factores microbioldgicos
que afectan la viabilidad de los probidticos se encuentran la cepa utilizada y la
concentraciéon de inéculo (Putta et al., 2018; Grattepanche y Lacroix, 2013).

En concidiones ideales, la cepa a utilizar deberia ser estable en las matrices
alimentarias para poder generar los efectos beneficiosos sobre el huésped al ser
consumida. Para ello, los probiéticos deben ser capaces de soportar las condiciones de
procesamiento, manteniendo su funcionalidad luego de los mismos y durante el
almacenamiento. Ademas, los probidticos incorporados en alimentos no deben alterar
la calidad del producto ni las propiedades organolépticas (Del Piano et al., 2006).

El incremento de alimentos funcionales en el mercado genera un aumento en
su demanda por parte de las industrias alimentarias, lo que obliga a implementar
nuevas tecnologias que garanticen una elevada viabilidad luego de la produccién a
gran escala. La sensibilidad al oxigeno y la acidez son los inconvenientes mas
importantes para el procesamiento y escalado de cepas probidticas de origen
intestinal. Para evitar estos inconvenientes, generalmente se utilizan tecnologias de

microencapsulacién (Gbassi et al., 2009; Heidebach et al., 2010; Sandoval-Castilla et
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al., 2010), que permiten mantener la viabilidad durante el procesamiento,
almacenamiento y pasaje a través del tracto gastrointetinal. Por lo tanto, la
seleccién de cepas y el uso de tecnologias adecuadas resultan cruciales en el

desarrollo de nuevos alimentos funcionales que contengan probidticos.

3. Microencapsulacion de probidticos

La encapsulacién de componentes bioactivos se utiliza en diversas aplicaciones en
la industria alimentaria, tales como el control de reacciones de oxidacion,
enmascaramiento de sabores, colores y olores, extension de la vida util, entre otras.
Estas técnicas también son utilizadas para proteger a los microorganismos probidticos
tanto de los factores que pueden alterar su viabilidad en el producto final, como de las
condiciones adversas del tracto gastrointestinal. Como el tamafio de los
microorganismos se encuentra entre 1y 5 um, sélo la microencapsulacion es una opcion
valida, quedando excluidas técnicas de "nanoencapsulacion" (Cassani et al., 2019).

La microencapsulacién se ha convertido en una de las estrategias mas utilizadas
para mantener la viabilidad de probidticos. La microencapsulacién se define como “la
tecnologia empleada para el recubrimiento de materiales sdlidos, liquidos o gaseosos
en pequenas capsulas que pueden liberar su contenido a una velocidad controlada bajo
determinadas condiciones” (Champagne y Fustier, 2007). La microencapsulacién provee
una barrera fisica entre el microorganismo y los otros componentes del producto,
protegiéndolo frente a diferentes ambientes adversos. (Desai y Park, 2005; Champagne
y Kailasapathy, 2008; Zuidam y Shimodi, 2010).

De forma simplificada, una microcdpsula es una pequeiia esfera con una pared
uniforme. El material dentro de la microcdpsula se conoce como nucleo, fase interna, o
de relleno, mientras que la pared externa se denomina cdscara, revestimiento o
membrana (Das et al., 2011). El nucleo puede ser un material cristalino, una particula
adsorbente dentada, una emulsién, una suspensién de sélidos, o una suspension de
microcapsulas mds pequefias. La microcapsula puede incluso tener paredes multiples.
En general, el compuesto encapsulado se conoce como ntcleo y el agente encapsulante,
como pared. El nlcleo puede incluir uno o varios ingredientes, y la pared puede constar

de una o mas capas (simple o doble capa). La retencién de los nucleos esta determinada
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por su funcionalidad quimica, solubilidad, polaridad y volatilidad (Poshadri y Aparna,
2010).

Los agentes encapsulantes (pared) son generalmente matrices de grado
alimentario. La seleccién del agente de encapsulacion representa un desafio, ya que los
materiales utilizados deben cumplir requisitos tecnoldgicos (resistentes a las
condiciones de procesamiento), regulatorios (reglamentaciones de organismos
nacionales -Cédigo Alimentario Argentino- o internacionales -EFSA, FDA-) y de
estabilidad durante el pasaje a través del tracto gastrointestinal (Chavarri et al., 2012;
Serna-Cook vy Vallejo-Castillo, 2013). Por todas estas razones, los materiales
seleccionados deben ser generalmente reconocidos como seguros (GRAS) y estables en
el tracto gastrointestinal superior, pero inestables en el intestino, donde deben liberarse
los microorganismos (Wurth et al., 2015). Entre los materiales mas ampliamente
utilizados se encuentran polisacaridos, proteinas y lipidos, que actlian ya sea de manera
individual como conjunta (de Souza Simdes et al., 2017). El uso de los materiales de
grado alimentario garantiza la ausencia de citotoxicidad y la seguridad de los productos
de biodegradacién (Cook et al., 2012).

Generalmente, la encapsulacién se realiza en dos etapas:

1- La incorporacion del compuesto biactivo o bacterias (nucleo) mediante
disolucién o dispersién (si la matriz es liquida), o aglomeracién o adsorcion (si
la matriz es sélida);

2- La estabilizacion mediante procesos fisicos (evaporacion, solidificacion),
quimicos (polimerizacién), o fisicoquimicos (gelificacidn) (Burgain et al., 2011).

Dependiendo de las propiedades fisico-quimicas del nucleo, de la composicidn de
la pared, y de la técnica de microencapsulacion utilizada, se pueden obtener diferentes

sistemas de encapsulacion: del tipo reservorio y del tipo matriz (Figura 5).
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Matriz Material de relleno

Material de pared

Figura 5. Representacidon esquematica de sistemas de encapsulacion: A. Tipo matriz;
B. Tipo matriz recubierta; C. Tipo reservorio (Burgain et al., 2011)

En el caso del sistema de encapsulacion del tipo matriz, el agente activo se
dispersa sobre el material de soporte y sobre la superficie. El encapsulado tipo
reservorio posee una capa alrededor del material del nucleo y por ello se suele llamar
también cdpsula. La combinacién de estos dos tipos da lugar a una tercera clase de
capsula, la matriz recubierta, donde el agente activo es recubierto por un revestimiento
(Burgain et al., 2011).

La microencapsulacién ayuda a separar el nucleo central de su entorno hasta su
liberacion. De esta manera, el nucleo (en esta tesis, las bacterias lacticas) queda
protegido frente a diversos factores adversos (e.g., acidez, concentracién de oxigeno y
condiciones gastro-intestinales), mejorando su estabilidad y vida media, y permitiendo
una liberaciéon controlada en funcion del material de encapsulacion empleado.
(Champagne y Kailasapathy, 2008; Burgain et al., 2011).

Al momento de desarrollar un producto probidtico encapsulado seguro y eficaz,
es critico mantener un nimero adecuado de células viables durante la vida util del
producto hasta el momento de consumirlo (Shah y Lankaputhra, 1997; Desmond et al.,
2002). Diversos organismos nacionales e internacionales, entre ellas la Federacidn
Internacional de Lecheria (FIL), el Cédigo Alimentario Argentino, la EFSA y la FDA,
requieren un minimo de 10°-10” unidades formadoras de colonias de probidticos por
gramo de alimento (UFC/g) al momento del consumo, para garantizar sus efectos

beneficiosos sobre la salud del consumidor (FAO/OMS, 2002; Mortazavian et al., 2007).
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Diferentes factores determinan la viabilidad bacteriana luego de la encapsulacién.
Entre ellos pueden mencionarse el tipo y la concentracién del material de la pared, el
tamafiio de la cdpsula, el nUmero de bacterias iniciales y la cepa utilizada (Chen y Chen,
2007). Las ventajas que presenta la microencapsulacién de probidticos son (Figura 6):

» Proteccion y supervivencia de los microorganismos en los alimentos;

» Mejoramiento de la estabilidad, manipulacion y almacenamiento bacteriano;

» Incorporacion de microorganismos probidticos encapsulados en productos
lacteos como yogurt, queso y productos lacteos congelados.

» Proteccion de probidticos frente al oxigeno, la congelacién y las condiciones
acidas durante el procesamiento, almacenamiento y pasaje a través del tracto

gastrointestinal (Ningtyas et al., 2019).

Principales
Ventajas

Encapsulacion

Incorporacién de
probidticos en diferentes
tipos de productos

Nuevos alimentos
funcionales

Transito
Gastrointestinal

-
Aumento de la viabilidad Supervivencia Biodisponibilidad
p
'
Proteccidn y Control A"m'.!“to d.e la Alta . Inmovilizacion
resistencia termotolerancia
-

T ] [ ] |
f T I | | | "y
Condiciones Sales Tratamiento|| Almacenamiento Liberacidn
acidas biliares controlada
A S

Figura 6. Presentacién esquemadtica de las principales ventajas de la
encapsulacion de probidticos a nivel fisiolégico (pasaje a través del tracto
gastrointestinal) y tecnolégico (incorporacion en alimentos funcionales).

Para evaluar la efectividad del proceso de encapsulacion, se deben tener en
cuenta diferentes parametros, tales como la viabilidad de los microorganismos después
de exponerlos a condiciones ambientales adversas, el tiempo necesario para la
formacidn de la capsula, la capacidad de liberacién de las bacterias y la recuperacién

bacteriana (Mortazabian et al., 2007; Borgogna et al., 2010). Estos factores pueden

16



Introduccion General

superarse seleccionando el método de encapsulacidn, el material de la pared y las

condiciones de procesamiento adecuadas.

3.1. Tecnologias utilizadas en la microencapsulacion de probioticos

Las técnicas mas utilizadas para la microencapsulacion de microorganismos
probidticos son la emulsificacion, la extrusion, y el secado en spray (Rokka y Rantamaki
2010). En estos métodos, las bacterias probidticas quedan atrapadas en la matriz del
material encapsulante, dando lugar a la formacién de microcdpsulas de diferentes
tamafios y tipos (Champagne y Fustier, 2007).

Las técnicas de deshidratacion (como el secado en spray o la liofilizacion) suelen
ser pasos complementarios de la extrusién y emulsidn, ya que conducen a una
disminucién en el tamafio de particula y el polvo obtenido puede manejarse con mucha
facilidad. Estos procesos de deshidratacion también pueden emplearse directamente
sobre los cultivos bacterianos o en matrices de alimentos, sin los procesos previos de
extrusiéon o emulsidn. Sin embargo, esta estrategia puede funcionar en ciertos casos,
pero no en otros, ya que algunas bacterias son mas susceptibles al dafio o la muerte
durante el proceso de deshidratacion (Cook et al., 2012).

Como se explicd en el parrafo anterior, las técnicas de deshidratacion pueden
considerarse como pasos complementarios a la encapsulacién, y ser utilizadas como
técnicas de preservacion luego de encapsular bacterias probidticas. Es por ello que el
proceso de microencapsulacion serd dividido en dos fases:

i.  Proceso de encapsulacién

ii. Proceso de preservacion.

3.1.1. Proceso de encapsulacion

Dependiendo del método utilizado se dividen en: método de extrusion o de gotas
y el método de emulsion o sistema de dos fases. Ambos métodos de encapsulacidon han
permitido aumentar la viabilidad de bacterias probidticas en mas del 80% (Solanki et al.,
2013).

La técnica de extrusion incluye varios métodos, de los cuales la gelificacién idnica
es muy ultilizado para encapsular probidticos (Etchepare et al.,, 2015). El método

consiste en producir pequefias gotas de material encapsulado, forzando el paso de una
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solucién a través de una aguja de jeringa o de una boquilla en los dispositivos
generadores de goteo (de Vos, et al., 2010). Para ello, los microorganismos son
adicionados a un hidrocoloide (e.g., pectina, alginato) y la suspensidn se hace gotear
sobre una sal (e.g., CaCly) que permite la gelificacion (Wahab et al., 1997).

La emulsificacidon se define como un proceso de dispersién de un liquido en un
segundo liquido inmiscible (Goodarzi y Zendehboudi, 2019). Si se incluye el material a
encapsular en el primer liquido, éste se puede encapsular aplicando esta metodologia
(de Vos, et al., 2010). Cuando se encapsulan microorganismos mediante emulsificacion,
los pasos a seguir son los siguientes: un pequeiio volumen de una solucidn polimérica
con bacterias en suspension (fase dispersa) es adicionado a un volumen mayor de aceite
vegetal (fase continua), que puede ser aceite de soja, girasol o maiz. Luego, la mezcla es

homogeneizada hasta formar una emulsion de agua en aceite (Groboillot et al., 1993).

3.1.2. Procesos de preservacion

La deshidratacion de probiéticos mejora su estabilidad durante el
almacenamiento prolongado (Perdana et al., 2013). Sin embargo, el proceso de secado
puede causar deterioro de las capsulas, liberacién de algunas bacterias y pérdida de
viabilidad.

El objetivo general de estabilizar biomoléculas (o biomateriales o bacterias) es
obtener productos que puedan ser conservados a largo plazo, manteniendo la actividad
gue tenian antes de la preservacién. En general, los procesos de conservacidon permiten
reducir la actividad de agua del material a preservar, inhibiendo las reacciones quimicas
y biolégicas responsables de su degradacién (Lodato et al., 1999; Jagannath et al., 2010).

Los métodos de preservaciéon de microorganismos mas utilizados son la
liofilizacién y la congelacién. Sin embargo, debido a los altos costos de produccién
y almacenamiento, se han estudiado métodos alternativos, tales como el secado por
atomizacion (secado spray). Si bien este método es ampliamente utilizado para la
obtencion de alimentos deshidratados, la utilizacién de altas temperaturas para
eliminar el agua produce no sélo estrés hidrico, sino también estrés térmico, lo cual
disminuye su eficiencia en el mantenimiento de la viabilidad bacteriana (Coulibaly

etal., 2010).
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3.1.2.1. Congelacion. Las velocidades de congelacién y descongelacién son
determinantes para garantizar la actividad y viabilidad celular luego de dichos
procesos. La congelacidon rapida acompafiada de una rapida descongelacién es una
estrategia favorable para la supervivencia celular (Thammavongs et al., 2004). Las
temperaturas mas utilizadas son -20 °Cy -80 °C. Cuanto menor es la temperatura de
almacenamiento, mayor serd la supervivencia de las bacterias (Fonseca et al., 2001).
La congelacién y almacenamiento en nitrégeno liquido (-110 °C a -196 °C) constituye
un método que permite obtener una mejor actividad y viabilidad celular (Thunell et
al.,, 1984; Zheng y Sun, 2006). Sin embargo, es una técnica muy cara y en general,
la infraestructura no esta preparada para su implementacion a escala de laboratorio

ni a escala industrial.

3.1.2.2. Liofilizacidn. La liofilizacién es un método reconocido hace mucho tiempo
para el almacenamiento y preservacién de bacterias lacticas y probidticos (Perry,
1998; Carvalho et al., 2004; Gautier et al., 2013; Saarela et al., 2005; Jagannath et
al., 2010). En el proceso de liofilizacidén, el agua es removida por sublimacion del
hielo de la muestra congelada. De esta manera, se elimina el agua desde el estado
solido al gaseoso sin pasar por el estado liquido. El proceso consta de tres etapas:
congelacion, sublimacidon y desorciéon (Perry, 1998). Luego de estas etapas, el
material es obtenido como un concentrado en polvo (Figura 7).

La resistencia bacteriana a la liofilizacion es cepa dependiente. Asi, las
distintas especies y cepas pueden exhibir un comportamiento diferente
(variabilidad inter cepa) durante la liofilizacion y subsecuente almacenamiento, aun
en condiciones comparables (Carvalho et al., 2002; Carvalho et al., 2003). Otros
factores, tales como fase de crecimiento celular (Carvalho et al., 2004), pH de
crecimiento (Li et al., 2009) y temperatura de incubacidon (Li et al., 2009) pueden
también afectar la supervivencia bacteriana durante la liofilizacion. La temperatura
de almacenamiento es otro pardmetro critico para la conservacién de bacterias
liofilizadas (Zhao y Zhang, 2005). Los polvos liofilizados pueden ser almacenados

bajo vacio, mantenidos en actividad de agua controlada y en la oscuridad.
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Figura 7. Representacidon esquemadtica de un equipo de liofilizacidn

La liofilizacidon presenta numerosas ventajas:

La temperatura de trabajo es muy baja (el producto se congela a -80 °C)
por lo que las estructuras termoldbiles no se alteran,

La ausencia de oxigeno durante el proceso evita la oxidacion de
biomoléculas bacterianas,

No hay agua libre, por lo tanto no hay riesgo de crecimiento microbiano,
La humedad residual es baja,

Los productos suelen ser estables durante el almacenamiento por
periodos prolongados,

Los productos liofilizados ocupan poco volumen en comparacién con los
congelados, lo que representa una ventaja en términos de transporte y

almacenamiento.

Para garantizar la maxima viabilidad y actividad de los cultivos liofilizados

deben optimizarse las condiciones de humedad y temperatura de almacenamiento

y transporte (Coulibaly et al., 2010).
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3.1.2.3. Secado en spray. El secado spray es un proceso Unico en el que las
particulas se forman al mismo tiempo que se secan (Barbosa Canovas et al., 1996).
En dicho proceso, los productos deshidratados en polvo se producen a partir de una
suspension liquida, atomizando el producto humedo a alta velocidad y dirigiendo el
rociado de gotas hacia un flujo de aire caliente. Las pequefias gotas atomizadas
tienen una superficie especifica muy grande en forma de millones de gotitas de
tamafio micrométrico (10 — 200 um), lo que resulta en un tiempo de secado muy
corto cuando se exponen al aire caliente en una cdmara de secado (Morgan et al.,
2006; Santivarangkna et al.,, 2007). Las enzimas deshidratadas, detergentes,
extractos de café y proteinas aisladas son ejemplos de productos generados por
secado por pulverizacidn. Este proceso también se ha utilizado en la produccién de
cultivos de bacterias lacticas y bacterias probidticas deshidratadas (Barbosa
Canovas et al., 1996; Riveros et al., 2009).

El proceso de secado spray se puede dividir en varias etapas (Figura 8). En
primer lugar, la suspensién liquida es bombeada hacia una tobera de dos fluidos (2),
en donde se atomiza al entrar en contacto con un gas a alta presién (1). La
suspensidon atomizada en pequefias gotas entra en contacto con un gas (aire)
previamente calentado (3) en la camara de secado (4). Aqui, se pueden aplicar tres
patrones de flujo de pulverizacién dependiendo de la direccidon en la que el aire
caliente y el liquido entran en la cdmara de secado: co-corriente, contracorriente y
flujo mixto. Como los probidticos son organismos sensibles al calor, es importante
aplicar la configuracién de co-corriente. En este patrén, las gotas mdas himedas
entran en contacto con la temperatura mas alta y las particulas mds secas con la
mas baja temperatura, minimizando asi el riesgo de dafio por calor a los
microorganismos. Luego, las gotas se secan y se forman las particulas secas.
Finalmente, las particulas sélidas se separan del aire de secado. En general, las
particulas gruesas y pesadas se separan en la base de la cdmara de secado por fuerza
gravitacional (5) y las particulas finas se separan usando ciclones (6) y filtros de bolsa
(7). El polvo recogido en el recipiente recolector es un polvo listo para usar (Masters,

1985).
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Figura 8: Esquema de funcionamiento de un secador spray de funcionamiento

co-corriente. Adaptado de Buchi Application Note 248/2017 (2017)

El secado en spray se caracteriza por ser una técnica rapida, altamente
reproducible, apropiada para aplicaciones industriales y cuyos costos de
procesamiento son relativamente bajos, permitiendo la deshidratacién de grandes
cantidades de volumenes de cultivos en tiempos relativamente cortos (Broeckx et
al., 2016). Estas ventajas hacen que el secado en spray sea una tecnologia
interesante para la produccién de starters a gran escala. Ademas, como es el
proceso empleado para la produccién de leche en polvo, existe una alta
disponibilidad de secadores en spray en el mercado de la industria alimentaria, que
también podrian usarse para otros fines mds alld de la produccién de leche en polvo.

La preservacién de cultivos por esta técnica tiene la ventaja de permitir una
produccién de grandes cantidades de cultivos deshidratados a bajo costo, los cuales
pueden ser almacenados durante periodos prolongados de manera estable (Teixeira et
al., 1995; Gardiner et al., 2000; Carvalho et al., 2004). Sin embargo, la principal limitacién
del secado en spray es la baja supervivencia de los microorganismos (Gardiner et al.,

2000; Desmond et al., 2002; Corcoran et al., 2004; de Vos et al., 2010), debido a la
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exposicion a diferentes tipos de estrés, tales como estrés térmico, deshidratacién,
presion osmatica, estrés oxidativo. La tolerancia a dichos factores es cepa y especie
dependiente, por lo cual el ajuste de las condiciones de secado (temperatura de entrada
y salida del aire, presion de atomizacion) y el medio de suspensidn del microorganismo
(matriz) resulta importante para optimizar la recuperacion de bacterias lacticas secadas

en spray.
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Objetivos Generales

Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos en esta seccion, los objetivos

generales de este trabajo de tesis son:

e Utilizar los residuos de la soja (okara) para el crecimiento y la proteccion

de bacterias lacticas probidticas (Capitulo 1);

e Utilizar diferentes métodos de encapsulacion para proteger bacterias
lacticas probidticas aprovechando el aceite de okara obtenido durante el

desengrasado (Capitulo Il).

e Analizar el ciclo de vida (impacto ambiental) a escala de laboratorio,
generado desde el procesamiento del okara, su uso como medio de cultivo,

su preservacion y almacenamieto (Capitulo I1l).
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INTRODUCCION

I.1. Alimentos fermentados

Los alimentos fermentados han sido consumido a nivel mundial durante siglos,
formando parte de las tradiciones alimentarias regionales. Se trata de productos que
enriquecen la dieta humana, ya que contienen una gran variedad de nutrientes y
aportan textura, aroma y sabor a los alimentos. El proceso de fermentacién mejora el
contenido general o la disponibilidad de aminodcidos, vitaminas, perfiles minerales y
potencialidades terapéuticas que ejercen efectos beneficiosos de manera directa sobre
la salud del consumidor (Steinkraus, 2002).

Desde un punto de vista bioquimico, la fermentacién es el proceso por el cual los
microorganismos (hongos, bacterias y levaduras) usan diferentes compuestos organicos
en condiciones anaerdbicas como fuentes de energia, generando diversos productos
metabdlicos con relevancia tecnolégica y/o fisioldgica. Los microorganismos mas
utilizados para fermentar alimentos son las bacterias lacticas (Mota de Carvalho et al.,
2018), y los principales sustratos de fermentacion pueden ser de origen animal o vegetal
(Tamang et al., 2016). El proceso de fermentacion tiene tres propdsitos principales: la
conservacion de alimentos y bebidas, la produccién de componentes nutricionalmente
relevantes y la mejora de su palatabilidad (sabor, aroma, textura) (Frias et al., 2016).

Con respecto a la conservacidn, las bacterias lacticas utilizadas para la fermentacién
de alimentos producen &acidos organicos y compuestos antimicrobianos (e.g.,
bacteriocinas) (Molin, 2008), que eliminan sustancias téxicas e inhiben el desarrollo de
microorganismos asociados al deterioro de alimentos (Hammes y Tichaczek, 1994),
prolongando asi la vida atil del producto (Bourdichon et al., 2012; Gaggia, di Gioia et al.,
2011).

Muchos metabolitos nutricionalmente relevantes, tales como las vitaminas, son
producidos como resultado de la fermentacién (van Boekel et al., 2010). Esta capacidad
de las bacterias lacticas es particularmente relevante porque ciertas vitaminas se
producen exclusivamente como resultado de la fermentacién (e.g., provitamina D2,
vitaminas B2, B12, B13, grupo de vitamina F, ATP, nucleédsidos, coenzimas). En los
ultimos afios se ha informado la presencia de diferentes compuestos bioactivos (Liu et

al., 2014), es decir, pequefias moléculas con una accién bioldgica, son capaces de
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provocar cambios quimicos durante los procesos de fermentacién (Martins et al., 2011).
En este grupo se encuentran los compuestos fendlicos, aminoacidos, acidos grasos o
carbohidratos (Capozzi et al., 2012a; Rodgers, 2008; Rodriguez et al., 2009; Sheih; Xu et
al., 2015), que pueden actuar como antioxidantes naturales (Martins et al., 2011). La
produccion de compuestos bioactivos a partir de productos fermentados depende en
gran medida del material de partida, de las cepas utilizadas para la fermentaciéon y de
las condiciones ambientales (estacionalidad, region geografica y condiciones de
fermentacion) (Nikolopoulou, et al., 2006; Starr, Petersen et al., 2015). Asimismo, el
valor nutricional de un determinado producto fermentado también puede ser mejorado
como resultado de la eliminacién de factores antinutricionales y toxinas (Soni y Dey,
2014).

En relacidn a la mejora de su palatabilidad, algunos microorganismos producen
metabolitos (en particular compuestos volatiles) que mejoran las propiedades
organolépticas (Marilley y Casey, 2004). En muchos casos, la fermentacidn es necesaria
para obtener un alimento de interés o con las caracteristicas propias del producto, tal
como ocurre en los productos derivados de la soja (tofu, miso), yogures, quesos, cerveza
o vino. En otros productos, como el chocolate, el café, las hojas de té o los panes de
masa fermentada, la fermentacion es sélo un paso durante la elaboracidn.
Independientemente del proceso en particular, la fermentacién es un proceso

importante para generar sabores y aromas.

I1.2. Matrices alimentarias como vehiculos de probidticos

Las matrices alimentarias actuan como vehiculos adecuados de bacterias lacticas
y probidticos. La incorporacidn de los microorganismos en la matriz y el mantenimiento
de su viabilidad durante su formulacion y almacenamiento plantea importantes desafios
tecnoldgicos (Dodoo et al., 2017; Wilkinson, 2018, Terpou et al., 2019). En este sentido,
existen factores inherentes a la matriz, al procesamiento y al probiético que deben ser
tenidos en cuenta a la hora de incorporar los microorganismos.

La matriz alimentaria y los procesos a los cuales se ve expuesta juegan un rol
importante en la supervivencia de los probidticos incluidos en ella. Los probidticos
deben superar diferentes etapas (formulacion y procesamiento del alimento) hasta

lograr el producto final deseado. Por otra parte, la matriz alimentaria debe proveer un
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ambiente adecuado para mantener la viabilidad de los probidticos en concentraciones
gue les permitan brindar sus efectos beneficiosos sobre la salud del huésped
(concentraciones superiores a 10°-107 unidades formadoras de colonias por gramo de
alimento (UFC/g) al momento del consumo (FAO/OMS, 2002).

La supervivencia de los probidticos durante el almacenamiento de alimentos
puede verse afectada positiva o negativamente por la matriz alimentaria, que actuia
como vehiculo (Sanders y Marco 2010). Ademas, la adicidn de probidticos puede alterar
el sabor y el aroma del producto alimenticio final debido a la produccién de diferentes
metabolitos (e.g., acidos organicos, amidas), que durante la fermentacion pueden
otorgarle caracteristicas propias del producto, pero que durante el almacenamiento
prolongado puede alterarlo generando sabores no deseados (Stanton et al., 2003;
Mohammadi et al.,, 2011; Terpou et al., 2019). Por lo tanto, es esencial que la
incorporacion de un cultivo probidtico no afecte negativamente las caracteristicas
sensoriales y de calidad del producto (Mohammadi et al., 2011; Stanton et al., 2003).

Existen nueve parametros relevantes de la matriz alimentaria, que actian directa
o indirectamente sobre la proteccién y el transporte de probidticos: pH, temperatura de
almacenamiento, actividad de agua, capacidad buffer de la matriz, estructura fisica de
los alimentos, estrés oxidativo, contenido nutrientes, incorporacidon de aditivos y la
exposicidén a condiciones gastro-intestinales (Figura I.1).

El pH de la matriz es un factor que puede afectar la viabilidad bacteriana. La acidez
es uno de los principales factores que afectan la supervivencia de los probidticos durante
el almacenamiento (Borges et al., 2016; Charnchai et al., 2016; Coman et al., 2012;
Vinderola et al., 2012). Un valor de pH muy bajo aumenta la concentracién de acidos
organicos no disociados en productos fermentados, lo que aumenta el efecto
bactericida de estos compuestos (Mortazavian et al., 2012, Tripathi y Giri 2014).

La temperatura de almacenamiento tiene un efecto directo sobre la viabilidad
bacteriana. Temperaturas elevadas de almacenamiento conducen a un aumento de la
actividad metabdlica bacteriana, lo cual afecta su supervivencia. Por lo tanto, cuanto
menor sea la temperatura de almacenamiento, mayor serd la viabilidad bacteriana

(Savini et al., 2010).

27



Capitulo | |

Temperatura de
Imacenamiento

Condiciones
gastricas e
intestinales

o Estrés
” oxidativo
l “l i Actividad de
T \3 .
| f g
Contenido de
Capacidad nutrientes
buffer ' '-s.
e . .

Figura 1.1. Modelo de matriz alimenticia ideal para la proteccion,
transporte y liberacién efectiva de bacterias probidticas durante la
fomulaciéon de alimentos funcionales.

El estrés oxidativo puede afectar negativamente la viabilidad y funcionalidad de
los probidticos. Los lactobacilos suelen ser mds tolerantes al oxigeno que las
bifidobacterias (Mortazavian et al., 2012).

La actividad de agua (aw) es otro factor que puede afectar la viabilidad de los
probidticos. La aw debe permanecer baja durante el almacenamiento para mantener la
viabilidad de los probidticos deshidratados y metabdlicamente inactivos, estables,
durante el almacenamiento a largo plazo (Vesterlund et al., 2012; Yeo et al., 2011;
Tripathiy Giri 2014).

El contenido y la cantidad de nutrientes en las matrices es otro factor a considerar
en relacion a la viabilildad de probidticos contenidos en matrices alimentarias. Por su
parte, se ha sugerido que la relacidn lipido:azucar tiene una capacidad protectora de los
probidticos contenidos en alimentos (Vinderola et al., 2000; Deepika et al., 2011; Klu et
al., 2012, 2014). Un alto contenido de fibra también puede estimular la adhesién de los
microorganimos a la matriz alimentaria, lo que aumenta su supervivencia durante el
almacenamiento (Gomand et al., 2019).

Una adecuada capacidad buffer por parte de la matriz contribuye a proteger a los

microorganismos durante el procesamiento y almacenamiento del alimento,
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reduciendo el impacto de factores asociados a la temperatura (Saxelin et al., 2010;
Guerin etal., 2017).

La naturaleza fisica de la matriz (sélido, gel, emulsion, liquido) juega un papel
importante porque puede proteger las bacterias probidticas de un entorno
eventualmente desfavorable. Esto adquiere especial relevancia en el caso del queso
(Castro et al., 2015, Karimi et al., 2011), donde ha sido informado que las matrices
sélidas y los geles se unen fisica y quimicamente a factores perjudiciales (iones
hidrégeno o 4cidos organicos), reduciendo la exposicidon de las bacterias a los mismos
(Karimi et al., 2011, Mohammadi et al., 2011; Mortazavian et al., 2012, Ranadheera et
al., 2010). Ademas, la retencién de los iones hidrégeno por parte de la matriz disminuye
la cantidad de acidos organicos no disociados capaces de atravesar las membranas
bacterianas (Russell y Diez-Gonzalez, 1997), lo que resulta en la reduccién de su efecto
bactericida (Mortazavian et al., 2012). La inmovilizacidon de los microorganismos en
dichas matrices limita su exposicidn a factores perjudiciales durante el almacenamiento,
lo que a su vez contribuye a mantener su viabilidad. A su vez, una estructura fisica sélida
puede limitar el acceso de oxigeno durante el almacenamiento (Borges et al., 2016).

La incorporacidon de aditivos, tales como los azucares (e.g., sacarosa), sales,
antimicrobianos, compuestos aromaticos o incluso bacteriocinas, a las matrices
alimentarias pueden afectar de diferentes maneras la viabilidad de las bacterias. Los
compuestos antimicrobianos y las bacteriocinas pueden provocar efectos negativos
sobre la viabilidad de las bacterias probidticas en la matriz alimentaria. Sin embargo,
aditivos como los azlcares, tienen un efecto positivo sobre la viabilidad durante el
almacenamiento (Kumar y Atreja, 2012; Rastall y Gibson, 2015).

Finalmente, la exposicion al ambiente gastrointestinal representa un factor
adicional que condiciona la viabilidad bacteriana una vez ingerido el alimento. En este
sentido, el medio acido del estémago y la presencia de jugos digestivos (e.g., bilis)
pueden tener efectos negativos sobre la viabilidad. Ademads, la respuesta de los
microorganismos a los factores inherentes a la matriz y al procesamiento de los
alimentos es cepa dependiente.

Todos estos factores resaltan la necesidad de definir matrices fisicamente
estables, que proporcionen las condiciones apropiadas para mantener la viabilidad

bacteriana durante periodos prolongados (El Hage et al., 2017).
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Entre las bacterias lacticas del género Lactobacillus, L. plantarum CIDCA 83114
(Figura 1.2), una cepa aislada de granulos de kefir, ha demostrado propiedades
probidticas y tecnoldgicas, entre las que pueden mencionarse la inhibicién del
crecimiento y/o la actividad de Escherichia coli 0157: H7 y Salmonella (Golowczyc et al.,
2011b; Kakisu et al., 2013), y la resistencia a procesos térmicos y de deshidratacion
(Romano et al., 2014; Tavera-Quiroz et al., 2015). Estas propiedades la convierten en
una buena candidata para fermentar diferentes matrices alimentarias y determinados
subproductos con potencial interés industrial, como el okara, otorgandoles un valor

agregado.
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Figura 1.2. Microfotografia de Lactobacillus plantarum. A. Microscopia
de campo claro por tincion Gram. B. Microscopia dptica

I.2.1. Okara como matriz de fermentacion

El okara es un subproducto agroindustrial altamente contaminante y susceptible
de deterioro (putrefaccién). Debido a la gran cantidad de nutrientes facilmente
asimilables por microorganismos, el okara constituye también un excelente sustrato
para la fermentacién por parte de bacterias de interés industrial.

Teniendo en cuenta el valor nutricional del okara y su elevada capacidad
contaminante, se han desarrollado diferentes abordajes para agregar valor a este
residuo (Vong y Liu, 2016). Asi, el okara se ha utilizado de manera creciente en la
formulacion de diferentes productos alimenticios (Rado€aj y Dimic 2013; Jang et al.,
2019).

La fermentacion de okara aparece como una estrategia interesante para evitar su

deterioro, generando una matriz mas estable, factible de ser utilizada como ingrediente
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funcional (Quintana et al., 2017; Espinosa-Martos y Ruperez 2009; Vong y Liu 2016).
Ademas, la fermentacion del okara desempefia un papel importante en la liberacién,
transformacién y absorcién de compuestos bioactivos durante la digestidon
gastrointestinal (Parada y Aguilera 2007). Por otra parte, la fermentacién puede
disminuir el contenido de fibra cruda, aumentar el contenido de fibra soluble, proteinas,
amimoacidos e isoflavonas y/o hidrolizar el acido fitico (factor antinutricional), lo que
conduce a una mejora del valor nutricional y de las propiedades de procesamiento del
okara (Santos et al., 2018). El okara crudo también ha demostrado tener actividad
antioxidante, atribuida a su polisacarido de la pared celular y posiblemente al contenido
de proteinas (Mateos-Aparicio et al., 2010). El okara, al igual que la soja, contiene
compuestos fendlicos, lo cual lo convierte en una fuente potencial de sustancias
bioactivas. Ademas, contiene isoflavonas de la soja, tales como la genisteina, daidzeina
y glicitina, que le confieren actividad antioxidante. La genisteina puede quelar los
radicales peroxilo y evitar la peroxidacion de lipidos que causan la aterosclerosis (Singh

etal., 2014).

I.2.2. Okara como vehiculo de antioxidantes

Los antioxidantes constituyen un extenso grupo de compuestos quimicos con
capacidad de inhibir o retrasar procesos de oxidacidn. Los antioxidantes pueden actuar
en la secuencia de reacciones del proceso de oxidacion lipidica a través de diferentes
mecanismos:

a) disminuyendo la concentracion de oxigeno;

b) interceptando al oxigeno singulete;

c) atrapando radicales libres tales como los radicales hidroxilo (OH®);

d) por unién con metales (agentes prooxidantes);

e) favoreciendo la descomposicién de productos primarios a compuestos no
radicalarios;

f) por interrupcion de la cadena de iniciacién o propagacién transfiriendo atomos
de hidrégeno a los radicales lipidicos (L*) y peroxilo (LOO®) (Guiotto et al., 2014; Pokorny
etal., 2001; Carocho y Ferreira, 2013; Lobo et al., 2010; Alam et al., 2013).

Desde un punto de vista tecnolégico, los antioxidantes son utilizados no sélo como

ingredientes funcionales sino también para aumentar la vida util de los productos
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alimenticios. La oxidacidn de las lipidos es la forma mas importante de deterioro de los
alimentos después de las alteraciones producidas por microorganismos. Esta reaccién
produce cambios organolépticos (olor, sabor, color y textura), nutricionales
(degradacién de algunas vitaminas y de acidos grasos poliinsaturados) y pérdida de
actividad funcional (Griffiths et al., 2016). Ademas, los productos formados en la
oxidacion pueden llegar a ser nocivos para la salud (Lobo et al., 2010; Pizzino et al.,
2017).

El okara fermentado permite la liberacion de compuestos bioactivos que podrian
ser extraidos para un uso posterior como ingredientes funcionales. Se trata de una
opcién adecuada, ya que los compuestos extraidos se pueden considerar como
"naturales" (dependiendo del método de extraccion utilizado). Sin embargo, el okara
residual continuara siendo un subproducto contaminante. Por esta razon, el uso del
okara fermentado (completo) como alimento constituye la aplicacion mas ecoldgica v,

posiblemente, mds econdmica.
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Objetivos especificos

Considerando que el okara es un subproducto en la elaboracién de bebidas de soja
que posee un alto valor nutricional, se plantearon como objetivos especificos de este
capitulo:

e Caracterizar la composicién del okara entero y desengrasado.

o Utilizar el okara entero y desengrasado como medio de cultivo para el
crecimiento de Lactobacillus plantarum CIDCA 83114.

e Evaluar el efecto protector del okara entero y desengrasado sobre L.
plantarum CIDCA 83114 a los procesos de deshidratacion y su
almacenamiento.

e Evaluar propiedades antioxidantes del okara entero y fermentado con L.

plantarum CIDCA 83114.
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I.2. MATERIALES Y METODOS

I.2.1. Okara: conservacion y caracterizacion

El okara fue donado por la Empresa Soyana S. H. (San Martin, Argentina). Una vez
recibido, se centrifugd cinco veces durante 15 minutos a 10000 g para eliminar el exceso
de agua. El sedimento sélido se colocd en bandejas plasticas, se congelé a -80°C durante
48 horas y se liofilizé en un equipo Heto FD4 (Heto Lab Equipment, Dinamarca) durante
48 horas (temperatura del condensador: -50°C; presion de la cdmara: 0.04 mbar). El

okara deshidratado fue conservado a 4°C hasta el momento de ser utilizado.

I1.2.2. Composicion centesimal
I.2.2.1. Humedad

El contenido de agua del okara deshidratado se determind calculando la pérdida
de peso luego de secar en horno de vacio a 70°C hasta peso constante (AOAC, 1980). La
determinacidén se realizé por triplicado. La composicidn centesimal se expresd en 100 g

de base seca.

I.2.2.2. Proteinas
La concentracién de proteinas totales se determind mediante el método Kjeldhal
(AOAC 1995) utilizando el factor de conversion de 6.25 g de proteina/g de nitrégeno. La
determinacién se realizo por triplicado. El % de proteinas se calculé como:
% Proteinas (P) = ((Volm— Volgeo) X NH2soa X 0.014 x Fprot / m) x 100 Eg. 1.1
donde P, es el contenido de proteinas; Volv, el volumen de la muestra; Volsc, €l
volumen del blanco; Nu2sos, normalidad del acido sulfurico utilizado en la titulacion; Ferot,

factor de proteina; m, la masa en gramos de la muestra.

1.2.2.3. Lipidos

La determinacion del contenido de lipidos se realizd por extraccidn directa de los
mismos, mediante el método de Soxhlet (AOAC, 1990). Para ello, la muestra se extrajo
con una mezcla de éter etilico/éter de petrdleo, y se determiné gravimétricamente el
peso del extracto seco, previa eliminacién de los solventes. El ensayo se realizé por
triplicado. El porcentaje de lipidos se calculé utilizando la siguiente ecuacién:

% lipidos = (m2—m1/ m) x 100 Eqg. .2
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donde: m; es la masa en gramos del balén con lipidos después del secado (en
gramos), mi, la masa del balén vacio (en gramos), y m, la masa de la muestra (en

gramos).

1.2.2.4. Cenizas
La determinacion de cenizas se realizé gravimétricamente por calcinacion total de
las muestras de okara en mufla a 550 °C, hasta obtener cenizas blancas (AOAC, 1990).
La determinacidn se realizé por triplicado, de acuerdo a:
Ceniza (C)=Crm—C; Eqg. 1.3
donde C, es el contenido de ceniza en gramos; Cr v, la masa en gramos de muestra
calcinada con celite; C;, gramos de celite.
NOTA: el celite es un material que se utiliza para la filtracién de las muestras. Se deposita
una cantidad de celite que cubra la superficie de los filtros, actuando como una capa

gue evita que las muestras deterioren la tela de los filtros.

I.2.2.5. Determinacion de Fibra Total

La fibra total (Fr) se evalué utilizando el kit Megazyme K-ACHDF 11/08 (Megazyme
International Ireland Limited, Bray Irlanda), de acuerdo al procedimiento explicado por
el fabricante (McCleary, 2007). Para ello, se pesé por duplicado 1 gramo de muestra, y
se le adicionaron 50 mL de buffer fosfato (0.08 M), pH 6. Luego, se agregd 50 pL de
solucién de a-amilasa termoestable, se incubd en bafio de agua a 100 °C durante 30
minutos y se ajusté el pH a 7.5 con NaOH 0.275 M. Luego se agregaron 100 plL de
solucidn de proteasa y se incubd en bafio de agua a 60 °C durante 30 minutos con
agitacion constante. Las muestras fueron retiradas del bafio, enfriadas a temperatura
ambiente y llevadas a pH 4.5 con HClI 0.325 M. Se adicionaron 200 upL de
amiloglucosidasa, y se incubd en bafio de agua a 60 °C durante 30 minutos. Transcurrido
ese tiempo se agregd etanol 96° sobre las muestras, dejandolas 1 hora a 25 °C para
favorecer la precipitacion de la fibra.

Finalmente se filtraron las muestras sobre crisoles con celite previamente pesados
y conectados a una bomba de vacio. Se usé etanol al 78% v/vy 96% v/v, y acetona para

lavar las muestras. Una vez filtradas, las muestras se colocaron en estufa a 105 °C
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durante toda la noche. Al dia siguiente, se pesaron los crisoles con las muestras secas y
se registraron los valores. La fibra total se calculé como:

Fr=M-P-C Eqg. 1.4

donde Fres la fibra total, M, la muestra en estudio en gramos, P, la concentracidn
de proteinas en gramos, determinada en el item 1.2.2.2, y C, el contenido de cenizas en
gramos, determinado en 1.2.2.4.

NOTA: Todas las técnicas arriba mencionadas fueron también utilizadas para
determinar la composicion centesimal del okara desengrasado, es decir, luego de

extraer los lipidos con dietil éter (equipo Soxhlet) (seccidn 1.2.2.3).

1.2.3. Espectroscopia de Infrarrojo por Transformadas de Fourier
(FTIR)

Los espectros FTIR del okara liofilizado y okara desengrasado se registraron en la
regién de 4000-500 cm™ en pastillas de KBr, preparadas en una relaciéon de okara:KBr
de 1:200. Se realizaron 64 barridos espectrales, con una resolucién de 4 cm™, en un

espectrometro Thermo Nicolet iS10 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).

1.2.4. Microorganismos utilizados
En el presente capitulo se utilizd Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 aislada de

granulos de kefir (Garrote et al., 2001).

1.2.5. Medios de cultivo y soluciones buffer
I1.2.5.1. Caldo MRS (de Man, Rogosa and Sharpe, 1960)

Composicién g/litro
- Peptona universal 10.0
- Extracto de carne 5.0
- Extracto de levadura 5.0
- D(+) glucosa 20.0
- Fosfato dipotdsico 2.0
- Tween®80 1.0
- Hidrogencitrato diamdnico 2.0
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- Acetato de sodio 5.0
- Sulfato de magnesio 0.05
pH= 6.5+ 0.1

1.2.5.2. Okara entero y okara desengrasado

El okara liofilizado, entero y desengrasado, obtenido en la seccién 1.2.1, fue
triturado hasta lograr un aspecto similar al de una harina. Luego se pesd y resuspendié
en agua destilada al 5% p/v. Las suspensiones se homogenizaron en un homogenizador
Ultra Turrax T25 (IKA, Staufen im Breisgau, Alemania) durante 5 minutos a 12000 g y se

autoclavaron durante 15 minutos a 121 °C, obteniendo el medio listo para ser inoculado.

1.2.5.3. Buffer fosfato salino (PBS)

Composicion g/litro
- NaCl 8.02
- KCI 0.23
- Na;HPO4 1.17
- KH2PO4 0.20
pH=7.4+10.2

1.2.6. Condiciones de cultivo y cinética de crecimiento

La cepa de Lactobacillus plantarum CIDCA 83114, perteneciente al cepario del
CIDCA [conservada a -80°C en leche descremada (Difco, USA)], fue reactivada durante
24 horas en caldo MRS (de Man et al., 1960) a 37 °C en aerobiosis. Luego se hizo un
segundo pasaje por medio fresco (concentracién del inéculo 1% v/v en caldo MRS e
incubacidn en las mismas condiciones) y posteriormente se inocularon 100 mL de okara
entero y desengrasado (concentracion de indculo 1% v/v), incubando a 37 °C con
agitacién constante de 150 g. En paralelo, L. plantarum CIDCA 83114 fue crecida en
caldo MRS en las mismas condiciones (control). Las tres cinéticas de crecimiento fueron
monitoreadas por medidas de pH y recuento en placa (agar MRS) cada 1 hora.

Para los recuentos en placa, se realizaron diluciones seriadas (factor de dilucidn
1:10). Se sembraron 10 pL de cada dilucion en agar MRS por duplicado utilizando el

método de la gota (Herigstad et al., 2001). Luego de 72 horas de incubacién a 37 °C en
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aerobiosis, se realizd el recuento de microorganismos viables. Los resultados se

expresaron en UFC/mL de suspension.

1.2.7. Extraccion de lipidos bacterianos

Para evaular el efecto del medio de cultivo en la composicion de la membrana
bacteriana, la cepa de L. plantarum CIDCA 83114 se crecié en okara entero y okara
desengrasado a 37 °C bajo agitacién constante. Una vez alcanzada la fase estacionaria,
los cultivos se trataron con EDTA al 2% p/v pH 12 durante 10 minutos, para secuestrar
el calcio del okara y solubilizar parcialmente las estructuras insolubles (Holt, 1982).
Después del tratamiento con EDTA, los cultivos se centrifugaron, los sobrenadantes se
descartaron y los sedimentos, que contenian los microorganismos, fueron utilizados
para la extraccion de lipidos. Como controles se usaron microorganismos crecidos en
MRS hasta fase estacionaria, cosechados por centrifugacién y lavados con PBS.

Los lipidos se extrajeron de acuerdo con el método modificado de Bligh y Dyer
(Marinetti, 1993). Para ello, los microorganismos crecidos en okara entero, okara
desengrasado y en MRS fueron resuspendidos en cloroformo:metanol:agua (1:2:0.8)
(4.75 mL por g de bacteria) durante 12 horas a 4 °C y luego centrifugados a 8000 g
durante 10 minutos a 10 °C. Los sobrenadantes fueron colectados y sobre los pellets se
llevé a cabo una segunda extraccion, siguiendo los mismos pasos. Los sobrenadantes
provenientes de ambas extracciones fueron juntados y se afadié cloroformo:agua (1:1)
(12.5 mL por g de bacteria). La mezcla final se centrifugd a 8000 g durante 20 minutos.
Luego se separd la fase orgdnica y se evapord a sequedad el cloroformo (Rotavapor R
RE 120 - Biichi, Flawil, Suiza). El film de lipidos resultante fue disuelto en cloroformo
hasta alcanzar una concentracion final de 3 mg/mL. Las muestras fueron almacenadas a

-20 °C hasta 2 semanas en frascos color caramelo.

1.2.8. Caracterizacion de los acidos grasos

Como primer paso, los lipidos extraidos en la seccién 1.2.7 fueron convertidos a
sus ésteres metilados (derivatizacién). Para ello, se tomd 1 mL de solucion cloroférmica
y se evaporo el solvente en corriente de nitrégeno, hasta obtener un film conteniendo
3 mg de lipidos bacterianos. Luego, se agregaron 2 mL de acido sulfurico al film de

lipidos, se calentd a 60 °C durante 2 horas. Los ésteres metilicos de acidos grasos se
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extrajeron con 1 mL de cloroformo:agua (2:0.7) y se lavaron dos veces con 0.7 mL de
agua destilada. Las muestras se analizaron en un cromatégrafo gaseoso acoplado a un
espectrometro de masa (Shimadzu QP 5050A, Tokio, Japdn) utilizando la columna
capilar ZB-5 (30 m? 0.25 mm). Las condiciones de andlisis fueron: temperatura de
inyeccion 250 °C, temperatura del detector 280 °C y temperatura de la columna fue de
100 °C al inicio y luego se calenté a una velocidad de 6 °C/min hasta 280 °C. La
composicién de los acidos grasos se determind teniendo en cuenta la contribucién del
area de cada pico en relacion al rea total. Los resultados se expresaron como % del area

total.

1.2.9. Procesos de deshidratacion y almacenamiento
1.2.9.1 Liofilizacion

Se inoculd okara entero y desengrasado con L. plantarum CIDCA 83114, a partir de
un cultivo en fase estacionaria, con una concentracion de inéculo del 1% v/v. Los
microorganismos se crecieron a 37 °C hasta alcanzar la fase estacionaria (24 horas de
incubacién). Se tomd 1 mL de cultivo y se neutralizé con NaOH a pH 7. Luego se pasaron
a eppendorfs de 2 mL en condiciones asépticas y se congelaron a -80°C durante 48 horas.
La liofilizacion se llevé a cabo a -50 °C usando un liofilizador Heto FD4 (Heto Lab
Equipment, Dinamarca), durante 48 horas. En paralelo, se trabajé con cultivos en fase
estacionaria crecidos en okara entero y desengrasado, se los centrifugd y se descarté el
sobrenadante. Los pellets fueron resuspendidos en una solucidn de sacarosa 250 mM,
luego se liofilizaron. A su vez, los microorganismos crecidos en caldo MRS se cosecharon
por centrifugacion, se neutralizaron y resuspendieron en sacarosa 250 mM o en PBS. El
proceso de liofilizaciéon se llevé a cabo, tal como se describid para las bacterias crecidas
en okara. Los resultados se expresaron como log N/No, donde Ny No fueron las UFC/mL

después y antes del proceso de liofilizacién, respectivamente (Esquema 1.1).
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Lactobacillus plantarum
CIDCA 83114

Se Inocularon los
medios al 2% (v/v)

Okara Okara MRS
entero desengrasado (Control)

Incubacion a 37°C durante 24 horas

Se centrifugd y se Se centrifug'é y se
descarté el sobrenadante descartd el
— — sobrenadante

NaOHa pH 7 solucién de sacarosa 250 mM NaOH a pH 7 ' ‘

I Se fraccionaron l l Solucion de
Se fracciond en en eppendorfs Se fracciond en PBS

eppendorfs de 2 mL de2mL eppendorfs de 2 mL sacarosa 250 mM
Se fraccionaron
|1 Okara entero Okara desengrasado U‘:’ U‘:’ Uben eppendorfs U‘:’ Ub U‘:’

COon sacarosa con sacarosa de2mL

| Se congelaron todas las muestras a - 80°C durante 48 horas |

e

| Se liofilizaron las muestras congeladas durante 48 horas y se almacenaron en envases con silica gel a 4 °C |

Esquema l.1. Proceso de deshidratacion de las muestras por liofilizacion

1.2.9.2. Secado en spray

En un experimento paralelo, se neutralizaron 100 mL de cultivo de bacterias
crecidas en okara entero y desengrasado hasta fase estacionaria. Las bacterias fueron
deshidratadas en un secador spray (Bichi B290, Flawil, Suiza) a una temperatura
constante de entrada de aire de 180 °C y una temperatura de salida de 65-70 °C. Los
microorganismos crecidos en MRS se cosecharon por centrifugacion, se neutralizaron y
se resuspendieron en PBS antes del secado spray. Los resultados se expresaron como
log N/No, donde N y No fueron las UFC/mL después y antes del secado spray,

respectivamente.

1.2.9.3. Condiciones de almacenamiento

Luego de liofilizar o secar en spray, las muestras se almacenaron a 4 °C durante 90
dias, en desecadores que contenian silica gel. Durante el almacenamiento, se realizaron
recuentos en placa de las bacterias liofilizadas y secadas en spray a intervalos regulares
(de 15 en 15 dias) durante 90 dias. Para ello, las muestras deshidratadas se rehidrataron

en PBS, se homogeneizaron durante 1 minuto en vortex y se mantuvieron a 25 °C
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durante 30 minutos y se realizaron recuentos en placa, tal como se explicé en la seccién

1.2.6.

I.2.10. Modelo matematico
Las grupos de muestras almacenadas se ajustaron mediante regresiones
matematicas lineales y no lineales de acuerdo con las ecuaciones 1.5 y L6,

respectivamente:
Log N/N = —kt Ecuacién 1.5
o

donde N representa las UFC/mL en un momento determinado del almacenamiento, No,
las UFC/mL a tiempo O, t es el tiempo de almacenamiento (en dias) y k es la constante
de inactivacion bacteriana (en dias™).

La ecuacion |.6 se uso para el grupo de muestras que presentaron descensos no lineales

de la viabilidad bacteriana:
Log N/N = —Ae Ft4+A Ecuacién 1.6

donde N son las UFC/mL en el tiempo de anélisis, No las UFC/mL a tiempo O, t es el
tiempo de almacenamiento (en dias) y k es la constante de inactivacidn bacteriana (en

dias?), y A, el valor de Log N/No en la zona donde los valores se mantuvieron constantes.

I.2.11. Determinacion de la actividad de agua (aw)
La aw de las muestras liofilizadas y secadas en spray se determind utilizando un
equipo Aqualab (Aqualab, modelo serie 3TE, EE. UU.). El equipo se calibré utilizando

soluciones salinas estandar proporcionadas por el fabricante.

I1.2.12. Preparacion de muestras para la determinacion de
antioxidantes
La determinacidn de antioxidantes se realizé en el Centro de Quimica de Madeira

(CQM), de la Universidad de Madeira, Portugal. Se trabajo con tres muestras diferentes:
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granos de soja molidos (harina), okara entero liofilizado y el okara entero fermentado
con Lactobacillus plantarum CIDCA 83114. Las muestras se prepararon de la siguiente
manera:

e Se molieron 400 g de grano de soja con un molinillo de café (Coffee Grinder Profi
Cook Power 200 w, China) para obtener harina, que se guardd a 4 °C en heladera
hasta el momento de ser usada;

e Okara entero liofilizado, tal como se indicé en la seccién 1.2.1

o El medio de okara entero preparado como se explicd en la seccidn 1.2.5.2 se inoculd
al 1% v/v con Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 y se incubd a 37°C con agitacion
constante de 200 g. Los cultivos en fase estacionaria (24 horas) fueron consechados
por centrifugacién a 8000 g durante 10 minutos, se descartaron los sobrenadantes
y los pellets se liofilizaron siguiendo el mismo procedimiento que para el okara

entero.

1.2.13. Extraccion de fitoquimicos

Primera etapa: se trabajo con diferentes mezclas de etanol:agua para conocer con
cual de ellas se lograba la mejor extraccion de fitoquimicos. Esta etapa se llevé a cabo
so6lo sobre okara. Se usaron 4 mezclas: 100% de etanol, etanol:agua 80:20, etanol:agua
50:50 y agua (100% agua). Se hizo un homogenizado de 5 g de okara entero en 200 mL
de cada uno de los solventes de extraccién, por duplicado. Las muestras se sonicaron
(Bandelix Sonorex, Alemania) durante 1 hora a 25 °C (frecuencia 35kHz, potencia 200W)
para facilitar la extraccion de fitoquimicos. Este paso se realizd dos veces. Al cabo de
este tiempo, el etanol se elimind en rotavapor a 40 °C (Blchi Rotavapor, Flawil, Suiza)
para el caso de las mezclas 100% etanol, 80:20 y 50:50. Luego, los extractos liquidos se
congelaron a -80 °C y se liofilizaron para eliminar el agua y concentrar los extractos.

Segunda parte: a partir de los resultados anteriores se eligié la mezcla etanol:agua
con mejor rendimiento de extraccidn, y se la utilizé para extraer los fitoquimicos de los
granos de soja molidos, el okara entero y okara fermentado, siguiendo el mismo

protocolo explicado en el parrafo anterior.
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1.2.14. Digestion in vitro

Se utilizé un procedimiento de digestidn gastrointestinal in vitro para simular el
proceso de digestién humana, segun Pinto et al. (2017) con algunas modificaciones. La
composicidon detallada de los jugos digestivos (saliva, gastrica, intestinal y bilis) se
presenta en la Tabla I.1. Cada composicion imita la composicion de los compartimientos
gastrointestinales, con sales especificas, enzimas y pH en cada una de las etapas de la
digestidon. El proceso se dividid en tres etapas: digestidn oral, gastrica e intestinal. Se
pesaron 2.5 g de muestra (okara fermentado, okara entero y grano de soja), por
duplicado, en matraces de 100 mL, se mezclaron con 15 mL de solucién de saliva y se
incubaron a 37 °C con agitacién constante a 190 g durante 5 minutos en oscuridad. Al
cabo de ese tiempo, se agregaron 30 mL de solucidn gastrica, y luego se incubd durante
2 horas a 37 °C con agitacion constante en oscuridad. Transcurrido ese tiempo, se tomé
uno de los matraces de cada muestra, se centrifugd a 4000 g durante 10 minutos y el
sobrenadante se guardd para liofilizar. Al duplicado de cada una de las muestras se le
agregaron 30 mL de solucidon duodenal y 15 mL de solucidén biliar para simular las
condiciones instestinales, y se incubaron durante 2 horas en las condiciones
mencionadas anteriormente. Luego se centrifugaron y se guardé el sobrenadante para
liofilizarlo.

En paralelo, sélo para las muestras de okara entero y grano de soja, se repitio el
procedimiento como se explicé anteriormente hasta la etapa intestinal y una vez
finalizada, se agregd un cultivo ya crecido de la cepa L. plantarum CIDCA 83114 en fase
estacionaria (~1x10'® UFC/mL), que se incubd durante 2 horas a 37 °C con agitacion
constante de 190 g en oscuridad. Transcurrido el tiempo, se centrifugd a 4000 g durante
10 minutos y el sobrenadante se congeld a -80°C para luego liofilizarlo y de esta manera,
investigar el efecto de las bacterias sobre los fitoquimicos extraidos durante el pasaje
gastrointestinal. Todos los ensayos se hicieron por duplicado. (Esquema 1.2)

Al final de cada experimento de digestidn, las muestras se centrifugaron a 4000 g,
10 minutos y los sobrenadantes se pasaron a tubos Falcon de 50 mL, que fueron
congelados a -80°C y posteriormente liofilizados. Una vez finalizado el proceso, las

muestras se guardaron en heladera hasta su uso.
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Tabla 1.1 Composicion de las soluciones gastrointestinales simuladas (adaptado de Pinto et al.,

2017).
Soluciones Saliva Gastrica Duodenal Bilis
Agua Destilada 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL
NacCl 11.70 mg 0.55¢ 140¢g 1.05¢g
KCl 14.90 mg 0.16 g 0.11g 0.08 g
NaHCO; 0.21g - 0.68g 1.16¢g
CaCl;.H,0 - 0.08¢g - -
NaH,PO, - 0.053 g - -
KH.PO4 - - 16.06 mg -
NH.CI - 0.061g - -
MgCl, - - 10.08 mg -
urea 0.04¢g 0.02g 0.02g 0.05¢g
HCI concentrado - 1.30 mL 0.03 mL 0.03 mL
. . 1.80g 2.40 g sales
Enzimas 0.10 g mucina 0.50 g pepsina pancreatina biliares
0.21 g a-amilasa  0.60 g mucina 0.30 g lipasa
pH 6.8+0.2 1.3+£0.02 8.1+0.2 8.2+0.2
Okara Okara entero Grano de soja
fermentado -

8 B 86 8

8 686

| Digestion oral: se agregd 15 mL de saliva y se incubaron a 37 °C durante 5 minutos

v

Digestion géstrica: se agregd 30 mL de solucidn gastrica y se incubaron a 37 °C durante 2
horas con agitacion constante en oscuridad

A\ R

B8 B 868 6

N N~

Digestion intestinal: se agrego 30 mL de solucion duodenal y 15 mL de solucidn biliar y
se incubaron durante 2 horas en las mismas condiciones

1
| muestra para cada caso |
15

VAN 7 r I ®
= | { I A 4 oy

/ % % \i' De las etapas, gastrica e
~— 1

1
:
intestinal, se separé una !
muestra de cada caso que :
fueron centrifugadas y los !
sobrenadantes se :

1

1

1

1

/—=\ \_/,\ = congelaron a -80 °C
,./ , ,./ , b durante 48 horas.
I\% ,\;I | 8/' % | %/' % <\\ Finalmente se liofilizaron
o A <& Al o a

Se agregd un cultivo en fase estacionaria de L.
plantarum CIDCA 83114 y se incubaron durante 2
horas en las mismas condiciones

5

~

: Se centrifugaron, se :
recuperaron los |

) {{ sobrenadantes que se |
! congelaron y liofilizaron :

Esquema 1.2. Digestion in vitro del okara fermentado, okara entero y granos de soja
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I.2.15. Antioxidantes
I.2.15.1 Compuestos fendlicos totales (TPC)

El contenido de TPC se determindé segun Pinto et al., (2017) con ligeras
modificaciones. Los extractos secos del grano de soja, okara y okara fermentado se
disolvieron en etanol, para lograr una concentracién final de 100 mg/mL. Se mezclaron
50 uL de cada solucién de extracto con 1.25 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu (dilucién
1:10 con agua destilada) y 1 mL de solucién de carbonato de sodio al 7.5% p/v. La mezcla
se incubd a 25 °C durante 30 minutos y se leyd la absorbancia a 765 nm
(espectrofotometro Perkin Elmer UV-vis Lambda 2, Alemania). Los datos de TPC se
expresaron como miligramos equivalentes de acido galico (GAE) por gramo de extracto
seco (mg de GAE/g de extracto seco). Se realizé una curva de calibracion con acido galico

en un rango de concentraciones entre 50 y 600 mg/L.

1.2.15.2. Compuestos flavonoides totales (TFC)

El contenido de flavonoides totales (TFC) se determind utilizando el método de
cloruro de aluminio, segun Pinto et al. (2017). En un matraz de 5 mL, se agregaron 0.5
mL de solucion de extracto (100 mg/mL en etanol), 1.5 mL de metanol, 2.8 mL de agua
destilada, 0.1 mL de solucién de acetato de potasio (1 M) y 0.1 mL de cloruro de aluminio
(10% en metanol). Luego de incubar durante 30 minutos a 25 °C en oscuridad, se leyd la
absorbancia a 415 nm (espectrofotémetro Perkin Elmer UV-vis Lambda 2, Alemania).
Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de rutina (RUE) por gramo de
extracto seco (mg de RUE/g de extracto seco). Se realizé una curva de calibracion con

rutina en un rango de concentraciones entre 10 y 200 mg/L.

I.2.16. Determinacion de antioxidantes /in vitro
1.2.16.1 Ensayo de decoloracion del cation radical ABTS (ABTS**)

La actividad antioxidante se evalué mediante el método de decoloracion de la
solucion ABTS**. En primer lugar, se hicieron reaccionar 50 mL de solucién acuosa de
ABTS** (2 mM) con 200 pL de solucidon de persulfato de potasio (70 mM) (Re et al., 1999).
Esta mezcla se mantuvo en la oscuridad durante al menos 16 horas a 25 °C y se mantuvo

estable en esta forma durante dos dias (Re et al., 1999).
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La solucién ABTS** se diluyd en PBS hasta una absorbancia inicial de 0.700 £ 0.021
a 734 nm. Esta solucién se prepard antes de cada determinacion. Para la evaluacion de
la actividad de secuestro de radicales libres, se agregaron 40 L de extracto en solucién
(100 mg/mL en etanol) a 1.96 mL de solucion ABTS**. Se usé PBS como blanco. Se
determind durante 6 minutos la disminucion de absorbancia a 734 nm
(espectrofotometro Perkin Elmer UV-vis Lambda 2, Alemania) (Pinto et al., 2017). Los
resultados se expresaron en base a la curva de calibracién de Trolox (0.5-0.7 mM), como
micromoles equivalentes de Trolox por gramo de extracto seco (umol TE/g de extracto

seco).

1.2.16.2. Ensayo de la actividad anti radical (DPPH")

Se determind la decoloracion de la solucién radical de DPPH de acuerdo a Pinto et
al. (2017). Para cada determinacién, se agregaron 100 ul de solucién de extracto (100
mg/mL en etanol) a 3.5 ml de solucién de DPPH* (0.06 mM en etanol). La absorbancia
se determind a 516 nm (espectrémetro Perkin ElImer UV — vis Lambda 2, Alemania),
después de 30 minutos de reaccidén en oscuridad a 25 °C, utilizando etanol como blanco.
La actividad secuestrante de radicales libres fue expresada como umol TE/g de extracto

seco, segun la curva de calibracién de Trolox (0.2-1.2 mM).

1.2.16.3. Actividad superoxido dismutasa (SOD) simil (02°*)

Los radicales superdxidos anidnicos (02*) fueron generados por el sistema
NADH/fenazina metosulfato, seglin Pinto et al. (2017). En una placa de 96 pocillos, se
adicionaron 25 uL de soluciones de extracto (100 mg/mL) y 200 uL de una solucién
compuesta por EDTA 0.1 mM, cloruro de tetrazolio nitroblue 62 uM y NADH 98 uM. La
reaccion se inicid por adicion de 25 plL de metosulfato de fenazina (33 uM, que contenia
EDTA 0.1 mM) a cada pocillo. Todas las soluciones se prepararon en PBS 0.1 M. Después
de 5 minutos, se determiné la absorbancia a 550 nm (lector de placas multilabel Victor3
1420, Perkin-Elmer). Como blanco se utilizé buffer PBS en lugar de solucidon de
metosulfato de fenazina. Los datos se expresaron como pmol TE/g de extracto curva de

calibracion de Trolox (4-40 mM).
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I.2.17. Analisis estadistico y reproducibilidad de los resultados

Los experimentos se llevaron a cabo por duplicado utilizando tres cultivos
independientes. Los resultados fueron reproducibles independientemente de los
cultivos utilizados. Para los datos de crecimientos en medio okara se realizé el analisis
de varianza (ANOVA) mediante el programa estadistico GraphPad Prism versiéon 5.01
para Windows (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EE. UU., 2007). El andlisis
estadistico de las determinaciones de antioxidantes se realizé con el software SPSS
Statistics v.20 (IBM SPSS Statistics para Windows, IBM Corp., USA). La comparacion de
medias se realizé utilizando el método de Tukey, y si p<0.05, la diferencia se considerd
estadisticamente significativa. Se determinaron los coeficientes de correlacién de
Pearson (r) para corroborar las relaciones entre TPCy TFC con la actividad antioxidante.

La correlacion fue significativa para p<0.05.
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I.3. RESULTADOS Y DISCUSION

I.3.1. Caracterizacion del okara: entero y desengrasado
En una primera etapa se determind la composicién centesimal del okara tanto

entero como desengrasado. Los resultados se presentan en la Tabla I.2.

Tabla I.2. Composicion centesimal del okara liofilizado: entero y desengrasado

Composicion

Okara entero

Okara desengrasado

centesimal (g/100 g b.s.) (g/100 g b.s.)
Cenizas 1.54 £ 0.67 1.71+£0.75
Proteinas 20.90+1.88 23.25+2.09
Lipidos 13.40+£1.24 3.67+£0.34
Fibra total 54.51+2.43 60.64 +2.70
Humedad 9.64 £ 2.30 10.73 £ 2.69

La composicidon del okara depende principalmente del proceso al que es sometido
para la produccidn de leche de soja o tofu (temperaturas, tiempos de coccidn, si la
produccién se realiza por el método chino o por el japonés), ademads de la humedad
residual de la muestra y de las semillas de soja utilizadas (Redondo-Cuenca et al., 2008;
Mateos-Aparicio et al., 2010). Esta dependencia explica eventuales variaciones en las
composiciones informadas por diferentes autores. La composicién centesimal del okara
entero informada en la Tabla 1.2 fue comparable con la presentada por otros autores (Li
etal.,2012; Vongy Liu, 2016). Como era esperable, el okara desengrasado presentd una
drastica disminucién en la concentracién de lipidos. Ademas, se observé un ligero
incremento en la contribucion de las proteinas y de fibra total como resultado de la
disminucién de los lipidos.

Para evaluar las alteraciones estructurales del okara luego de la extraccién de
lipidos, se registraron espectros FTIR, los cuales se presentan en la Figura 1.3

Los espectros FTIR de okara mostraron diferentes bandas de absorcion (Figura 1.3),
comparables a los informados por otros autores (Mateos-Aparicio et al., 2010; Gao et
al., 2013). La banda ancha en la region 3500-3300 cm™ corresponde a los modos
vibracionales de estiramiento (stretching) de los enlaces O-H y N-H (vOH, vNH) de los
grupos hidroxilo y amina presentes en proteinas. Las bandas de absorcién en la regién
2950-2850 cm™ pueden ser asignadas a los modos vibracionales asociados a las cadenas

hidrocarbonadas de acidos grasos (vCH; y vCH3 simétricos y asimétricos). La banda a
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1745 cm™ corresponde al estiramiento del grupo carbonilo de los acidos carboxilicos de
los lipidos (vC=0). Las bandas a 1650 y 1550 corresponden a los grupos C=N, N-H, C=0
asociados a las estructuras secundarias de proteinas. La region de 1200-900 cm
corresponde esencialmente a la region fingerprint de los azlcares y en ella también
absorbe la banda de amida Il de las proteinas. En esta regién absorben los modos
vibracionales 6COH, vCC, vCOH, asociados a los enlaces glicosidicos (Romano et al.,

2014).

Absorbancia (intensidades relativas)

3500 3000 1750 1500 1250 1000
Numero de onda (cm-")

Figura I.3. Espectroscopia de infrarrojo por transformada
de Fourier (FTIR) del okara liofilizado. (A) okara entero; (B)
okara desengrasado. Los circulos en lineas de puntos
indican las principales diferencias entre ambos espectros.

Las diferencias observadas entre los espectros de okara entero y desengrasado,
estdn relacionadas con las bandas de lipidos y carbohidratos. Para el okara
desengrasado se observé una clara disminucién en la intensidad de las tipicas bandas
estrechas de vCH; correspondientes a las cadenas hidrocarbonadas de los dcidos grasos
(2931 y 2860 cm™). Asmismo, la banda de vC=0 a 1745 cm™, correspondiente al
estiramiento de los grupos carbonilo de los lipidos disminuyé de manera drastica en el
okara desengrasado. Otro cambio notable es un aumento de la intensidad relativa de
las bandas en la region 1200-900 cm™ (regidén fingerprint de los azucares). Esto es
consistente con la mayor contribucién de la fibra en el okara desengrasado, tal como lo

refleja la Tabla I.2.
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I1.3.2. Okara entero y desengrasado como medio de cultivo de L.
plantarum CIDCA 83114

1.3.2.1. Cinéticas de crecimiento. La Figura 1.4 muestra la cinética de
crecimiento de L. plantarum CIDCA 83114 en okara entero, desengrasado y en medio de
cultivo MRS (control), determinada en funcién de la disminucion de pH y de la viabilidad
(recuento en placa). No se observaron diferencias significativas para los
microorganismos crecidos en los tres medios de cultivo (p> 0.05), alcanzando valores
maximos de crecimiento de 12.68 + 0.13, 12.28 + 0.07 y 13.32 + 0.29 log UFC/mL, para
el okara entero, desengrasado y el MRS, respectivamente. Esto demuestra que tanto el
okara entero como desengrasado son tan adecuados como el MRS para el crecimiento
de L. plantarum CIDCA 83114.

Varios autores informaron el crecimiento de lactobacilos en diferentes residuos
agro-industriales. Asi, Vazquez et al., (2011) usaron visceras de tres pescados diferentes
(espada, rayay tiburdn) para formular medios de cultivo. En las condiciones presentadas
por los autores, las bacterias alcanzaron valores maximos de 12.11 + 0.23 log UFC/mLy
valores finales de pH de 4.39, similares a los valores alcanzados en un medio comercial.
Sin embargo, transcurridas las 24 horas de crecimiento se observaron descensos
exponenciales de viabilidad, alcanzando valores finales entre 6.35 + 0.22 a 8.21 + 0.31
log UFC/mL. Por su parte, Charalampopoulos et al., (2002) utilizaron 4 especies del
género Lactobacillus (reuteri, acidophilus, fermentun y plantarum) para fermentar 3
medios de cultivo diferentes, formulados a partir de cereales: malta, cebada vy trigo.
Independientemente del medio utilizado, L. plantarum presentd los valores maximos de
crecimiento respecto del resto de las cepas, alcanzando valores de 10.11 + 0.18, 9.43 +
0.10 y 9.29 + 0.06 (log UFC/mL) para los medios de malta, cebada vy trigo,
respectivamente. Ademas, todos los medios experimentaron descensos de pH de
aproximadamente 2 unidades. De la misma manera, el descenso de pH del medio okara
entero fue de 6.33 + 0.06 a 4.07+0.01, similar al pH del medio control (MRS). Sin
embargo, para el caso del okara desengrasado, el comportamiento no fue el mismo,
mostrando una disminucion de pH de 6.07+0.02 a 4.90+0.05. Charalampopoulos et al.,
(2002) informo que el descenso de pH estd relacionado con el consumo de azucar y la
producién de acido lactico, inclusive durante la fase estacionaria, lo cual contribuye a

una disminucién aun mayor del pH.
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Cinética Crecimiento - L. p/antarum CIDCA 83114

okara okara
entero desengrasado

— —h— Mrs

14-

134

12

114
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Figura 1.4. Cinética de crecimiento de L. plantarum CIDCA 83114 en okara entero
(circulos azules); okara desengrasado (cuadrados rojos) MRS (control) (tridngulos

negros). Simbolos llenos: cinética en funcidn de la viabilidad (log UFC/mL); simbolos
vacios: cinética en funcién del pH.

Sin embargo, otros autores (Espinosa-Martos y Ruperéz, 2009) determinaron que
durante el crecimiento de las bacterias, la produccién de acido lactico no es el Unico
metabolito que contribuye a la disminucién del pH del medio de cultivo.
Microorganismos del género Bifidobacterium son capaces de reducir el pH del medio
debido a la produccién de otros acidos organicos como el acético. La disponibilidad de
diferentes nutrientes en el caso del okara desengrasado podria contribuir al menor
descenso de pH cuando se crece L. plantarum CIDCA 83114.

Debido a la gran disponibilidad del okara, y a que se trata de un subproducto
altamente susceptible de descomposicion y contaminante para el medioambiente, su
utilizacion como medio de cultivo representa una gran ventaja para la produccion de
starters a gran escala, ya que permitiria reducir sustancialmente los costos de
produccién. Se ha informado que ciertas cepas de lactobacilos y bifidobacterias
fermentan el okara, y por esta razon, se ha propuesto al okara como una fuente
potencial de fibra prebidtica (Espinosa-Martos y Rupérez, 2009). En este sentido, estos

autores informaron que dos cepas de L. acidophilus y Bifidobacterium son capaces de
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utilizar los componentes del okara como medio de cultivo ddndole un valor agregado a
este residuo. De la misma manera, en este capitulo quedé demostrado que el okara es
un excelente medio de cultivo para L. plantarum CIDCA 83114, permitiendo un
crecimiento similar al obtenido en MRS (medio comercial) (Figura 1.4). Por esta razén, el
okara podria considerarse una alternativa rica en fibra para la formulacion de nuevos

alimentos funcionales con efecto prebidtico.

1.3.2.2. Efecto de la composicion de acidos grasos a partir del
medio de crecimiento. La composicion de los medios de cultivo determina
fuertemente la composicién de las membranas lipidicas bacterianas (Smittle et al., 1974;
Tymczyszyn et al., 2005), y esta ultima esta relacionada con su estabilidad durante los
procesos de conservacién (Gomez-Zavaglia et al.,, 2000). En este sentido, existe
abundante bibliografia disponible donde se correlaciona la composicidon del medio de
cultivo con la composicién de lipidos de bacterias lacticas (Gautier et al., 2013; Hansen
et al., 2015a; Hansen et al., 2015b; Zotta et al., 2016; Reitermayer et al., 2018).

Los lipidos bacterianos son importantes para mantener la estructura vy
propiedades de la membrana. La membrana celular es el primer sitio de dafio durante
los procesos de deshidratacion bacteriana (congelacién, liofilizacion, secado spray), por
lo que la composicion de acidos grasos es critica en el mantenimiento de la integridad
de la membrana celular (Smittle et al., 1974; Tymczyszyn et al., 2005, 2007a, 2008). En
este sentido, cabe mencionar que la composicién de los dcidos grasos de membrana ha
sido relacionado con la resistencia de algunas especies de lactobacilos (L. delbrueckii) a
la congelacién (Gomez-Zavaglia et al., 2000; Louesdon et al., 2014). Asi, la resistencia a
la congelacidn-descongelacion de cepas con elevado contenido de acidos grasos
insaturados (60-70%) disminuye con el aumento de acidos grasos ciclicos, caracteristicos
de bacterias lacticas (cycC19:0), que desempeiia un papel en el mantenimiento de la
flexibilidad de la membrana celular (Kodicek, 1963). Por el contrario, en cepas con baja
concentracion de acidos grasos insaturados (42-49%), la mayor resistencia a la
congelacidon-desconcelacion estd asociada a mayores niveles de acidos grasos ciclicos.

Teniendo en cuenta la composicion del okara, en particular su composiciéon de
acidos grasos, y el efecto de la composicidon del medio sobre la membrana bacteriana,

se determind la composicion de acidos grasos de los lipidos presentes en el okara, y su
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efecto en la composicion de lipidos de membrana. Cualitativamente, el okara contiene
los mismos acidos grasos que los granos de soja, esto es, C18:2, C18:1, C16:0, C18:3
(Pefialvo et al., 2004). El andlisis cuantitativo reveld la presencia de 54.61% de C18:2,
21.34% de C18:1, 11.57% de C16:0, 7.97% de C18:3. Teniendo en cuenta la relevancia
nutricional de los acidos grasos insaturados, el aceite de okara se puede utilizar para
diferentes aplicaciones, tales como la formulaciéon de emulsiones para la proteccién de
bacterias (Quintana et al., 2018), para el transporte de farmacos, con aplicaciones en la
industria cosmética (Karasulu et al., 2011; Zhang et al., 2011), en la industria alimenticia
para la produccion de mantecas, aderezos para ensaladas, etc. (Latheef, 2012). El
subproducto remanente de extraer los lipidos, okara desengrasado, fue considerado en
este trabajo de tesis.

Considerando el efecto del medio de cultivo sobre la composicién de la membrana
lipidica y la relevancia de ésta en el comportamiento bacteriano frente a los procesos
tecnologicos, la Tabla 1.3 muestra la composicion de acidos grasos de L. plantarum
CIDCA 83114 crecido en okara entero y desengrasado, y en MRS (control). Los
principales acidos grasos de L. plantarum CIDCA 83114 crecido en MRS fueron C16:0,
C18:1y cycC19:0, con una relacion de acidos grasos insaturados/saturados (1/S) de 0.63.
El dcido graso cycC19:0 es tipico de las membranas de lactobacilos, y su funcién esta
estrechamente relacionada con la estabilidad frente a la congelacién/descongelacion
(Smittle et al., 1974; Gémez-Zavaglia et al., 2000). El crecimiento de microorganismos
en okara indujo cambios importantes en la composicion de los acidos grasos,
principalmente debido al aumento de los acidos grasos poliinsaturados (C18:2). Ademas,
la contribucién de otros acidos grasos, como C16:1 y cycC19:0, disminuyé
considerablemente para las bacterias crecidas en okara (entero y desengrasado), al igual
que los acidos grasos C16:0 y C18:1. Como resultado de estas alteraciones, se observd
una inversidon en la relacién I/S para microorganismos crecidos en okara entero y
desengrasado. Ademas, debido a la elevada contribucién de C18:2, la relacidn
poliinsaturados/monoinsaturados (PUFA/MUFA) también aumentd con respecto a los
controles crecidos en MRS (Tabla 1.3). Se ha informado que el crecimiento de bacterias
en medios enriquecidos con acidos grasos insaturados lleva a un aumento en la relacién
I/S, lo que evita un elevado empaquetamiento de los lipidos, aumentando asi la fluidez

de membrana (Muller et al., 2011; Hansen et al., 2015a). Hansen et al. (2015a)
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informaron que la adicién de 10 mg/L de C18:2 al medio de cultivo promueve su
incorporacion a las membranas bacterianas. En funcidn de esta informacion, se tomaron
las siguientes consideraciones:

(i) el okara desengrasado presenté una concentracién de lipidos de 3.67+0.34
g/100 g b.s. (Tabla 1.2),

(i) las bacterias se crecieron en suspensiones de okara al 5% p/v (Materiales y
Métodos seccion 1.2.5.2) y

(iii) los acidos grasos de okara contenian 54.61% de C18:2.

A la luz de estas consideraciones, se realizd un calculo que permitié determinar
gue los microorganismos crecidos en okara desengrasado fueron crecidos en presencia
de 1 mg/mL de C18:2. Esta concentracion fue mayor que la informada por Hansen et al.
(2015a), permitiendo asi, explicar el aumento de la proporcion de PUFA/MUFA en
microorganismos crecidos en okara desengrasado (Tabla I.3). El mismo razonamiento
puede ser realizado para los microorganismos crecidos en okara entero, lo que explica
las alteraciones observadas en la composicién de acidos grasos.

Tabla 1.3: Composicidn de acidos grasos de L. plantarum CIDCA 83114 crecido en MRS, okara
entero y desengrasado.

Acidos Grasos Okara entero Okara desengrasado MRS

C14:0 2.01+0.10 (a)? 1.00 + 0.05 (a) 4.68 +0.23 (a)
C16:0 25.83+1.29 (a) 21.10+1.06 (a) 31.75+ 1.59 (b)
c16:1 n.d.> 0.63 £0.03 (a) 6.91 +0.35 (b)
C18:0 11.08 +0.56 (a) 6.93 £0.35 (b) 4.83+0.24 (b)
c18:1 16.94 £ 0.85 (a) 20.00 + 1.00 (b) 30.09 + 1.52 (b)
c18:2 44.14 +2.21 (a) 47.32 +2.37 (b) 0.67 £0.03 (c)
cycC19:0 n.d. 0.49 +0.02 (a) 18.78 +0.94 (b)
I/s¢ 1.57 2.30 0.63
PUFA/MUFA® 2.61 2.29 0.02

3E| analisis de varianza se realizé para cada acido graso de manera individual (es decir, por
linea). Letras diferentes (a,b,c,d) indican diferencias estadisticamente significativas para cada

acido graso.

n.d®, no detectado. 1/S% relacién insaturados/saturados. Los acidos grasos insaturados
incluyen C16:1, C18: 1 y C18:2. Los acidos grasos saturados incluyen C14:0, C16:0, C18:0 y
cycC19:0. PUFA/MUFAY: relacién poliinsaturados/monoinsaturados. Los &cidos grasos
poliinsaturados incluyen C18:2 y los acidos grasos monoinsaturados incluyen C16:1y C18:1.

54



Capitulo | |

1.3.3. Efectos de los procesos de deshidratacion sobre la recuperacion
y almacenamiento bacterianos

1.3.3.1. Viabilidad luego del proceso. En un paso posterior, se evalud el efecto
del medio de cultivo y de deshidratacién sobre la recuperacion de L. plantarum CIDCA
83114 luego de ser liofilizados o secados en spray. Los microorganismos liofilizados (en
presencia y en ausencia de sacarosa), siendo la sacarosa un agente con capacidad
protectora ampliamente reconocida (Leslie et al., 1995; Gomez Zavaglia et al., 2003),
tuvieron una aw mas baja que los secados en spray, y las bacterias crecidas en okara

(entero y desengrasado), valores mas bajos que las crecidas en MRS (Tabla 1.4).

Tabla 1.4. Actividad de agua de L. plantarum CIDCA 83114 crecida en okara
(entero y desengrasado) y en MRS, luego de ser liofilizados (sin y con 250 mM
de sacarosa) o secados en spray.

. . Condiciones de
Medio de cultivo . .. aw
deshidratacion

Liofilizacion 0.2544 +0.0011

Okara entero Liofilizacién con sacarosa 0.2466 + 0.0023
Secado en spray 0.3754 £ 0.0018

Liofilizacion 0.2635 +0.0012

Okara desengrasado Liofilizacion con sacarosa 0.2525 +0.0014
Secado en spray 0.3904 +0.0017

Liofilizacidn 0.4141 +£0.0010

MRS Liofilizacidn con sacarosa 0.2884 + 0.0005

Secado en spray 0.4772 +0.0019

2Actividad de agua después del tratamiento.

Por su parte, las bacterias crecidas en okara entero fueron las que mostraron la
menor pérdida de viabilidad después de la liofilizacidon en ausencia de sacarosa (grupos
de barras a la izquierda en la Figura 1.5). El valor log N/No para las bacterias crecidas en
okara desengrasado fue significativamente menor (p<0.05), y comparable con el de las
bacterias crecidas en MRS y resuspendidas en PBS (p>0.05). La adicion de sacarosa en
los medios de deshidratacion mejoré la recuperaciéon de microorganismos crecidos en
okara desengrasado y MRS después de la liofilizacién (p<0.05) y no tuvo un efecto
significativo sobre las bacterias crecidas en okara entero (p>0.05) (grupo de barras del

medio). Es interesante observar que cuando las bacterias fueron liofilizadas en presencia

55



Capitulo | |

de sacarosa, el medio de crecimiento previo a la deshidratacién no tuvo efecto
significativo sobre la viabilidad (p>0.05) (grupo barras del medio). En el proceso de
secado en spray, la pérdida de viabilidad para los microorganismos crecidos en okara
entero y desengrasado fue significativamente menor que la de las bacterias crecidas en
MRS y resuspendidas en PBS (p<0.05) (grupo de barras de la derecha), lo que indica que
la composicidon del medio de deshidrataciéon (okara u okara desengrasado) ejerce un
efecto protector durante el secado en spray. La composicion del medio de
deshidratacién es un factor determinante al momento de ejercer proteccién sobre las
bacterias. Yonekura et al. (2014) informaron los cambios de viabilidad de Lactobacillus
acidophilus al momento de deshidratarla por secado en spray con medios
encapsulantes, tales como alginato de sodio, quitosano y carboximetil celulosa. Los
autores observaron una pérdida de viabilidad significativa para las bacterias secadas en
quitosano, con un descenso de viabilidad de 3.5 + 0.23 UFC/mL, y una pérdida en menor
medida para las secadas en alginato de sodio, con un descenso de viabilidad 1.0 + 0.13
UFC/mL. El Unico medio de deshidratacién que no mostré cambios significativos fue el
medio con carboximetil celulosa. Bustos y Bérquez (2013) informaron descenso de la
viabilidad de Lactobacillus plantarum al ser deshidratada en prescencia de goma ardbiga
y pectina. El medio con proteina de suero fue el Unico que no mostré diferencias

significativas de viabilidad luego de someterlo al proceso de secado.
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Figura 1.5. Log N/No de L. plantarum CIDCA 83114 crecido en okara entero (barras
azules), okara desengrasado (barras rojas) y en MRS (barras grises) después de la
liofilizacidn en ausencia de sacarosa (grupo de la izquierda), liofilizacién en presencia
de sacarosa (grupo del medio) y secadas en spray (grupo de la derecha). Ng
corresponde a recuentos en placa de cultivos frescos en fase estacionaria antes de
cada tratamiento. Este valor fue de 13.60+0.30 log UFC/mL para el okara entero,
13.35+0.53 log UFC/mL para el okara desengrasado y 13.68+0.42 log UFC/mL para
MRS. N corresponde a los recuentos en placa inmediatamente después de cada
tratamiento (log UFC/mL). Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05).
También se analizo el efecto del medio de cultivo en los procesos de conservacion.
Los microorganismos crecidos en okara entero no mostraron diferencias significativas
en los valores de Log N/No luego de los tres tratamientos (p> 0.05) (Figura 1.5, barras
azules). A su vez, para las bacterias crecidas en okara desengrasado y en MRS (barras
rojas y grises, respectivamente), el secado en spray y la liofilizacion en presencia de
sacarosa fueron significativamente menos perjudiciales que la liofilizacién en ausencia
de sacarosa (p<0.05). Estos resultados indican que la composicién lipidica de L.
plantarum crecidas en los tres medios diferentes fue un factor determinante al
momento de someterse al proceso de liofilizacion. La composicion lipidica de L.
plantarum crecidos en okara entero presentd porcentages diferentes en cada grupo de
acidos grasos respecto a los microorganismos crecidos en okara desengrasado, y es

posible que estos cambios hayan provocado un mayor efecto protector al momento de

congelar los medios para deshidratarlos por liofilizacién. Como ya se nombré
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anteriormente, la composicion lipidica juega un rol importante en la resistencia de las
bacterias a los procesos de congelacién, y estos cambios observados en los diferentes
medios influyd en la respuesta de L. plantarum a este proceso de congelacién. Al agregar
un agente protector, como en el caso de las muestras liofilizadas con sacarosa, no se
observaron diferencias en ninguno de los casos. Por su parte, al momento de
deshidratar las muestras por secado por spray, la matriz okara (entera o desengrasada)

protegidé de la misma manera a los microorganismos durante el proceso de secado.

I1.3.3.2. Viabilidad de L. plantarum CIDCA 83114 durante el
almacenamiento.

La pérdida de viabilidad de L. plantarum CIDCA 83114 durante el almacenamiento
a 4°C se muestra en las Figura 1.6 (A, By C). El proceso de deshidratacidn por liofilizacion
en ausencia de sacarosa fue el proceso mas perjudicial para L. plantarum CIDCA 83114
crecido en los tres medios de cultivo (Figura 1.6 A). Luego de 90 dias de almacenamiento
a 4 °C, la viabilidad de los microorganismos crecidos en okara entero y desengrasado
descendié 4.62+0.25 y 2.65+0.06 unidades logaritmicas, respectivamente, con respecto
a la viabilidad obtenida inmediatamente después de la liofilizacidén, considerada como
No (tiempo 0). Se observd un efecto significativamente mas perjudicial para los
microorganismos crecidos en MRS (p<0.05), con una disminucién de 7.10+0.14 unidades
logaritmicas al cabo de los 90 dias de almacenamiento a 4 °C. La adicién de sacarosa al
medio de deshidratacién tuvo un efecto protector durante el almacenamiento en las
tres condiciones analizadas (Figura 1.6B). En esta condicidn, los microorganismos
crecidos en okara entero y desengrasado no mostraron una disminucién significativa de
la viabilidad con respecto a los valores obtenidos inmediatamente después de la
liofilizacién (p>0.05). Aunque la viabilidad de los microorganismos crecidos en MRS
disminuyé significativamente durante el almacenamiento (p<0.05), esta disminucién fue
menor que la observada para las bacterias crecidas en MRS vy liofilizadas en ausencia de
sacarosa (Figura I.6A). A su vez, el secado en spray resulté un proceso adecuado para
estabilizar las bacterias crecidas en okara entero y desengrasado durante los 90 dias a 4
°C (Figura 1.6C). En esta condicidn, no se observo una pérdida significativa de la viabilidad
para bacterias crecidas en okara entero (p<0.05), y en el caso de las bacterias crecidas

en okara desengrasado se observé una pérdida de 2.71+0.22 unidades logaritmicas. Las
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bacterias crecidas en MRS y secadas en spray mostraron la mayor caida de viabilidad
para este proceso (4.15+0.66 unidades logaritmicas) después de 90 dias de

almacenamiento.
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Figura 1.6 (A, B y C). Log N/No de L. plantarum CIDCA 83114 durante el
almacenamiento. No: viabilidad obtenida inmediatamente después de cada
proceso de conservacién (en log UFC/mL) y corresponde a los valores de N
utilizados en la Figura I.5. N: viabilidad a tiempo t (log UFC/mL). Circulos azules
llenos: bacterias crecidas en okara entero; Cuadrados rojos: bacterias crecidas en
okara desengrasado; Triangulos negros: bacterias crecidas en MRS. (A) Liofilizacién
en ausencia de sacarosa; (B) Liofilizacién en presencia de sacarosa (C) Secado en
spray. Las lineas de puntos representan las regresiones matematicas (Tabla I.5). En
los casos en que no hubo descensos significativos de la viabilidad (Tabla 1.5), los
valores experimentales fueron conectados sin regresién alguna.

Es sabido que los compuestos polihidroxilados, principalmente azucares y fibra, se
usan generalmente como compuestos protectores durante la liofilizacién, secado en
spray y almacenamiento de bacterias lacticas (Tymczyszyn et al., 2008; Santos et al.,
2014; Romano et al., 2015). La fibra y los oligosacaridos presentes en okara podrian
mejorar la capacidad de las bacterias para superar los procesos de liofilizacién y secado
en spray y por otra parte, estabilizar a los microorganismos durante el almacenamiento
(Figura 1.6) (Hincha et al., 2003; Sosa et al., 2016). La adicion de sacarosa en el medio de
deshidratacion mejord la recuperacion de microorganismos crecidos en okara
desengrasado y en MRS (Figura 1.6B), el cual fue un resultado esperado teniendo en
cuenta el efecto protector de la sacarosa durante la preservacion de bacterias lacticas
(Tymczyszyn et al., 2007a). En este sentido, es importante mencionar que aunque hay
articulos recientes que informan sobre el metabolismo de la sacarosa en cepas de L.

plantarum (Chen et al., 2014; Mendoza-Llerenas et al., 2016), en este capitulo, L.
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plantarum CIDCA 83114 no estuvo expuesto a sacarosa durante su crecimiento. Por lo
tanto, puede concluirse que la sacarosa no es hidrolizada y actia como un agente
protector.

El ajuste matemadtico de los graficos de almacenamiento (Tabla I.5) permitid la
descripcién de tres grupos diferentes:

(a) sin descenso significativo de la viabilidad después de 90 dias de almacenamiento:
este grupo incluyd bacterias crecidas en okara entero, liofilizados en presencia de
sacarosa o secadas por spray, y microorganismos crecidos en okara desengrasado y
liofilizados en presecia de sacarosa (Figura 1.6 y Tabla I.5).

(b) Descenso lineal de la viabilidad luego de 90 dias de almacenamiento: este grupo
incluyd bacterias crecidas en okara vy liofilizadas en ausencia de sacarosa, y aquellas
crecidas en MRS, liofilizadas en presencia o ausencia de sacarosa (Tabla I.5). La
ecuacion |.5 describe el comportamiento de este grupo.

(c) Descenso no lineal de la viabilidad luego de 90 dias de almacenamiento: en este
grupo se encuentran las bacterias crecidas en okara desengrasado liofilizados en
ausencia de sacarosa o secadas en spray, y bacterias cultivadas en MRS y luego
secadas en spray (Tabla I.5). La ecuacion 1.6 describe el comportamiento de este
grupo.

Para los productos que contienen probidticos, la legislacion nacional (Cédigo
Alimentario Argentino art 1839; Resolucién Conjunta 261/2011 y 22/2011) vy las
diferentes legislaciones internacionales (Aquilina et al., 2013; Hill et al., 2014;
Phuapaiboon et al., 2013; Tripathi y Giri, 2014) han establecido una viabilidad bacteriana
de al menos 10°-107 UFC/g al momento de ser consumidos . Los pardmetros k (constante
de velocidad de inactivacion bacteriana) obtenidos de las ecuaciones 1.5 y I.6 (Tabla 1.5)
representan herramientas importantes para calcular valores de viabilidad bacteriana en
este tipo de productos durante su almacenamiento y en funcidon de los resultados
obtenidos es posible concluir que las matrices de okara resultaron adecuadas para
estabilizar L. plantarum CIDCA 83114 en las condiciones de almacenamiento

establecidas, aumentando de esta manera la vida Util de este subproducto.
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Tabla I.5. Constantes de velocidad de inactivacién de L. plantarum CIDCA 83114 crecida en
okara (entero y desengrasado) y en MRS, luego de ser liofilizados (sin y con 250 mM de sacarosa)
o secados en spray.

MODELOS
Medio de Condiciones de  Sin disminuciéon
Cultivo deshidratacion significativa de Lineal® No lineal®
viabilidad
Liofilizacion k: 0.053 dias™
(R%:0.9618)
Liofilizacion
Okara entero X¢
con sacarosa
Secado en X
spray
k: 0.04254 dias™
Liofilizacion A:2.994
(R%:0.9239)
Okara Liofilizacion X
desengrasado con sacarosa
secado en k:0.03561 dias™
— A:2.881
(R%:0.9536)
Liofilizacion k:0.0780 dias™
(R%:0.9419)
Liofilizacion k:0.035 dias™
MRS con sacarosa (R%:0.9622)
Secado en k:0.1216 dias™
spray A:4.082
(R%:0.9193)

2El ajuste lineal estd dado por la Ecuacion 1.5: Log N/No= -kt, donde N= UFC/mL, donde No= UFC/mL en el
momento igual a to, t = tiempo de almacenamiento en dias; k = constante de inactivacién bacteriana, en
dias™. PEl ajuste no lineal est4 dado por la Ecuacién 1.6:y = -A e*t+ A, donde N = UFC/mL a tiempo t; No =
UFC/mL a tiempo O; t = tiempo de almacenamiento expresado en dias, k = constante de inactivacién
bacteriana en dias?; A = valor de Log N/No una vez que alcanzé valores constantes. °X indica las
condiciones en las que no se observé una disminucion significativa de la viabilidad durante el
almacenamiento.

1.3.4. Propiedades antioxidantes del okara fermentado con L.

plantarum CIDCA 83114

Las propiedades antioxidantes del okara fermentado con L. plantarum CIDCA
83114 se determinaron comparando los valores del okara entero con los del grano de
soja. Coulibaly et al., 2008 informaron que la pérdida de viabilidad bacteriana esta
asociada a un efecto combinado de la temperatura y la oxidacién de los componentes
celulares. Esta oxidacion se debe a que la exposicion de productos deshidratados al
oxigeno estimula la produccidon de ROS (especies reactivas al oxigeno), los cuales son

téxicos para las células vivas (Kashmiri y Mankar, 2014; Tripathi y Giri, 2014; Santos-
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Sanchez et al., 2019). Los ROS son altamente reactivos y causan el dafio oxidativo de
proteinas, lipidosy DNA, lo que conduce a la pérdida de su funcidn y, en Ultima instancia,
la muerte celular (Ortiz et al., 2012). Entre los mecanismos de accidon de los
antioxidantes, se encuentra su capacidad secuestrante de radicales libres, lo que reduce
el dafio oxidativo sobre las bacterias (Namiki. 1990). Por la importante funcion de estos
compuestos es que en este trabajo de tesis se consideré oportuno investigar las
propiedades antioxidantes del okara y del okara fermentado, usando al grano de soja

como control.

1.3.4.1 Puesta a punto de la extraccion de fitoquimicos.

En una primera fase, se evaluaron diferentes mezclas de solventes para extraer los
fitoquimicos presentes en el okara molido. Se estudid en qué proporciones de
etanol:agua la extraccion de compuestos antioxidantes era la mas eficiente. A partir de
los resultados obtenidos se elegi6 una de las mezclas de solventes para las
determinaciones en las tres muestras estudiadas (okara fermentado, okara y grano de
soja molido).

Luego de realizar la extraccion segun lo explicado en Materiales y metodos,
seccién 1.2.13 y una vez removidos los excedentes de etanol en rotavapor y los de agua
por liofilizacién, se obtuvieron las muestras presentadas en la Figura 1.7, donde se puede

observar que a mayor proporcion de etanol, mas liquido es el extracto.

Figura 1.7. Extractos de okara con diferentes mezlcas etanol:agua. De
derecha a izquierda: 100% etanol, etanol:agua 80:20, etanol:agua 50:50 y
100% agua.
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Cada muestra fue sometida a todos los ensayos descritos en materiales y métodos
(TPC, TFC, ABTS®**, DPPH* y 0;°). En la Figura 1.8 se presentan los resultados de
compuestos fénolicos totales (TPC) y compuestos flavonoides totales (TFC) para cada

uno de los extractos.
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Figura 1.8. TPC y TFC en muestras de okara, usando diferentes relaciones de
etanol:agua como solvente de extraccion. Barras azules: TPC; Barras rojas: TFC

Los mejores rendimientos de extraccion se obtuvieron para el grupo
correspondiente al extracto obtenido utilizando etanol:agua 80:20 (Extracto 80), tanto
para los valores de TPC como de TFC, seguido por el extracto obtenido utilizando
etanol:agua 50:50, con valores significativamente menores (p<0.05). Cuando se
realizaron los ensayos del cation radical ABTS (ABTS®*), actividad anti radical (DPPH®) y
capacidad secuestrante de radicales O;* in vitro se observd un panorama similar, tal
como se observa en la Figura 1.9.

Al igual que en los otros ensayos, el grupo que mostré mejores resultados fue el
correspondiente al extracto etanol:agua 80:20 (Extracto 80). En este caso, se observaron
valores superiores de 0" en el extracto 100% etanol y valores similares de DPPH* que
el extracto etanol:agua 80:20, pero hubo una diferencia significativa en el ensayo de
ABTS** entre ambos grupos. El grupo 50:50 también mostré valores similares al grupo
80:20, pero una diferencia significativa en cuanto a sus valores de O,"". En este sentido,

el grupo 80:20 dio lugar a valores superiores al resto de las condiciones establecidas,

64



Capitulo | |

para la mayoria de los ensayos. Por esta razon, se decidié usar esta proporcion (80:20

etanol:agua) para hacer la extraccion en las muestras de interés de este trabajo de tesis.

Okara (ensayos antioxidantes in vitro)

DPPH' /ABTS™

Figura 1.9. Determinacion in vitro de ABTS®*, DPPH® y capacidad
secuestrante de radical 0" Los fitoquimicos fueron extraidos usando
diferentes proporciones de etanol:agua como solvente de extraccion. Barras
azules: ensayos de DPPH*; Barras rojas: ensayos de ABTS®*; Barras grises:
ensayos de 03"

Como se menciond anteriormente, se estudid el okara fermentado y el okara sin
fermentar, y se lo compard con los granos de soja. Las tres muestras fueron sometidas
a diferentes condiciones:

A- Etanol:agua 80:20;

B- Simulacion de digestion gastrica;

C- Digestion instestinal

D- Digestidn intestinal seguido de adicionado de L. plantarum CIDCA 83114 (sélo

para muestras de granos de soja y okara entero).

En total se obtuvieron 11 muestras (Figura 1.10), que fueron preparadas para la

determinacién de TPC, TFC, y compuestos antioxidantes.
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Figura 1.10. Muestras de granos de soja, okara entero y fermentado, sometidas a los
diferentes tratamientos. 1 — Extracto de grano de soja; 2 — Extracto de okara entero; 3 —
Extracto de okara fermentado; 4 — Digestidn gastrica del grano de soja; 5 — Digestidn gastrica
del okara entero; 6 — Digestion gastrica del okara fermentado; 7 — Digestidn intestinal del
grano de soja; 8 — Digestion instestinal okara entero; 9 — Digestion intestinal okara
fermentado; 10 — Digestidn intestinal del grano de soja con adicidn de bacterias; 11 —
Digestion intestinal del okara entero con adicién de bacterias.

1.3.4.2 Compuestos antioxidantes

1.3.4.2.1. Compuestos fendlicos totales (TPC). En la Figura .11 se puede
observar el contenido de TPC del okara fermentado, okara enteroy granos de soja, luego
de la extraccién con etanol:agua 80:20, asi como después de la exposicidn a condiciones
gastricas e intestinales simuladas, en presencia o ausencia L. plantarum CIDCA 83114.
La extraccion con etanol:agua (80.20) de okara entero mostré los valores mas
elevados, aun mayores que los granos de soja y el okara fermentado (Figura 1.11, barras
azules). Algunos autores informaron que los granos de soja tienen mas del doble de la
cantidad de TPC que el okara (Ambawat y Khetarpaul, 2018). Sin embargo, la
composicion fendlica de la soja y sus subproductos varia en funcién de la especie, el
cultivo, estacién, las condiciones geograficas y ambientales, la madurez de grano, la
temperatura de procesamiento, y también en funcion del proceso de extraccion y de los
métodos de analisis (Ma et al., 2014; Rodriguez-Roque et al., 2013; Freitas et al., 2018).
En este sentido, un calentamiento excesivo durante el proceso de produccién de leche
de soja a partir del cual se genera el okara, podria contribuir a solubilizar compuestos
bioactivos de la matriz de la soja. Por su parte, las celulosas y hemicelulosas presentes
en la soja y el okara pueden interactuar con los compuestos fenélicos, y el tratamiento
térmico lleva a la degradacidn de las fibras, lo cual facilita la liberacién de compuestos

fendlicos (Ma et al., 2014; Freitas et al., 2018). En cuanto al extracto etandlico del okara
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fermentado, no mostré aumentos en los valores de TPC. Recientemente, Sanjukta et al.,
2015 informaron que la fermentacion de la soja genera un elevado aumento de los
contenidos fendlicos (hasta un 78%). Esta aparente inconsistencia podria estar
relacionada con el material de partida (fermentacion de soja en lugar de fermentacién
de okara), pero principalmente con la cepa bacteriana utilizada. Sanjukta et al., 2015
emplearon Bacillus subtilis, que pertenece a un género y especie diferentes al L.
plantarum utilizado en este trabajo de tesis, siendo responsables del grado vy

especificidad de liberacidon de compuestos fendlicos.

TPC

mg ac. galico/g extracto seco

Figura 1.11. Compuestos fendlicos totales (TPC) para el okara fermentado, el
okara y el grano de soja. Barras azules: extractos obtenidos con la mezlca
etanol:agua 80:20; Barras rojas: muestras sometidas a digestion gdstrica; Barras
grises: muestras sometidas a digestidon intestinal; Barras verdes: digestion
intestinal con el agregado de L. plantarum CIDCA 83114. Letras diferentes (a,b,c)
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

La disminucion de TPC del okara entero en condiciones gdstricas (Figura 1.11,
barras rojas) podria ser el resultado de la exposicion a pH bajo y a la pepsina, que puede
facilitar la liberacion de algunos compuestos fendlicos unidos a carbohidratos,
haciéndolos mds bioaccesibles. Sin embargo, la fibra representada por las celulosas y las
hemicelulosas presentes tanto en la soja como en okara, también podria interactuar con

los compuestos fendlicos, limitando su bioaccesibilidad. El balance entre estos dos

67



Capitulo | |

factores da como resultado una ligera disminucién de TPC en las condiciones gastricas
tanto para la soja como para el okara. En este sentido, Velderrain-Rodriguez (2016)
informé que la fibra dietaria interactia con los grupos hidroxilo de los compuestos
fendlicos a través de enlaces no covalentes, tales como puentes de hidrégeno,
interacciones electrostaticas y fuerzas de van der Waals. Teniendo en cuenta que el
numero y la conformacion de los grupos hidroxilo determina la capacidad antioxidante
de los compuestos fenélicos, su interaccidn con la fibra alimentaria no sélo podria limitar
su absorcidn, sino que también evitaria que estos grupos estabilicen a los radicales libres
(Velderrain-Rodriguez et al., 2016 ).

Es interesante observar que los extractos etandlicos del okara fermentado (Figura
1.12, barras azules) tuvieron un TPC significativamente inferior al de los granos de soja
y el okara. Sin embargo, cuando se expusieron a condiciones gastricas, dicho contenido
fue comparable con el de las otras muestras expuestas a las mismas condiciones. La
recuperacién de TPC después de la digestion gdstrica presentd un porcentaje de 79%
(okara) y 89% (soja) con respecto a los extractos etandlicos de las muestras. Se
informaron resultados similares para compuestos fendlicos liberados a partir de harina
de soja (subproducto de la produccion de aceite de soja) después de la digestion géstrica
(Freitas et al., 2018). Sin embargo, ha sido publicado que la digestion gastrica de la leche
de soja aumenta el contenido de compuestos fendlicos de 70 - 152% (Ma et al., 2014;
Rodriguez-Roque et al., 2013). Esto permite suponer que la extraccién de compuestos
fendlicos después de la digestion se lograria principalmente durante la fase gastrica. La
exposiciéon a bajo pH y actividad enzimatica (pepsina) favorece la hidrdlisis de los
compuestos fendlicos unidos a otros componentes de la matriz (proteinas,
carbohidratos, celulosas, lignina), mejorando asi su extraccion (Ma et al., 2014;
Rodriguez-Roque et al., 2013; Freitas et al., 2018). En base a estos resultados, la
liberaciéon de compuestos fendlicos durante la digestidn gastrica dependeria del pHy de
la matriz del alimento.

Luego de la exposicion a condiciones intestinales, el TPC disminuyd
significativamente en todas las muestras (un 32% en el grano de soja y 45% en el okara
respecto al extracto etanol:agua) y no se observaron diferencias en el contenido fendlico
entre los tres casos. Diferentes autores informaron resultados similares (Ma et al., 2014;

Rodriguez-Roque et al., 2013; Freitas et al., 2018) con respecto al contenido fendlico de
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la harina de soja y de la leche de soja después de la digestidn intestinal en comparacién
con la fase gastrica. Por su parte, la incorporacion de L. plantarum CIDCA 83114 al medio
intestinal no tuvo influencia en el TPC de la soja y el okara (Figura 1.11, barras verdes).
Los compuestos fendlicos son altamente inestables en las condiciones alcalinas del
intestino delgado. En tales condiciones, las estructuras vegetales se degradan, lo que
favorece la liberacion de compuestos fendlicos presentes en la soja y el okara, de
diferentes formas como por ejemplo acido p-hidroxibenzoico, acido salicilico, acido p-
cumdrico y acido ferudlico (Kim et al., 2006). El ambiente intestinal promueve diferentes
alteraciones en la estructura quimica/peso de los compuestos fendlicos (hidrolisis,
oxidacion, epimerizacion e incluso degradacién), lo que afecta su biodisponibilidad

(Bermudez-Soto et al., 2007; Bouayed et al., 2011).

1.3.4.2.2. Contenido total de flavonoides (TFC). En la Figura .12 se presentan
los valores de TFC para los extractos etandlicos de okara fermentado, okara y grano de
soja, asi como los valores correspondientes luego de la digestidn gastrointestinal in vitro.
Con respecto a los extractos obtenidos antes de la digestion, el okara mostré los valores
de TFC mdas elevado (Figura 1.12. Barras azules), siendo incluso mas altos que los
obtenidos para los granos de soja. El caracter hidrofdbico de los flavonoides explica los
valores observados para el grano de soja y el okara. Debido a que la leche de soja se
obtiene mediante una extraccién acuosa, los compuestos hidrofébicos como los
flavonoides (e.g., isoflavonas de soja) no pueden ser extraidos con eficacia. Esto explica
por qué los valores de TFC son normalmente bajos para la leche de soja. El TFC mas alto
observado para el okara puede explicarse considerando que después de la extraccién,
los flavonoides permanecieron mas concentrados en el subproducto restante (okara).

Por ultimo, la fermentacién de okara no incrementé las concentraciones de flavonoides.
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Figura 1.12. Compuestos flavonoides totales (TPC) para el okara fermentado, el
okara y el grano de soja. Barras azules: extractos a partir de mezlca etanol:agua
80:20; Barras rojas: muestras sometidas a digestion gastrica; Barras grises:
muestras sometidas a digestidn intestinal; Barras verdes: digestion intestinal con
el agregado de L. plantarum CIDCA 83114. Letras diferentes (a,b,c,etc) indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Luego de la exposicion a condiciones gastricas simuladas, el contenido de TFC fue
mayor para el okara (no fermentado y fermentado) que para la soja. La disminucién de
TFC para los granos de soja fue la mas drastica, en comparacidon con los valores iniciales
(35%) (Figura 1.12, granos de soja, barras rojas). Es interesante observar que aunque el
okara fermentado tuvo un TFC mds bajo que las otras dos muestras en los extractos
iniciales, la exposicion a las condiciones gastricas condujo a un aumento de la TFC,
alcanzando valores comparables a los del okara no fermentado expuesto a las mismas
condiciones (Figura 1.12, okara y okara fermentado). Ha sido informado que el
contenido de flavonoides en la harina de soja (analizados por HPLC) disminuye 21.6%
durante la fase gastrica (Freitas et al., 2018). Otros autores observaron un aumento de
TFC en la leche de soja después de la digestion gastrica (de 4 a 33%) (Ma et al., 2014;
Rodriguez-Roque et al., 2013). Tal como se explicé anteriormente, las caracteristicas de
la matriz podrian ser determinantes a la hora de explicar diferencias entre los resultados
obtenidos y los publicados en bibliografia.

Finalmente, la exposicién a condiciones intestinales llevd a una disminucion

drastica (>97%) de TFC en las tres muestras (Figura 1.12, barras grises-flechas grises). La
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presencia de jugos intestinales y bilis podria haber afectado la estabilidad de los
flavonoides de soja en el medio intestinal. Ha sido publicado que el contenido de
flavonoides en harina de soja se redujo hasta el 57.93%, en comparacion con la digestion
gastrica (Freitas et al., 2018). Asimismo, la presencia de L. plantarum CIDCA 83114 en el
medio intestinal no dio lugar a diferencias significativas en comparacién con las
muestras expuestas al medio intestinal en ausencia de bacterias (Figura 1.12, barras
verdes-flechas verdes).

La concentracién de compuestos fendlicos totales, determinada como TPCy TFC,
después de la exposicion a las fases gastrica e intestinal, asi como a la digestidon intestinal
con el agregado de L. plantarum CIDCA 83114 fueron significativamente mas bajas que
las determinadas en los extractos etandlicos antes de la digestidn. Los flavonoides
parecen estar mas afectados (-99%) por las condiciones intestinales severas que los
compuestos no flavonoides (reduccion de entre 40-56%). Un trabajo previo informé que
la extraccién quimica (con solventes organicos) podria llevar a una sobreestimacién de
la disponibilidad de compuestos fendlicos, en comparacién con la extraccion
gastrointestinal (Bouayed et al., 2011). El tracto gastrointestinal puede considerarse
como un extractor en el que tanto la accion mecanica como la accién quimica
contribuyen a la extraccién de compuestos fendlicos. Sin embargo, las concentraciones
de compuestos extraibles fueron significativamente mas bajas en comparacién con las
obtenidas por extraccion quimica (usando etanol:agua 80:20), lo que indica una
liberacion incompleta o degradacidon de compuestos fendlicos (Bouayet et al., 2011). Los
compuestos fendlicos de soja y sus subproductos generalmente se extraen utilizando
diferentes solventes orgdnicos (etanol, metanol, acetona, etc.) o en combinacidn con
agua en diferentes proporciones (Jankowiak et al., 2014; Kumar et al., 2010; Freitas et
al., 2018). En general, los contenidos de compuestos fendlicos obtenidos de las
extracciones con agua son inferiores a los obtenidos con solventes organicos. Tal como
se mostré en este trabajo de tesis (Figural.12), la mezcla etanol:agua 80:20 permitié la
extraccion de hasta 2.52 veces mdas compuestos fendlicos que el agua (100%). Otros
autores obtuvieron resultados similares (Jankowiak et al., 2014). Cuando se usa agua,
las agliconas no se solubilizan, y la unién entre las isoflavonas glicosiladas y la matriz no

se ve afectada. El etanol promueve la liberacion de compuestos fendlicos y reduce la
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coextraccion de otros componentes, lo que conduce a mayores rendimientos y pureza

(Jankowiak et al., 2014).

1.3.4.2.3. Actividad antioxidante in vitro. El contenido fendlico del material
vegetal estd relacionado con su actividad antioxidante (Ambawat et al., 2018; Kumar et
al., 2010; Ma et al., 2014). Las Figuras 1.13, 1.14 y 1.15 muestran la evolucién de la
actividad antioxidante de los extractos etandlicos y después de la digestion
gastrointestinal in vitro, de acuerdo a los ensayos ABTS**, DPPH* y O,*’, respectivamente.
La actividad antioxidante maxima se observo para el okara entero y los granos de soja,
mientras que el okara fermentado mostré los valores mas bajos independientemente
del ensayo. Por el contrario, el agregado de L. plantarum luego de la digestién intestinal
de los granos de soja incrementé la capacidad de secuestrar radicales DPPH* y Oy*
(Sanjukta et al., 2015). Se ha demostrado que la soja y sus derivados poseen actividad
antioxidante (Ambawat et al., 2018; Kumar et al., 2010; Ma et al., 2014; Freitas et al.,
2018; Sanjukta et al., 2015; Vital et al., 2018). En este sentido, Freitas et al. (2018) evalud
la capacidad antioxidante del extracto acuoso de harina de soja (subproducto de la
produccién de aceite de soja) por diferentes métodos e indicé que los compuestos
antioxidantes presentes en este subproducto agroindustrial mantuvieron su
funcionalidad, incluso después del procesamiento industrial. Por otra parte, Vital et al.
(2018) informaron que el okara adicionado a leches enriquecidas en acidos grasos
omega-3 mostré capacidad antioxidante y disminuyd la oxidacion de lipidos durante la
exposicién a la luz, demostrando que la incorporacion del okara como ingrediente
alimentario constituye una fuente econdmica y eficiente de antioxidantes en alimentos
funcionales. Finalmente, Sanjukta et al. (2015), fermentaron diferentes variedades de
granos de soja con dos cepas de Bacillus subtilis productoras de proteasas. La
fermentacion aumento la actividad secuestrante de radicales (DPPH* y 0,*) de 3.1 a 24
veces, la actividad antioxidante total y el poder reductor en los extractos acuosos en

comparacion con la soja no fermentada.
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Figura 1.13. Actividad antioxidante ABTS"* para el okara fermentado, el okara y el
grano de soja. Barras azules: extractos a partir de mezlca etanol:agua 80:20; Barras
rojas: muestras sometidas a digestién gastrica; Barras grises: muestras sometidas a
digestion intestinal; Barras verdes: digestion intestinal con el agregado de L.
plantarum CIDCA 83114. Letras diferentes (a,b,c,etc) indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05).

Las actividades antioxidantes también fueron significativamente influenciadas por
la digestién gastrointestinal in vitro. En efecto, cuando se expuso las muestras a
condiciones gastricas, se observd una disminucion drastica de la actividad antioxidante.
De hecho, la actividad antioxidante (ensayo ABTS**) de los granos de soja después de la
exposicion a condiciones gastricas se redujo al 25% con respecto a la actividad antes de
la digestion (extractos etandlicos), y la del okara, al 38% (Figura 1.13, barras rojas). Por
su parte, la actividad antioxidante remanente determinada mediante el ensayo DPPH*
fue del 20y 27% con respecto a la determinada antes de la digestidn, respectivamente
(Figura 1.14, barras rojas). Finalmente, la actividad secuestrante de radicales O, fue la
mas afectada por las condiciones gastricas, ya que en ninguno de los casos fue superior
al 8% con respecto a los valores obtenidos antes de la digestion (Figura 1.14, granos de
soja y okara). Después de la digestion gastrica in vitro, la actividad antioxidante del okara
fermentado no fue significativamente diferente a la del okara no fermentado,
representando asi sélo un 53% (ABTS**), 30% (DPPH®) y 38% (0.*) de la actividad
antioxidante inicial, segun se determiné en los tres ensayos (Figura 1.13, 1.14, 1.15, okara
fermentado). Se sabe que la capacidad de remover radicales de los polifenoles es

altamente dependiente del pH, y valores bajos de pH disminuyen esta actividad. Los
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principales compuestos antioxidantes de la soja son las isoflavonas, y su interaccion con
la fibra dietética (también presente en grandes cantidades en todas las muestras
analizadas), a pH acido, probablemente bloqued los grupos hidroxilo, que son los que

impiden la estabilizacion de los radicales libres (Velderrain-Rodriguez et al., 2016).
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Figura 1.14. Actividad antioxidande DPPH", para el okara fermentado, el okara y el
grano de soja. Barras azules: extractos a partir de mezlca etanol:agua 80:20; Barras
rojas: muestras sometidas a digestion gastrica; Barras grises: muestras sometidas a
digestion intestinal, Barras verdes: digestion intestinal con el agregado de L.
plantarum CIDCA 83114. Letras diferentes (a,b,c,etc) indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05).

Finalmente, el medio intestinal condujo a una disminucion adicional de la actividad
antioxidante. La presencia de L. plantarum CIDCA 83114 en el medio intestinal no dio
lugar a diferencias significativas en comparacion con las muestras expuestas al medio
intestinal sin bacterias (Figuras 1.13, 1.14 y 1.15). Estos resultados son consistentes con
la informacion disponible en bibliografia (Ma et al., 2014; Rodriguez-Roque et al., 2013;
Freitas et al., 2018). Por ejemplo, la actividad antioxidante de la leche de soja
(determinada mediante el ensayo DPPH®) disminuye después de la digestidon
gastrointestinal simulada (74-99%) (Ma et al., 2014; Rodriguez-Roque et al., 2013). En
general, la disminucidn de la capacidad antioxidante del presente estudio resulté de la
disminucién considerable de TPCy TFC. La estabilidad y la actividad antioxidante de los

compuestos fendlicos dependen de las condiciones fisicoquimicas del tracto digestivo
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(pH, temperatura y actividades enzimaticas), asi como de la naturaleza de la matriz
alimentaria (Bouayed et al., 2011). El ambiente acido en la fase gastrica permite la
hidrolisis y la liberacién de compuestos fendlicos ligados a ligninas, proteinas y
carbohidratos (Ma et al., 2014). El tratamiento con 4cido hidroliza principalmente los
enlaces glicosidicos y solubiliza los azucares, liberando compuestos fendlicos y
aumentando la actividad antioxidante (Freitas et al.,, 2018). La pérdida de actividad
antioxidante en condiciones intestinales no esta asociada a las enzimas digestivas, sino
mas bien a las condiciones quimicas existentes durante la digestidn intestinal. En este
sentido, Bermudez-Soto et al. (2007) demostraron que los compuestos fendlicos son
altamente sensibles a las condiciones alcalinas del intestino delgado y que una buena
proporcidn de estos compuestos puede transformarse en otras formas estructurales con
diferentes propiedades quimicas, desconocidas y/o no detectadas, que
consecuentemente tienen diferente bioaccesibilidad, biodisponibilidad, y menor

reactividad y actividad.
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Figura 1.15 . Actividad antioxidante determinada a través de O2e-, para el okara
fermentado, el okara y el grano de soja. Barras azules: extractos a partir de mezlca
etanol:agua 80:20; Barras rojas: muestras sometidas a digestion gastrica; Barras
grises: muestras sometidas a digestién intestinal; Barras verdes: digestidn intestinal
con el agregado de L. plantarum CIDCA 83114. Letras diferentes (a,b,c,etc) indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

En un analisis posterior, se buscd establecer correlaciones entre los diferentes

ensayos realizados. Sin embargo, no hubo una buena correlacién entre los TPCy ensayos
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de actividad antioxidante (Tabla 1.6). Por el contrario, se encontraron buenas relaciones
entre TFC vy los radicales libres ensayados. De manera similar, ha sido informado que el
TFC de leche de soja también correlaciona positivamente con la captacién de DPPH*® (Ma

etal., 2014).

Tabla 1.6 - Coeficientes de correlacidon (r) entre TPC, TFC y
ensayos de actividad antioxidante in vitro.

Parametros ABTS™* DPPH°® 0"
TPC 0.627 0.644 0.622
TFC 0.883 0.816 0.842

Las bajas correlaciones obtenidas con TPC podrian estar relacionadas con el hecho
de que el reactivo de Folin-Ciocalteu no es especifico de los compuestos fendlicos. Otros
compuestos como vitaminas, carbohidratos, aminas aromaticas, acidos orgdnicos o
proteinas, también pueden reducir este reactivo, lo que lleva a sobreestimar los valores
(Rodriguez-Roque et al., 2013). Por lo tanto, las correlaciones observadas sugieren que
son los compuestos fendlicos, principalmente de tipo flavonoide, aquellos que
desempeiian un papel importante como antioxidantes. En efecto, de acuerdo a la
literatura, la genisteina, la daidzeina y la glicitaina son los componentes principales de

la soja y el okara (Jankowiak et al., 2010; Freitas et al., 2018).
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Conclusiones

e El okara entero y el okara desengrasado demostraron ser medios de cultivos
tan adecuados como el MRS para el crecimiento de Lactobacillus plantarum
CIDCA 83114.

e Con respecto a los procesos de deshidratacién, el medio okara entero fue el
mas adecuado para estabilizar a L. plantarum durante la liofilizacidn (sin el
agregado de sacarosa), mostrando menores descensos de viabilidad en
comparacion con el okara desengrasado y el MRS. Al momento de deshidratar
los medios por secado en spray, el okara (tanto entero como desengrasado)
demostré ser una matriz capaz de estabilizar y proteger a L. plantarum
presentando una mayor viabilidad bacteriana en comparacién al MRS.

e El crecimiento de L. plantarum en los medios okara entero y desengrasado,
indujo cambios importantes en las composicién de dacidos grasos,
aumentando la relaciéon de acidos grasos insaturados y saturados (1/S) con
respecto a las bacterias crecidas en MRS, provocando un aumento de la
fluidez de la membrana, factor determinante para la recuperacién bacteriana
después de los procesos de deshidratacion y almacenamiento.

e El secado en spray resultd ser el proceso mas adecuado para estabilizar las
bacterias crecidas tanto en okara entero como desengrasado durante su
almacenamiento a 4 °C.

e A partir de las determinaciones antioxidantes, se pudo determinar que la
concentracion de compuestos antioxidantes bioaccesibles presentes en el
okara fueron similares a los presente en los granos de soja. Asimismo, la
fermentacion del okara con L. plantarum CIDCA 83114 constituye una buena
estrategia para agregarle valor a este residuo, ya que representa un vehiculo

adecuado de probidticos.
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INTRODUCCION

I1.1. Microencapsulacion de bacterias lacticas

La microencapsulacion ha demostrado ser una estrategia exitosa para la
proteccion de compuestos bioactivos, permitiendo su liberacion controlada en sistemas
especificos. Diversas técnicas de encapsulacion son ampliamente utilizadas como
barrera mecdnica, para proteger microorganismos probidticos frente a diferentes
ambientes adversos, tales como condiciones de procesamiento de alimentos,

almacenamiento y las enzimas y jugos digestivos (Sanguansri y Augustin, 2007).

I1. 2. Técnicas de microencapsulacion de bacterias lacticas
I1.2.1. Emulsiones

Aunque el aguay el aceite son sustancias inmiscibles, existen incontables ejemplos
de materiales naturales y productos industriales donde los lipidos y el material acuoso
se presentan en alguna forma de dispersién. Entre las dispersiones mas frecuentes se
encuentran las emulsiones, donde el aceite estd presente en finas gotas en una fase
acuosa continua (Coupland, 2006). Las emulsiones liquidas consisten en gotas de un
liquido dispersas en otro liquido, que constituye la fase continua (Robins et al., 2002).
Las emulsiones se pueden clasificar de acuerdo a la naturaleza de las fases que la
conforman. Asi, un sistema que consiste en gotas de aceite distribuidas en un medio
acuoso continuo se denomina emulsion aceite en agua (O/W), como es el caso de la
leche, las cremas, algunas bebidas, mayonesas y salsas. Por otra parte, si la emulsién
consiste en gotas de agua distribuidas en un medio oleoso continuo recibe el nombre
de emulsién agua en aceite (W/Q), como por ejemplo, la margarina o la manteca
(McClements, 2015). Ademas de las emulsiones O/W y W/O tradicionales, existe otro
grupo de emulsiones algo mas complejas, denominadas emulsiones multiples, como las
emulsiones O/W/O (es decir, aceite-agua-aceite) o bien las W/O/W (agua-aceite-agua).
Esta dltima emulsion, consiste en gotas de agua dispersas en gotas mayores de aceite,
que a su vez estan dispersas en un medio acuoso continuo (Figura Il.1) (McClements y
Li, 2010). La sustancia que conforma las gotas de una emulsién se denomina fase
dispersa, discontinua o interna, mientras que la sustancia que compone el liquido
circundante se llama fase continua o externa (McClements, 2005b).
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Figura Il.1. Diferentes tipos de emulsiones

Las emulsiones son sistemas termodindmicamente inestables debido a que
poseen una gran area interfacial, acompafiada por una elevada tensién interfacial, lo
gue genera un aumento de la energia libre del sistema. Por esta razdn, la obtencién de
emulsiones con didmetros de gotas inferiores a los 200 nm (nanoemulsiones) ha
adquirido especial relevancia en los ultimos afios, debido a sus novedosas propiedades
fisicoquimicas, tales como su mayor estabilidad (Teo et al., 2016; Alzorqi et al., 2016).
Sin embargo, la nanoemulsificacién no es una opcién valida para la encapsulacién

bacteriana, debido a que el tamafio de las bacterias es del orden de los micrones.

11.2.1.1. Formacion de emulsiones

El proceso por el cual dos liquidos inmiscibles se convierten en una emulsion se
denomina homogeneizacion. La formacidn de gotas en una emulsién es un proceso que
requiere energia, la cual es suministrada por dispositivos mecanicos conocidos como
homogeneizadores, los cuales someten a los liquidos a una intensa agitacién mecanica,
que resulta en la disrupcién de las gotas (Mootoosingh y Rousseau, 2006). Durante el
proceso de homogeneizacion, la interfase entre las dos fases liquidas inmiscibles se
deforma en tal extensién que comienzan a producirse gotas, en su mayoria, de gran
tamafio (homogeneizacion primaria). Estas gotas deben deformarse y romperse para
formar gotas de menor tamafio (homogeneizacion secundaria), por fuerzas de ruptura
(Figura 11.2). De esta manera, el area interfacial aumenta considerablemente,
provocando que la energia libre superficial del sistema se incremente. Por ello, las gotas
de un liguido en otro que es inmiscible tienden a adoptar una forma esférica para

minimizar la energia libre interfacial (Palazolo, 2006; Ventureira, 2010).
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Figura I1.2. Representacidn esquematica del proceso de homogeneizacidén para una emulsion
aceite en agua (O/W). La homogeneizacién primaria implica la conversién de dos fases
separadas en una emulsion, mientras que en la homogeneizacion secundaria se produce una
reducciéon del tamafio de gota de la emulsidn preexistente

Los equipos que pueden utilizarse para homogeneizar emulsiones son:
e Agitadores rotatorios de alta velocidad
e Molinos coloidales
e Homogeneizadores de valvulas

e Homogeneizadores por ultrasonido

Agitadores rotatorios de alta velocidad: Estos agitadores son sistemas utilizados para
la homogeneizacién directa de las fases Oy W (Urban et al., 2006; Hall et al., 2011; Singh
y Heldman, 2013). La rapida rotacidn del cabezal mezclador genera una combinacion de
los gradientes de velocidad longitudinal, rotacional y radial en los fluidos, lo que hace
que los liquidos se mezclen y las gotas de mayor tamafio se rompan dando origen a otras
mas pequenas (Figura 11.3). Por lo general, estos mezcladores generan tamafios de gotas
entre ~2-10 um. A nivel comercial, el equipo Ultraturrax® actta como agitador rotatorio

de alta velocidad.

& [Mezclador de alto
olr cizallamiento

Eje de
rutar:i&n

Q\(\ 6\ il
. JD

Figura 1.3 Homogeneizador de alta velocidad - Ultraturrax
(sistema cuchilla y rotor/estator) (McClements, 2016)
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Molinos coloidales: Los molinos coloidales estdan basados en la formacion de un flujo
laminar de alta tensién de cizallamiento entre los discos del rotor y estator, lo que
permite la reduccién del tamafio de las gotas de emulsiones pre-existentes
(homogeneizacion secundaria) o de media y alta viscosidad (Walstra, 1983; Schubert,
1997; Urban et al., 2006). El tamafio de las gotas de aceite obtenidas con estos

mezcladores varia entre 1y 5 um.

Homogeneizadores a vdlvulas: Los homogeneizadores a valvulas de alta presidon son
mas eficaces en la reduccién del tamafio de gota de una emulsidn pre-existente, que en
la formacién de una emulsién a partir de los dos liquidos separados. Una emulsién pre-
existente es forzada a pasar desde una cdmara de presion, a través de una valvula
mediante una bomba de alta presién. Una combinacion de fuerzas disruptivas de cizalla,
cavitacion vy flujo turbulento descomponen las gotas de mayor tamafio en gotas mas
pequefias (Walstra y Smulder, 1988; Stang et al., 2001). El tamaio de las gotas obtenidas

estd comprendido entre 0.1y 2 um.

Homogeneizadores por ultrasonido: Los homogeneizadores por ultrasonido son
adecuados para la preparacion de pequefios volimenes de emulsiones y se utilizan
principalmente en laboratorios de investigacién. Este tipo de homogeneizador emplea
ondas de ultrasonido de alta intensidad, que generan gradientes de presién y de
cizallamiento, provocando la disrupcion de las gotas hasta tamaios de ~0.1 um (Leong

etal., 2011).

I1.2.1.2. Tecnologia de Microfluidica

En la mayor parte de los métodos convencionales utilizados para preparar
emulsiones, las gotas son generadas mediante agitacion manual o mecanica. Sin
embargo, las gotas no son formadas de manera uniforme ni pueden ser controladas con
precision. De esta manera, se obtienen emulsiones formadas por gotas altamente
dispersas y de diferentes tamafios. Es por esto que se han desarrollado y optimizado
varios métodos de emulsificacién, tales como la emulsificacién por microcanales

(Kawakatsu et al., 1997; Ganan-Calvo, 1998) para obtener un mejor control sobre el
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tamaio y la polidispersion de las gotas. Entre la emulsificacidn por microcanales se
encuentra la microfluidica.

La microfluidica se define como la tecnologia de procesamiento y manipulacidn
de fluidos en el rango de los microlitros (Chung et al., 2008). Los dispositivos
microfluidicos ofrecen una ruta alternativa y versatil para obtener emulsiones. A
diferencia de los métodos de emulsificacién en masa, una emulsion en un dispositivo
microfluidico permite la formulacién de una gota a la vez, dando como resultado
emulsiones monodispersas. Una de las caracteristicas mas atractivas de las técnicas
basadas en la microfluidica es que permiten la formulacién de emulsiones simples,
dobles, triples e incluso superiores, donde el tamafio y el nimero de las gotas
encapsuladas pueden ser manipuladas con mayor precisién (Utada et al., 2005, Chu et
al., 2007). Ademas, estas emulsiones son utiles en diversas aplicaciones, tales como la
formulacidn de vesiculas monodispersas, particulas con diferentes estructuras internas,
la incorporacion de materiales especificos con precisiéon dentro de emulsiones, entre
otras.

La microfluidica ofrece una herramienta invalorable en la investigacién de
sistemas celulares complejos, ya que los dispositivos microfluidicos poseen dimensiones
micrométricas comparables con el tamafio de las células (Niu y de Mello, 2012). Con
respecto a la fabricacién de dispositivos microfluidicos, los polimeros son los materiales
mas utilizados, debido a la facilidad, flexibilidad y menor costo que otros materiales (i.e.,
silicio, vidrio) (Tsao, 2016).

En la actualidad, el polidimetilsiloxano (PDMS), que forma parte de la familia de
polimeros de siliconas, constituye uno de los materiales mas utilizados en los
dispositivos microfluidicos. Las propiedades mds importantes del PDMS son su
permeabilidad a los gases (Lamberti et al, 2014; Firpo et al, 2015) y su
biocompatibilidad.

La encapsulacién por microfliuidica presenta las siguientes ventajas:

e Reduccion del tamano: se reduce el tamafio del sistema al trabajar
dispositivos microfluidicos que poseen dimensiones micrométricas,
evitando el uso de grandes espacios de trabajo.

e Portabilidad: permite un facil transporte de los dispositivos desde el lugar

de trabajo al lugar de analisis, sin perder las propiedades del fluido.
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e Eficacia: ofrece una mayor velocidad de analisis, mayor sensibilidad, y
mayor efectividad debido a los tiempos de respuesta cortos.
e Costo: menores costos de fabricacion.

La fotolitografia es una técnica muy utilizada en la fabricacién de dispositivos
microfluidicos (chips). Esta técnica consiste en depositar una capa de resina fotosintética
sobre un sustrato y hacer pasar un haz de luz ultravioleta (UV) a través de una cdmara
con el disefio del dispositivo. Esta capa, con el dispositivo microfluidico impreso, se
puede utilizar como molde para agregar el sustrato que formard la estructura del
dispositivo.

El sustrato es el PDMS, que como ya se menciond anteriormente, es un polimero
con las ventajas de ser biocompatible, dpticamente transparente, permeable a los gases,
buen aislante eléctrico y estable mecanicamente (Lamberti et al.,, 2014; Firpo et al.,
2015; Wyzkiewicz et al., 2007). Para la formacién del dispositivo, se debe mezclar el
polimero PDMS (SYLGARD™ 184 Silicone Elastomer Base) con un agente curante
(SYLGARD™ 184 Silicone Elastomer Curing Agent) en una relacion 10:1, y una vez
obtenido, se lo adiciona al molde con el disefo a replicar. Una vez gelificado el polimero,
el molde es extraido y sellado sobre un material como el vidrio (Figura 11.4). Las
desventajas de esta técnica son: la necesidad de instrumental sofisticado, condiciones
de sala blanca (sala especialmente disefiada para obtener bajos niveles de

contaminacién) y personal calificado.
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Molde fabricado
por litografia

Figura I1l.4. Representacién esquematica de la fabricacién de dispositivos
microfluidicos. a). Molde con la impresion por litografia del dispositivo; b). Polimero
PDMS sobre molde; c). PDMS solidificado y libre del molde; d). Dispositivo
microfluidico sellado al vidrio.

II. 2.1.3. Estabilidad de las emulsiones

La estabilidad en una emulsion se refiere a la capacidad de la misma para resistir
cambios en sus propiedades a través del tiempo. De esta manera, cuanto mds estable
es una emulsidon, mas lento serd el cambio en sus propiedades a través del tiempo
(McClements, 1999). El siguiente ejemplo explica claramente el concepto de estabilidad
de una emulsién. Si el agua y el aceite puros fueran agitados conjuntamente, se formaria
una emulsién de manera temporal, ya que el sistema evolucionaria rdpidamente hacia
dos fases separadas (emulsion inestable). Esto se debe a que la energia de activacién
entre el estado emulsionado y el no emulsionado es muy pequefia. Por ello, para crear
una emulsién cinéticamente estable durante un periodo razonablemente largo, es
necesaria la presencia de un agente emulsificante, que dé lugar a una energia de
activaciéon lo suficientemente elevada como para evitar la desestabilizaciéon de la
emulsion (Bengoechea Ruiz, 2006).

Muchas fuerzas actian en las emulsiones al momento de formarse, entre las que

se puede mencionar:
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e Movimiento browniano,

e Fuerzas gravitacionales,

e Fuerzas hidrodindmicas,

e |nteracciones de van der Waals,

e |nteracciones hidrofébicas,

e Fuerzas electrostaticas entre particulas,

e Interacciones estéricas.

El cambio de energia libre asociado a la formacién de una emulsién indica si el
proceso es termodindmicamente desfavorable o no. Sin embargo, no da indicacién
alguna sobre la velocidad a la cual las propiedades de la emulsidn cambian con el tiempo
(estabilidad cinética), ni sobre los mecanismos responsables de estos cambios
(McClements, 2015). La estabilidad cinética de las emulsiones se atribuye a la naturaleza
dinamica de estos sistemas. Las gotas de una emulsion, lejos de permanecer estaticas,
estdn en continuo movimiento y colisionan unas con otras debido al movimiento
browniano, la gravedad o fuerzas externas aplicadas. La naturaleza de las interacciones
coloidales entre las gotas de la emulsién determinara la fusién o repulsién de las mismas
luego de una colisidn, y por consiguiente, la cinética de la emulsion. (McClements, 2015).

Una emulsién puede desestabilizarse a través de diferentes procesos
fisicoquimicos. La desestabilizacion fisica consiste en una alteracion en la distribucién
espacial o en la organizacidn estructural de las moléculas. El cremado, floculacion,
coalescencia, inversién de fases o maduracion de Ostwald constituyen ejemplos de la
desestabilizacion fisica de emulsiones (Figura 11.5). Por su parte, la oxidacién y la
hidrdlisis quimica son ejemplos de desestabilizacién quimica. Para que una emulsién sea
cinéticamente estable en funcién del tiempo, debe tener una energia de activacion

significativamente mayor que la energia térmica del sistema (Ventureira, 2010).
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Emulsion inicial

W ﬁ E Eh =

Cremado Sedimentacion Floculacidén Coalescencia Separacion de
fases

Figua II.5. Distintas desestabilizaciones que pueden ocurrir en una emulsion O/W. (Wagner,
2000)

Cremado/sedimentacion (Separacion gravitacional): En general, las gotas (fase
dispersa) de una emulsion tienen diferente densidad que el liquido que actia como fase
continua, por lo que existe una fuerza gravitacional neta sobre las mismas. Si las gotas
tienen una menor densidad que la fase continua, tenderan a ascender. Este proceso,
conocido como cremado, ocurre en las emulsiones O/W. En contraste, si las gotas tienen
una mayor densidad que la fase continua, tenderan a descender, conociéndose el
proceso como sedimentacion. Este es el caso de las emulsiones W/O (Walstra, 1996).
De acuerdo con la ley de Stokes, la velocidad de cremado en una emulsidn es
directamente proporcional al tamafio de la gota de la fase dispersa y a la diferencia de
densidades de las fases dispersa y continua, e inversamente proporcional a la viscosidad

de la fase continua (McClements, 1999).

Floculacidn: Es el proceso en el cual dos o mds gotas se unen para formar un agregado
(floculo) en el cual cada una de ellas retiene su identidad (no se fusionan), llevando a
una disminucidn en el nimero de particulas presentes en la emulsién. Dicho proceso
puede ser reversible o irreversible, de acuerdo a las fuerzas que mantienen unidas a las
gotas. Existen diversos mecanismos que pueden provocar el encuentro de dos
particulas, tales como el movimiento browniano, la separacidon gravitacional y los
esfuerzos de cizalla que se producen durante el flujo de la emulsidn en las etapas de

procesamiento o transporte (Melik y Fogler, 1988; McClements, 1999).
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Coalescencia: Es un proceso irreversible por el cual dos o mds gotas se unen entre si
para formar una Unica gota de mayor tamafio, lo que conduce a la reduccion del area
interfacial. La coalescencia es el principal mecanismo por el que una emulsién se mueve
hacia su estado termodinamico mas estable, ya que disminuye el drea de contacto entre
las fases W y O. La ocurrencia de este proceso de desestabilizacion depende de la
frecuencia, la energia y la eficiencia de colisidon entre las gotas, asi como de la resistencia
y la viscoelasticidad de la pelicula que rodea a las mismas. La coalescencia produce una
desestabilizacién mds rapida de la emulsién, ya que aumenta el tamafio de particula. En
emulsiones O/W, la coalescencia conduce a la formacién de una capa oleosa en la parte
superior de la emulsién (oiling off), mientras que en emulsiones W/O conduce a la

acumulacién de agua en la parte inferior del sistema (McClements, 1999).

Maduracidon de Ostwald: Es el proceso mediante el cual las gotas de mayor tamaiio
crecen a expensas de otras mas pequefas, debido al transporte de masa de la fase
dispersa desde una gota a otra a través de la fase continua (Kabalnov y Shchukin, 1992;
Taylor, 1995). En contraste con lo que sucede con otros procesos de desestabilizacién,
la velocidad a la que se produce la maduracion de Ostwald aumenta a medida que
disminuye el tamafio de gota (Kabalnov y Shchukin, 1992). Sin embargo, es importante
considerar que un aumento en el tamano de gota estd asociado a una aceleracion de

otros procesos de desestabilizacion, tales como el cremado.

Inversion de fases: Es el proceso por el que un sistema pasa de ser una emulsién O/W a
una W/O o viceversa. Se puede producir debido a una elevada fraccién volumétrica de
la fase dispersa, por efecto de trabajo mecanico o de la temperatura (Campbell y et al.,

1996; McClements, 1999).

I1.2.1.4. Agentes emulsificantes

Proteinas, polisacaridos, lipoproteinas, glicolipidos, lipidos polares y otras
macromoléculas han sido reconocidos como efectivos emulsificantes, tanto en coloides
alimentarios naturales como en productos desarrollados por el hombre (Garti, 1999).

Algunos de estos agentes poseen diversas propiedades funcionales y desempefian un
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papel importante en la calidad alimentaria y la estabilidad a largo plazo. Los
emulsificantes actuan en sistemas de mas de una fase de dos maneras principales:

- permitiendo que se combinen dos fases inmiscibles, dando lugar a un sistema

casi homogéneo que puede ser estable durante periodos prolongados.

- modificando el comportamiento de la fase continua de un producto alimenticio

para proporcionarle un beneficio especifico (como por ejemplo el uso de lecitina

en chocolate, que reduce la viscosidad del producto y mejora la manipulacién vy el
procesamiento).

Para que una emulsidn sea estable en el tiempo, es necesaria la presencia de un
emulsificante. Los emulsificantes suelen ser compuestos anfifilicos (de Castro Santana
et al., 2012), es decir que son simultaneamente hidro vy lipofilicos. Esta caracteristica
provoca su migracién a la interfase agua-lipido, favoreciendo la formacion de la
emulsién vy, una vez formada, aumentando su estabilidad durante su uso o
almacenamiento (Luan et al., 2009).

En cuanto a su masa, los emulsificantes suelen clasificarse en dos categorias: los
emulsificantes de bajo peso molecular (i.e., glicolipidos y acidos grasos) y los de alto

peso molecular (i.e., polisacéridos y proteinas) (Kralova y Sjoblom, 2009).

2.1.4.1. Caseina y lecitina como emulsificantes

Muchas proteinas son tensioactivas y pueden ser utilizadas como emulsionantes
debido a su capacidad para facilitar la formacidn y estabilizar emulsiones (Norde, 2003).
Resultan componentes particularmente atractivos como emulsificantes dado que son
de origen natural, no toxicos y se hallan ampliamente distribuidas en la naturaleza
(Harnsilawat et al., 2006).

Las proteinas se adsorben sobre la superficie de las gotas de aceite recién
formadas vy facilitan su ruptura, ya que disminuyen la tensién superficial. Ademas, dan
lugar a interacciones repulsivas (estéricas y electrostaticas) entre las gotas de aceite,
generando una membrana interfacial que estabiliza las emulsiones frente a fendmenos
de floculacién y coalescencia durante el almacenamiento a largo plazo (Wilde et al.,
2004).

Las caseinas constituyen una familia de fosfoproteinas (asi, as2, B) que representa

aproximadamente el 80% de las proteinas de la leche de vaca (Lopes et al., 2007). Son
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relativamente solubles en agua, donde se estructuran formando micelas heterogéneas
(en composicion y en tamano), con una gran polidispersion, bajo empaquetamiento y
alta porosidad (Hussain et al., 2011). Las propiedades funcionales mas importantes de
las caseinas incluyen su capacidad de unir moléculas de agua, su poder emulsificante, su
capacidad de espumado y batido, su capacidad para formar geles y sus propiedades
nutricionales (Singh, 2010). El caseinato de sodio es el producto comercial mas utilizado
de las proteinas de leche (Dickinson, 2010). Las excelentes propiedades que presenta el
caseinato de sodio como estabilizante de emulsiones pueden atribuirse al caracter de
polielectrolito anfifilico que presentan los dos principales monémeros de caseina, as1y
B-caseina, que constituyen aproximadamente el 75% de la caseina total en la leche
(Dickinson, 1989).

Por su parte, la principal funcion de la lecitina en alimentos es como emulsionante
(van Nieuwenhuyzen, y Szuhaj, 1998). La lecitina se obtiene como un subproducto del
refinado del aceite de soja y de otros aceites. También se encuentra en la yema de
huevo, y es un componente importante de las células de todos los organimsos vivos,
incluido el hombre. La lecitina comercial estd formada por una mezcla de diferentes
sustancias, la mayor parte de las cuales (fosfolipidos) tienen una acciéon emulsionante
(Rydhag y Wilton, 1981; Kumar y Katare, 2005). Esta funcidon es muy importante en
tecnologia de alimentos. Asi, la lecitina se utiliza en todo el mundo como emulsionante,
principalmente en la industria del chocolate, en reposteria, pasteleria, fabricacion de
galletas, entre las aplicaciones mas importante. Ademas, es considerada como un

aditivo seguro (Younes et al., 2020, EFSA).

I1.2.2. Encapsulacion Layer-by-Layer (LbL) (capa por capa)

La técnica de encapsulacidon LbL consiste en la deposicidon alternada de polimeros
con carga opuesta sobre sistemas con carga superficial, tales como compuestos
bioactivos o microorganismos. Las ventajas de esta técnica son su versatilidad vy
simplicidad, ya que con materiales de laboratorio sencillos y sin necesidad de equipos
sofisticados es posible formar estructuras complejas de forma reproducible y con alta
estabilidad (Ruano Aldea, 2013; Anselmo et al., 2016).

La adsorcién alternada de capas con cargas catidnicas o anidnicas sobre superficies

macroscépicas cargadas da lugar a la inversién de la carga superficial y a la formacion de
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una estructura de multicapas (Decher y Schmitt, 1992). El espesor de la multicapa de
polielectrolitos y las propiedades fisicoquimicas de la capsula estan determinadas por
pardametros como el pH, fuerza idnica, temperatura, los cuales pueden controlarse
ajustando las condiciones experimentales (Voigt et al., 2002).

La técnica LbL ha sido utilizada para encapsular diferentes sistemas y materiales,
tales como nanoparticulas, bacterias, cristales, proteinas, acidos nucleicos, polisacaridos
y una amplia variedad de materiales funcionales (Ariga at al., 2010; Becker et al., 2010;
Qiu et al., 2001; Quintana et al., 2017b). En general, las interaccidn entre las capas
cargadas (positivas y negativas) se dan a través de interacciones electrostaticas
(Schlenoff y Dubas, 2001; Larsson et al., 2001). Sin embargo, existen otras interacciones
que pueden actuar en la unién de las capas (i.e., puentes de hidrégeno, uniones

covalentes, entre otros) (Peyratout y Daehne, 2004; Schneider y Decher, 2008).

11.2.2.1. Deposicion de las capas

El procedimiento basico consiste en la deposicién de una primera capa de
polielectrolito sobre la superficie del sustrato a encapasular en medios acuosos. Luego
de la incorporacion de cada capa, se necesita un tiempo de reposo para que las capas
interactien con el sistema a encapsular. Posteriormente, son necesarias etapas de
centrifugacién y lavado de las capsulas para eliminar el exceso de polielectrolitos.
(Figura 11.6). Luego de los procesos de lavado, se puede depositar la siguiente capay el
proceso se repite en forma secuencial, hasta obtener una capsula del espesor deseado
(Bagaria y Wong, 2011).

2
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Figura 11.6. Esquema de deposicion de las diferentes capas sobre microparticulas. Las
etapas 1y 3 consisten en la deposicidn de las capas formadas por polieletrolitos cargados
positiva y negativamente; la etapa 2 es el proceso de centrifugacién y lavado

Al momento de preparar las soluciones de polielectrolitos debe considerarse que

los polielectrolitos catidnicos y anidnicos deben tener siempre la misma fuerza iénica y
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concentracion (Jomaa y Schneloff, 2005), ya que polielectrolitos con diferente fuerza
ionica pueden dar lugar a diferentes tipos de crecimiento de las capas (Schonhoff, 2001).

La primera capa es la que mayor influencia tiene sobre el sistema encapsulado,
pero a medida que el nUmero de capas aumenta, el crecimiento de la capsula se vuelve
independiente del sistema utilizado (Caruso et al., 1998; Sukhorukov et al., 1998). Si bien
las interacciones electrostaticas son las que gobiernan la interaccidon entre capas de
carga opuesta, otras interacciones como las de van der Waals, acido-base o puentes de
hidrégeno pueden contribuir favorablemente (Schlenoff y Dubas, 2001; Larsson et al.,

2001).

11.2.2.2. Polielectrolitos

Una gran variedad de moléculas de interés bioldgico (proteinas, DNA) son
polielectrolitos. Existen ademds polielectrolitos sintéticos, ampliamente usados en
aplicaciones comerciales como aditivos en productos cosméticos (agentes espesantes y
modificadores reoldgicos), adhesivos, estabilizantes para suspensiones coloidales,
tratamiento de aguas, floculantes y otros (Cortez, 2011).

Los polielectrolitos se clasifican en fuertes o débiles de acuerdo a su
comportamiento acido-base. En los polielectrolitos fuertes la carga de la molécula no
depende del pH de la solucién. En los polielectrolitos débiles, los grupos cargados se
hallan en equilibrio acido-base, y por lo tanto, su grado de ionizacion dependera del pH.
En este caso, el pKa o el pKb aparentes indican el pH en el cual la mitad de los grupos se
hallan disociados (Choi y Rubner, 2005).

Los polielectrolitos se caracterizan por ser macromoléculas versatiles, capaces de
adoptar un gran niumero de conformaciones. En solucion, los polielectrolitos adoptan
una conformacion de ovillo que maximiza la entropia conformacional (Hill, 1986). Por
otro lado, un polielectrolito fuertemente cargado buscara disminuir las repulsiones
entre cargas, dependiendo de la concentracidén de contraiones y por lo tanto presentara
en solucién una conformacién mas extendida. La conformacidn de un polielectrolito real
en una solucion diluida estara determinada por el balance entre diversas interacciones
tales como las fuerzas electrostaticas, las fuerzas de van der Waals, los puentes de
hidrégeno, la concentracion de contraiones (Manning, 1969), los impedimentos

estéricos y los equilibrios quimicos (para polielectrolitos débiles y/o redox).
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11.2.2.2.1. Polielectrolitos naturales

Los polielectrolitos naturales, provenientes directamente del reino animal o
vegetal, presentan variadas propiedades y usos, siendo los mds importantes en areas
farmacéuticas, agricolas, alimenticia y textil. En los ultimos afos, los polimeros naturales
han adquirido gran importancia en el drea biomédica, especialmente en el desarrollo de
nuevas terapias celulares (Cabané et al., 2011), donde se utilizan para proteger células
en capsulas semipermeables o como agentes encapsulantes y transportadores de
diversos farmacos y principios activos. Entre los polimeros naturales existentes y
utilizados, dos destacan por sus caracteristicas, usos y su potencial: el quitosano y el
alginato.
Quitosano. El quitosano es el principal derivado de la quitina, que es el segundo
polisacarido mas abundante en la naturaleza, luego de la celulosa. El quitosano es un
biopolimero natural, obtenido principalmente a partir del exoesqueleto de diferentes
insectos, crustaceos y hongos y del endoesqueleto del calamar (Centes et al., 2007; De
la Paz et al., 2012; Huerta et al., 2012). El quitosano es un biopolimero obtenido
generalmente mediante un proceso de desacetilacion alcalina de la quitina. Como el
quitosano esta cargado positivamente a valores de pH bajos (por debajo de su pKa), se
asocia espontdaneamente con los poli-iones cargados negativamente (poli-anién) en
solucién para formar complejos polielectrolitos. (Hamman, 2010).
Alginato. Los alginatos son sales copoliméricas de acido alginico, un polisacarido natural
formado por cadenas lineales constituidas por dos unidades repetitivas agrupadas en
bloques derivadas de los acidos a-L-gulurdnico (G) y B-D-manurdnico (M) unidos por
enlaces a y B (1->4) glucosidicos, proveniente de especies de algas marinas pardas
como: Laminaria hyperborean, Ascophyllum nodosum y Macrocystis pirifera.
Una de las principales caracteristicas del alginato es su naturaleza anidnica a pH altos
(por arriba de su pka), es decir, presenta numerosos grupos quimicos cargados
negativamente, los cuales le permiten formar geles en presencia de cationes divalentes
como: calcio, bario, estroncio y hierro. En los uUltimos afios, los alginatos han sido
estudiados en diferentes campos de aplicacién, tales como sistemas para la liberacion
de farmacos, remocién de metales pesados y biomineralizacién de carbonato de calcio,

entre otros (Neira-Carrillo et al., 2013).
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11.2.2.2.2. Polielectrolitos funcionalizados

En la actualidad, existe un creciente interés en los polielectrolitos sintéticos
biocompatibles, que contengan cadenas funcionalizadas. La industria busca
polielectrolitos que permitan la formacidn de estructuras mas organizadas. Para
conseguir este objetivo se suele introducir en los polielectrolitos un nimero controlado
de cadenas modificadas con grupos funcionales. (Ruano-Aldea, 2013).

PPP es un copolimero formado por acido acrilico (PAA) y acido plurénico (P) [PAA-
PLU-PAA]. El acido acrilico es un &acido biocompatible y un polielectrolito aniénico
biodegradable (pKa: 4.95), ampliamente utilizado en formulaciones farmacéuticas y
cosméticas (Seki y Tirrell, 1984), que precipita a pH bajo, y absorbe agua y se disuelve a
pH alto. Las propiedades hidrofébicas del acido plurénico y el comportamiento frente
al pH del acido acrilico le otorgaron caracteristicas particulares al copolimero PPP
(Esquema 11.1), que demostrd ser eficiente para la liberacién controlada de farmacos

cuyo target es el intestino (Barreiro-Iglesias et al., 2005; Kabanov et al., 2002).

PLU AA

CH, H H
0 0 + n —
X y Iz COOH

lauril perdxido
4-azobis-(acido 4-cianovalérico)
T70°C, 10 horas

fbbtte Y, hwﬁ;

COOCH

PAA-PLU-PAA(PPPF)  Mnwmr (PPP12) = 11671 KDa
Mnumr (PPP12) = 24322 kDa

Esquema Il.1. Esquema de reaccidn para la sintesis de PAA-PLU-PAA (PPP). x =
numero de unidades de 6xido de etileno, y = numero de unidades O-CHs-CH,, z =
numero de unidades de dxido de propileno, m, n = nimero de unidades de acido
acrilico.
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capitulo I |

Objetivos especificos
Parte |

e Utilizar el aceite de okara para la formulacidon de emulsiones simples (O/W) para
encapsular Lactobacillus plantarum CIDCA 83114,

e Evaluar las propiedades de las emulsiones y su efecto protector sobre L.
plantarum CIDCA 83114 sometida a procesos de deshidratacién vy
almacenamiento.

Parte Il

e Utilizar la técnica LbL para encapsular Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
CIDCA 333y Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 con capas de quitosano como
polielectrolito catiénico y un copolimero PPP como polielectrolito anidnico.

e Evaluar el efecto protector de dichos polielectrolitos sobre los microorganismos
sometidos a procesos de deshidratacion y digestion gastro-intestinal in vitro.

e Utilizar el aceite de okara y el polimero PPP para la formulacién de emulsiones
simples (W/0O) para encapsular Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 mediante
la técnica de microfluidica.

e Evaluar las caracteristicas de las emulsiones obtenidas y el efecto protector del

PPP sobre L. plantarum CIDCA 83114 en la digestion gastro-intestinal in vitro.
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Uso del aceite de okara para la

formulacién de emulsiones
estables

PARTE 1




I1.2.1. MATERIALES Y METODOS

I1.2.1.1. Obtencion y caracterizacion del aceite de okara

El aceite de okara se obtuvo por medio del método Soxhlet (AOAC, 1995),
utilizando como solvente de extraccién éter de petrdleo:éter etilico en una relaciéon 1:1.
Se pesaron aproximadamente 35 g de okara liofilizado y triturado y se lo colocé en
cartuchos de papel de filtro, que luego se cerré completamente para evitar pérdida de
material. Se colocé la mezcla de solventes en el balon de destilacidn previamente
tarado. Una vez armado el dispositivo de Soxhlet, se lo colocd sobre una placa eléctrica,
se calentd el solvente hasta ebullicion, y se llend la cdmara donde se encontraba el
cartucho por goteo. El sistema estuvo en funcionamiento durante 6 horas
aproximadamente. Luego se dejo enfriar el sistema, se retird el cartucho y se repitio el
proceso de extraccidn. Finalmente se colocé el baldn con el aceite extraido en estufa a
37°C para completar la eliminacién del solvente, hasta peso constante.

La composicidn de acidos grasos del aceite se analizé de acuerdo con el método
estandar IUPAC 2.302 (IUPAC, 1992). Para ello, los lipidos fueron convertidos a sus
ésteres metilados (derivatizacidn), y analizados por cromatografia gaseosa, tal como se

indicd en la seccion Materiales y Métodos del capitulo 1 (seccién 1.2.8).

I1.2.1.2. Preparacion de las emulsiones aceite/agua (O/W)

Una vez reactivados (seccién 1.2.6) Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 fueron
crecidos a 37°C, en medio MRS, hasta alcanzar la fase estacionaria (24 horas). Luego
fueron cosechados por centrifugacién a 8000 g durante 10 minutos, los sobrenadantes
descartados y los pellets, lavados dos veces con PBS. Los pellets fueron resuspendidos
en caseinato de sodio 6% p/v (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA), el cual se usé como
agente emulsionante (fase acuosa, W).

Como fase oleosa (O) se utilizé el aceite de okara, en diferentes proporciones (1.5,
2.0y 3.0) con respecto al caseinato de sodio, que se mantuvo constante (6% p/v). De
esta manera, se obtuvieron emulsiones O/W de diferentes proporciones: 1:4 (1.5/6) ,

1:3(2.0/6) y 1:2 (3.0/6), respectivamente.

95



El caseinato (que contenia los microorganismos) y el aceite de okara fueron
homogenizados en un equipo Ultra Turrax T25 (IKA, Staufen im Breisgau, Alemania)
durante 5 minutos a 13500 g. Como controles se utilizaron emulsiones O/W (proporcién

1:4) sin bacterias.

I1.2.1.3. Deshidratacion de las emulsiones y almacenamiento
I1.2.1.3.1. Liofilizacion

Se prepararon 100 mL de cada una de las propociones de emulsiones con bacterias
en fase estacionaria, se congelaron a -80°C durante 24 horas y luego se liofilizaron en un
equipo Heto FD4 (Heto Lab Equipment, Dinamarca), durante 48 horas. Se usaron dos
controles: las bacterias no encapsuladas resuspendidas en PBS, y emulsiones 1:4 O/W
liofilizadas sin bacterias.
I1.2.1.3.2. Secado en spray

Se prepararon 500 mL de las emulsiones O/W en sus diferentes proporciones,
conteniendo las bacterias en fase estacionaria. Las preparaciones se deshidrataron
usando un secador spray de laboratorio (Blichi B290, Flawil, Suiza) a una temperatura
de entrada de aire constante de 145°C y una temperatura de salida de 60°C. Como
controles se utilizaron cultivos en caldo MRS, neutralizados y resuspendidos en PBS
(bacterias no encapsuladas) y emulsiones 1:4 O/W secadas en spray en ausencia de
microorganismos.
I1.2.1.3.3. Almacenamiento

Antes y después de los procesos de liofilizacion y secado en spray, se realizaron
recuentos en placa para cada una de las emulsiones, tal como se explicé en el capitulo
1. Los resultados se expresaron como log UFC/g.

Las bacterias deshidratadas por ambos métodos se almacenaron durante 90 dias
a 4°C en desecadores que contenian silica gel, y se hicieron recuentos cada 15 dias. Los
resultados se expresaron como log N/No, donde No es el recuento a tiempo O y N, el

recuento a tiempo t.
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I1.2.1.4. Observaciones microscopicas
I1.2.1.4.1. Microscopia electronica de barrido (SEM)

La morfologia de las microcdpsulas se estudié mediante microscopia electrdnica
de barrido. Las emulsiones liofilizadas y secadas en spray se congelaron en nitrégeno
liqguido y se cortaron utilizando un bisturi. Las muestras se fijaron sobre placas de bronce
y se observaron con un microscopio electréonico Quanta 200 modelo FEI (Paises Bajos).
No se utilizd ningin recubrimiento de metal o carbono. Se trabajo a baja presién y con
un voltaje de 12.5 kV.

I1.2.1.4.2. Analisis por microscopia laser confocal de barrido

Para observar simultdneamente las bacterias y las emulsiones se utilizaron dos
marcadores: el TO-PRO-3 (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) y el Rojo Nilo (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA). EI TO-PRO-3 es un marcador de nucleo, que da fluorescencia roja, y
contra-tincién cromosdmica, que no es capaz de atravesar células vivas pero ingresa en
las membranas dafiadas (caracteristicas de las células muertas), por lo que es un
indicador de células muertas. El colorante TO-PRO-3, compuesto por carbocianina,
emite una fluorescencia de color rojo oscuro con excitacidon a 642 nm y emision a 661
nm. Por otra parte, el rojo Nilo se utilizé para tefiir las emulsiones O/W. Se prepard una
solucidén de tincién de rojo Nilo al 0.01% p/p disolviendo 0.001 g del colorante en 10 mL
de acetona y se guardd en oscuridad a 20°C. El marcador rojo Nilo emite fluorescencia
verde con excitacion a 510-560 nm y emisién a 590 nm.

Las emulsiones liofilizadas y secadas en spray se resuspendieron en agua destilada
desionizada, para alcanzar una concentracion de 108 células/mL. Se agitaron en vortex
hasta disolucion total, se adiciond 1% v/v de rojo Nilo, y se incubé a 37°C durante 1 hora.
Transcurrido el tiempo, se agrego el mismo volumen de metanol (50% v/v) y se incubd
a 37°C durante 5 minutos. Finalmente, se agregd 1 uL de TO-PRO-3 (concentracion final:
0.8 uM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) y se incubd a 37°C durante 5 minutos
mas. Los preparados se observaron en un microscopio laser confocal de barrido (Leica
TCS SP5 Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) equipado con laseres de Argdn y HeNe.
Los microorganismos tefiidos se observaron utilizando una longitud de onda de

excitacion de 642 nm.
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I1.2.1.5. Caracterizacion de las emulsiones deshidratadas
I1.2.1.5.1. Contenido de humedad

Se determind el contenido de humedad de las muestras liofilizadas y secadas en
spray por pérdida de peso en una estufa de vacio a 70°C hasta peso constante (AOAC
1980). Se utilizaron emulsiones deshidratadas sin bacterias como controles. Los
resultados de humedad se expresaron en gramos de agua por 100 g de peso seco (ms).
I1.2.1.5.2. Actividad de agua (aw)

Las aw de las emulsiones liofilizadas y secadas en spray se determind en un equipo
Aqualab (Aqualab, Model Series 3TE, USA). Se utilizaron capsulas que no contenian
bacterias como controles. El equipo fue calibrado utilizando soluciones salinas estandar
proporcionadas por el fabricante.

I1.2.1.5.3. Tamaiio de particula, indice de polidispersion (P) y potencial

zeta (0)

Para todas las medidas se utilizaron emulsiones frescas y deshidratadas
(liofilizadas y secadas en spray), haciendo diluciones seriadas de las muestras en PBS.
Todas las mediciones se realizaron a 37°C usando un equipo Malvern Zetasizer (Nano-Z
Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido).

Se determind el tamafio de particula de las emulsiones (frescas y deshidratadas)
por la dispersién de luz dinamica (light scattering), utilizando el software Zetasizer 6.20.

El potencial { se determind utilizando una combinacidn de técnicas de medicion:
electroforesis y velocimetria Doppler laser (electroforesis laser Doppler). Los valores de
potencial { fueron proporcionados directamente por el equipo. Se obtuvo un valor
medio de potencial { de al menos 20 determinaciones para cada muestra.

I1.2.1.5.4. Ensayo acelerado de estabilidad oxidativa (Rancimat)

La estabilidad oxidativa de las emulsiones liofilizadas y secadas en spray se evalud
mediante un ensayo acelerado de estabilidad oxidativa, determinando el tiempo de
induccion (ti) segin AOAC Cd12-57 (Rancimat 743, Metrohm AG, Herisau, Suiza). Para
ello, se pesé 1 g de cada muestra en el recipiente de reaccién y se las sometié a una
temperatura de 98°C, con burbujeo continuo de una corriente de aire a una velocidad
de 20 L/hora. Los productos de oxidacion de naturaleza volatil fueron transportados por

dicha corriente de aire a la celda de medicién donde se dispersaron en una solucién de
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muy baja conductividad (agua destilada). Las determinaciones se hicieron por duplicado.
Como controles se utilizaron emulsiones 1:4 (O/W) deshidratadas sin bacterias.
I1.2.1.5.5. Indice de peréxido

La oxidacién de los lipidos se determind a partir del valor del perdxido. El aceite se
extrajo de acuerdo con Partanen et al. (2005). Se resuspendieron 0.5 g de emulsiones
deshidratadas que contenian bacterias (en duplicado) en 5 mL de agua destilada y se
agitaron hasta su completa resuspension. Luego se pesaron 0.3 g de cada una de las
suspensiones, se les agregd 1.5 mL de una mezcla de isooctano/isopropanol (3:1 v/v)
(Merck, Darmstadt, Alemania) y se agitaron 3 veces en vortex durante 10 segundos.
Luego, las muestras fueron centrifugadas a 10000 g durante 5 minutos y se
determinaron los valores de peréxido de la fase superior, de acuerdo a McClements
(1999). Por otra parte se prepard el sustrato de reaccidon con sulfato ferroso 0.072M
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), que se mezclé con 1 mL de cloruro de bario. Se
centrifugd a 10000 g durante 5 minutos. Se tomd 1 mL de la fase superior y se lo mezcld
con 1 mL de de solucion de tiocianato 3.94 M (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
generando de esta manera, el sustrato de reaccidon. Para las determinaciones, se
mezclaron 2.8 mL de metanol/butanol (2:1 v/v) (Merck, Darmstadt, Alemania), 200 pL
de la fase superior de las muestras preparadas en una primera instancia y 30 uL del
sustrato de reaccidn. Las muestras se agitaron en vortex durante algunos segundos y se
dejaron reposar durante 30 minutos en oscuridad. Se determind la absorbancia a 510
nm en un espectrofotémetro (Shimadzu, Kyoto, Japdn). Las curvas estandar fueron
realizadas con hidroperdéxido de cumeno (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Como
controles se usaron emulsiones deshidratadas que no contenian microorganismos

(O/W:1:4).

I1.2.1.6. Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado utilizando cultivos independientes.
Se realizé el andlisis de varianza (ANOVA) para todos los ensayos, utilizando el programa
estadistico InfoStat 2008 (Grupo Infostat/FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Ed.
Brujas, Cérdoba, Argentina). La comparacion de medias se realizé utilizando el método

de Tukey, y si p <0.05, la diferencia se considerd estadisticamente significativa.
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I1.3.1. Resultados y discusion

I1.3.1.1. Caracterizacion del aceite de okara

En este capitulo, se utilizé el aceite de okara (extraido en la fase de desengrasado
del okara, y se lo utiliz6 como fase oleosa (O) junto con el caseinato de sodio (fase
acuosa, W), para la formulacién de emulsiones estables de aceite en agua (O/W). Dichas
emulsiones fueron utilizadas para encapsular Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 y
protegerlo durante los procesos de deshidratacién (liofilizacién y secado en spray) y su
posterior almacenamiento. La eficiencia de este tipo de encapsulacién requiere de un
analisis que considere no sdlo la viabilidad de la bacteria encapsulada sino también la
estabilidad del aceite.

Tabla I.1. Composicion de acidos grasos del aceite de okara
(% del total de acidos grasos)®.

Acidos Grasos Aceite de Okara (%)
C16:0 11.57
Cle6:1 0.08
C18:0 4.43
C18:1 (n9) 20.04
C18:1 (n7) 1.30
C18:2 (n6) 54.61
C18:3 (n3) 7.97

2Desviacion estandar por debajo del 1% en todos los casos.

Los acidos grasos C18:2 (n6) y C18:1 (n9) fueron los que se encontraron en mayor
proporcidn, representando el 74.65% del total de los dcidos grasos en el aceite de okara.
Ademas, se destaca la presencia de C18:3, que representd un 7.97% del total. De esta
manera, los dcidos grasos mono y poliinsaturados constituyeron un 83.92% de los acidos
grasos. Los datos mostrados en la Tabla Il.1 fueron comparables a los informados por
otros autores (Sawada et al., 2014). Sawada et al. (2014) hicieron extracciones con
etanol en diferentes condiciones pero en todos los casos los grupos que se encontraban
en mayor proporcion fueron C18:2 (n6) y C18:1 (n9), con porcentajes de entre 76.05 y
77.99% del total de acidos grasos presentes. Asimismo, el aceite de soja contiene
porcentajes similares de C18:2 y C18:1 (74.87% sobre el total), de acuerdo a lo

informado por Canacki (2005).
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I1.3.1.2. Observaciones microscopicas

En la Figura 1.7 se observan las imagenes obtenidas por microscopia electrénica
de barrido (SEM) de las emulsiones liofilizadas y secadas en spray. En la imagenes de las
muestras liofilizadas se observan particulas dispersas y sin una distribucion homogénea
(Figura 11.7 Al). Por el contrario, las muestras secadas en spray, dieron lugar a particulas
mas pequeiias, en mayor cantidad y dispersas de una manera mas uniforme (Figura Il.7
Bl). Ying et al., 2010 utilizaron aceite de girasol para encapsular Lactobacillus rhamnosus.
Las emulsiones mostraron caracteristicas similares a las observadas en este trabajo de
tesis, ya que las muestras secadas en spray tuvieron una distribucién mas uniforme que
las emulsiones liofilizadas, las cuales aparecieron en forma de fragmentos irregulares.

La microscopia confocal permitié la observacién de los microorganismos tefiidos
con TO-PRO-3 (Figura 1.7 All y BIl, imagenes de la izquierda) y las capsulas tefiidas con
el marcador rojo Nilo (Figura 1.7 All y BIl, imagenes centrales). La superposicién de
ambas imagenes permitid visualizar las capsulas (en verde) y los microorganismos (en
rojo) en una misma imagen (Figura 1.7 All y BIl, imagenes de la derecha). Las
dimensiones de las cdpsulas que contenian bacterias, secadas en spray, fueron
comparables a las de otros microorganismos encapsulados usando otro tipo de
emulsionantes (i.e., leche descremada o goma arabiga) (1000-2000 nm para los
microorganismos y 5000 nm para emulsiones) (Zhang et al., 2015), lo que puede ser
importante a nivel tecnolégico para su incorporacién en productos alimenticios, ya que
son emulsiones que presentan una mayor estabilidad, lo cual es importante en el
transporte de ingredientes funcionales y en las caracteristicas organolépticas de los
productos (McClements y Weiss, 2005; Serdaroglu et al., 2015; Teo et al., 2016; Alzorqi
et al., 2016).
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Figura ll.7. Micrografias SEM de barrido y laser confocal de emulsiones deshidratadas que
contienen microorganismos (O/W: 1:4). A: liofilizacidn; B: secado en spray.

I: imagenes SEM; Il: Micrografias confocal de barrido: Imagen izquierda: fluorescencia roja
(L. plantarum CIDCA 83114 marcado con TO-PRO-3), imagen del medio: fluorescencia
verde (aceite marcado con rojo Nilo); imagen derecha: micrografias juntas que muestran
ambas marcas.
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I1.3.1.3. Caracterizacion de las emulsiones

Las valores del contenido de humedad de las emulsionadas liofilizadas y secadas
en spray estuvieron comprendidos entre 1.50 y 2.60 g/100 g bs, mientras que los
controles que no tenian bacterias presentaron valores significativamente inferiores
(0.50-1.00 g/100 g bs) (Tabla 11.2).

Con respecto a la actividad de agua (aw), las emulsiones liofilizadas presentaron
valores significativamente menores que las emulsiones secadas en spray. La menor
actividad de agua de las muestras liofilizadas fue comparable a la informada por otros
autores (Ying et al., 2010). Si bien Ying et al. (2010) usaron otro microorganismo y
emulsionantes diferentes, las muestras liofilizadas mostraron valores menores de
actividad de agua. No se observaron diferencias significativas entre las diferentes

proporciones de emulsiones O/W utilizadas (1:2, 1:3, 1:4) (Tabla 11.2).

Tabla 11.2. Humedad vy actividad de agua de las emulsiones liofilizadas y
secadas en spray

Muestras Humedad (g/100 g bs) aw
Liofilizadas

Oo/W 1:2 1.51 +£0.10° 0.13 + 0.04*

Oo/W1:3 1.60+0.132 0.14 + 0.03#

Oo/W 1:4 2.26+0.122 0.17 + 0.05*
O/W 1:4 (control) 0.50 + 0.02° 0.24 +0.07®
Secadas en spray

O/W 1:2 1.90 £ 0.10% 0.30 + 0.05*

Oo/W 1:3 2.59+0.19% 0.32 + 0.05*

Oo/W 1:4 2.14 + 0.15% 0.32 + 0.05*
O/W 1:4 (control) 0.96 + 0.09* 0.27 £ 0.01#

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)

En la Figura 11.8 se puede observar el tamafio de particula de las emulsiones O/W
antes y después de liofilizarlas y secarlas en spray. Las emulsiones frescas fueron las que
presentaron los valores menores y no se observaron diferencias significativas entre las
diferentes relaciones O/W de las emulsiones (Figura 11.8). El tamafio de particulas de las

muestras secadas en spray aumenté hasta 1.7 veces con respecto a las emulsiones
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frescas, y no se observaron diferencias significativas para las distintas O/W analizadas
(Figura 11.8). Las muestras secadas en spray presentaron un indice de polidispersion (D)
inferior a 0.300, dato que indica la homogeneidad de la poblacion (Tabla 11.3). Por el
contrario, las muestras liofilizadas fueron las que mostraron los mayores tamanos de
particula (Figura 11.8) y valores de D por encima de 0.550 (Tabla I11.3), lo que indica una
mayor heterogeneidad. Para las emulsiones liofilizadas, la relacion O/W 1:2 fue la que
presentd los valores mas elevados de D (muestras mas heterogéneas), seguidas de las
relaciones O/W 1:3y 1:4, lo que demuestra que cuanto mayor es el contenido de aceite,

mayor el tamafo de particula y mayor su heterogeneidad (Figura 11:8 y Tabla 11.3).

Liofilizadas
_ 1000+ d
= i
< 800 c
= i & e Secadas en
..a EDD_ i[ b Spra}f
E | Emulsiones } b bbb
. Frescas =
% 4[]0_ da da 4a a
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Condiciones

Figura 11.8. Tamaiio de particula de las emulsiones O/W frescas,
liofilizadas y secadas en spray. Controles: emulsiones
deshidratadas sin bacterias (relaciéon O/W: 1:4). Letras
diferentes indican diferencias significativas (p <0.05).

104



Tabla I1.3. indice de polidispersién (D) de las emulsiones

frescas y deshidratadas

Emulsiones b
Frescas
1:2 0.342+0.065°
1:3 0.516+0.053°
1:4 0.371+0.073?
Control C.317+0.048°
Liofilizadas
1:2 0.649+0.274%
1:3 0.650+0.163%
1:4 0.57740.153*
Control C.838+0.108"

Secadas en spray

1:2 0.305+0.1638
1:3 0.242+0.186"
1:4 0.255+0.198*
Control C.545+0.099°

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)

Cuando se quiere encapsular compuestos bioactivos para aplicaciones
alimenticias, el tamafio de particula es un factor critico, que puede influir en los
productos. Asi, la presencia de particulas grandes puede dar lugar a texturas arenosas
(sandiness), que afectan las propiedades sensoriales de los productos, limitando su
aplicacion en productos alimenticios (Walstra et al., 2005). Por lo tanto, los tamafios de
particula deben ser lo mas pequefios posible. En este capitulo, los tamafios de particula
de las emulsiones deshidratadas fueron mas elevados que los de las recién preparadas
(frescas) (Figura 8.11). Esto puede explicarse considerando que la eliminacién de agua
por deshidratacién puede generar una cierta agregacion de las particulas. Por otro lado,
el tipo de proceso de deshidratacion determind claramente la estabilidad de las capsulas
obtenidas en términos de tamafio de particula y D (Figura 1.8 y Tabla I1.3). Asi, las
emulsiones secadas en spray tuvieron tamafios y valores de D mds bajos que las
emulsiones liofilizadas. Ying et al. (2010) obtuvieron resultados similares, al formular
emulsiones con aceite de girasol y aislado de proteina de suero para encapsular
Lactobacillus rhamnosus, ya que observaron que el tamafio de particula de emulsiones

secadas en spray es menor que para emulsiones liofilizadas. Las imagenes obtenidas por
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microscopia SEM y confocal fueron consistentes con estos resultados, mostrando que
las muestras secadas en spray tuvieron una distribucion homogénea, y no asi las
muestras liofilizadas (Figura 11.7). La naturaleza del proceso de secado en spray permite
explicar el menor tamafio de particula en relacidn al de las muestras liofilizadas. Durante
la etapa de atomizacidn, las emulsiones entran en contacto directo con el aire caliente,
y esto permite obtener gotas mas pequefias y mejores distribuciones de tamafio
(Master, 1972; Sander y Penovic, 2014).

Por otra parte, es importante destacar que las emulsiones secadas en spray
presentaron menores tamanos de particula, lo cual da lugar a una mayor superfice de
contacto, lo cual a su vez, facilita la interaccidn con el agua. Esto explica la mayor ay de
las emulsiones secadas en spray en comparacion con las liofilizadas (Tabla 11.2).

En la Figura 1.9 se presentan los resultados de potencial { para las emulsiones
frescas y deshidratadas. Si bien no se observaron diferencias significativas entre los
procesos de deshidratacién (liofilizacion o secado en spray), las diferentes proporciones
de emulsiones mostraron diferencias significactivas (Figura 11.9). La emulsién 1:2 (O/W)
presentd los valores mas negativos en todos los casos, seguidos de las proporciones 1:3
y 1:4 O/W, que presentaron valores de potencial { entre -34 y -36 mV. Estos resultados
mostraron que a mayor cantidad de aceite en la emulsién, mas negativa la carga
superficial (Figura 11.9). Ademas, los controles sin bacterias, preparados con la
proporcion 1:4 O/W fueron significativamente mas negativos que la misma proporcion
con bacterias, indicando que podria existir una interaccién entra las bacterias y el
caseinato de sodio, que provocaria un cambio en la carga superficial de las emulsiones.
Ly et al. (2008) estudiaron las interacciones entre dos cepas de Lactobacillus lactis,
incorporadas en emulsiones que fueron estabilizadas con tres proteinas de la leche
(caseinato de sodio, concentrado de proteina de suero y aislado de proteina de suero),
a diferentes pH (entre 3 y 7). Los autores informaron la existencia de interacciones
hidrofébicas entras las bacterias y las gotas, en donde las bacterias eran absorbidas por
las gotas y por las proteinas de la leche (Ly et al., 2008). Es posible que a menores
concentraciones de aceite, como es el caso de la emulsidn 1:4 (O/W), las bacterias hayan
interaccionado de manera diferente con el caseinato de sodio, dando lugar a valores

mas positivos de potencial C.
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Figura 11.9. Potencial T de las emulsiones O/W frescas,
liofilizadas y secadas en spray. Controles: emulsiones
deshidratadas sin bacterias (relacion O/W: 1:4). Letras
diferentes indican diferencias significativas (p <0.05).

I1.3.1.4. Estabilidad de las emulsiones

En la Figura 11.10 se presentan los resultados sobre la estabilidad de las emulsiones
liofilizadas y secadas en spray, determinados en funciéon del tiempo de induccién y los
valores de perdxido. Las muestras liofilizadas presentaron tiempos de induccion de
entre 6 y 13 horas, y no se observaron diferencias significativas para las diferentes
proporciones de emulsiones O/W (Figura 11.10 A). Por el contrario, las emulsiones
secadas en spray mostraron tiempos de induccidn muy superiores a los de las
liofilizadas. Para las relaciones 1:2 y 1:3 O/W se registaron valores de aproximadamente
30 horas. Por su parte, tanto las emulsiones 1:4 O/W como los controles (preparados
con la misma relacion O/W pero sin bacterias) tuvieron valores de alrededor de 80
horas.

Con respecto a los valores de perdxido, las emulsiones secadas en spray
presentaron resultados significativamente mds bajos que las muestras liofilizadas (p
<0.05) (Figura 11.10 B), lo cual es consistente con la mayor estabilidad de las emulsiones

secadas en spray.

107



Secadas en
90 A spray
801 £ 5

307  Liofilizadas
20

107 ""

: F’TW-

ATAD %{50 AT AB 5“ e
o

Tiempo de induccién (horas)
oY
o

Condiciones

0.18+
0.16+

0.144

0.124 o Secadas en
0.10 il spray

0.08
0 .06

= N s

AL 'b,\hﬁo\ ,\"L ‘b,\hﬁg\
c? o

Condiciones

. Liofilizadas

Valor de peroxido (mM)

Figura 11.10. A. Tiempos de induccidn; y B. Valores de
peréxido (mM) de emulsiones liofilizadas y secadas en
spray. Controles: emulsiones deshidratadas sin
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La composicion de acidos grasos del aceite de okara podria explicar la estabilidad
en las emulsiones deshidratadas (Figura 11.10, Tabla Il.1). Diferentes fases oleosas
(aceite de canola, de sésamo o grasas lacteas) han sido utilizadas para la encapsulacién
de bacterias lacticas (Hou et al., 2003; Pimentel-Gonzalez et al., 2009; Rodriguez-Huezo
et al., 2014; Zhang et al., 2015), demostrando una menor estabilidad que el aceite de
okara. Por esta razdn, se requieren otro tipo de estrategias, tales como dobles
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emulsiones y/o el agregado de fases acuosas adicionales para recubrir de manera mas
eficiente las capsulas, y manteniéndolas mas estables. El aceite de canola contiene un
57% de dacidos grasos monoinsaturados y un 21% de acidos grasos poliinsaturados
(Matthaus et al., 2016). Por su parte, el aceite de sésamo estd compuesto por un 39%
de acidos grasos monoinsaturados, 46% de poliinsaturados y el 13% de los acidos grasos
saturados (Nzikou et al., 2009), y la grasa de la leche estd compuesta principalmente por
acidos grasos de cadena corta, y una menor proporcion de mono y poliinsaturados
(Mansson, 2008). Tal como se mostrd en la Tabla Il.1, el aceite de okara, tiene una
elevada contribucidn de acidos grasos poliinsaturados, en particular, C18:2. Ademas, el
contenido total de 4cidos grasos poliinsaturados (18:2 + 18:3) fue de 62.58%, y el de
C18:1, 21.34% (Tabla ll.1). La estabilidad de las emulsiones formuladas con el aceite de
okara podria explicarse teniendo en cuenta las elevadas proporciones de acidos grasos
poliinsaturados (Figura 11.10). Como las gotas en una emulsién de O/W suelen ser
liquidas porque las fases de aceite y agua deben estar en un estado liquido cuando se
preparan las emulsiones (temperatura ~20°C), los acidos grasos poliinsaturados (con
temperaturas de fusidn mas bajas) son a priori mas adecuados para formar emulsiones
mas estables, evitando procesos de cristalizacién (Bai y McClements, 2016).

Otra razoén para explicar la mayor estabilidad de las muestras secadas en spray es
por la morfologia de las capsulas. Como se pudo observar en las imagenes de SEM
(Figura 11.7), las capsulas de las emulsiones secadas en spray fueron mas uniformes y
esféricas, sin porosidades aparentes, lo cual contribuiria a dificultar el ingreso del
oxigeno. Se ha informado que la porosidad de la pared afecta la permeabilidad de las
capsulas al oxigeno y determina la estabilidad oxidativa de su contenido (Moreau vy
Rosemberg, 1999). Gallardo et al. 2013 prepararon emulsiones con aceite de linaza, y
usaron diferentes proporciones de goma ardbiga con el agregado o no de maltrodextrina
y proteina de suero. Los tiempos de induccidon de las muestras constituidas sélo por
goma ardbiga y con el agregado de maltodextrina y proteina de suero aumentaron
considerablemente en comparacién con el presentado por el aceite de linaza. Esta
mayor estabilidad estuvo relacionada con la morfologia de las paredes de las capsulas
que no presentaron una porosidad aparente.

A pesar de estas ventajas, la presencia de altas proporciones de acidos grasos

poliinsaturados podria hacer que las emulsiones fueran mas susceptibles a la oxidacion.
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Sin embargo, los tiempos de induccidn y los valores de perdxido de las emulsiones
deshidratadas (principalmente, las emulsiones O/W secadas en spray) fueron mucho
mas altos y mas bajos, respectivamente (Figura 11.10), que los de otros aceites
comestibles (Bae y Lee, 2008; Binsi et al., 2017; Ixtaina et al., 2015; Pereyra Boué et al.,
2009). Este comportamiento puede explicarse teniendo en cuenta las propiedades
antioxidantes del aceite de okara, atribuidas principalmente a la presencia de
compuestos polifendlicos (genisteina, daidzeina) (Quitain et al., 2006). Otros autores
informaron resultados similires. Asi, Gallardo et al. (2013) observaron que el agregado
de proteinas de suero aumenta la estabilidad oxidativa de las cédpsulas, atribuyendo
dicha estabilidad a las propiedades antioxidantes de las proteinas de suero (Kuhn 'y
Cunha, 2012).

Los elevados valores de tiempos de induccion obtenidos en emulsiones de 1:4
O/W secadas en spray pueden explicarse de dos maneras: A, comparando los procesos
de deshidratacién (liofilizacién y secado en spray), y B, comparando las diferentes
relaciones usadas en la formulacion de las emulsiones O/W.

Si se considera que las capsulas de las muestras liofilizadas fueron mas grandes y
menos homogéneas que las secadas en spray (Tabla 11.3 y Figura 11.8), la superficie de
contacto es mayor, por lo que son mas suceptibles a la oxidacién. En este sentido,
Miyagawa y Adachi (2017) informaron que una reduccion del tamafio de las gotas de
aceite inhibe o retrasa la autooxidacién. Los lipidos o aceites microencapsulados
presentan caracteristicas distintivas en el proceso de oxidacidn. Ademas, una reduccién
en el tamaio de las gotas de aceite también es eficaz para inhibir o retardar la oxidacién
de aceites microencapsulados.

Con respecto a las diferentes proporciones usadas para preparar las emulsiones
O/W, las muestras 1:4 O/W secadas en spray (tanto las que tenian bacterias como los
controles) tuvieron tiempos de induccién mucho mas elevados. Esto puede explicarse
considerando que la presencia de mayores concentraciones de proteinas estabiliza
mejor las emulsiones O/W. Un comportamiento similar fue observado por distintos
autores para emulsiones de similares caracteristicas (Bai y McClements, 2016; Yadav et
al., 2007; Evans et al., 2013; Taneja y Singh, 2015; Miyagawa y Adachi, 2017). Yadav et
al. (2007) prepararon emulsiones O/W con goma ardbiga para encapsular aceites

esenciales de citricos. Los autores informaron que a mayores concentraciones de goma
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arabiga se obtienen emulsiones mds estables. Por otro lado, Taneja y Singh (2015)
prepararon emulsiones O/W con aceite de soja y maltrodextrina, estabilizadas con
diferentes concentraciones de caseinato de sodio (0.5 — 5% p/p) y posteriormente
deshidratadas por secado en spray. Los autores informaron que las emulsiones

mostraban mayor estabilidad para concentraciones cercanas al 5% de caseinato.

I1.3.1.5. Estabilidad de los microorganismos encapsulados

En la Figura 11.11 se presentan los resultados de la viabilidad de L. plantarum
CIDCA 83114 contenido en las emulsiones liofilizadas y secadas en spray. No se observé
una disminucion significativa de viabilidad bacteriana para las emulsiones secadas en
spray independientemente de la proporcién O/W usada. Por el contrario, el proceso de
liofilizacidn llevd a una pérdida significativa de la viabilidad (p <0.05). Ademas, esta
disminucién fue dependiente de las proporciones de O/W usadas, siendo la proporcién
1:2 O/W la condicién mas drastica, ya que la viabilidad disminuyd de 13.91 + 0.73 log
UFC g a 9.40 + 0.31 log UFC/g. La proporcién 1:4 O/W fue la mejor condicidn,
observandose una disminucion de 1.53 + 0.08 log UFC/g (Figura 11.11). Esto indica que
en el caso de la liofilizaciéon, a mayor contenido de aceite en la emulsidon, menor
viabilidad bacteriana. Ying et al. (2012), prepararon emulsiones para encapsular
Lactobacillus rhamnosus en donde utilizaron el aceite de girasol y una combinacién de
aislado de suero y almidén de maiz, que luego liofilizaron o secaron en spray. Al igual
gue en este capitulo de tesis, los autores no observaron una disminucién significativa de
la viabilidad bacteriara para el secado en spray (0.97 + 0.30 log UFC/g) y en el caso de
las emulsiones liofilizadas presentaron valores similires a las proporcion 1:4 O/W
(disminucién de sélo 1.7 + 0.30 log UFC/g).

Si bien la viabilidad para las muestras liofilizadas en este capitulo fue superior a la
requerida para los productos probidticos (Aquilina et al., 2013; Hill et al., 2014; Tripathi
y Giri, 2014), las propiedades fisicas de las cdpsulas liofilizadas (especialmente los D y
los tamafios de particula) hacen que no sean apropiadas para encapsular
microorganismos. Por el contrario, las propiedades fisicas de las emulsiones secadas en
spray fueron diferentes, obteniéndose polvos menos pegajosos, mas homogéneos
(valores mas bajos de D) y con tamafios de particula mas bajos, tiempos de induccidn

mas altos y menores valores de peroxido (Figuras 11.8, 11.10; Tablas 11.2, 11.3). Gracias a
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estas propiedades, no se observd una pérdida significativa de la viabilidad bacteriana ni
durante el proceso de deshidratacion ni durante el almacenamiento (Figuras 11.11, 11.12).
Todas estas caracteristicas permiten concluir que este sistema es el mds apropiado para

encapsular L. plantarum CIDCA 83114.
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Figura I1.11. Log UFC/g de cultivos frescos, de emulsiones en
sus diferentes proporciones O/W (1:2; 1:3; 1:4) después de
la liofilizacién y del secado en spray. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p <0.05). Los recuentos en placa
para muestras liofilizadas y secadas en spray sin emulsionar
fueron 8.09 + 0.54 log UFC/mL y 8.52 + 0.46 log UFC/mL,
respectivamente.

Las emulsiones también presentaron un comportamiento diferente de acuerdo al
proceso de deshidratacion usado (liofilizacién o secado en spray) (Figura 11.12). En el
caso de las muestras liofilizadas, las relaciones 1:3 y 1:4 O/W mostraron un
comportamiento similar, sin pérdida significativa de la viabilidad hasta el dia 45 del
almacenamiento (Figura 11.12 A). La viabilidad comenzé a disminuir a partir del dia 60, y
después de los 90 dias de almacenamiento, la pérdida de viabilidad fue de
aproximadamente 4 log para ambas emulsiones O/W. No sucedié lo mismo con la
emulsion 1:2 O/W, que a los 15 dias de almacenamiento ya experimentd una
disminucion de la viabilidad, la cual aumenté hasta 5.00 + 0.09 UFC/g luego de los 90

dias de almacenamiento (Figura 11.12 A).

112



51 A ow12
64 -© OW13
71 = ow14

-8 L L S EE A B
0 20 40 60 80 100

Tiempo (dias)

log N/N,
&

51 A OW12
64 -@ O/W 13
74 = ow14

-8 B R S S E R E R
0 20 40 60 80 100

Tiempo (dias)

Figura 11.12. Log N/No de L. plantarum CIDCA 83114 durante el
almacenamiento a 4°C. No: log UFC/g inmediatamente después de:
A. liofilizacién; B. secado en spray (tiempo 0). Los valores de Ng
corresponden a la UFC/g que se muestra en la Figura 5; N: log UFC/g
en cada momento del almacenamiento.

Por el contrario, las emulsiones secadas en spray fueron sistemas de
encapsulacion mucho mejores también durante el almacenamiento, ya que no se
observé una disminucidn significativa de la viabilidad hasta el dia 60 en ninguna de las
condiciones analizadas (Figura 11.12 B). Sélo después de 90 dias de almacenamiento se

observd una pequefia disminucién que no fue mayor a 1.89 + 0.87 log UFC/g en ninguno
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de los casos. Estos datos fueron comparables con los obtenidos por Ying et al., (2012).
Si bien estos autores sélo utilizaron una proporcion O/W para realizar las emulsiones, al
igual que los datos presentados en este capitulo, durante el almacenamiento la
viabilidad bacteriana se vio mas afectada para las muestras liofilizadas (-4 log) que para
las muestras secadas en spray (-2 log). Diferentes factores contribuyen a la estabilidad
de las muestras de bacterias deshidratadas, tales como la cepa utilizada, el método de
secado, el tamano de particula, la composicién de la matriz y las condiciones de
almacenamiento (Larena et al., 2003; Picot y Lacroix 2003; Wang et al., 2004; Ananta et
al., 2005; Chavez y Ledeboer 2007). Teniendo en cuenta que el secado en spray es un
proceso econémico, facilmente escalable y con bajo consumo energético, y que ademas,
las emulsiones de L. plantarum CIDCA 83114 secadas en spray fueron las que
presentaron mayor estabilidad fisico-quimica y mayor viabilidad (Figuras 11.10, 11.11), los
resultados obtenidos parecen interesantes para su aplicacién a nivel industrial.

Los resultados obtenidos en este capitulo mostraron claramente que una mayor
estabilidad fisico-quimica conduce a una mayor estabilidad para los microorganismos
encapsulados, demostrando asi la importancia de definir formulaciones adecuadas para

las emulsiones que apuntan a encapsular los microorganismos de manera eficiente.
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Conclusiones

Las emulsiones usando aceite de okara demostraron ser estables y lograron
la incorporacién de L. plantarum CIDCA 83114 en la matriz de encapsulado.
El secado en spray resulté ser un método mas adecuado para deshidratar las
emulsiones formadas, dando lugar a menores tamafios de las emulsiones
con respecto a los tamafios de los productos liofilizados.

Las emulsiones secadas en spray mostraron una mayor estabilidad con
tiempos de induccién mayores y valores de peréxidos menores a los
obtenidos en el proceso de liofilizacion.

El secado en spray resulté ser el proceso mas adecuado para estabilizar
Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 durante los procesos de
deshidratacion. El secado en spray no mostré una disminucion significativa
de la viabilidad bacteriana, independientemente de la proporcién O/W
usada.

El secado en spray también resultd el proceso mas adecuado para estabilizar

las bacterias durante su almacenamiento a 90 dias.
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PARTE A
I1.2.2. Materiales y Métodos

I1.2.2.1. Sintesis del copolimero
I1.2.2.1.1. Acido poliacrilico (PAA) - acido plurénico (PLU) - acido
poliacrilico (PAA) (PAA-PLU-AA o PPP)

La sintesis del copolimero y su caracterizacion fue realizada por un grupo de
trabajo del Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de Coimbra, Portugal,
bajo el marco de un proyecto de colaboracién entre Argentina-Portgual. El PPP se
sintetizd mediante polimerizacion por emulsién (Alakhov et al., 2004; Choo et al., 2011;
Ma et al., 2008). Para ello se disolvio el acido plurdnico (PLU), (F127, de 12600 Da o F68
de 8400) (BASF Chemicals, NJ, EE. UU.), de diferentes pesos moleculares en acido acrilico
(AA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y se neutralizé con 0.5 mL de NaOH 5 M bajo
agitacién constante en corriente de nitrégeno. La adicion de AA se hizo de manera
proporcional, teniendo en cuenta el nimero de grupos terminales -OH presentes en
cada PLU, con el objeto de obtener el mismo nimero de AA para cada copolimero. Luego
se disolvieron 100 mg de lauril peréxido (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y 100 mg
de 4-azobis-(acido 4-cianovalérico) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) en 5 mL de
AA, que fueron incorporados en la solucion de PLU. La solucidn final fue colocada en un
matraz de 500 mL y se adicionaron 250 mL de solucién de Tween 80 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EE. UU.) en nonano (1% v/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.)
previamente desoxigenado durante 1 hora en corriente de nitrégeno. El reactor fue
calentado a 70°C durante 10 horas. El polimero obtenido fue lavado con hexano (VWR
Chemicals, MA, EE. UU.) y agua para eliminar impurezas, y secado en estufa de vacio a
40°C durante 48 horas. Como producto de reaccion, se obtuvieron dos polimeros: uno
denominado PPP12, con un peso molecular aproximado de 11671 kDa , y otro
denominado PPP24, con un peso molecular de 24322 kDa. El esquema de la reaccién se

presenta en el Esquema II.1 (Capitulo Il, Introduccién, seccién 11.2.2.2.1.)
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I1.2.2.2. Caracterizacion del copolimero

I1.2.2.2.1. Resonancia magnética nuclear (RMN). Se registraron los
espectros *H-RMN en un espectrémetro Bruker Advance Il 400 MHz 9.4 T (Karlsruhe,
Alemania). Las muestras se disolvieron en tetrahidrofurano deuterado (d8-THF) (Euriso-
top, Saint-Aubin, Francia) y se analizaron en tubos de 5 mm de didmetro, utilizando
tetrametilsilano como estandar interno.

I1.2.2.2.2. Espectroscopia de infrarrojo por transformadas de Fourier
(FTIR). Los espectros fueron registrados en un espectrometro Thermo Nicolet iS10
(Thermo Scientific, NJ, EE. UU.) con accesorio de ATR (reflectancia total atenuada), en el

rango de 4000 a 400 cm?®. Se realizaron 64 barridos con una resolucién de 4 cm™.

I1.2.2.3. Cepas y condiciones de crecimiento

I1.2.2.3.1. Microorganismos utilizados. Se utiliz6 la cepa Lactobacilius
delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333, aislada a partir de un fermento comercial
(Gémez-Zavaglia et al., 1999), y ademas, como en los capitulos anteriores, se utilizé
Lactobacillus plantarum CIDCA 83114.

I1.2.2.3.2. Condiciones de crecimiento. Se partid de L. delbrueckii subsp.
bulgaricus CIDCA 333 proveniente del cepario del CIDCA, conservada a -80°C en 120 g/L
de leche descremada (Difco, USA). Los microorganismos fueron reactivados en caldo
MRS (de Man et al., 1960) (inéculo al 1% v/v), durante 48 horas a 37°C. Luego se realizd
un repique en caldo MRS, y se incubaron a 37°C durante 24 horas. Las condiciones de
crecimiento de Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 fueron explicadas en Materiales y
Métodos, Capitulo 1, seccion 1.2.6. Los cultivos en la fase estacionaria, 5x108 UFC/mL
para L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 (Tymczyszyn et al., 2011) y 1x10%
UFC/mL para L. plantarum CIDCA 83114, fueron centrifugados a 6000 g durante 10
minutos (Hermle Centrifuge Z 326 K, Gosheim, Alemania), y lavados dos veces con buffer
fosfato-salino (PBS). Los pellets bacterianos fueron conservados a 4°C hasta el momento

de encapsular.
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I1.2.2.4. Encapsulacion bacteriana /ayer-by-layer (LbL)

El quitosano (MW 100.000 a 300.000, Acros Organics, NJ, EE. UU.) se preparé al
1% (p/v) en buffer acetato - acido acético. Se pesaron 3.5 g de acetato de sodio, se
disolvieron en 1 litro de agua destilada y se adicionaron 3.5 mL de acido acético glacial.
Luego se incorpord quitosano y se agité el tiempo necesario para su completa disolucion
en el buffer y se llevd a pH 6 con solucion de NaOH 0.5 M. Se prepararon soluciones de
los polimeros PPP12 al 1% (p/v) y PPP24 al 0.5% (p/v) en NaCl 0.5 M pH 6, agitando
durante 24 horas y ajustando el pH en caso de ser necesario.

Los pellets bacterianos obtenidos en la seccion 11.2.2.3.2 fueron resuspendidos en
20 mL de quitosano (primera capa, carga positiva) teniendo en cuenta que la superficie
bacteriana es negativa. Para lograr que esta primera capa se deposite sobre los
microorganismos, se incubd 1 hora a 37°C con agitacidn constante de 200 g (MaxQ 4000,
Thermo Scientific, NJ, EE. UU.). A este primer encapsulado se lo denomind [(CHI/PPP)
1/0], donde CHI representa el quitosano, PPP, el polimero, 1, el nUmero de capa de CHI
y 0, el nimero de capa de PPP.

Luego de la incubacién, se centrifugéd a 6000 g durante 5 minutos a 4°C, se
descarté el sobrenadante y se lavd dos veces con PBS para eliminar todo el excedente
de quitosano. El mismo procedimiento se realizé para adicionar la segunda capa (PPP 12
o PPP24), es decir, se resuspendid a las bacterias recubiertas por una capa de quitosano
en 20 mL de PPP12 o PPP24, y se incubd a 37°C durante 1 hora con agitacion constante
a 200 g. De esta manera se obtuvieron los encapsulados (CHI/PPP) 1/1, es decir,
bacterias recubiertas con una capa de CHI y una capa de PPP.

Este procedimiento se repitié dos veces mas, alternando entre una capa vy la otra
(CHI y PPP), hasta obtener microorganismos recubiertos con tres capas [dos de CHI y
una capa de PPP, [(CHI/PPP) 2/1]], y con cuatro capas [dos de CHI y dos de PPP [(CHI/PPP)
2/2]].

Para asegurar un correcto autoensamblaje de las capas sobre las bacterias, se
ajustd el pH de todas las soluciones a un valor de 6. A este pH, los grupos amino del
quitosano se encuentran protonados (pKa = 6.5), es decir, tienen carga positiva, y los
grupos carboxilo del PLU se encuentran desprotonados (pKa = 4.95), es decir, con carga

negativa, logrando asi que las capas se depositen de manera correcta.

118



I1.2.2.5. Evaluacion de los encapsulados

I1.2.2.5.1. Potencial zeta (). Para corroborar que la encapsulacion fue correcta
y que las capas se depositaron una sobe otra, se determiné el potencial  luego de
adicionar cada capa individual (Malvern Instrument Zetasizer Nano-Z). Para ello, los
encapsulados fueron diluidos en agua destilada, y se determind el potencial £ tal como
se indico en la Parte 1, secciéon 11.2.1.5.3. Para cada muestra se tomaron al menos 20
valores de potencial .

I1.2.2.5.2. Cinética de crecimiento por determinacion de Ia
absorbancia. Luego del agregado de cada una de las capas (CHI y PPP,
respectivamente), las bacterias encapsuladas se inocularon en caldo MRS (1% v/v) y se
incubaron a 37°C y se determind la absorbancia a 600 nm a intervalos regulares. Como

controles se utilizaron bacterias sin encapsular.

I1.2.2.6. Microscopia confocal

El tamano, la integridad y la permeabilidad de las bacterias encapsuladas y no
encapsuladas fueron determinados utilizando un microscopio confocal (Leica TCS SP5
Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). Para ello se utilizaron dos marcadores:
isotiocianato de fluoresceina unido a inulina (FITC-Inulina) (F3272, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) como marcador de microorganismos vivos, y ioduro de To-Pro®-3
(Thermofisher Scientific, Nueva Jersey, USA), como marcador bacterias dafiadas, tal
como se explicé en Materiales y Métodos del capitulo 2, Parte 1, seccién 11.2.1.4.2.

Las bacterias encapsuladas y no encapsuladas (controles) fueron resuspendidas en
agua destilada (~10% células/mL). En una primera fase, se adiciond FITC-inulina
(concentracion final: 0.8 mM) y se incubd a 37°C durante 1 hora. Luego se agregd
metanol al 25% v/v para fijar los microorganismos y se incubd 5 minutos a 20°C.
Finalmente, las células se marcaron con ioduro de To-Pro®-3 (concentracion final: 1 mM)
y se incubaron a 37°C durante 5 minutos.

Para la observacidn microscdpica se tomd una alicuota de los preparados y se la
colocé sobre portaobjetos de vidrio bajo flujo de aire estéril. Se utilizd una longitud de
onda de excitaciéon de 488 nm y 633 nm para FITC-inulina y ioduro de To-Pro®-3,

respectivamente.
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I1.2.2.7. Proceso de deshidratacion y almacenamiento
I1.2.2.7.1. Liofilizacion

Los microorganismos encapsulados con diferentes nimeros de capas fueron
resuspendidos en PBS y centrifugados a 6000 g durante 5 minutos. Se descartd el
sobrenadante y los pellets fueron resuspendidos en una solucion de sacarosa (Biopack,
Buenos Aires, Argentina) 20% p/v, congelados a -80°C y liofilizados, tal como se indicé
en el Capitulo 1, Materiales y Métodos, seccién 1.2.9.1. Como controles se ultilizaron
bacterias no encapsuladas (cultivos frescos), resuspendidas en la misma solucion de
sacarosa que se utilizé para las encapsuladas.
I1.2.2.7.2. Almacenamiento

Los microorganismos liofilizados (encapsulados y no encapsulados) fueron
resuspendidos en PBS, agitados en vortex. Luego se hicieron diluciones seriadas en PBS,
se plaquearon en agar MRS y se incubaron a 37°C durante 48 horas en aerobiosis. Los
resultados fueron expresados como log UFC/mL. Los microorganismos liofilizados
fueron almacenados a 4°C durante 60 dias en desecadores con silica gel, realizando

recuentos a intervalos regulares.

I1.2.2.8. Exposicion a condiciones gastro-intestinales simuladas

El ensayo se dividid en dos etapas: la etapa gastrica y la etapa intestinal. La
composicion de los fluidos géstricos e intestinales (duodenal y bilis) son los mismos a los
indicados en la Tabla 1.3, Materiales y métodos del Capitulo 1, seccién 1.2.14.

Los microorganismos encapsulados con diferentes nimeros de capas ([(CHI/PPP)
1/0; 1/1; 2/1; 2/2]) fueron resuspendidos en PBS y agitados en vortex, y se dejaron
reposar a 20°C durante 30 minutos (controles: microorganismos no encapsulados).
Luego, las muestras fueron centrifugadas a 6000 g durante 5 miuntos, los sobrenadantes
descartados y los microorganismos encapsulados, resuspendidos en solucién gastrica.
Se incubd a 37°C durante 90 minutos, en oscuridad, con agitacidén constante de 100 g
(MaxQ 4000, Thermo Scientific, USA), se centrifugd a 6000 g durante 5 minutos para
detener la reaccién, se lavé una vez con PBS y se realizaron recuentos en agar MRS
(etapa gastrica). En paralelo, se continud con la digestidn intestinal, resuspendiendo los
microorganismos ya expuestos a la fase gdstrica, a la solucidén intestinal simulada. Se

incubd a 37°C durante 90 minutos, en oscuridad con agitacién constante de 100 g. Una
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vez finalizada la exposicion al fluido intestinal simulado, los microorganismos
encapsulados fueron centrifugados a 6000 g durante 5 minutos, y lavados una vez con
PBS. Luego se hicieron recuentos en placa para todos los encapsulados. Los resultados

se expresaron en log UFC/mL.

I1.2.2.9. Actividad deshidrogenasa mitocondrial (MTT)

Se investigd la eventual toxicidad de los polimeros utilizados a través de la
determinacién de la actividad deshidrogenasa mitocondrial, mediante el ensayo del
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ol)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Para ello se utilizaron células Caco-2/TC7 en postconfluencia, las cuales
fueron sembradas en duplicado en placas de 24 wells (~ 1x10° células/well), y se incubé
durante 5 dias a 37°C. Luego se adicionaron los microorganismos encapsulados
(concentracion de 1x10% UFC/mL) y se incubd durante 24 h a 37°C. Luego, las células
fueron lavadas dos veces con PBS (pH 7.0) y se reemplazé el medio por medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) (sin colorante rojo fenol), con 0.5 mg/mL de MTT.
Luego de 3 horas de incubacién a 37°C, se adicionaron 0.2 mL de dimetilsulféxido para
eliminar el formazan de las células y se registrd la absorbancia a 560 nm en un lector de
microplacas (Synergy HT, Bio-Tek Instruments, Vermont, USA). La viabilidad celular se

determind de acuerdo a la ecuacion (1):

Viabilidad celular (%) = (DO¢) / (DOc) x 100% Ecuacion 1

donde DO: es la densidad optica de las células tratadas con microorganismos

(encapsulados o no) y DO. es la densidad dptica control (células no tratadas).

Parte B

I1.2.2.10. Preparacion de los dispositivos microfluidicos
La técnica de encapsulacién por microfluidica se utilizé en el Laboratorio de
Bioguimica, de la Facultad de Ciencias de Ourense, Universidad de Vigo, Espafia. Para

preparar dispositivos microfluidicos, denominados chips, se pesd en un vaso plastico 15
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g de elastémero (SYLGARD™ 184 Silicone Elastomer Base, Midland, MI, USA) y 1.5 g de
agente curante (SYLGARD™ 184 Silicone Elastomer Curing Agent, Midland, MI, USA)
manteniendo siempre una relacién 10:1. Como el elastémero presenta una alta
viscosidad, fue adicionado de manera gradual con cuchara plastica o pipeta hasta
alcanzar el peso adecuado. Por su parte, el agente curante fue incorporado gota a gota
con pipeta Pasteur hasta completar el peso. Luego, se homogenizd la mezcla durante 5
minutos con un tenedor de pldstico, hasta lograr la integracion total de ambos. Luego,
se colocé el vaso en un desecador conectado a una bomba de vacio y se degasifico hasta
la desaparicion total de burbujas. Una vez degasificado, se distribuyd la preparacién
sobre una caja de Petri, que contenia un molde con la impresidn de los chips de trabajo
(50, 100 y 200 pum) unido a la superficie (Figura 1.13 A). Este molde fue fabricado
previamente por técnicas litogréficas, es decir, depositando una capa de resina
fotosintética sobre un sustrato y haciendo pasar un haz de luz ultravioleta (UV) a través
de una camara con el disefio del dispositivo microfluidico impreso en el molde. Luego
de distribuir de manera uniforme el contenido en el molde, se colocé nuevamente en
desecador para una segunda degasificacidon. Finalmente, se tapd el molde y se lo colocé
en estufa a 65°C durante toda la noche para el proceso de curado (aproximadamente de
12 a 15 horas).

Al dia siguiente, se retird la caja de Petri de la estufa y se la dejo enfriar a 20°C.
Luego, con un bisturi se cortd cuidadosamente alrededor del cuadrante donde se
encontraba la impresidon de los chips (Figura 11.13 B) para evitar romper los chips
fabricados y para evitar romper el molde, que servira para la fabricacion de futuros
chips. Una vez cortado, los chips fueron despegados cuidadosamente del molde (Figura
11.13 C). Con la ayuda de un sacabocados retractil de 1 mm de didametro, se perforaron
los puntos de entrada, y de salida (Figura 11.13 D). Luego, se cubrié el preparado con
una cinta adhesiva para evitar que los canales se ensuciaran. El ultimo paso fue unir los
chips a placas de vidrio (portaobjetos) para que de esta manera quedaran sellados y
listos para ser utilizados. El sellado se logré con un tratamiento con plasma de O, en sala
blanca, tal como se dellata a continuacion:

i. Se encendié la bomba de vacio y la maquina de plasma;

ii. Sefijaron las condiciones de potencia (100 watts) y de flujo de gas (150 ml/min);
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Vi.

vii.

viii.

Se colocaron los chips y los vidrios en la cdmara de sellado, dejando expuesta
la cara por donde se uniran;

Se cerro la cdmara y se hizo vacio hasta estabilizar (aproximadamente 0.3 -0.5
bar);

Se abrié el tubo de oxigeno;

Una vez estabilizado el flujo de oxigeno, se activo el plasma y se dejé descansar
durante 2 minutos;

Luego se desconectd el plasma, se cerrd el gas y se rompid el vacio.

Se abrid la camara, se retiraron los chips, los vidrios y se los unid rapidamente,
presionando levemente y verificando que no quedaran burbujas;

Se calentaron 5 — 10 minutos en placa calefactora a 100°C para reforzar la
union;

Finalmente, se cerrd el tubo de oxigeno, y la vdlvula de entrada de gas. Se dejé

la cdmara cerrada y se desconectaron la bomba y el generador de plasma.

Una vez sellados al vidrio (Figura 11.13 E), se colocd una cinta adhesiva sobre los

chips para protegerlos del polvo (Figura 11.13 F).

Figura 11.13. Pasos para la fabricacidn de los chips. A. Molde sobre caja de petri con la impresion de los
chips de trabajo. B. Placa con los chips preparados lista para cortar. C. Placa con los chips impresos. D.
Sacabocados para realizar los agujeros en los puntos de entrada y salida de los chips. E. Placa con chips
sellados sobre placa de vidrio (portaobjeto) y listos para ser usados. F. Chips con cinta adhesiva y
guardados para evitar la entra de polvo en los canales microfluidicos.
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I1.2.2.11. Formulacion de emulsiones
I11.2.2.11.1. Armado del equipo
Para la formulacion de las emulsiones, se usaron chips con dos entradas y una

salida, y chips de tres entradas y una salida, cuyos canales tenian un diametro de 200

um (Figura 11.14).
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Figura 11.14. Figura esquematica de los chips de trabajo. A. Chip con dos
puntos de entrada, en donde 1. Punto de entrada de la fase oleosa; 2.
Punto de entrada de la fase acuosa; y 3. Punto de salida. B. Chip con tres
puntos de entrada, en donde 1. Entrada de la fase oleosa; 2. Entrada de
la fase acuosa 2; 3. Entrada de la fase acuosa 1; y 4. Punto de salida

Las soluciones utilizadas para formar las emulsiones se cargaron en jeringas de
vidrio de 1 mL para la fase oleosa y 100 pL para las fases acuosas. En una primera
instancia, se encendié la computadora conectada al equipo de microfluidica. Ademas,
se encendié la plataforma de microfluidica y se abrié el software Nemesys (Nemesys
Interface, Madrid, Espaia), que permite controlar las condiciones de flujo de las
bombas, donde se colocan las jeringas que son inyectadas en los dispositivos
microfluidicos, (Figura 11.15 Ay B). Luego se posicionaron las bombas en el nivel inicial y
se colocaron las jeringas en las respectivas bombas, asegurando que quedaran niveladas
y fijas, tanto el cuerpo como el émbolo (Figura 11.15 C y D). Luego se abrid el software
Vimba (Vimba v3.1 ARM64, Germany) de la camara fotogréfica conectada al
microscopio, con la que fue posible observar los chips y la formacidon de emulsiones
(Figura 11.15 E). Para evitar filtraciones, antes de comenzar se observé el chip utilizado
en el microscopio para comprobar que todos sus canales estuvieran libres vy

correctamente sellados. Para conectar las jeringas con los chips y lograr el flujo de las
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soluciones, se utilizaron tubos de polietileno de calibre fino (Portex, Smiths medical,
Keene, USA) con un didmetro interno de 0.38 mm. Se cortd la medida necesaria del tubo,
y con la ayuda de una pinza se conecté un extremo del tubo a la salida de las jeringas
(Figura 11.15 F). Las bombas fueron activadas a través del software (antes de conectar
los tubos al chip), para que circularan las soluciones y evitar la entrada de aire a los
canales. Los chips fueron fijados con cinta adhesiva a la placa de microscopio. Luego,
con las pinzas se conectaron los otros extremos del tubo a los puntos de entrada de los
chips. (Figura 11.15 G). Se conectd otro tubo al punto de salida para recolectar las
emulsiones formadas en tubos eppendorfs (Figura 11.15 H). Finalmente, se ajustaron los
parametros de flujo y se inicié el programa. El equipo completo se puede observar en la

Figura 1l.15 I.

Figura 11.15. Secuencia completa del armado del equipo de microfluidica. A. Software Nemesis
gue permite controlar las bombas del equipo. B. Equipo donde se colocan las jeringas con las
fases para ser inyectadas por medio de las bombas. Cy D. Jeringas con las fases colocadas en las
bombas, aseguradas y fijas, tanto cuerpo como émbolo. E. Microscopio con cdmara fotografica
que permite observar las emulsiones en tiempo real. F. Tubos que conectan los extremos de las
jeringas con los chips. G. Chip fijado sobre platina del microscopio. H. Chip con las conexiones
de los tubos a los puntos de entrada y al punto de salida conectado a un tubo eppendorfs de
recoleccion de muestra. I. Equipo de microfluidica completo.
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I1.2.2.11.2. Preparacion de emulsiones agua/aceite (W/0)

Se formularon emulsiones agua en aceite (W/0) utilizando chips de 2 y 3 entradas,
con un tamafio de los canales de 200 um. Como fase oleosa se utilizo aceite de okara y
lecitina 4% p/v (Scharlab, Barcelona, Espafia) como emulsionante. Como fase acuosa se
utilizaron:

-el polimero PPP12 utilizado en la Parte A, preparado al 2% (p/v) en NaCl 0.5 M,

-y alginato de sodio (Alfa Aesar, Tewksbury, USA) preparado al 1.5% (p/v) en agua

destilada.

Tabla 11.4. Condiciones utilizadas para la formacién de las emulsiones. Ensayos | y lll chips de 2
entradas; Ensayos Il y IV chips de 3 entradas.

Emulsiones
Ensayo Fases Composicion Flujos pL/h
Agua + L. plantarum CIDCA 83114 + 6-carboxy-

Dispersa fluoresceina 0.5 uM 120
Control
Continua Aceite okara + lecitina 4% p/v 960
[s) -
Dispersa PPP12 2% p/v + L. plantarum CIDCA 83114 +6 120
| carboxy-fluoresceina 0.5 uM
Continua Aceite okara + lecitina 4% p/v 600
. PPP12 2% + L. plantarum CIDCA 83114 + 6-
D 1 4
1Spersa carboxy-fluoresceina 0.5 uM 0
I Dispersa 2 Alginato de sodio 1.5% p/v 60
Continua Aceite okara + lecitina 4% p/v 600
. Alginato de sodio 1.5% p/v + L. plantarum CIDCA
- Dispersa 83114 + 6-carboxy-fluoresceina 0.5 uM 60
Continua Aceite okara + lecitina 4% p/v 600
. Alginato de sodio 1.5% p/v + L. plantarum CIDCA
D 1 4
SRS 83114 + 6-carboxy-fluoresceina 0.5 uM 0
v Dispersa 2 PPP12 2% p/v 60
Continua Aceite okara + lecitina 4% p/v 600

Como material a encapsular se utilizd Lactobacillus plantarum CIDCA 83114. Los
cultivos en la fase estacionaria 1x10* UFC/mL (Materiales y Métodos, Capitulo 1,
seccion 1.2.6.), fueron centrifugados a 6000 g durante 10 minutos (Hermle Centrifuge Z
326 K, Gosheim, Alemania), y lavados dos veces con buffer fosfato-salino (PBS). Los
pellets bacterianos se resuspendieron en la fase dispersa. Asimismo, se adiciond 6-
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carboxy-fluoresceina (Fluka, BioChemika, Espafia) 0.5 UM como marcador de las

emulsiones. Las condiciones de encapsulacién se detallan en la Tabla 11.4.

I1.2.2.12. Liofilizacion y conservacion

Las muestras fueron recogidas en tubos eppendorf, que posteriormente fueron
congelados a -80°C durante 48 horas y liofilizados a -85°C usando un liofilizador Lyoquest
-85 (Telstar Technologies, S.L., Espafia) durante 48 horas. Las muestras liofilizadas
fueron almacenadas a 4°C en desecadores que contenian silicagel.

Antes y después de los procesos de liofilizacidn se realizaron recuentos en placa
para cada una de las emulsiones obtenidas en todos los ensayos y en el control, tal como

se explicé en el capitulo 1. Los resultados se expresaron como log UFC/mL.

I1.2.2.13. Microscopia de fluorescencia

Para observar las emulsiones marcadas se utilzdé un microscopio de fluorescencia
Nikon Model Eclipse TS100LED-F MV (Germany). Para ello, se conectd la fuente de
energia LED y se programo una intensidad inicial del 5% mV, que luego fue incrementada
en caso de ser necesario. A continuacion, se abrié el software Vimba viewer para poder
observar las imagenes directamente en el ordenador o a través de los binoculares. Para
observar las emulsiones se utilizaron placas FAST READ 102®, compuestas por 10 pocillos
(Figura 11.16). Se tom6 0.1 uL de emulsién y se mezclé con 9 pL del aceite con el que se
trabajo (aceite de okara) (dilucién 1:10). Se homogenizé con la misma pipeta y se

tomaron 8 pl para colocar en uno de los pocillos de la placa.

Figura I1.16. Placa Fast Read 102 compuesta por 10 pocillos para observar las emulsiones.

Luego se colocd la placa sobre la platina del microscopio, y se enfocd con los

objetivos hasta visualizar los cuadrantes con las emulsiones. Para observar la
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fluorescencia, se apagaron las luces de la sala y del microscopio, se colocé el filtro de
fluorescencia y se posicion6 el diafragma en el medio. Para cerrar la entrada de luz LED,
fue necesario quitar el filtro cuando no se usaba fluorescencia.

Por medio de software Fiji (Madison, Java8, Germany) pudieron ser calculados los

tamafios de gota de las emulsiones frescas y liofilizadas (Figura 11.17).

Figura 11.17. Cuadrilla de placa Fast Read.
Permite medir las emulsiones que entran
dentro del cuadrante

I1.2.2.14. Digestion gastro-intestinal simulada

Sobre las muestras liofilizadas correspondientes a cada una de los ensayos
descritos en la Tabla 1.4 ( I, II, Il y 1V), se realizd una digestion in vitro, utilizando el
protocolo de la Materiales y Métodos del Capitulo 1, secciéon 1.2.14. Se utillizaron
emulsiones liofilizadas sin polimero PPP12 ni alginato como controles.

Luego de cada fase de la digestién, se realizaron diluciones seriadas de las
emulsiones en PBS y se plagquearon en agar MRS para determinar la viabilidad

bacteriana. Los resultados se expresaron en log UFC/mL.

I1.2.2.15. Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado utilizando cultivos independientes.
Para el andlisis de datos se usaron los valores promedio. Se realizé el andlisis de varianza
(ANOVA) para todos los ensayos, utilizando el programa estadistico InfoStat 2008
(Grupo Infostat/FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Ed. Brujas, Cordoba, Argentina).
La comparacién de medias se realizd utilizando el método de Tukey, y si p <0.05, la

diferencia se considerd estadisticamente significativa.

128



Parte A

I1.3.2. Resultados y Discusion

En esta parte del capitulo, se utilizaron dos polimeros de diferente peso molecular
(PPP12 y PPP24) para la encapsulacién LbL de dos cepas: (A). L. plantarum CIDCA 83114;
y (B) L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333. Uno de los objetivos de este capitulo
fue investigar el efecto protector que ejercen los polimeros como agentes encapsulantes
de microorganismos. Teniendo en cuenta la elevada resistencia de la cepa L. plantarum
CIDCA 83114 frente a diferentes procesos de preservacion (liofilizacion, secado en
spray), tal como se observo en el capitulos 1y 2 (Parte 1), en esta parte del capitulo se
decidié incorporar una cepa altamente sensible a todos los procesos de preservaciéon y
al ambiente gastrointestinal, el L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 (Romano et
al., 2016; Tymczyszyn et al., 2008, 2011, 2012). Esto permitié evaluar el efecto protector

de los polimeros utilizados

I1.3.2.1. Sintesis y caracterizacion de los copolimeros

Para evaluar la influencia del peso molecular sobre la encapsulacién bacteriana,
se utilizaron dos PLU de peso molecular diferente. Teniendo en cuenta la diferencia en
los pesos moleculares de los PLU, se sintetizaron dos copolimeros con igual nimero de
unidades de AA. Esto dio lugar a dos PPP sintetizados con diferentes pesos moleculares.

La estructura quimica de los dos copolimeros obtenidos, y la de los reactivos
utilizados (PLU y AA) fueron determinadas mediante FTIR y 'H-RMN. Los espectros de
PLU F68 y F127 fueron muy similares entre si, y por esta razén, sélo se muestra uno de
ellos en la Figura 11.18. En |a Figura 11.18 A (1) se presenta el espectro *H-RMN del PLU,
donde el pico que se observa en la posiciéon 1.1 ppm (a) corresponde al hidréogeno
metilico del segmento (-CH-CH3s), y el de la posicidn 1.6 ppm, al grupo -OH terminal.

Por su parte, en los espectros correspondientes al AA se observa un claro
deplazamiento, caracteristico del grupo vinilico (HC=CH;), ubicado en la posicién 5.5—
6.5 ppm (picos ¢, d y e, Figura 11.18 A (2)). Estos ultimos picos desaparecieron
completamente en los espectros de PPP (Figura 11.18 A (3 y 4)), indicando una correcta
purificacién de los copolimeros obtenidos, ya que no se observd la presencia residual
del mondmero AA. Ademas, en los espectros obtenidos (posiciones 2.2-2.8 ppm) se
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observo el hidrégeno del grupo metino (-CH-CH,) de las unidades AA (pico g en la figura)

y el hidrégeno metilico del segmento PLU (-CH-CHs) en 1.1 ppm (pico a en la Figura 11.18

A (3) y (4)). Todas estas caracteristicas indican la correcta sintesis de PPP.
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A partir de laintegracion de los picos caracteristicos de PLU y AA, en las posiciones
1.1 ppm y 2.2-2.8 ppm, respectivamente, fue posible determinar el peso molecular
aproximado de los polimeros obtenidos, que fue de 11671 kDa y de 24322 kDa.
Teniendo en cuenta los pesos moleculares de ambos, los polimeros PPP seran
denominados PPP12 (12 kDa) y PPP24 (24 kDa) de ahora en adelante.

Conrespecto a los espectros FTIR, se observaron claras diferencias entre los cuatro
compuestos (PLU, AA, PPP12 y PPP24) (Figura 11.18 B). En la regién de 3600-3400 cm™*
se puede observar una banda ancha, para los espectros de AA, PPP12 y PPP24,
correspondiente al modo vibracional vOH, del 4cido carboxilico. En la regién de 3000—
2800 cm™ se observan bandas mas estrechas, atribuidas a los modos vibracionales vCH
de los cuatro compuestos investigados. En la regién 1713 cm™ se visualiza el modo
vibracional vC=0 del PPP24, y a 1702 cm™, el del PPP12. Como los grupos carbonilos
involucrados en la formacidn de puentes de hidrégeno absorben a menores nimeros de
onda, el corrimiento de la banda del vC=0 de PPP12 hacia menores nimeros de onda
indica la presencia de una red de puentes de hidrdgeno mucho mas fuerte para este
polimero. El grupo de bandas a 1400 cm™ puede ser atribuido al modo vibracional 5CH,
presente en los cuatro compuestos. La banda observada a 1095 cm™ corresponde al

modo vibracional 8COC de PLU, también observado en PPP12 y PPP24 (Figura 11.18 B).

I1.3.2.2 Evaluacion de los parametros de encapsulacion
I1.3.2.2.1 Determinacion del potencial ¢

En la Figura 11.19 (A y B) se presenta la evolucion de la carga superficial de las
bacterias encapsuladas luego de incorporar cada capa de polimero. Si bien ambas cepas
presentaron un potencial £ basal negativo, este valor fue considerablemente mas
negativo para L. delbrueckii subsp. bulgarigus CIDCA 333 que para L. plantarum CIDCA
83114. Este comportamiento puede asociarse al caracter hidrofébico de las cepas. En
este sentido, estudios previos realizados en el grupo de trabajo han establecido una
correlacion entre los valores de potencial C y la hidrofobicidad de las cepas. Asi, la cepa
L. plantarum CIDCA 83114, que presenta valores bajos de potencial {, es una cepa

hidrofilica (hidrofobiciad cercana a 0) (Golowczyc, 2008). Por el contrario, la cepa L.
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delbrueckii subsp. bulgarigus CIDCA 333 presenta una hidrofobicidad mas elevada y

valores mas negativos de potencial C.
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Figura 11.19. Valores de potencial { obtenidos luego de la
deposicion de cada capa de polimero. (A). Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 y (B). Lactobacillus
plantarum CIDCA 83114.

Teniendo en cuenta que la superficie bacteriana tiene carga negativa, la primera
capa depositada fue de quitosano, con carga positiva al pH de trabajo. Toda vez que se
adiciond una capa de quitosano, los valores de potencial £ fueron menos negativos
(Figura 11.19 A) o positivos (Figura 11.19 B) en funcién de los valores basales. Por el
contrario, toda vez que se adicionaron capas de PPP12 o PPP24, los valores de potencial
C se hicieron mas negativos (Figura 11.19 A,B). Esta alternancia entre valores mas

positivos y mas negativos puede considerarse como prueba de un correcto ensamblaje
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de las capas de los polimeros sobre la superficie. Otros autores observaron variaciones
de potencial { similares al agregar capas de diferentes polielectrolitos. En este sentido,
Elizarova y Luckam (2017) estabilizaron nanoemulsiones por medio de la encapsulaciéon
LbL. Para ello, adicionaron ocho capas alternando polielectrolitos con carga positiva y
negativa, dando origen a graficos en forma de zig-zag, similares a los obtenidos en este

trabajo de tesis.

I1.3.2.2.2. Parametros de crecimiento

Para evaluar el efecto de la encapsulacién LbL sobre el crecimiento bacteriano, se
realizaron cinéticas de crecimiento luego de depositar cada capa, y los resultados se
compararon con los de los microorganismos no encapsulados (controles) (Figura 11.20).
Los datos obtenidos se ajustaron de acuerdo a la ecuacion (2):

_ Absy — Absp

Abs(t) = + Absg

1+ Ecuacién 2
donde t es el tiempo en horas, Abspes la absorbancia a 600 nm a tiempo 0, Absses la
absorbancia a 600 nm una vez alcanzada la fase estacionaria, c es el tiempo en el punto
de inflexién y p es un factor de ajuste exponencial. El tiempo de la fase lag se calculd
como la interseccion entre Abspy la tangente en t = c. La velocidad de crecimiento
durante la fase exponencial se calculé como la pendiente de la recta en dicha fase. Los
parametros de crecimiento para todas las cinéticas se presentan en las Tablas 1.5 y I1.6.
La deposicidn de las capas de quitosano y PPP incrementd los tiempos /lag tanto para L.
delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 como para L. plantarum CIDCA 83114,
independientemente del nimero de capas depositadas sobre los microorganismos. Para
L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 se observaron tres cinéticas de crecimiento
diferentes: luego de depositar la primera capa de quitosano [(CHI/PPP) 1/0], el tiempo
lag aumentd 2.8 horas con respecto al de las bacterias sin encapsular. Las bacterias
recubiertas con dos [(CHI/PPP) 1/1] y tres capas [(CHI/PPP) 2/1] mostraron mayores
aumentos en sus tiempos lag, alcanzando 12.0 horas cuando se usé PPP12, y 14.3 horas
cuando se uso PPP24. El tercer perfil observado fue el de las bacterias encpasuladas con
cuatro capas [(CHI/PPP) 2/2], que presentd tiempos lag aun mayores, tanto para PPP12
como para PPP24 (Figura 11.20 y Tabla I1.5). Un dato relevante fue que a mayor tiempo

lag, mayor velocidad de crecimiento. En particular, la velocidad de crecimiento de las
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bacterias recubiertas con cuatro capas [(CHI/PPP) 2/2] fue aproximadamente el doble

gue la de las bacterias no encapsuladas (controles) (Tabla I1.5).
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Figura 11.20. Cinética de crecimiento de (1) L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 y (ll) L.
plantarum CIDCA 83114, crecidos en MRS. A. Bacterias encpasuladas con CHI y PPP12; B.
Bacterias encpasuladas con CHI y PPP24. Cuadrados: bacterias no encapsuladas; circulos:
bacterias con una capa de quitosano; tridngulos invertidos: bacterias con una capa de
quitosano y una de polimero; tridngulos: bacterias con dos capas de quitosano y una de
polimero; rombos: bacterias con dos capas de quitosano y dos de polimero.

En el caso de L. plantarum CIDCA 83114 se observaron parametros diferentes. Si
bien los tiempos lag aumentaron con el aumento de capas depositadas, este aumento
no fue tan drastico como en el caso de la otra cepa. Al depositar la primera capa de
quitosano [(CHI/PPP) 1/0], el tiempo lag aumentd 2.5 horas con respecto al de las
bacterias no encapsuladas, y al depositar las capas restantes, el aumento del tiempo lag
fue gradual, sin diferencias significativas entre ambos polimeros. Con respecto a la

velocidad de crecimiento (Tabla 11.6), los valores fueron similiares en todos los casos,
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con excepcion de las bacterias encpasuladas con 4 capas del polimero de menor peso
molecular (PPP12), que fueron las que mas tiempo demoraron en crecer una vez

alcanzada la fase exponencial.

Tabla II.5. Parametros de crecimiento de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 crecido en
MRS luego de depositar cada una de las capas (quitosano y PPP).

Velocidad de crecimiento

Capas Ti?:; '::sl)a g (unidades de R?
absorbancia/h)
M'c;:‘c’;ii:'l:::: no 8.4 0.18 0.995
CHI/PPP12 1/0 11.2 0.17 0.999
CHI/PPP12 1/1 12.0 0.21 0.996
CHI/PPP12 2/1 12.0 0.20 0.996
CHI/PPP12 2/2 19.5 0.38 0.997
CHI/PPP24 1/0 11.2 0.17 0.999
CHI/PPP24 1/1 14.3 0.17 0.997
CHI/PPP24 2/1 14.8 0.21 0.996
CHI/PPP24 2/2 19.5 0.32 0.995

Tabla 11.6. Parametros de crecimiento de L. plantarum CIDCA 83114 crecido en MRS luego de
depositar cada una de las capas (quitosano y PPP).

Velocidad de crecimiento

Capas T'?:::Sl)ag (unidades de R?
absorbancia/h)
Microorganismos no 18 0.29 0991
encapsulados
CHI/PPP12 1/0 4.3 0.29 0.996
CHI/PPP12 1/1 7.6 0.29 0.997
CHI/PPP12 2/1 8.2 0.28 0.981
CHI/PPP12 2/2 9.1 0.17 0.984
CHI/PPP24 1/0 4.3 0.29 0.996
CHI/PPP24 1/1 6.8 0.28 0.981
CHI/PPP24 2/1 7.2 0.28 0.983
CHI/PPP24 2/2 8.4 0.31 0.990
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Los parametros cinéticos brindaron informacién relevante (Figura 11.20 y Tabla
I1.5, 11.6). El aumento de los tiempos lag con el aumento de capas depositadas indica la
presencia de una mayor barrera frente al ambiente, lo cual ralentiza el acceso a los
nutrientes presentes en el medio, ya que los polimeros depositados deben rehidratarse
para permitir la liberacion de las bacterias al medio. Esto se traduce en un aumento de
los tiempos /ag.

Los datos fueron similares a los informados por otros autores (Anselmo et al.,
2016; Jonas et al., 2018; Rybkin et al., 2019). Rybkin et al. (2019) encapsularon células
de Escherichia coli con capas de poliestireno de sulfato sédico como capa negativa y
polietilenimina como capa positiva. Los autores informaron que luego de agregar 2 o 3
capas, hubo un aumento de los tiempos /lag de 2.5 horas con respecto a las bacterias sin
encapsular y un aumento de 5 horas cuando luego de agregar 4 capas. Por otra parte,
Jonas et al. (2018) encapsularon bacterias de Staphylococcus epidermis con capas de
quitosano/alguinato y capas de poli (clorhidrato de alilamina)/poliestireno de sulfato,
como capas positivas y negativas, respectivamente. Los autores informaron aumento de
la fase lag de hasta 30 horas luego de agregar 3 capas. Aaron et al. (2016) informaron
aumentos de 10 horas de la fase lag de Bacilus coagulans cuando fue encapsulada con

seis capas de polimeros, tres capas de quitosano y tres capas de alginato.

I1.3.2.3. Efecto de la liofilizacion sobre las bacterias encapsuladas

Se estudio el efecto de la encapsulacion LbL y su posterior liofilizacién sobre la
viabilidad de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 y L. plantarum CIDCA 83114
(Figura 11.21). Los microorganismos encapsulados y liofilizados en ausencia de agente
protector mostraron una pérdida significativa de la viabilidad, en particular L. delbrueckii
subsp. bulgaricus CIDCA 333, que es una cepa mucho mas sensible (Romano et al., 2016;
Tymczyszyn et al., 2008, 2011, 2012). Sin embargo, como el objetivo de esta parte del
capitulo fue investigar el efecto del PPP sobre la encapsulacién LbL, se decidid usar
sacarosa como protector, ya que es un compuesto con demostrada capacidad
protectora (Tymczyszyn et al., 2007a). De esta manera fue posible descartar cualquier

efecto perjudicial intrinseco de la cepa en estudio frente al proceso de liofilizacion.
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Figura 11.21. Log UFC/mL de (l). L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 y (ll). L. plantarum
CIDCA 83114, encapsulados y no encapsulados, antes y después de la liofilizacién en presencia
de sacarosa 20 % p/v. Las barras naranja indican la viabilidad bacteriana antes de liofilizar y las
barras azules, después de dicho proceso. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas. (A) Bacterias encapsuladas con quitosano y PPP12. (B) Bacterias encapsuladas con
quitosanoy PPP24,

La viabilidad de las bacterias encapsuladas con cuatro capas de polimeros antes
de liofilizar no fue significativamente diferente a la de las bacterias no encapsuladas (p
<0.05) (barras naranja en la Figura 11.21). Asimismo, la viabilidad de L. delbrueckii subsp.
bulgaricus CIDCA 333 encapsulada [(CHI / PPP12) 1/0], [(CHI/PPP12) 1/1]y [(CHI/PPP12)
2/1] antes y después de liofilizar no fue significativamente diferente (p> 0.05). Sin
embargo, al depositar la segunda capa de PPP12 [(CHI/PPP12) 2/2], la viabilidad
disminuyé significativamente de 8.16 + 0.09 a 6.28 + 0.06 unidades logaritmicas (p

<0.05). En el caso de las bacterias liofilizadas encapsuladas con el polimero de mayor
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peso molecular (PPP24) mostraron una disminucion significativa de la viabilidad
bacteriana después de depositar la primera capa de PPP24 [(CHI/PPP24) 1/1] (p <0.05)
(Figura 11.21 1.B).

Con respecto a L. plantarum CIDCA 83114, no se observaron diferencias
significativas para las muestras encapsuladas [(CHI / PPP12) 1/0], [(CHI/PPP12) 1/1]
antes y después de liofilizar. Sin embargo, al depositar la tercera capa de polimero
[(CHI/PPP12) 2/1], se evidencié una disminucion de la viabilidad, que fue ain mayor
cuando se deposité la cuarta (Figura 11.21 A). Con el polimero de mayor peso molecular
(PPP24) sélo se observé una disminucion significativa de la viabilidad luego de la
deposicidon de la Ultima capa de polimero, en cuyo caso la viabilidad bacteriana varid de

9.41 £+ 0.01 a 8.27 £ 0.02 unidades logaritmicas (p <0.05) (Figura 11.21 B).

I1.3.2.4. Analisis por microscopia confocal

La permeabilidad de las membranas bacterianas luego de depositar las diferentes
capas de los polimeros fue analizada por microscopia confocal. Este ensayo fue realizado
solamente para L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 debido a su mayor
sensibilidad durante el proceso de liofilizacion. En la Figura 11.22 se observa el grado de
penetracion de los dos marcadores utilizados, FITC-inulina (marcador alto peso
molecular) yioduro de To-Pro®-3 (tincion de DNA de bajo peso molecular). Las bacterias
no encapsuladas fueron marcadas por ambas sondas, tal como puede visualizarse en las
imagenes combinadas, donde la fluorescencia verde y roja (correspondiente a FITC-
inulinay ioduro de To-Pro®-3, respectivamente) indica que las membranas celulares son
permeables a las moléculas de bajo y alto peso molecular (Figura 11.22 A).

En lo que respecta a las bacterias encpasuladas, la deposicién de una o mas capas
de quitosano y PPP dificulté la penetracion del colorante FITC-inulina de mayor peso
molecular, pero el marcador de menor peso molecular (ioduro de To-Pro®-3) si pudo
atravesar las membranas (Figura 11.22 B y 11.22 C). En estos ultimos casos, las imagenes
obtenidas mostraron una fluorescencia verde fuera de las células y una fluorescencia
roja dentro de las bacterias. Otro dato importante para remarcar es que a pesar de que
las bacterias encpasuladas fueron capaces de incorporar ioduro de To-Pro®-3, la

deposicion de un nimero mayor de capas [i.e., 3 como en (CHI/PPP12) 2/1)], disminuyd
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ligeramente su penetracidn, tal como puede visualizarse a través de la disminuciéon de

la intensidad de color en las imagenes combinadas (Figura 11.22 B y 11.22 C).
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Figura 11.22. Imagenes de microscopia confocal de L. delbrueckii subsp. bulgaricus
CIDCA 333. Bacterias no encapsuladas (A), bacterias encpasuladas con una capa de
quitosano y PPP12 [CHI/PPP12) 1/1] (B), y bacterias encapsuladas con dos capas
de quitosano y una de PPP12 [CHI/PPP12) 2/1] (C). En el panel izquierdo se
muestra la fluorescencia verde, en el central, la fluorescencia roja, y en el de la
derecha, las imagenes combinadas.
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Las bacterias encapsuladas y no encapsuladas mostraron resultados similares con
respecto a la marcacion con sondas de bajo peso molecular (ioduro de To-Pro®-3), lo
gue indica la permeabilidad para las moléculas de ese tamafio. El ioduro de To-Pro®-3
tiene un peso molecular de 671.42 y por lo tanto, las bacterias encapsuladas son
permeables a compuestos de peso molecular menor, tales como los monosacaridos,
disacaridos, aminodcidos y di o tripéptidos, que constituyen la principal fuente de
carbono y energia para el crecimiento bacteriano. Esto explica la capacidad de los
microorganismos encapsulados para crecer en medio de cultivo. Por el contrario, esto
previene la internalizacion de compuestos de mayor peso molecular. De esta manera, la
encapsulacién podria actuar como una barrera para prevenir la internalizacidon de

bacteriéfagos, bacteriocinas o enzimas potencialmente perjudiciales.

I1.3.2.5. Simulacion de la digestion gastro-intestinal

La exposicion de los microorganismos encapsulados a condiciones gastro-
intestinales simuladas permitié analizar la eficiencia de los polimeros utilizados en la
liberacion controlada de las bacterias una vez ingeridas (Figura 11.23). Luego de someter
a L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 no encapsulado a condiciones gastricas e
intestinales simuladas, su viabilidad disminuyd significativamente de 8.35 + 0.10 a 4.23
+ 0.07 y 4.95 £ 0.01 log UFC/mL, respectivamente (Figura 11.23 I.A y L.B). Para las
bacterias encapsuladas sélo con quitosano [(CHI/PPP) 1/0] se observé un
comportamiento similar. El agregado de PPP12 y PPP24 protegid a los microorganismos
del ambiente perjudicial del tracto gastrointestinal. No se observd una disminucion
significativa de la viabilidad de los microorganismos encpasulados y liofilizados con
[(CHI/PPP) 1/1], [(CHI/PPP) 2/1] y [(CHI/PPP) 2/2] y expuestos a condiciones gastricas y
intestinales, en comparaciéon con los microorganismos encapsulados antes de la
exposicién. Este comportamiento se observé tanto para el polimero PPP12 como para
el PPP24 (Figura 11.23 I.Ay I.B).

Con respecto a L. plantarum CIDCA 83114, se observd una gran resistencia de la
bacteria no encapsulada frente a las condiciones gastrointestinales. Las bacterias
encapsuladas con una sola capa de quitosano [(CHI/PPP) 1/0] mostraron pérdida de
viabilidad (Figura 11.23 Il.LAy II.B). Al igual que en el caso de L. delbruckii subsp. bulgaricus

CIDCA 333, el agregado de PPP12 y PPP24 mejoré la proteccién de los microorganismos.
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En este sentido, las bacterias encapsuladas con 2 y 3 capas, [(CHI/PPP) 1/1] y
[(CHI/PPP) 2/1], presentaron una viabilidad significativamente mas elevada que las
bacterias no encapsuladas o recubiertas con una sola capa de quitosano [(CHI/PPP) 1/0]
(Figura 11.23). Las bacterias encapasuladas con 4 capas [(CHI / PPP) 2/2] se comportaron
de manera similar. Sin embargo, el aumento del nimero de capas dio lugar a mayores

tiempos lag (Figura 11.20).

bc c

log UFC/mL
[=] [N = GI‘J
1 1
[x]
[2]
Le]
[a]
-
or
——
log LFC/mL
o (%] E= [s2]
1 1 1
[n]
[a]
©
o
L]
o
L]
o
[3]

T T
N N e 2] Q N N v
& & & © R A
& 8 & 8 &
& @ © © © & © © © ©
‘700 .:J(‘O
‘@'{\% ‘@'{@
%) %)
& L
I. A 1. B
o222 2 R 01222 @ 2p® 2 b b
- 1] = c c - c -
EJ 84 cc c c c EJ 8 c [ ¢
% 64 ::J_; 64
. g 4
2- 2-
0 T T T T ,AL O T Q| r\I. ’\I T
2 N M M )
ra.sb “'\\\ ‘{\\ “\r]>\ ‘Qb e}b'b Q\P\ Q\’\ Q\q’ Q{D
M L L& &L M &L & &L
e I A & £ & S
& O @ g ¢ & O O O S
\\O {\0
Q-({bcg Q.-;‘\(baj
¥ b
& o

Figura 11.23 Log UFC/mL de (). L. delbrueckii subsp bulgaricus CIDCA 333 liofilizado y (II).
L. plantarum CIDCA 83114, encapsulados y no encapsulados, después de la exposicién a
condiciones gastricas e intestinales. Las barras grises indican las UFC/mL de
microorganismos liofilizados, antes de la exposicidn. Las barras naranja representan los
microorganismos liofilizados sometidos a condiciones gastricas, y las barras azules, a
condiciones intestinales. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p <0.05). (A) Bacterias encapsuladas con quitosano y PPP12. (B) Bacterias
encapsuladas con quitosano y PPP24.
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A partir de los datos obtenidos, es posible concluir que los encapsulados [(CHI /
PPP) 1/1] y [ (CHI / PPP) 2/1], fueron los que presentaron una mejor capacidad de
proteger a los microorganismos frente a las condiciones adversas del tracto gastro-
intestinal. La ligera disminucién de la viabilidad bacteriana después de exponer los
encapsulados a las condiciones gastricas reflejé la capacidad del PPP para resistir al
ambiente acido. De esta manera, las capsulas no pueden liberar su contenido en el
ambiente acido del estémago, y una vez alcanzadas las condiciones intestinales, son
capaces de liberar su contenido gracias a la solubilidad del PPP en medios alcalinos. Esto
explica la mayor viabilidad en el medio intestinal (Figura 11.23).

Otros autores informaron datos similares cuando encapsularon bacterias con
diferentes capas de polimeros (Anselmo et al., 2016). Anselmo et al. (2016) informaron
la encapsulacién de Bacillus coagulans con cinco formulaciones diferentes: i. una sola
capa de quitosano; ii. Una capa de quitosano y una de alginato; iii. Dos capas de
quitosano y dos de alginato; iv. Una capa de quitosano y una capas de un polimero
entérico (L100), por sus propiedades para resistir ambientes acidos; v. dos capas de
qguitosano y dos capas del polimero entérico. Los autores informaron una pérdida
significativa de la viabilidad bacteriana en condiciones gastricas, cuando la bacteria sélo
contaba con una capa de quitosano, con un descenso de 6 log UFC/mL. En el casoivy v,
en donde las bacterias fueron encapsulas con quitosano y el polimero entérico,
informaron una mayor proteccién frente a las condiciones gastricas, con un descenso de
la viabilidad de 3.5y 1 log de UFC/mL, cuando las bacterias estaban recubiertas con 2y
4 capas, respectivamente. Sin embargo cuando se expusieron a condicones intestinales,
mostraron un significativo descenso de la viabilidad, de 4.5 log UFC/mL, tanto para 2
como para 4 capas. La combinacion de quitosano/alginato fue la que mayor proteccion
otorgd a las bacterias, con un descenso de la viabilidad de 3.5 log UFC/mL cuando las
bacterias fueron encapsuladas con 2 capas, y de 1 log UFC/mL, cuando se encapsularon
con 4 capas, en condiciones gastricas. Por su parte, en condiciones intestinales, los
autores informaron un descenso de 4 y 1.5 log UFC/mL, para 2 y 4 capas de
quitosano/alginato, respectivamente.

Un analisis integrado de las cinéticas de crecimiento, la viabilidad antes y después
de la liofilizacién y después de la exposicion a condiciones gastricas e intestinales

simuladas (Figura 11.21 y I11.23) permitié obtener mayor informacién acerca del efecto de

142



cada capa de polielectrolito sobre las bacterias en el proceso de encapsulacion. Las
bacterias encapsuladas sélo con una capa de quitosano [(CHI/PPP) 1/0] fueron las que
presentaron el menor tiempo /lag y no se observaron diferencias significativas después
de liofilizar (Figura 11.20). Sin embargo, fueron las mas afectadas por las condiciones
gastrointestinales (Figura 11.23). Por su parte, las bacterias encapsuladas con las cuatro
capas de polimeros [(CHI/PPP) 2/2] presentaron los mayores tiempos lag pero la
velocidad de crecimiento fue mas elevada para L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA
333 (Figura 11.20 y Tabla II.5). Las bacterias encapsuladas con 4 capas de polimeros
presentaron mayores barreras, por lo que necesitaron un mayor tiempo de hidratacién,
dando lugar a tiempos lag mayores (19.5 horas para L. delbrueckii subsp. bulgaricus
CIDCA 333 y 9.1 horas para L. plantarum CIDCA 83114). Sin embargo, en el caso de L
delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333, una vez que los microorganismos fueron
liberados al medio de cultivo, crecieron mas rapido (0.32-0.38 unidades de
absorbancia/hora, Tabla II.5). A pesar de esto, los microorganismos encapsulados en
estas condiciones fueron mds suceptibles al proceso de liofilizacién (Figura 11.21). Las
bacterias encapsuladas con dos o tres capas, [(CHI/PPP) 1/1] y [(CHI/PPP) 2/1],
mostraron tiempos lag y velocidades de crecimiento muy similares (Tabla 1.5 y 11.6) pero
el efecto de PPP12 y PPP24 fue diferente. Los microorganismos encapsulados con PPP12
mostraron mejores resultados que PPP24 durante el proceso de liofilizaciéon (Figura
11.21). Estos resultados se podrian asociar con la red de puentes de hidrégeno mas fuerte
que presento el PPP12 (Figura 11.18 B), lo que da lugar a un material mas resistente, que
podria estar relacionado con la mayor resistencia de las bacterias encapsuladas con

PPP12 al proceso de liofilizacidn (Figuras 11.21).

I1.3.2.6. Evaluacion de la toxicidad de los polimeros frente a células
intestinales

A la luz de todos los datos obtenidos en el desarrollo de este capitulo, la
encapsulacidn con 2y 3 capas de polimeros [(CHI/PPP) 1/1]y [(CHI / PPP) 2/1], demostré
ser la condicidn mas adecuada para ejercer un efecto protector sobre las bacterias, tanto
en los procesos de deshidratacién como en la exposicion a condiciones
gastrointestinales simuladas. Ademas, el uso de menos capas requiere menores tiempos

de encapsulacion y menor uso del material. Por esta razdn, se realizaron ensayos

143



adicionales para evaluar la posible toxicidad que podrian tener los polimeros frente a
células instestinales (Figura 11.24). Este ensayo fue realizado solamente para L.
delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 debido a que fue la cepa que presento mayor
sensibilidad en los ensayos anteriormente descriptos.

Los ensayos de MTT revelaron que ninguno de los dos polimeros (quitosano y PPP)
fueron citotoxicos para la linea celular Caco-2/TC7. De hecho, las monocapas incubadas
durante 24 horas con L delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 encapsuladas no
mostraron una disminucién significativa de la viabilidad en ninguno de los casos (Figura

11.24).
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Figura 11.24. Ensayo de MTT para L delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333
no encapsuladas y encapsuladas con 2 y 3 capas de polimeros [(CHI/PPP)
1/1]y [(CHI / PPP) 2/1] frente a células intestinales Caco-2/TC7.
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Conclusiones

La técnica LbL demostré ser una técnica eficiente para encapsular a L. plantarum
CIDCA 83114y L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 con capas de quitosano
y polimeros de PPP12 y PPP24.

Los encapsulados con dos o tres capas, [(CHI/PPP) 1/1] y [(CHI/PPP) 2/1],
demostraron ser los mas adecuados para proteger las bacterias. En efecto, las
bacterias encapsuladas con 2 y 3 capas mostraron tiempos lag menores, no
mostraron descensos significativos de viabilidad luego de la liofilizaciéon vy
estuvieron mejor protegidas cuando fueron expuestas a condiciones gastro-
intestinales simuladas.

Si bien ambos polimeros presentaron efectos protectores sobre las bacterias, el
polimero PPP12 mostré mejores resultados al momento de liofilizar,
observandose menores descensos de la viabilidad bacteriana en comparacion
con PPP24.

Ninguno de los polimeros (quitosano y PPP) mostré ser toxico para la linea

celular Caco-2/TC7, por lo que se los puede considerar como seguros.

145



Parte B

I1.3.2. Resultados
I1.3.2.1 Encapsulacion de Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 en
emulsiones W/O por microfluidica

A pesar de que ambos polimeros (PPP12 y PPP24) fueron eficientes para
encapsular y proteger a los microorganismos, en esta parte del capitulo sélo se utilizé el
polimero PPP12 debido a que es menos viscoso y mads facil de utilizar a nivel
experimental. Asimismo, teniendo en cuenta que en diversos estudios se utiliza el
alginato como principal agente encapsulante (Bazban-Shotobani et al., 2016; Hati et al.,
2016; Marquis et al., 2015, Utech et al., 2015; Mazutis et al., 2015) se decidio
incorporarlo y comparar su eficiencia con la del polimero PPP12.

Los tamafios de los canales a través de los cuales se bombearon las fases oleosa
(continua) y acuosa (dispersa) fueron de gran relevancia al momento de formular las
emulsiones. Asi, en una primera instancia se utilizaron chips de microfluidica con
diametros de canal de 20 y 50 um, sin resultados favorables. Con estos diametros, la
maxima concentracion de PPP12 que pudo ser utilizada fue de 0.5% p/v, sin tener en
cuenta el agregado de alginato. Ademas, a medida que se hicieron fluir las fases
(especialmente la fase dispersa) los canales se fueron obstruyendo, llegando a
romperse, lo que impidio su reutilizacidn posterior.

La utilizacidon de chips de mayor didmetro (200 um) presentd diversas ventajas,
tales como:

A. poder usar velocidades mayores de flujo;

B. poder utilizar concentraciones mas altas de polimero, alginato y emulsionante;

C. la posibilidad de hacer combinaciones de soluciones acuosas (polimero y
alginato);

D. en comparacién con los chips de menor tamafio, no hubo problemas de
obstaculizacién de chips en el transcurso de la corrida, quedando aptos para usos
posteriores.

Las condiciones de corrida fueron optimizadas en tiempo real configurando las
velocidades de flujo de las fases durante cada uno de los ensayos hasta obtener gotas

uniformes y constantes. Ademas, los sistemas microfluidicos pueden controlarse de
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manera directa, observando al microscopio a medida que se forman las emulsiones. En
la Tabla II.7 se presentan las relaciones de velocidades entre las diferentes fases para

todos los ensayos realizados (I, II, lll y IV), y el control sin polimero.

Tabla I1.7. Relacién de velocidades de flujos entre la fase continua (oleosa) y
las fases dispersas (acuosas)

Emulsiones W/O

Ensayos Fases Flujos pl/h Relacion ‘

Dispersa 120

Control 1:8
Continua 960
Dispersa 120

| 1:5
Continua 600
Dispersa 1 40

1l Dispersa 2 60 1:6
Continua 600
Dispersa 60

1 1:10
Continua 600
Dispersa 1 40

v Dispersa 2 60 1:6
Continua 600

En cada uno de los ensayos se observaron comportamientos diferentes al
momento de formular las emulsiones, los cuales estuvieron determinados por la fuerza
de corte al momento de formacidn de las gotas (Vinner et al., 2017). Estas fuerzas de
corte estuvieron determinadas por la formulacién de las emulsiones y por las
velocidades de flujo de las fases continua y dispersa. En los ensayos donde se utilizé
alginato se observé un alargamiento de la fase dispersa (Figura 11.25) en el punto donde
se produce el corte y se forman las gotas. Este comportamiento ocurrié debido a las
elevadas velocidades de flujo de la fase dispersa en comparacién con la fase continua,
gue evita que la fase continua sea capaz de romper el flujo y formar las gotas. Vinner et
al. (2017) observaron comportamientos similares, trabajando con combinaciones
alginato-polimero Eudragit® S100. Sin embargo, las velocidades de flujo de la fase

dispersa o continua no son los Unicos factores que provocaron este alargamiento de la
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fase dispersa, ya que la concentracion de alginato también es un factor determinante
(Vinner et al., 2017). Otros autores ensayaron la producciéon de gotas utilizando
diferentes velocidades de flujo y concentraciones de alginato (Mazutis et al., 2015),
obteniendo una produccidn estable de gotas hasta el 2% (p/v) de alginato. Por encima
de esta concentracion la viscosidad de la solucién de alginato es demasiado alta,

haciendo que el proceso de produccién de gotas sea inestable.

Figura 11.25. Comportamiento de la fase dispersa a altas velocidades de
flujo.

Con respecto a la relacién de las velocidades de flujo entre las fases, se observaron
diferencias, especialmente en aquellos ensayos en los que se utilizaron dispositivos
microfluidicos de dos entradas (control, ensayos | y Ill) como el representado en el
esquema de la Figura 11.14 A de la seccidon 11.2.2.11.1 de Materiales y métodos.

En estos tres casos la fase continua fue la misma, mientras que la fase dispersa fue
diferente. La fase dispersa estuvo compuesta sélo por L. plantarum CIDCA 83114 y el
marcador para el control, sélo por PPP12 para la ensayo |, y sélo por alginato para la
ensayo lll. La soluciones de PPP12 y alginato presentaron diferentes viscosidades, lo cual
influyd al momento de establecer una velocidad que mantuviera un flujo de formacién
de gotas constante. En el caso de la formulacidn sélo con alginato (ensayo Ill) se necesitd
una mayor relacion de velocidades (velocidades mas altas de fase continua o mas bajas
de fase dispersa) para lograr la existencia de un punto de corte y la formarcién de las
gotas. De no darse esta situacidn, se observd nuevamente un alargamiento de la fase

dispersa, tal como se mostré en la Figura 11.25. En el caso del ensayo |, una relacion fase
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dispersa:fase continua de 1:5 permitié una formacién constante de gotas. En el ensayo
Il (relacion fase dispersa:fase continua 1:10) se obtuvieron resultados similares.

En el caso del control, al utilizar sélo agua, la fase dispersa no presenté las mismas
viscosidades que las soluciones con alginato o polimero PPP12 y el flujo de velocidades
de las fases (dispersa y continua) no fue un factor determinante a la hora de conseguir
un flujo constante de formacién de gotas, observandose sélo un cambio en los tamafios
de las gotas al cambiar las velocidades de flujo. Para la relacién de velocidades de flujo
elegidas (1:8 fase dispersa:fase continua) se observé un flujo constante y estable, con
gotas de tamafios similares a los observados en los ensayos | y lll. Otros autores
observaron comportamientos similares al cambiar las relaciones de flujo. Utech et al.,
(2015) mantuvo constante la velocidad de flujo de la solucidn de alginato (fase dispersa),
modificando la velocidad de flujo de la fase continua de 100 a 500 pL/h, lo que permitio
disminuir el tamafio de la gota. Por su parte, Eun et al., (2011) utilizaron vesiculas
lipidicas para encapsular compuestos biolégicos, observando que al aumentar la fuerza
de corte de la fase continua (por aumento de su velocidad de flujo) disminuye el tamafio
de las gotas y aumenta la velocidad de formacion de emulsiones.

Con respecto a los chips con tres puntos de entrada (Figura 11.14 B de la seccion |l
2.2.11.1 de Materiales y métodos), se trabajoé con dos fases dispersas (ensayos Il y V).
En el ensayo Il se utilizd una fase dispersa formada por L. plantarum CIDCA 83114, el
polimero PPP12 2% y el marcador de 6-carboxy-fluoresceina, a la que se le agregd una
segunda fase dispersa (alginato 1.5% p/v) a través de un canal distinto. Por su parte, en
el ensayo 1V, la posicién de los polimeros se inviertieron, quedando la fase dispersa
interna con el alginato, las bacterias y el marcador, y por fuera una fase dispersa
formulada con PPP12 al 2% p/v. En ambos casos se utilizd la misma relacion de flujos de
velocidades (1:6), independientemente de si el PPP12 o el alginato se encontraban en la
fase dispersa interna junto con las bacterias. Cuando se aumento el flujo acuoso o se
disminuyd el flujo oleoso, a través de la disminucidn de la relacién de las velocidades, se
observé un alargamiento de la fase dispersa, similar al mostrado en la Figura I11.25.

En la Figura 11.26 se presentan las imagenes obtenidas por microscopia optica,
donde se observan dos sectores del chip:

A. sector del punto de encuentro de las fases (dispersa y continua) y lugar donde

se genera la fuerza de corte y la formacion de la gota, y
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B. la parte del canal por donde se mueven las gotas formadas antes de llegar al

punto de salida.

Aceite de

Alginato +
L. plantaram ———
pet -

PPP12

akara\ =

Aceite de

Figura 11.26. Imagenes tomadas a partir de un microscopio conectado al equipo de
microfluidica. Emulsion W/O obtenidas en cada uno de los ensayos, representadas como |,
[, Ill, IV. C. Control. A. Seccién donde se encuentran las fases, B. Seccidn final antes del punto
de salida.
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En la Figura 11.26 se puede observar las imagenes registradas por el cdmara
conectada al microscopio. Cuando las velocidades fueron las adecuadas (Tabla 11.7) se
generd un flujo constante de gotas en el punto de corte (punto de encuentro de las
dos fases) como las observadas en la Figura 11.26 A, y estas gotas fueron transportadas

al canal del chip hasta el punto de salida (Figura 11.26 B).

I1.3.2.2. Microscopia de las emulsiones W/0

En la Figura 11.27 se presentan las emulsiones W/O frescas, obtenidas mediante el
sistema de microfluidica. Las gotas de las emulsiones de todos los ensayos (1, II, Il y IV)
tuvieron formas esféricas, y alrededor de ellas se observé un anillo, que fue mas notable
en los ensayos Il y IV posiblemente debido al uso de dos fases dispersas de manera
sucesiva. Si bien el control también presenté emulsiones estables y esféricas, solo se
observd una corteza fina en la parte externa.

En el interior de las emulsiones se observo a la cepa L. plantarum CIDCA 83114
dispersa en la fase acuosa (Figura 11.27, flechas rojas). Ademads, no se observd la
presencia de L. plantarum CIDCA 83114 por fuera de las emulsiones, lo que confirma la
correcta encapsulacion de la bacteria. Barlow et al. (2017) prepararon emulsiones
utilizando un sistema de microfluidica para encapsular Bacillus subtilis con un polimero
organico mMPEG-PDLLA (polietilenglicol-b-poli(acidoL-lactico)) y PVA (alcohol
polivinilico). La observacidon microscépica evidencio rasgos similares a los observados en
este trabajo de tesis (anillo definido alrededor de la emulsién y los microorganismos
dispersos en la fase acuosa). Eun et al. (2015) encapsularon bacterias en microparticulas
de agarosa por microfluidica y lograron visualizar los microorganismos dentro de las

emulsiones.
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Figura 11:27. Imagenes
¥ observadas por microscopia de
fluorescencia (aumento 40x),
de cada una de los ensayos (|,
I, 'y IV) y el control (C). Las
fechas rojas senalan los
microorganismos
encapsulados.

En las Figuras 11.28, 11.29, 11.30, 11.31 y 11.32 se muestran las imdgenes obtenidas
por microscopia de fluorescencia para cada uno de los ensayos realizados (I, I, [ll y IV) y
para el control sin polimero. El grupo de imagenes designados con la letra Ay B
corresponden a las observaciones al miscroscopio de las emulsiones, donde A son las
emulsiones frescas y B las emulsiones liofilizadas. Por su parte, las imagenes designadas
con la letra C, corresponden a las emulsiones observadas con emisién de fluorescencia.
Al igual que las imagenes observadas en la Figura 11.27, se observaron emulsiones en
todos los casos (ensayos y control), las cuales mantuvieron su forma esferica luego de la
liofilizacidn (Figuras 11.28, 11.29, 11.30, 11.31 y 11.32 B). En el conjunto de imagenes del
grupo C, se puede observar las emulsiones marcadas con 6-carboxy-fluoresceina. En
todos los casos (ensayos | a IV y control), se observaron las emulsiones marcadas (color
verde) sobre el fondo negro, corroborando, por un lado su correcta formacion y por
otro, que la fase dispersa quedd encapsulada en el interior de las gotas formadas. Otros
autores obtuvieron resultados similares, como Vinner et al. (2017) que encapsulé fagos
marcados con carboxy-fluorescina dentro de cdpsulas formadas por alginato y el

polimero Eudragit® S100.
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Figura 11.28. Emulsiones W/O del control, obtenidas por microscopia de fluorescencia. A.
Emulsiones frescas; B. Emulsiones liofilizadas; C. Emulsiones frescas con fluorescencia.
Aumento de 20x

Figura 11.29. Emulsiones W/O de la prueba | obtenidas por microscopia de fluorescencia. A.
Emulsiones frescas; B. Emulsiones liofilizadas; C. Emulsiones frescas con fluorescencia.
Aumento de 20x.

Figura 11.30. Emulsiones W/O de la prueba Il obtenidas por microscopia de fluorescencia.
A. Emulsiones frescas; B. Emulsiones liofilizadas; C. Emulsiones frescas con fluorescencia.
Aumento de 20x.
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Figura 11.31. Emulsiones W/O de la prueba Il obtenidas por microscopia de fluorescencia.
A. Emulsiones frescas; B. Emulsiones liofilizadas; C. Emulsiones frescas con fluorescencia.
Aumento de 20x.

Figura 11.32. Emulsiones W/O correspondientes al ensayo IV, obtenidas por microscopia de
fluorescencia. A. Emulsiones frescas; B. Emulsiones liofilizadas; C. Emulsiones frescas con
fluorescencia. Aumento de 20x.

El grupo de cuadrillas que se observa en las imagenes (Figuras 11.28, 11.29, 11.30,
.31y 11.32; A, B) corresponde a las cuadrillas de las Placas Fast Read 102, utilizadas para
observar al microscopio (ver materiales y métodos, Capitulo Il, Parte 2, seccién 11.2.2.13).
Esto permitié determinar el tamafio de las gotas de las emulsiones que oscilan entre 125
y 200 pm tal como se muestra en la Figura 1.33. No se observaron diferencias
significativas entre las diferentes ensayos formulados (I, 11, lll, IV) ni con el control. Al
momento de comparar los tamafios de las emulsiones frescas (Figura 11.33 barras
azules), con las emulsiones liofilizadas (Figura 11.33 barras rojas), no se observaron
diferencias significativas en ninguno de los casos planteados, tanto para control como
para cada uno de los ensayos (I, I, Ill, IV), presentando poblaciones de emulsiones

similares luego de la liofilizacion.
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Figura 11.33. Tamafio de gota de las emulsiones W/O obtenidas por
microfluidica. Barras azules, emulsiones frescas; barras rojas, emulsiones
liofilizadas. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05).

I13.2.3. Digestion gastro-intestinal simulada

Las emulsiones W/O liofilizadas de cada uno de los ensayos (1, II, lll y V), junto al
control fueron sometidas a un ensayo de digestién gastrointestinal simulada, lo que
permitio analizar la eficiencia de los polimeros utilizados en la liberacidén controlada de
las bacterias. En la Figura 11.34 se muestra la viabilidad bacteriana expresada en log
UFC/mL en cada una de las etapas, en donde las barras grises representan los recuentos
antes de la digestidn, las barras rojas representan la viabilidad luego de someter los
encapsulados a digestion gastrica simulada, y por ultimo las barras azules la viabilidad
luego de la digestion intestinal. Tanto el control como los ensayos (I, 1, 11l y V) mostraron
un recuento promedio de 11.56 * 0.34 log UFC/mL antes de someterse al proceso de
liofilizacidon (dato no mostrado en la figura). Con este ensayo se buscé evaluar el grado
de proteccidn que ejercieron las emulsiones junto con los polimeros asi como tambien
estudiar la liberacidn bacteriana.

Con respecto al recuento inicial, antes de someter las muestras a la digestion, el
control liofilizado mostré la mayor viabilidad (9.28 + 0.06 UFC/mL), presentando

diferencias significativas con respecto al resto (ensayos I, II, Il y V). Los ensayos |, Il y 11|
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presentaron valores similares, entre 6.23 + 0.03 y 5.84 + 0.08 UFC/mL, sin observarse
diferencias significativas. Los valores mas bajos se observaron en el ensayo IV (5.15 +
0.21 UFC/mL).

Luego de someter a los encapsulados a condiciones gastricas simuladas, no se
observaron diferencias significativas en la viabilidad bacteriana de todos los ensayos con
respecto al control. Sin embargo, se observd una disminucién significativa de la
viabilidad para los ensayos Il y Ill con respecto al ensayo |. Con respecto al control, se
observd un descenso significativo de 1.55 + 0.05 unidades logaritmicas.

Finalmente, luego de la digestidén intestinal no se observaron cambios en los
ensayos Il y lll. El ensayo mas afectado fue el IV (Figura 11.34). El ensayo | fue el que
presento los valores de viabilidad mas elevados (8.22 + 0.02 UFC/mL), lo que indica un
aumento de aproximademente 2 unidades logaritmicas con respecto a la viabilidad
luego de la digestidn gastrica. El control por su parte se vio muy afectado por el proceso
de digestidn, observandose un descenso de 5.01 + 0.03 unidades logaritmicas respecto

a su recuento inicial.
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Figura Il.34. Viabilidad bacteriana luego de la exponer las emulsiones W/O a una digestidn
gastro-intestinal simulada. Ensayo control, I, II, [l y IV. Las barras grises representan la viabilidad
antes de la digestion, las barras rojas representan la viabilidad luego de la exposicion al
ambiente gastrico, y las barras azules representan la viabilidad luego de la digestion intestinal.
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). * Indica que no se
observo crecimiento bacteriano.
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El ensayo |, formado por emulsiones con Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 y
PPP12, presentod el resultado mas prometedor. Se observo liberacion bacteriana luego
de ser sometida a las condiciones intestinales, de 8.22 + 0.02 UFC/mL (valores
adecuados para ejercer su efecto probidtico), con un descenso de 3.34 log UFC/mL con
respecto a los recuentos de las emulsiones antes de liofilizar (11.56 + 0.34 log UFC/mL).
Al igual que en la Parte A de este capitulo, el polimero PPP12 fue capaz de soportar las
condiciones acidas del estdmago y disolverse en condiciones intestinales, mostrando un
efecto protector sobre las bacterias. Este efecto no se observo en los ensayos Il y IV (en
donde una de sus fases dispersas estaba formada por PPP12) lo que se puede explicar
por una posible repulsidn electrostdtica entre el polimero PPP12 y el alginato, que afecté
la viabilidad bacteriana. Al exponer las emulsiones de los ensayos Il y IV a los pH acidos
de las condiciones gastricas (pH=3), los polimeros PPP12 y alginato se encontraban en
valores cercanos a sus pKa (PPP12, pka=4.95y alginato pKa=3.5) (Cook et al., 2013; Alves
et al., 2013), resultando en una mayor relajacién de las cadenas de polimeros y una
menor repulsidon entre ellos, manteniéndose la viabilidad bacteriana en condiciones
gastricas (Figura 11.34. Barras rojas). En condiciones intestinales, con pH=8.5, se
presentd una mayor repulsidn electrostatica entre las cargas negativas de los polimeros,
impidiéndole a PPP12 ejercer un efecto protector sobre las bacterias, tal como el
observado en el ensayo |. Otros autores informaron casos similares con respecto a las
capsulas expuestas a diferentes pH (Hadzieva et al., 2017). Hadzieva et al. (2017),
formularon capsulas con aislados de proteinas de soja y microparticulas de alginato y
observaron que a pH de 1.5, los grupos cargados negativamente se neutralizan
provocando una menor repulsién. Sin embargo, a pH proximos a 7, la repulsion

electrostatica aumenta, generando cdpsulas mas inestables.
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Conclusiones

e Latécnica microfluidica demostré ser un proceso eficiente para la encapsulacion
de Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 en emulsiones de aceite de okara con
PP12y alginato .

e Las emulsiones con Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 y PPP12 (ensayo ),
presentaron el resultado mas prometedor. El polimero PPP12 mostré un efecto
protector sobre las bacterias frente a la exposicion a condiciones gastro-
intestinales simuladas, obervandose una mayor liberacién bacteriana en

intestino.
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Capitulo I

1.3. Introduccion

A la hora de seleccionar los procesos en la elaboracion de un producto, el consumo
de energia, los materiales y el equipamiento utilizado son temas importantes que no
deben ser ignorados. En otras palabras, no tiene sentido aprovechar el okara como
medio de cultivo y deshidratacion si los procesos involucrados para llegar al producto
final no son sustentables. Por esta razén, la optimizacién de las condiciones de
deshidratacion de sistemas alimentarios en materia de sustentabilidad es esencial para
la valorizacion exitosa de los subproductos, garantizando su calidad y minimizando
costos econdmicos, ambientales y sociales. Por esta razon, la cuantificacion del impacto
ambiental de los procesos de conservacion, desengrasado, fermentacion,
deshidratacion y almacenamiento en funcién de las condiciones operativas resulta de
suma importancia con vistas a una mejor comprension de la relaciéon entre producto,
proceso y ambiente. Por lo tanto, este abordaje permite evaluar el impacto ambiental
del uso de okara (entero y desengrasado) fermentado con Lactobacillus plantarum
CIDCA 83114.

El impacto ambiental de un producto se inicia con la extraccidon de las materias
primas y termina cuando la vida util del producto finaliza, convirtiéndose en un residuo
que ha de ser tratado adecuadamente. Durante la fabricacién, las empresas no
solamente deben evaluar el impacto ambiental que tiene su proceso, sino que ademas,
tienen responsabilidad sobre el impacto que ocasiona cada paso del proceso hasta que
el producto llega al cliente consumidor (ISO 14040, 2006). Esta cadena, que va “desde
el nacimiento hasta la tumba”, es lo que se denomina ciclo de vida de un producto.

De acuerdo a la SETAC (Society of Environmental Toxicology And Chemistry), el
analisis del ciclo de vida (ACV) es un proceso objetivo para evaluar las cargas
ambientales asociadas a un producto, proceso o actividad, identificando y cuantificando
tanto el uso de materia y energia (entradas) como las emisiones al entorno (salidas),
para determinar el impacto de ese uso de recursos y esas emisiones y para evaluar y
llevar a la practica estrategias de mejora ambiental (Piastrellini et al., 2014). El estudio
incluye el ciclo completo del producto, proceso o actividad, teniendo en cuenta las
etapas de:

- extraccién y procesamiento de materias primas,
- disefio y produccion,
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- empaque, transporte y distribucion,
- uso, reutilizacion y mantenimiento,

- reciclado y disposicion final (Figura 111.1).

Disefio y
Produccion

F 3

Recursos {5 ACV

Naturales Empaquey + Emisiones

‘ Distribucion

Usoy
Mantenimiento

Figura lll.1. Andlisis de Ciclo de Vida de un producto o proceso

Sin embargo, la metodologia ACV contiene una componente subjetiva en varios
aspectos, en lo que respecta a los limites del sistema, definicién de alcances y objetivos,
y estimaciones debido a la falta de datos (Georgakellos, 2005; Goedkoop et al., 2008).
El ACV es ampliamente utilizado como herramienta para la toma de decisiones en
procesos de seleccidn, analisis, disefio y optimizacion con el fin de identificar tecnologias
limpias (Binaghi et al., 2007). Por otro lado, los métodos de optimizacidn y simulacion
son herramientas valiosas muy aplicadas en ingenieria y disefio de procesos productivos
desde hace varias décadas (Francesconi et al., 2007; Oliva et al., 2007). La incorporacién
de los criterios ambientales en los problemas de optimizacién, ademas de los aspectos
econdmicos y técnicos, resulta en una poderosa herramienta computarizada para la
toma de decisiones. En este contexto, la integracién de técnicas de optimizacién
matematica con la metodologia ACV para lograr procesos, productos o actividades
sustentables con la menor subjetividad posible, es un desafio ambicioso.

El esquema metodoldgico definido por la norma internacional ISO (14040 y 14044)
y la SETAC, comprende cuatro fases principales (Figura 111.2):

1. Definicién de objetivos y alcances
2. Analisis de inventario
3. Evaluacién de Impacto

4. Evaluacidon de mejora (seglin SETAC) o Interpretacién (segun I1SO)
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Definicion de
objetivos y
alcances

4 N

Aplicaciones directas:
¢ Disefio y mejora de
a productos

Interpretacion —> « Planeacién estratégica
€ . Desarrollo de politicas

publicas

Qﬂarketing J

Andlisis de
inventario

Evaluacion de
impacto

Figura 1.2 Etapas del Analisis del Ciclo de vida.

En la etapa inicial de definicion de objetivo y alcance del ACV, se describe la
informacion general del proyecto. Se definen la problematica, objetivos y alcance del
estudio. Es en este paso donde se define la unidad funcional y los flujos de referencia
del estudio del ACV. La unidad funcional describe la cantidad del sistema de produccién
gue se esta investigando. Esta unidad funcional es la especificacién que permite
comparar y analizar los productos o servicios en el ACV (Rebitzer et al. 2004). En teoria,
modelar un estudio de ACV debe abarcar todos los procesos en el ciclo de vida de un
servicio o producto. Sin embargo, no es practico considerar todos los procesos
involucrados en un sistema de produccién. Por esta razdn, los limites del sistema
estudiado también tienen que ser definidos.

El analisis del inventario del ciclo de vida consiste en la recopilacién de los datos
y procedimientos de cdlculo para cuantificar las entradas y salidas pertinentes de un
sistema estudiado de producto y procesos (ISO, 2016). En este paso, se establecen los
diagramas de flujo, la recopilacidon de datos y la asignacidn de éstos. Se consideran las
entradas y salidas del entorno que estdn correlacionadas con una unidad funcional
(Guinée et al., 1993). Este es el paso mas laborioso, ya que se consideran todos los flujos
en el sistema estudiado con la mayor precision y exactitud posibles, es decir, se
contabilizan desde cientos a millones de servicios, productos, materias primas,
procesos, etc. Los grupos de datos principales que deben recolectarse en un inventario

son:

161



Capitulo I

e Entrada de energia, entrada de materia primas, entradas auxiliares, otras
entradas fisicas;

e Productos, co-productos y residuos;

e Emisiones al aire, agua o suelo;

e Otros aspectos ambientales relevantes

La evaluacion de impactos del ciclo de vida se realiza a partir de los resultados de
las etapas precedentes (Priastrellini et al., 2014). Se establecen relaciones causales entre
los impactos (emisiones) y los efectos sobre el ambiente, partiendo de una clasificacién
de los resultados de inventario en distintas categorias de impacto, las cuales se definen
en funcion de los efectos sobre la salud, sobre el ambiente y de la escala en la que actdan
(global, regional, local). Se encuentran disponibles diferentes métodos de evaluacion de
impacto de ciclo de vida y varios de ellos son implementados en softwares de ACV
(Dreyer et al., 2003). La mayoria de los métodos estan basados en categorias de impacto
y factores de caracterizacién, e incluyen los siguientes pasos: clasificacion,
caracterizacion, normalizacion y valoracion (Guinée et al., 1993; Huijbregts et al., 2000;
Miettinen y Hamaldinen, 1997).

En la interpretacidon del ciclo de vida se evalua el analisis realizado con los

objetivos y alcances planteados, a fin de establecer conclusiones y recomendaciones.

1.3.1. Herramienta computacional

El software SimaPro (Goedkoop et al., 2008) es probablemente el software de ACV
mas utilizado en la actualidad, y en él se han basado numerosas publicaciones (Guillén-
Gosdlbez et al., 2008; Calderon et al., 2010; Chen et al., 2010; Gamberini et al., 2010;
Pizzol et al., 2011). SimaPro esta basado en las normas ISO 14040 con base de datos
generales, e incluye varios métodos de evaluacion de impacto, tales como Eco-indicator
99, EDIP 97 y 03, EPS 2000, entre otros. Ademas, la base de datos ECOINVENT (Swiss
Center for Life Cycle Inventories) se encuentra integrada en este software, permitiendo
acceder a una gran variedad de unidades de procesos y a otros inventarios, logrando
incorporar multiples dreas industriales. SimaPro permite analizar los distintos pasos de
los métodos y etapas del ciclo de vida, identificando la contribucion de cada uno de ellos

sobre el impacto total.
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Objetivos especificos

e Evalular el impacto ambiental de la produccién de okara (entero y desengrasado)
fermentado con Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 y deshidratado.

e Determinar los puntos criticos de los procesos involucrados que tienen mayor
contribucién en la elaboracién del okara (entero y desengrasado) fermentado

deshidratado.
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2.3. Materiales y Métodos
2.3.1. Alcance del proceso

Se considerd un enfoque del proceso total hasta obetener el okara (entero y
desengrasado) fermentado y deshidratado, consideranto todos los procesos
intermedios. Estos procesos involucran:

- la conservacion del okara una vez recibido en el laboratorio (centrifugacion,
congelacion vy liofilizacidn),

- el proceso de desengrasado (Soxhlet y secado),

- el proceso de fermentacién (preparacién del medio, esterilizacién y fermentacién), y

- el proceso de deshidrataciéon y almacenamiento del producto final (congelaciéon-
liofilizacidn, secado en spray y almacenamiento refrigerado).

Para este propdsito, el andlisis del ciclo de vida se realizdé utilizando datos
recopilados a escala de laboratorio, complementados con informacion de bases de
datos.

Como se muestra en la Figura Illl.3, se excluyeron posibles aplicaciones y
transporte del producto final de los limites del sistema, asi como las actividades
relacionadas con la produccion del okara utilizado como materia prima, ya que fue
donado por la Empresa Soyana S. H. (San Martin, Argentina). También se excluyé de los
limites del sistema, la preparacion del indculo bacteriano utilizado para la fermentacién,
debido a su baja concentracion (1% v/v).

La unidad funcional del sistema se defini6 como 1 kg de okara (entero y
desengrasado) fermentado con L. plantarum CIDCA 83114 a partir de todos los procesos

necesarios para su obtencién.

2.3.2. Descripcion del proceso completo para la producciéon de okara
fermentado

La obtencién de okara fermentado y deshidratado (entero y desengrasado) se
divide en 3 procesos para el caso del okara entero y 4 procesos para el caso del okara
fermentado (Figura l11.3). Los etapas involucradas en la obtencién del okara fermentado
fueron: proceso de conservacion (2.3.2.1), proceso de desengrasado (2.3.2.2), proceso
de fermentacion (2.3.2.3) y proceso de deshidratacion y almacenamiento (2.3.2.4). Se

evaluaron los sistemas involucrados en cada uno de los procesos, desde la preparacion

164



Capitulo I

de materias primas (recursos) hasta el producto final a escala de laboratorio. La
generacion de electricidad promedio en cada uno de los procesos fueron calculados a
partir de datos propios del equipo y herramientas del software utlizado. La entrada y
salida de materiales se han considerado GLOBALES en términos de precision geografica

en la base de datos.

2.3.2.1. Proceso de conservacion. El okara se centrifugd para extraer toda la
bebida de soja sobrante de su proceso de elaboracion y luego fue descartada.
Finalmente el okara se distribuyd en bandejas plasticas que fueron congeladas a -80°C
durante 24 horas para luego ser liofilizadas durante 48 horas en un equipo Heto FD4

(Heto Lab Equipment, Dinamarca).

2.3.2.2. Proceso de desengrasado. El okara se desengrasd por medio de un
sistema Soxhlet (AOAC, 1990) con una mezcla de éter etilico:éter de pétroleo (1:1).

Luego el okara desengrasado se dej6 secar en estufa a 37°C hasta peso constante.

2.3.2.3. Proceso de fermentacion. Se trituraron el okara entero y desengrasado
con un equipo Ultra Turrax T25 (IKA, Staufen im Breisgau, Alemania). Luego se
prepararon los medios de cultivos con agua destilada al 5% (p/v). Una vez preparados
los medios se distribuyeron en botellas para ser esterilizado en autoclave a 121°C
durante 15 minutos. Finalmente se inoculd con Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 al

1% (v/v) y se incubaron en estufa a 37°C durante 24 horas con agitacion constante.

2.3.2.4. Proceso de deshidratacion y almacenamiento. El okara (entero y
desengrasado) fermentado se sometidé a dos procesos de deshidratacion:

A. por un lado, el okara fermentado (entero y desengrasado), se centrifugd, se descartd
el sobrenadante y se resuspendid en solucién de sacarosa 250 mM. Luego se congeld a
-80°C durante 24 horas, se liofilizd durantre 48 horas y se almacend en camara
refrigerada a 4°C;

B. y por otra parte se deshidraté el okara fermentado (entero y desengrasado) por

secado en spray (Buichi B290, Flawil, Suiza) y se conservé en camara refrigerada a 4°C.
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Figura lll.3. Limites del sistema y cadena del proceso en estudio correspondiente a la produccién
de okara (entero y desengrasado) fermentado con Lactobacillus plantarum CIDCA 83114. La
linea discontinua negra indica los limites del sistema.

2.3.3. Recopilacion de datos del inventario y asignacion del enfoque
Una evaluacion ambiental confiable requiere la recopilacion de datos del
inventario del ciclo de vida. En este estudio, los datos del inventario para el sistema de
primer plano (entrada y salidas directas para cada proceso), como los requisitos de
electricidad (estimados con datos de potencia y operacion de los diferentes
equipamientos: centrifugas, liofilizador, secador en spray, autoclave, Ultraturrax,
estufas, placas calentadoras), asi como el uso de productos quimicos y agua, fueron

datos promedio provenientes de escala de laboratorio (datos primarios). Los datos
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primarios para obtencion de okara entero y desengrasado, fermentado y deshidratado

se muestran en la Tabla Ill.1

Tabla lll.1. Resumen de los datos mds importantes del inventario por unidad funcional
(1 Kg) de okara entero y desengrasado, fermentado con L. plantarum CIDCA 83114.

Entradas Okara entero Okara desengrasado

Proceso de conservacion

Okara 1kg 1kg
Gas refrigerante 0.37 kg 0.37 kg
Electricidad 85 kWh 85 kWh
Proceso de desengrasado
Okara - 1kg
Hexano! - 1L
Electricidad - 12 kWh
Proceso de fermentacion
Okara 1kg 1kg
Agua destilada 20L 20 L
Electricidad 16.75 kWh 16.75 kWh
Proceso de deshidratacion y
almacenamiento
Okara fermentado 1kg 1kg
Sacarosa 0.1kg 0.1kg
Gas refrigerante 0.41 kg 0.41 kg
EIectnc@as:l.(coplgelauon y 85 kWh 85 kWh
liofilizacion)
Electricidad (secado en spray) 20.3 kWh 20.3 kWh
Salidas
Okara entero fermentado 1lkg -
Okara desengrasado i 1kg
fermentado
Residuos del tratamiento
Bebida de soja 0.2L 0.2L

LEl hexano fue usado como equivalente a la mezcla de éter etilico/éter de pétroleo (Base de
datos Ecoinvent).

Con respecto al sistema de fondo, los datos de inventario correspondientes a la
produccién de las diferentes entradas a los procesos (electricidad, agua) se tomaron de
la base de datos Ecoinvent® v3.1 (base de datos Ecoinvent, 2013) pertenenciente la

software SimaPro. La informacién detallada con respecto a los proceso de fondo se

muestran en la Tabla Ill.2.
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Tabla Il1.2. Lista de los procesos mas importante de acuerdo a la base de datos Ecoinvent.

Entradas Proceso/Fuente

Agua de la canilla, deionisada por el usuario {RoW}|
produccién | APQS, S
Grano de soja* {AR**}| produccién de grano de soja |
Sacarosa azucar de remolacha {GLO}| mercado de | APQS, S
Hexano? Hexano {GLO}| mercado de | APOS, S
Electricidad, voltaje medio {AR}| mercado de electricidad,

Agua destilada

Soja (Okara)®

ESctiges voltaje medio | APOS, S
Calor, central o pequefia escala, gas natural {CH}| calor o
Gas (esterilizacion) co-generacion de potencia, gas natural, 50kW eléctrico,
baja combustion | APOS, S
Gas (refrigerante) Refrigerante R134a {RER}| produccion | APOS, S
Bebida de soja Bebida de soja {GLO}| mercado de | APQOS, S

LEl grano de soja fue utilizado como equivalente al okara.
2E| hexano fue utilizado como equivalente a la mezcla de éter etilico/éter de pétroleo.
"Describe y/o brinda informacién del dato o proceso.
"Hace referencia a la ubicacién geografica (AR = Argentina, GLO = Global)
*** Aporta informacién acerca del modelo elegido de la base de datos Ecoinvent3. En este caso el
modelo de sistema sigue un enfoque atributivo mediante el cual las cargas se asignan
proporcionalmente a los procesos especificos del proyecto.
*Sistema del proceso que incluye la infraestructura
2.3.4. Evaluacion del impacto
El analisis del ciclo de vida evalla las cargas ambientales identificando el consumo
de recursos y energia, asi como las emisiones en diferentes compartimentos
ambientales asociados al ciclo de vida del proceso a evaluar, incluyendo la identificacion
de puntos criticos para implementar mejoras (1SO 14040, 2006).
El programa SimaPro (V8.2.3.0 Pre consultor) se utilizé para la evaluacion del ciclo
de vida con el método ILCD 2011 (Comision Europea, 2011), que considera el método

de evaluacion de impacto de punto medio. Los indicadores de punto medio estudiados

(Comision Europea, 2012) se muestran en la Tabla 111.3.
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Tabla 1l1.3. Indicadores de punto medio y sus abreviaturas
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Indicador

Abreviatura

Cambio climdtico

Agotamiento de la capa de ozono

Efectos toxicos en humanos con efectos cancerigenos
Efectos tdoxicos en humanos sin efectos cancerigenos
Material particulado

Efectos de la radiacion ionizante sobre la salud humana
Efectos de la radiacidn ionizante sobre los ecosistemas
Formacion de ozono fotoquimico

Acidificacion

Eutrofizacion terrestre

Eutrofizacion de agua dulce

Eutrofizacion de agua marina

Ecotoxicidad de agua dulce

Uso del suelo

Disminucidn de los recursos hidricos

Disminucidn de recursos renovables, minerales y fésiles

CcC
ODP
HTPce
HTPnce
PMP
IRP HH
IRP E
POP
AP
TEP
FEP
MEP
FETP
LUP
WDP
MFRP
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3.3. Resultados y discusion

La contribucién de cada etapa del proceso de obtencién de okara fermentado
(entero y desengrasado), a los impactos ambientales se muestra en la Figura 11l.4, como
porcentaje del impacto total.

Para todas las cargas ambientales estudiadas (Tabla 1l.3) las mayores
contribuciones se dan en dos procesos: el proceso de conservacién (barras verde
oscuro, Figura ll1.4) y el proceso de deshidratacion y almacenamiento (barras amarillas,
Figura lll.4). Ambos procesos alcanzan una contribucién maxima de alrededor del 80 %
para cada indicador, salvo para el caso de la disminucién de los recursos hidricos (WDP).
Este resultado esta relacionado con el hecho de que comparten etapas comunes, como
son la congelacion y la liofilizacion. A pesar de que los procesos de desengrasado y de
fermentaciéon cuentan con diferentes técnicas con gastos energéticos, no son
comparables a los requeridos por la congelacidn y liofilizacién. Por otra parte, tanto el
hexano utilizado como entrada, y el aceite saliente obtenido en la etapa de
desengrasado, pueden ser reutilizados, y por lo tanto, no contribuyen al impacto

ambiental.

LS

o @

Contribuciones relativas (%)

A, Y/ / o, A £
Q@
Proceso de m Proceso de o Proceso de n Proceso de deshidratacion
conservacion desengrasado fermentacion y almacenamiento

Figura Ill.4. Distribucion de los impactos ambientales generados por los sistemas involucrados
en los pasos de obtencién de okara entero y desengrasado, fermentado con Lactobacillus
plantarum CIDCA 83114

En la Figura IlI1.5 y en la Tabla I11.4 se puede observar las mayores contribuciones

en mPt al impacto ambiental de las diferentes entradas (Tabla 1ll.2) involucradas en
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todos los pasos de obtencidn de okara fermentado. La mayor contribucién al impacto
ambiental se debe al gasto eléctrico de todos los equipos utlizados (barra azul, Figura
111.5). Este impacto duplica al gasto por el consumo de gas (refrigerante), el cual aparece
como el segundo con mayor impacto ambiental (barra roja, Figura Il.5). El mayor gasto
eléctrico se debe principalmente a los procesos de congelacién y liofilizaciéon (Tabla
lll.1), con valores de 85 kWh. Por el contrario, el proceso de secado en spray tiene un
gasto energético sustancialmente menor (20 kWh) siendo los procesos de

deshidratacion y almacenamiento, los que mas contribuyen a este valor (Tabla 111.4).

o5] 24.26

Figura I11.5. Contribuciones de las diferentes entradas involucradas en los procesos para la
produccidn de okara entero y desengrasado fermentados al impacto ambiental
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Tabla Ill.4. Contribuciones al impacto ambiental de las diferentas entradas involucradas en los
procesos para la produccién de okara entero y desengrasado fermentado.

. Proceso de Proceso de Proceso de Deshidratacién y
Proceso Proyecto Unidad Total W . )
conservacion desengrasado fermentacion almacenamiento
Okara Ecoinvent3 mPt 0.108 -0.024 -0.024 -0.024
Sacarosa Ecoinvent3 mPt 0.037 0 0 0.037 0
Agua destilada Ecoinvent3 mPt 0.045 0 0 0.045 0
Gas Ecoinvent3 mPt 0.21 0 0 0.21 0
(autoclave)
Hexano Ecoinvent3 mPt 0.44 0 0.44 0 0
Gas .
. Ecoinvent3 mPt 10.23 5.12 0 0 5.12
(refrigerante)
Electricidad Ecoinvent3 mPt 24.26 9.41 1.33 1.86 11.66
Todos los mPt 35 14.51 1.74 2.12 16.76
procesos

Otros autores informaron resultados similares respecto al impacto ambiental
generado por el proceso de liofilizacion (Prosapio et al., 2017; Pénicaud et al., 2018).
Prosapio et al. (2017) utilizaron el software SimaPro para hacer un andlisis de ciclo de
vida del proceso de deshidrataciéon de frutillas. Los autores analizaron un proceso
tradicional de secado (liofilizacidon) y una combinacién de deshidratacion osmética y la
liofilizacién, demostrando que el proceso de liofilizacion fue el que presentd mayores
contribuciones para todas la categorias de impacto ambientales estudiadas. Por su
parte, Pénicaud et al. (2018) realizaron un analisis de ciclo de vida para estudiar los
puntos criticos de impacto ambiental para la obtencién de concentrados de bacterias
l[acticas, estabilizandolas por procesos de congelacion y liofilizacion. Los autores
informaron que los procesos de congelacién vy liofilizacién aportaron las mayores
contribuciones al impacto ambiental debido a los elevados consumos eléctricos.

Si bien hay varios trabajos que analizan el ciclo de vida de alimentos obtenidos de
soja como la bebida de soja (Birgersson et.,, 2009; Grant y Hicks, 2018) o a partir de
extraer proteina de soja (Berardy et al., 2015; Braun et al., 2016), en ningun caso existe
evidencia de un analisis de impacto ambiental realizado en funcién del aprovechamiento
de un subproducto de la soja como es el okara. Estos resultados a escala de laboratorio
son de gran importancia ya que brindan informacion de los puntos criticos relacionados

a los procesos que se podrian mejorar o cambiar si se quiere escalar el producto.
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Conclusiones

e En la produccién del okara (entero y desengrasado) fermentado por
Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 los procesos de conservacion vy
deshidratacion y almacenamiento mostraron ser los que mas contribuyen al
impacto ambiental para todos los indicadores salvo en el caso de la
diminucion de recursos hidricos (WDP)

e El proceso de congelacion vy liofilizacion fueron las etapas con mayores
gastos energéticos del sistema, dando lugar a las mayores contribuciones al

impacto ambiental.
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Discusion General

El okara es un subproducto producido en grandes cantidades, cuyo elevado
contenido de agua lo hace propenso a la descomposicion. Teniendo en cuenta su
elevado valor nutricional y efecto prebidtico, encontrar tecnologias alternativas para su
tratamiento constituye una excelente opcion para agregarle valor como potencial
ingrediente a nivel industrial. En este sentido, la fermentacién del okara con bacterias
lacticas de interés industrial proporciona una alternativa interesante.

Las bacterias lacticas tienen estatus GRAS, es decir son generalmente reconocidas
como seguras y la mayor parte de ellas, como Lactobacillus plantarum, se encuentran
incluidas en la lista de Presuncién Cualificada de Seguridad (QPS) de la Unién Europea
(EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ) 2012). Estas caracteristicas y su accion como
probidticos permiten que puedan ser utilizadas en la produccién y preservacion de
alimentos y en aplicaciones biotecnoldgicas relacionadas con la salud (medicina,
industria farmacéutica, nutracéuticos). Sin embargo, para que las bacterias ejerzan su
efecto probidtico deben llegar en concentraciones adecuadas a su lugar de destino,
luego de ser consumidas. En otras palabras, las bacterias lacticas antes de llegar al
intestino, deben superar diferentes factores que afectan su viabilidad como ser el
procesamiento y almacenamiento de los alimentos y el pasaje a través del tracto
gastrointestinal.

Por lo expuesto anteriormente, este trabajo de tesis se dividié en tres etapas
principales: en primer lugar, se aprovechd la disponibilidad del okara para ser utilizado
como medio de cultivo y proteccion de Lactobacillus plantarum CIDCA 83114. Durante
el estudio de la composicidn del okara y la formulacién del medio de cultivo se obtuvo
un subproducto adicional como el aceite de okara. Teniendo en cuenta la relevancia
nutricional de los acidos grasos insaturados, el aceite de okara fue aprovechado para
abordar la segunda etapa de este trabajo de tesis, la microencapsulacién. A partir del
aceite obtenido se lograron formular emulsiones aceite en agua (O/W) y agua en aceite
(W/0) para encapsular a L. plantarum CIDCA 83114, manteniendo estables las bacterias
durante los procesos de deshidratacion y almacenamiento y protegiéndolas de

ambientes adversos. Por ultimo, se relizé una andlisis del ciclo de vida para evaluar el
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impacto ambiental del proceso principal de este trabajo que fue la obtencion de okara
(entero y desengrasado) deshidratado fermetado con L. plantarum.

En la primera etapa del trabajo, se estudié la composicion centesimal del okara
entero y del okara desengrasado, los cuales presentaron una composicién similar a los
informados por otros autores (Li, B et al., 2012; Vong y Liu, 2016). Tanto en el medio de
okara entero como desengrasado, Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 fue capaz de
crecer, alcanzando recuentos bacterianos similares a los obtenidos en medio comercial
MRS. Los medios de cultivo okara (entero y desengrasado) indujeron cambios
importantes en la composicion de los acidos grasos de L. plantarum, con aumentos
considerables de los acidos grasos poliinsaturados (C18:2), lo que permitié una mayor
estabilizacién de las bacterias durante los procesos de conservacidén, en comparacion
con las bacterias crecidas en MRS.

La composicion del medio de deshidratacién juega un rol importante en la
proteccion y recuperacion bacteriana luego de ser sometidas a los procesos de
deshidratacién. El proceso de secado en spray demostro ser el proceso mas adecuado
para deshidratar L. plantarum, tanto en el okara entero como desengrasado, con
pérdidas viabilidad bacteriana significativamente menores que las observadas en MRS.
De igual manera, durante el almacenamiento, la cepa de L. plantarum crecida en okara
(entero y desengrasado) se estabilizé mejor, luego de 90 dias de almacenamiento.

Con respecto al proceso de liofilizacién, el okara entero fue el medio mas eficiente
en la proteccion de L. plantarum en ausencia de sacarosa (menor pérdida de viabilidad).
La adicién de sacarosa mejoré la recuperacion de microorganismos crecidos en okara
desengrasado y en MRS, y no tuvo efecto sobre los crecidos en okara entero. Durante el
almacenamiento, las bacterias crecidas en okara entero y desengrasado, mostraron un
disminucién significativa de la viabilidad bacteriana luego de los 90 dias de
almacenamiento, observandose una mejora con el agregado de sacarosa.

Como paso final de esta primera etapa, se evaluaron las propiedades
antioxidantes del okara fermentado con Lactobacillus plantarum CIDCA 83114
comparada con los del okara entero y el grano de soja. A pesar de que no se observaron
aumentos significativos de la concentraciones de compuestos antioxidantes luego de

fermentar el okara, cabe destacar que los compuestos antioxidantes bioaccesibles
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presentes en el okara fueron similares a los presentes en los granos de soja, otorgandole
un valor agregado a este residuo (debido a la presencia del probidtico).

En una segunda etapa del trabajo, se utilizd el aceite de okara, obtenido del
proceso de su desengrasado. Se evalud la composicion del aceite de okara y los datos
obtenidos fueron similares a los informados por otros autores (Sawada et al., 2014),
incluso similares a los informados para el aceite de soja (Canacki, 2005).

En una primera instancia se formularon emulsiones aceite en agua (O/W), con el
fin de encapsular a Lactobacilluls plantarum CIDCA 83114, utilizando el aceite de okara
como fase oleosa y el caseinato de sodio junto con las bacterias como fase acuosa. El
aceite de okara se usé en diferentes concentraciones con respecto al caseinato de sodio,
gue se mantuvo en una concentracidn constante. Una vez formadas, las emulsiones
fueron deshidratadas por secado en spray vy liofilizacién.

Las emulsiones deshidratadas por secado en spray mostraron mejores
caracteristicas y una mayor estabilidad, tanto de las emulsiones como de los
microorganismos. Con respecto a las caracteristicas de las emulsiones deshidratadas, las
capsulas secadas en spray mostraron tamafios signficativamente menores que los
observados en las muestras liofilizadas, sin observarse diferencias significativas entre las
diferentes proporciones de O/W. Este resultado adquiere especial relevancia si se desea
incorporar los encapsulados en alimentos. Al momento de evaluar la estabilidad de las
emulsiones, las emulsiones secadas en spray mostraron tiempos de induccion muy
superiores en comparacién con las muestras liofilizadas. Estos resultados fueron
consistentes con los valores de perdxido, donde las muestras secadas en spray
presentaron resultados significativamente mas bajos. La estabilidad de las emulsiones
puede explicarse teniendo en cuenta las elevadas proporciones de dacidos grasos
poliinsaturados presentes en el aceite de okara y la morfologia de las cdpsulas, siendo
las secadas en spray mas uniformes y sin porosidad aparente, lo que dificultaria la
entrada de oxigeno.

En un paso posterior se estudié la estabilidad de los microorganismos en las
emulsiones, donde una vez mas, el proceso de secado en spray demostrd ser el mas
adecuado para estabilizar las bacterias durante la deshidratacion y almacenamiento. A
diferencia de las bacterias liofilizadas, no se observd una disminucion significativa de la

viabilidad luego de ser secadas en spray. En relacién al almacenamiento, las bacterias
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secas en spray no mostraron un descenso de la viabilidad luego de 60 dias de
almacenamiento, observandose un descenso minimo transcurridos los 90 dias. Por el
contrario, las muestras liofilizadas experimentaron un descenso de viabilidad después
de 15 dias de almacenamiento.

En una segunda instancia, se formularon emulsiones agua en aceite (W/0), con
un sistema innovador, la microfluidizacién, que permtié una encapsulacion mas efectiva
de Lactobacillus plantarum CIDCA 83114. Como fase oleosa se utilizo el aceite de okara
con lecitina y como fase acuosa, una mezcla de las bacterias, un marcador y un polimero
sintético (PPP12) capaz de resistir los ambientes acidos del estdmago y degradarse en el
fluido intestinal, ejerciendo un efecto protector durante el pasaje de la bacterias a través
del tracto gastrointestinal.

Antes de formular las emulsiones, se evalué el efecto protector de los polimeros
sintéticos de diferentes pesos moleculares, denominados PPP12 y PPP24, por medio de
una técnica de encapsulacién simple y eficiente como la encapsulacion layer-by-layer. A
fin de evidenciar ain mas las propiedades de los polimeros se decidié utilizar una cepa
mucho mas sensible que Lactobacillus plantarum CIDCA 83114, la cepa Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgarigus CIDCA 333. Los polimeros se utilizaron como capas
anidnicas (con carga negativa) y como capa positiva se utilizé el quitosano. Por medio
de la medida de potencial { se logré confirmar el correcto autoensamblaje de las capas
sobre la superficie de los microorganismos, mostrando una variacién de los valores en
forma de zig-zag a medida que se agregaron cada una de las capas.

Luego, se evalud el efecto protector de los polimeros sometidos al proceso
liofilizacidn y su posterior pasaje a través del tracto gastro-intestinal simulado, sobre la
viabilidad bacteriana. Los encapsulados con dos o tres capas, demostraron ser los mas
adecuados para proteger las bacterias, no observandose descensos significativos de
viabilidad luego de la liofilizacién y mostrando una mayor proteccién durante la
exposicidon a condiciones gastrointestinales simuladas (estabilidad en condiciones
gastricas y liberacidén bacteriana en condiciones intestinales). Por otra parte, el polimero
de menor peso molecular (PPP12) fue ligeramente mas eficiente que el PPP24, ya que
dio lugar a menores descensos de viabilidad durante el proceso de liofilizacion.

Una vez comprobado el efecto protector de los polimeros, se formularon las

emulsiones utilizando el sistema de microfluidica, en donde se decidid utilizar sélo
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PPP12. Estd técnica permitid observar en tiempo real la formacién de las emulsiones, lo
cual representa una gran ventaja, ya que da lugar a un mayor control sobre la generacién
de las gotas y a una mayor eficiencia de encapsulacion de L. plantarum CIDCA 83114.

La observacidon microscépica de bacterias dispersas dentro de las gotas de las
emulsiones demostré la eficiencia de la microfluidica en la encapsulacién bacteriana.
Este dato fue confirmado por microscopia de fluorescencia, al observarse el marcador
(carboxy-fluoresceina) dentro de las emulsiones, y comprobarse la encapsulacién total
del medio acuoso, sin fluorescencia fuera de las gotas.

El flujo de las fases y el tamafio de los canales de los dispositivos microfluidicos
(200 um) fueron factores determinantes en el tamafo de las emulsiones. Las emulsiones
sometidas al proceso de liofilizacién no mostraron diferencias significativas respecto del
tamafio de las emulsiones frescas.

Finalmente se evalud la eficiencia de liberacién bacteriana al incorporar el
polimero PPP12 a las emulsiones durante el pasaje gastrointestinal. Las bacterias
encapsuladas en las emulsiones sin presencia del polimero y liofilizadas, mostraron un
descenso significativo de la viabialidad cuando fueron expuesas a condiciones gastricas
e intestinales. Las emulsiones que contenian solo el polimero PPP12 fueron las mejor
estabilizadas, ya que las bacterias lograron soportar los bajos pH de las condiciones
gastricas, y liberarse en condiciones intestinales, donde mostraron un aumento
significativo de la viabilidad bacteriana.

Como tercera y ultima etapa de este trabajo de tesis, se evalud el impacto
ambiental de la produccién de okara (entero y desengrasado) fermentado con
Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 y luego deshidratado, pudiendo determinar los
puntos criticos en los procesos que tienen mayores contribuciones. Las mayores
contribuciones al impacto ambiental se generaron en los procesos de conservacion, y
deshidratacion y almacenameinto. Dentro de estos procesos, las etapas de congelacion
y liofilizacion fueron las responsables de estos resultados. Entre las diferentes entradas
gue intervienen dentro del sistema, el gasto eléctrico de todos los procesos fue el que
mayor contribucién tuvo al impacto ambiental, siendo la congelacién vy liofilizacion las
etapas con mayor gasto energético, muy por encima del gasto observado para el

proceso de secado en spray.
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En resumen, este trabajo de tesis fue de gran relevancia ya que permitié agregar
valor al okara, utilizandolo como medio de cultivo y deshidratacion de L.
plantarum CIDCA 83114. De manera adicional, la extraccién del aceite de okara permitid
la formulacion de emulsiones estables que lograron estabilizar L. plantarum durante los
procesos de deshidratacion. Las implicancias de aprovechar el okara como medio de
cultivo y deshidratacion resultan ventajosas siempre que los procesos involucrados para
llegar al producto final tengan un bajo impacto ambiental. En este sentido, el analisis del
ciclo de vida a escala de laboratorio del proceso de obtencion de okara fermentado y
deshidratado fue esencial para determinar los puntos criticos de control. Esto
representa un importante punto de partida para el disefo estratégico de productos

factibles de llevar a escala piloto o industrial.
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