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PREFACIO

La nutricion moderna busca el equilibrio entre la calidad de los alimentos y la promocién
de la salud. Este nuevo paradigma ha llevado a una creciente demanda de alimentos
bioactivos, que aporten beneficios sobre la salud humana y animal mas alla de la nutricion
basica. En este contexto se desarrollé el presente trabajo de tesis, donde se aborda el
estudio de los fructo-oligosacaridos (FOS), es decir, azlcares cuya capacidad de estimulacion
selectiva de la microbiota intestinal (efecto prebiético) ha sido ampliamente estudiada. Sin
embargo, su capacidad protectora durante procesos de deshidratacién de bacterias acido
lacticas ha sido escasamente explorada. En su conjunto los resultados obtenidos en este
trabajo buscan expandir el uso de los FOS en alimentos deshidratados como aporte de fibra
prebidtica y como protectores de bacterias acido lacticas en dichas matrices, propiciando asi
el desarrollo de nuevos alimentos funcionales que incorporen prebidticos y probidticos.

El trabajo se compone de una introduccidn general, que contiene las definiciones basicas
de los conceptos de bacterias lacticas, probidticos, prebidticos, y la importancia de éstos a
nivel tecnolégico y de la salud. También se describen aspectos relacionados con la
incorporacion de probidticos y prebioticos en matrices alimenticias, haciendo foco en la
preservacion de bacterias lacticas en alimentos deshidratados. Ademds se abordan los
mecanismos involucrados en la preservacion de microorganismos mediada por azlcares,

destacando el empleo de azucares prebiodticos.



En el capitulo 1 se presenta el estudio de la sintesis enzimdtica de FOS a partir de
sacarosa, analizando el efecto del sustrato sobre la composicion de los oligosacaridos
obtenidos. Adicionalmente, se muestra la puesta a punto del monitoreo de la sintesis
mediante espectroscopia de infrarrojo por transformadas de Fourier (FTIR) como alternativa
al monitoreo clasico por cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

En el capitulo 2 se estudia la capacidad protectora de mezclas de FOS de diferente
composicién con el objetivo de comprender los mecanismos de proteccion de estos
azucares durante la liofilizacion de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA333, una
cepa especialmente sensible a todo tipo de estrés.

En el capitulo 3 se describen los resultados del empleo de FOS durante la deshidratacidon
de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA333 mediante vacio asistido por
microondas a escala piloto.

En la primera parte del capitulo 4 se presenta el desarrollo de peliculas comestibles de
metilcelulosa como vehiculo para la incorporaciéon FOS y la cepa L. plantarum CIDCA 83114
(cepa elegida por sus caracteristicas tecnoldgicas y potencial probidtico) en alimentos
deshidratados. El abordaje incluye el andlisis del efecto de la incorporacién de FOS y
microorganismos en las peliculas, asi como la estabilidad del sistema tanto desde el punto
de vista fisicoquimico como microbioldgico. En la segunda parte, se aplican los
conocimientos desarrollados en la tesis para la funcionalizacion de un snack deshidratado
de manzana con FOS y L. plantarum CIDCA 83114 inmovilizado en las peliculas de
metilcelulosa previamente desarrolladas. Se estudian los snacks de desde el punto de vista
tecnolégico (propiedades fisicas, caracteristicas sensoriales, etc.) y microbiolégico
(viabilidad bacteriana durante el almacenamiento y la digestidn gdstrica simulada).

Finalmente se realiza una Discusion General acerca de las evidencias cientificas
aportadas en este trabajo de tesis y las inquietudes para futuras investigaciones en el campo

de los prebidticos y su aplicacidn en alimentos funcionales.
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INTRODUCCION GENERAL

Las bacterias lacticas

Las bacterias lacticas constituyen un grupo de microorganismos que incluye cocos o bacilos
GRAM positivos no esporulados (Figura |.1), no mdviles, anaerdbicos, microaeréfilos o
aerotolerantes, oxidasa y catalasa negativas (Carr et al., 2002). Ademas, carecen de citocromos y
producen 4acido lactico como el Unico o principal producto de la fermentacidn de carbohidratos y son
acido tolerantes, pudiendo crecer a valores bajos de pH (pH<4). Entre los principales géneros de
bacterias acido lacticas se encuentran: Lactococcus, Enterococcus, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Leuconostoc y Lactobacillus (Konig et al., 2009). Algunos autores incluyen también al
género Bifidobacterium. Sin embargo, 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 el bienestar humano y animal. Fueron consideradas por la FDA (Food and Drug
Administration de Estados Unidos) como GRAS (Generally Recognized as Safe, Generalmente
reconocidos como seguros) y su empleo en alimentos se encuentra reglamentado en nuestro pais
por el Codigo Alimentario Argentino (CAA, Art. 1390, Ao 2012).

Son los microorganismos mas ampliamente utilizados como starters en la industria, en la

fabricacion de varios alimentos como 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).
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Figura I.1. Microscopia de campo claro de Lactobacillus plantarum aislado a partir de

“Aloja”, una bebida fermentada a base de frutos de algarroba originaria del noroeste
Argentino. Aumento: 1000 x, tincién de Gram.

Probioticos

Desde tiempos antiguos los alimentos que contienen microorganismos vivos han sido usados
para mantener o restablecer la salud (Sanchez et al., 2016). En una versién del Antiguo Testamento
se atribuye la longevidad de Abraham al consumo de leche acida (Schrezenmeir & Vrese, 2001). Sin
embargo, fue sélo varios siglos més tarde cuando el premio Nobel Elie Metchnikoff introdujo la idea
de que el consumo de microorganismos vivos benéficos podria desplazar organismos putrefactivos y
patogénicos del intestino y aumentar la longevidad [“The Prolongation of Life: Optimistic Studies”;
Metchnikoff (1908)]. Esta podria ser considerada la primera referencia de la definicién actual de un
probidtico. Al respecto, en el afio 2013 la Asociacidn Internacional para Probidticos y Prebidticos
(ASAPP) definié como probidtico a los microorganismos vivos que al ser administrados en cantidades
adecuadas ejercen una accién benéfica sobre la salud del huésped (Hill et al., 2014). Estos actdan
mejorando o restableciendo las caracteristicas del microbioma intestinal (Tabbers & Benninga,

2007).
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Una gran parte de las cepas que se emplean como probidticos pertenecen al género
Lactobacillus. Los lactobacilos son comensales de los humanos y han sido aplicados histéricamente
de forma segura en la fermentacion de alimentos, aspectos que garantizarian a priori su inocuidad.
Sin embargo, a pesar de que estas bacterias se consideran seguras (GRAS), se recomienda que sean
sometidas a pruebas que garanticen que su aplicacién no afecte negativamente la salud del
hospedador (Romanin et al., 2010; Carasi et al., 2014). Ademas, son utilizadas como probidticos un
gran numero de bacterias y levaduras pertenecientes a los géneros Bifidobacterium, Leuconostoc,
Pediococcus, Enterococcus y Saccharomyces (Shah, 2007).

En la Tabla I.1 se listan los principales probidticos comerciales utilizados actualmente en Europa,

Estados Unidos y Canada (Ringel et al., 2012).
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Tabla 1.1 Cepas probidticas disponibles en el mercado.

Cepa

Lb. acidophilus NCFM

Bif. animalis subsp. lactis Bi-07

Bif. animalis subsp lactis HNO19 (DR10)
Lb. rhamnosus HNOO1 (DR20)

Saccharomyces cerevisiae boulardii
Bif. infantis 35264

Lb. rhamnosus R0011

Lb. acidophilus R0O052

Bif. animalis subsp lactis Bb-12

Lb. acidophilus LA5

Lb. paracasei CRL 431

Lb. fermentum VRIO03 (PCC)

Lb. reuteri RC-14

Lb. rhamnosus GR-1

Lb. paracasei F19

Lb. casei Shirota

Bif. breve cepa Yakult

Lb. casei DN-114 001 ( “L. casei
Immunitas”)

Bif. animalis subsp animalis DN-173 010
(“Bifidus regularis”)

Lb. johnsonii Lj-1 (NCC533; L. acidophilus
La-1)

Lb. plantarum 299V

Lb. rhamnosus 271

Lb. reuteri ATCC 55730 (“Protectis”)
Lb. rhamnosus GG (“LGG"”)

Lb. rhamnosus LB21

Lactococcus lactis L1A

Lb. salivarius UCC118

Bif. longum BB536

Lb. acidophilus LB
Bacillus coagulans BC30

Distribuidor
DuPont Nutrition Biosciences ApS (Madison
WI, USA)

Biocodex (Creswell OR, USA)
Procter & Gamble (Mason OH, USA)

Lallemand (Montreal, Canada)
Chr. Hansen (Milwaukee WI, USA)

Yakult (Tokyo, Japdn)

Danone (Paris, Francia)
Dannon (Tarrytown, NY, USA)

Nestlé (Lausanne, Suiza)

Probi AB (Lund, Suecia)
NextFoods (Boulder, CO, USA)
Biogaia (Stockholm, Suecia)
Valio Dairy (Helsinki, Finlandia)
Essum AB (Umea, Suecia)

University College (Cork, Irlanda)

Morinaga Milk Industry Co., Ltd. (Zama-City,
Japon)

Lactéol Laboratory (Houdan, Francia)
Ganeden Biotech Inc. (Cleveland, OH, USA)

Beneficios atribuidos al consumo de probidticos

Los principales beneficios atribuidos al consumo de probiéticos incluyen una mayor resistencia a

infecciones, reduccién del colesterol sérico, reduccion de la concentraciéon de sustancias toxicas a

nivel intestinal, competencia favorable con microorganismos patdgenos, produccién de vitaminas

(e.g., vitaminas del grupo B tales como folatos, riboflavina y vitamina B12), entre otros (Nemcova,

1997; Patel & Goyal, 2012).
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Al nivel de la mucosa intestinal, los probidticos han demostrado ejercer efectos benéficos a
diferentes niveles (Shreiner et al., 2015) principalmente sobre la barrera epitelial, aumentando la
expresidon/secrecion de mucinas por las células caliciformes (asi limitando el movimiento de las
bacterias a través la capa de mucus), aumentando la produccién de péptidos antimicrobianos (e.g.,
B-defensinas), o reforzando la estabilidad de las uniones estrechas, y por lo tanto restringiendo la
permeabilidad epitelial a patdgenos intraluminales y toxinas. Los probidticos también actian sobre
la inmunidad de la mucosa intestinal mediante el incremento de los niveles de células productoras
de IgA en la ldmina propia y promoviendo la secrecién de IgA en la capa de mucus luminal,
actividades que limitan la colonizacién por bacterias patdgenas.

El uso de probidticos se ha estudiado en diferentes patologias: diarrea infecciosa, patologias
relacionadas con la inflamaciéon del intestino, sindrome de intestino irritable, infeccion por
Helicobacter pylori, intolerancia a la lactosa y diabetes, entre otras (Ringel et al., 2012).

El conocimiento acerca de los efectos benéficos de los probidticos sobre la salud humana
incentivd su mayor consumo en los ultimos afios, principalmente en la forma de productos lacteos.
Asimismo, se han intensificado los estudios para incorporar bacterias probidticas en alimentos no
lacteos tales como jugos, golosinas y cereales (Saarela et al., 2006; Chen et al., 2011) y alimentos de

origen vegetal ricos en fibras (Sendra et al., 2008; Tavera-Quiroz et al., 2015).

El microbioma intestinal

Todos los organismos, desde los mas simples como los nematodos hasta los mas complejos
como los humanos, coexisten con una poblacidon dindmica de microorganismos. Esta asociacion
puede ser parasitica, comensalistica o0 mutualistica. La naturaleza de esta interaccidon puede cambiar
a lo largo del tiempo, dependiendo del hospedador o de factores ambientales. En el caso de los seres
humanos, un conjunto complejo de microorganismos, segiin estimaciones mas de 10" células
(Bindels et al., 2015), constituido principalmente por bacterias y en menor medida por archeas,
hongos y protozoos, conforman la microbiota intestinal, y las interacciones entre éstos y con el
huésped constituyen el microbioma intestinal. La interaccidn entre los integrantes de la microbiota
intestinal se pone de manifiesto en el proceso de fermentacién coldnica, en el cual se suceden
numerosas interacciones nutricionales entre diferentes especies, cada una con un nicho ecoldgico y
actividades metabdlicas especializadas (Shreiner et al., 2015). Los microorganismos del intestino que
son incapaces de degradar carbohidratos de estructuras complejas de manera directa, crecen por
alimentacién cruzada empleando metabolitos o fragmentos de macromoléculas generados por el

metabolismo de otros microorganismos. En el caso de los polisacaridos complejos, son primero

Pagina | 5



fermentados por especies fibroliticas que incluyen géneros tales como Bacteroides, Bifidobacterium
y Clostridium grupos IV y XIVa (incluyendo los géneros Faecalibacterium y Roseburia). Por su parte,
las bacterias glicoliticas crecen en azucares mas simples e incluyen géneros como Lactobacillus,
Escherichia o Enterococcus (Shreiner et al., 2015)

En cuanto a las interacciones con el huésped, el microbioma intestinal influye en un amplio
rango de procesos fisioldgicos, incluyendo la digestion, el desarrollo de la inmunidad innata y
adaptativa, el funcionamiento del sistema endocrino gastrointestinal, la produccidon de nutrientes
esenciales y la resistencia contra patégenos, entre otras funciones relevantes (Bindels et al., 2015).
La idea de modular el microbioma intestinal para mejorar la salud fue propuesta hace mas de un
siglo (Metchnikoff, 1908) y actualmente se cuenta con un grupo de herramientas terapéuticas para
tal fin, que van desde el trasplante completo de la microbiota fecal hasta la inclusiéon de
microorganismos individuales o consorcios de éstos (probidticos) en la microbiota intestinal
(Sanchez et al., 2016). Otra importante herramienta es la provisién de sustratos que estimulen el
crecimiento de algunos de los microorganismos del microbioma y asi inducir cambios en la

composicion y el metabolismo (Krumbeck et al., 2016).

Prebidticos

Los prebidticos han sido definidos como componentes alimenticios no digeribles que afectan
benéficamente al huésped estimulando selectivamente el crecimiento y/o la actividad de una o un
numero limitado de bacterias en el colon, mejorando asi la salud del huésped. Por lo tanto, la
ingestion de ingredientes alimenticios con propiedades prebidticas demostradas puede modular
positivamente el microbioma intestinal confiriendo un efecto benéfico en la fisiologia del huésped
(e.g., mediante el aumento de la diversidad de la microbiota, produccion de acidos grasos de cadena
corta, etc.) (Gibson & Roberfroid, 1995). Esta definicién incluye a todos los carbohidratos no
digeribles que mejoran la salud a través de la modulacién del microbioma intestinal (Bindels et al.,
2015). En este contexto, se define el término “efecto prebiético” como la respuesta que surge de la
modulaciéon de la composicién y/o la actividad de la microbiota intestinal a través de la
metabolizacidon de compuestos no digeribles, que por su composicion o funcién primaria no cumplen
los requerimientos para ser considerados prebidticos. Esto incluye compuestos tales como: fibra
dietaria, los oligosacaridos de la leche materna y los granos enteros (Neyrinck et al., 2011; Martinez
et al., 2013; Slavin et al., 2013; Viaud et., 2013; Tachon et al., 2013; Trompette et al., 2014; Hamaker
et al., 2014; Shin et al., 2014; Zhang et al., 2014; Pacheco et al., 2014).
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Entre los compuestos con propiedades prebidticas conocidas pueden mencionarse los fructo-
oligosacaridos (FOS), los polifructanos, la inulina, los galactooligosacaridos (GOS) y la lactulosa.
Existen otros compuestos cuyas propiedades prebidticas no han sido probadas de manera rigurosa
aun, tales como la lactosacarosa, los xilooligosacaridos o los isomaltooligosacaridos (Lee et al.,
2009). De todos estos compuestos, los GOS y los FOS han sido los mas estudiados en cuanto a su
capacidad prebidtica (Brownawell et al., 2012). Existen evidencias claras de que los FOS estimulan
poblaciones de bifidobacterias y lactobacilos presentes tanto en la mucosa como en el lumen del
colon proximal y distal (Kralj et al., 2008).

Los acidos grasos de cadena corta, el principal producto de fermentacion de los carbohidratos
prebidticos, son considerandos los metabolitos pilares de su efecto benéfico (Steinert et al., 2016). El
butirato es una fuente de energia primaria para los colonocitos, el propionato regula la sintesis de
colesterol en el higado, y el acetato controla la lipogénesis hepatica y es usado para generar ATP en
el tejido muscular (Shreiner et al., 2015). Adicionalmente, los acidos grasos de cadena corta regulan
el pH intestinal, inhibiendo patdgenos y poseen actividad antimicrobiana (Meyer & Stasse-Wolthuis,
2009). Se especula que éstas y otras funciones se traducen en un nimero de beneficios clinicos,
incluyendo la reduccién de infecciones causadas por C. difficile (Steinert et al., 2016), el
mejoramiento de los sintomas del grupo de enfermedades inflamatorias del intestino (enfermedad
de Crohn, colitis ulcerativa, entre otras), la reduccién de la diarrea infecciosa y la represion de
sintomas de alergia (Steinert et al., 2016). Asimismo, investigaciones recientes sugieren una
conexién entre los acidos grasos de cadena corta y varios pardmetros asociados con sindromes
metabdlicos, tales como el control de la ingesta de alimentos y el peso corporal, la homeostasis de la
glucosa, ya sea de manera directa a través de vias hipotalamicas, o de manera indirecta via secreciéon
intestinal de hormonas como péptido similar al glucagdn tipo 1y péptido YY (DiBaise et al., 2012). En
el esquema 1.1 se representa una cascada de efectos fisioldgicos que pueden ser inducidos por el
consumo de prebidticos tales como los FOS, de bacterias probidticas o la combinacién de ambos

(simbidticos).
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Esquema I.1. Efectos dependientes de la microbiota intestinal sobre la fisiologia del
huésped, inducidos por el consumo de prebidticos y probidticos. SCFA, dcidos grasos de
cadena corta (acetato, propionato, butirato). Adaptado de Vos et al., (2007).

Fructanos como prebidticos

Los fructanos son moléculas de B-fructosil-fructosa producidas por un amplio rango de bacterias,
levaduras u hongos y estan naturalmente presentes en muchas plantas, pero no han sido descriptos
en el reino animal (Arrizén et al., 2014). Se sintetizan a partir de sacarosa como aceptor primario, y
por lo tanto presentan un residuo comun de glucosa. Los diferentes tipos de fructanos difieren en la
posicion de los enlaces B-glicosidicos donde las unidades de fructosa son polimerizadas. La presencia

de ramificaciones y el nimero de residuos por molécula (grado de polimerizacién, DP) se muestran

en la Figura 1.2.
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Figura 1.2. Estructura de los fructanos presentes en la naturaleza producidos por plantas

y microorganismos: Inulina (a), levano (b), neoinulina (c), neolevano (d) y graminiano
(e). Arrizdén et al. (2014).

De acuerdo a la posicidn de los enlaces B-glicosidicos se los puede clasificar en:

-inulinas: tienen uniones R2-1 entre los residuos de fructosa y su forma de menor peso molecular es

la 1-kestosa [Figura 1.2 (a)];

-levanos: tienen uniones R2-6 entre los residuos de fructosa y se encuentran en disposicién lineal

[Figura 1.2 (b)];

-neoinulinas: tienen uniones R2-1 en arreglos lineales pero con unidades de glucosa intercaladas

entre los restos de fructosa [Figura 1.2x (c)];
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-neolevanos: tienen unidades de fructofuranosa con uniones R2-1y R2-6 tanto en el terminal como
en el medio de la molécula de sacarosa (neokestosas) [Figura 1.2 (d)].

-graminanos: pueden tener uniones del tipo inulina o levano pero siempre con una o mas
ramificaciones cortas [Figura |.2 (e)];

Los fructanos del tipo inulina son conocidos como fructo-oligosacaridos (FOS), y sus propiedades
prebidticas fueron descriptas en la seccién anterior. Se sabe que varios fructanos de tipo inulina
actian como protectores naturales contra la deshidratacién en plantas (Valluru & van der Ende,
2008). De hecho, no es sorprendente que se acumulen en plantas expuestas a ambientes frios y
secos, y estén ausentes en plantas de ambientes acuaticos y tropicales. En este sentido, diferentes
grupos de investigacion arribaron a conclusiones similares sobre el rol protector de los fructanos y
otros azucares en la deshidratacion de membranas modelo. Hincha et al. (2000) analizaron el efecto
de lainulina (DP promedio 15) extraida a partir de raices de achicoria y tubérculos de dahlia sobre la
estabilizacién de liposomas preparados a partir de fosfatidilcolina de huevo deshidratados mediante
liofilizacidn. Los autores observaron una interaccidn directa del polisacarido con las cabezas polares
de los fosfolipidos, que se evidencié en una disminucién de la temperatura de transicién de fase de
membrana (Tm). Este efecto se vio reforzado con la adicidon de glucosa. Por el contrario, los
liposomas liofilizados en presencia de hidroxietil almidén no tuvieron un efecto significativo sobre la
Tm (Hincha et al., 2000). Hincha et al. (2003) llevaron a cabo un estudio sistematico sobre el efecto
de azucares con grado de polimerizacidon creciente de la familia de la rafinosa [sacarosa (DP2),
rafinosa (DP3), estaquiosa (DP4) y verbascosa (DP5)] en la estabilizacion de liposomas preparados a
partir de fosfatidilcolina. En dicho sistema la estabilizacion se explicd sobre la base de la mayor
capacidad de azlcares con mayores DP para interaccionar con las membranas lipidicas, y también a

su mayor temperatura de transicion vitrea (T,) (Hincha et al., 2003).

Preservacion de bacterias lacticas y probidticos

Los cultivos probidticos para aplicacién en alimentos son generalmente distribuidos en forma
deshidratada, como capsulas o polvos (Ross et al., 2005). Asimismo, es necesario tener en cuenta
gue cuando estos microorganismos son vehiculizados en matrices alimenticias, tanto la matriz como
el proceso tecnoldgico pueden ser perjudiciales. Por ello, la proteccidon de bacterias lacticas debe
también contemplar estos procesos.

El empleo de starters en procesos de fermentacién o en alimentos funcionales requiere de la
provision de microorganismos viables. Una alta viabilidad microbiana se reflejara en mayor actividad

metabdlica, y por lo tanto, mejores rendimientos de fermentacion. En aquellos productos que
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incorporen cepas probidticas en su composicion, la viabilidad inicial del microorganismo
determinara la supervivencia bacteriana durante el procesamiento y la vida util del producto
durante el almacenamiento. Por tal motivo la eleccién de métodos adecuados de preservacién es un
factor determinante para garantizar la viabilidad bacteriana durante el proceso y el
almacenamiento. El manejo de cultivos liquidos o congelados resulta poco practico y genera grandes
gastos de transporte y almacenamiento, sin mencionar la pérdida de viabilidad de los
microorganismos en medio liquido. Generalmente, los cultivos probidticos para aplicacidon en
alimentos son distribuidos en forma deshidratada, como cdpsulas o polvos (Ross et al., 2005), siendo
la liofilizacién y el secado en spray los métodos mdas empleados para este fin (Meng et al., 2008;
Morgan et al., 2006)

Durante los procesos de preservacion mencionados, el descenso de la actividad acuosa es la
principal causa de dafio sobre las estructuras bacterianas, siendo la membrana celular el primer
blanco de dafio (Tymczyszyn et al., 2008). El dafio causado por la deshidratacion generalmente
afecta la barrera de permeabilidad de iones, alterando las propiedades fisicoquimicas de la
membrana y en consecuencia provocando una disminucion de la viabilidad bacteriana. Para evitar
estos dafios la adicién de agentes protectores es de suma importancia. Estos agentes protectores
son “solutos compatibles”, e incluyen aminoacidos (e.g., glutamato, prolina, betaina, glicina) y
azucares (e.g., trehalosa, lactosa, sacarosa, etc.). Debido a su alta efectividad, los azucares de grado
alimenticio son los mas usados en la preservacién de microorganismos. La capacidad protectora de
los azlcares trasciende la proteccidon de microorganismos, ya que también actian como protectores
de otras biomoléculas (e.g., proteinas, enzimas), de liposomas y de productos farmacéuticos
(Oldenhof et al., 2005; Santivarangkna et al., 2008; Payton et al., 2014). Al respecto, se propuso dos
hipodtesis que explican la capacidad protectora de los azlcares de acuerdo a su estructura quimica:

- Remplazo de moléculas de agua

-Vitrificaciéon

Hipdtesis de remplazo de moléculas de agua

Los grupos polares de las macromoléculas presentes en la célula estdn unidos a moléculas de
agua mediante enlaces hidrogeno. Las moléculas de agua juegan un papel fundamental
manteniendo la integridad de las estructuras y el funcionamiento correcto de la bicapa lipidica y la
estructura terciaria de las proteinas (Milhaud, 2004; Beck et al., 2007). Este rol del agua explica por
qué las biomoléculas pierden su funcién biolégica luego de la deshidratacion. La mayoria de los
procesos empleados para la preservacion (e.g., liofilizacion, secado por spray) llevan a la

deshidratacién de lipidos y proteinas.
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En el caso de los lipidos de membrana, pueden existir en fase gel o en fase liquido-cristalino. La
temperatura a la que ocurre la transicién de una fase a la otra se conoce como temperatura de
fusion o de transicion de fase (Tm). Cuando la temperatura se encuentra por debajo de la Tm, la
bicapa se encuentra en estado de gel, y cuando esta por encima de dicha temperatura, se encuentra
en estado liquido-cristalino (Mateos, 2011). Cuando esta hidratada, la membrana se encuentra en
estado liquido-cristalino. Contrariamente, la pérdida de agua durante los procesos de preservacion
produce la disminucidn del espacio lateral entre las cabezas polares y entre las cadenas
hidrocarbonadas de los lipidos de membrana. Esto provoca un aumento de la Tm (disminucién de la
fluidez), alterando las propiedades de barrera de la bicapa. En estado anhidro, los lipidos se
empaquetan de manera compacta, debido a la pérdida de agua de hidratacion de los grupos polares.
Esto incrementa las interacciones de van de Waals entre las cadenas hidrocarbonadas y la Tm (Ricker
et al., 2003). Debido al empaquetamiento mas compacto de los lipidos de membrana, la membrana
gueda mas susceptible a la lisis (Cyril et al., 2002). Los compuestos polihidroxilados pueden evitar el
empaquetamiento de lipidos y la desnaturalizacién de proteinas en el estado anhidro debido a su
capacidad de establecer enlaces de hidrédgeno con estas estructuras. Varias investigaciones biofisicas
demostraron que la presencia de disacaridos durante la deshidratacidon y el almacenamiento de
liposomas previenen el leakage vy la fusidn (Crowe et al., 1998; Oldenhof et al., 2005).

Azlcares como la trehalosa o la sacarosa interactian directamente con las membranas lipidicas
en el estado deshidratado remplazando moléculas de agua. Como consecuencia de esta interaccién
se produce un descenso en la Tm, lo que permite mantener la estructura y la permeabilidad selectiva
de la membrana, al igual que en el estado hidratado (Crowe et al., 1992, 1998).

La efectividad de la interaccion de oligo- y polisacaridos con lipidos de membrana depende en
gran medida de la flexibilidad de su estructura, la cual a su vez esta directamente relacionada con el
grado de polimerizacién (DP). Asi, la rafinosa (DP3) es mas efectiva que la trehalosa, y ésta, mas
efectiva que la glucosa en el descenso de la Tm de membranas de dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC)
(Crowe et al., 1998). Hincha et al. (2003) llevaron a cabo un estudio sistematico sobre el efecto de
azucares de la serie de la rafinosa en la estabilizacion de membranas de fosfatidilcolina de huevo.
Este estudio incluyo la sacarosa (DP2), rafinosa (DP3), estaquiosa (DP4) y verbascosa (DP5), y en él se
observd que estos azlcares previenen la fusidn y el leakage de los liposomas progresivamente mejor
a medida que aumenta el DP. Esta estabilizacidn se explicd en base a la mayor capacidad de los
oligosacaridos de mayor DP para interaccionar con las membranas lipidicas (disminuyendo la Tm)
(Hincha et al., 2003). En otro estudio sistematico, Cancela & Hincha (2006) analizaron el efecto de
oligosacaridos de diferentes familias (fructanos, malto-oligosacaridos y mano-oligosacéridos)

durante la deshidrataciéon de liposomas por liofilizacién. Ellos concluyeron que cuando las
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estructuras son flexibles, el efecto negativo del impedimento estérico debido al aumento del DP, se
contrarresta por la elasticidad de la estructura. Esto sustenta el hecho de que la inulina obtenida de
achicoria y dalia (DP entre 10 a 30) y los levanos de alto peso molecular (DP > 25000) son capaces de
establecer una interaccion directa con liposomas, estabilizandolos durante la liofilizacion (Hincha et
al., 2000; Vereyken et al., 2001). La tendencia de la inulina a formar estructuras random coil y la de
los levanos de fomar estructuras a-hélices explica la mayor interaccion de las membranas con la
inulina que con los levanos. De modo similar, el polisacdrido dextrano (unidades ramificadas de a-
glucosa) interacciona en menor medida con fosfolipidos (Vereyken et al., 2003a).

Con respecto al incremento del DP, los fructanos son mas efectivos que los gluco-oligosacaridos
en la estabilizacién de liposomas deshidratados debido a su capacidad para interaccionar con las
cabezas de los grupos polares de los lipidos y disminuir la Tm (Vereyken et al., 2001, 2003b; Hincha
et al., 2002; Ananta et al., 2005; Santivarangkna et al., 2008).

Es necesario senalar que aunque la hipétesis del reemplazo de moléculas de agua ha sido
ampliamente usada para explicar el efecto protector de los azlcares sobre las membranas lipidicas,
ésta también puede explicar el efecto protector de dichos compuestos sobre enzimas termoldbiles y
polipéptidos durante la liofilizacion (Carpenter et al., 1987; Carpenter & Crowe, 1989a; Oldenhof et
al., 2005). De hecho, mediante el uso de espectroscopia de infrarrojo, se observd que en presencia
de azlcares, las bandas amida | son similares para proteinas hidratadas y deshidratadas. Ademas, los
modos vibracionales correspondientes a los estiramientos de los grupos OH de los azucares se
desplazan hacia menores nimeros de onda en presencia de proteinas, lo que confirma la interaccién
azucar-proteina (Carpenter & Crowe, 1989b; Crowe et al., 1993; Allison et al., 1999; Pikal Cleland &
Carpenter, 2001; Imamura et al., 2003). Esto sustenta la capacidad de los azlcares para establecer
enlaces de hidrégeno con los grupos polares y cargados de las proteinas, reemplazando moléculas
de agua y contribuyendo asi a la preservacion de la estructura nativa en el estado deshidratado

(Allison et al., 1999).

Hipétesis de vitrificacion

Los compuestos polihidroxilados son capaces de formar vidrios (sélidos amorfos) en ciertas
condiciones. Los vidrios son liquidos superenfriados con una viscosidad muy alta donde los
movimientos rotacionales y vibracionales son extremadamente lentos, y las reacciones quimicas
estan restringidas (Lodato et al., 1999; Tymczyszyn et al., 2011, 2012; Golowczyc et al., 2013). Estas
condiciones aseguran el almacenamiento de productos deshidratados por largos periodos,
manteniendo las propiedades bioldgicas. La temperatura de transicién vitrea (T;) es el rango de

temperaturas a las cuales un material amorfo pasa de un estado vitreo (de alta densidad) a un
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estado rubbery (de menor densidad). La T, se asocia a una transicion de segundo orden que puede
determinarse como un cambio en la capacidad calorifica.

Para una preservacién adecuada, los materiales bioldgicos deben ser conservados en estado
amorfo, esto es, a temperaturas por debajo de la T, (Higl et al., 2007; Miao et al., 2008). Por encima
de la T, (estado rubbery), la movilidad molecular aumenta y muchos de los compuestos amorfos
cristalizan. Por lo tanto, las temperaturas de transicion vitrea altas dificultan la cristalizacion y son
deseables para la estabilizacion de productos que contienen carbohidratos durante el
almacenamiento.

Los valores de T, presentan una fuerte dependencia con el contenido de agua de la muestra. Los
plastificantes, sustancias que aumentan la plasticidad o fluidez de un material (e.g., el agua),
causando un fuerte descenso en la T, (Roos, 1995), y llevando a reacciones de deterioro y pérdida de
actividad bioldgica. Los valores de T, son especificos para cada carbohidrato o mezcla de
carbohidratos, y proporcionales a su peso molecular (Roos, 1993, 1995; Shrestha et al., 2007), tal
como se informdé para la glucosa y los homopolimeros de aldohexosas [maltodextrinas vy
galactooligosacaridos (GOS) (Shrestha et al., 2007; Torres et al., 2011).

Para asegurar una mayor estabilidad en productos deshidratados, la temperatura de
almacenamiento (T) deberia estar por debajo de la T,, y lo mds alejada posible de ésta. Se define
entonces el parametro T-T,, que permite determinar la capacidad de un determinado compuesto
para actuar como protector a lo largo del tiempo. Cuanto mayor es el médulo de |T-T,|, mas estable
serd el producto. Por lo tanto, para una adecuada preservacion es recomendable que el producto
tenga un valor alto de T, y un contenido de agua bajo. Para la preservacién de bacterias, |T-T,| ~ 40
°C son usualmente adecuados.

Finalmente, es necesario remarcar que las hipdtesis de reemplazo de moléculas de agua y
vitrificacion no son excluyentes sino complementarias. Al respecto, se ha especulado con que
mezclas de fructanos de alto DP y bajo DP podrian otorgar una mayor proteccién de membranas
lipidicas: los fructanos de menor DP interaccionarian con la membrana y los fructanos de mayor DP
proveerian una alta T, (Crowe et al., 1997). En este sentido, ha sido informado que el uso conjunto
de maltodextrina y glucosa permite una mejor proteccién de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus deshidratado. La glucosa es capaz de interaccionar con membranas lipidicas y la
maltodextrina contribuye a aumentar la T, (Oldenhof et al., 2005). Esto confirma que la vitrificacién
es una condiciéon necesaria pero no suficiente para una buena proteccién, y explica por qué
polisacdridos con una alta T, (i.e., maltodextrinas, almidén) no son buenos protectores. Por ello,
algunos autores enuncian que el uso en conjunto polisacdridos con alta T, y azicares pequefios que

no tienen tan alta T, pero que interaccionan eficientemente con membranas (i.e., glucosa o
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sacarosa) podrian ser una buena estrategia de proteccién (Crowe et al., 1992, 1998), tal como se

indicé en el pdarrafo anterior en relacion al uso conjunto de maltodextrina y glucosa.

Métodos de preservacion

El incremento en la demanda de alimentos saludables impulsado por la creciente conciencia
publica sobre el efecto de los alimentos y de los habitos alimentarios sobre la salud llevé a la
industria a desarrollar alimentos con propiedades beneficiosas. En este sentido, el consumo de
probidticos, o de alimentos que los incorporen, representa una buena estrategia. En la mayoria de
los casos los productos disponibles en el mercado son productos lacteos, observdandose una
demanda creciente de productos no lacteos que incorporen probidticos. El desafio es producir
grandes cantidades de probidticos viables y estables en el tiempo para ser empleados como inéculo
o directamente incorporados en un alimento. Por lo tanto, el desarrollo de estrategias adecuadas de
preservacion resulta fundamental para la expansién de la industria de los alimentos funcionales que
contengan probidticos (Rezzonico et /., 2015; Bhadekar & Parhi, 2016).

De acuerdo al consenso de especialistas, se recomienda que los alimentos con probidticos
contengan al menos 10’-10° UFC de microorganismos viables por gramo al momento de ser
ingeridos (Hill et al., 2014). Sin embargo, mantener la viabilidad de las bacterias durante la
preparacion, procesamiento y almacenamiento del producto requiere del desarrollo metodologias
adecuadas.

La deshidratacidon de microorganismos es ampliamente usada como medio para la estabilizacion
de probidticos para facilitar su almacenamiento, manejo, transporte y subsecuente uso en un
alimento funcional (Santivarangka et al., 2008). Dependiendo del método de deshidratacion, las
bacterias se ven sometidas a diferentes tipos de estrés (hidrico, osmatico, térmico, oxidativo, etc.),
los cuales representan la mayor causa de pérdida de la viabilidad de un probiético (Fu & Chen,
2011). Como se mencioné anteriormente, la membrana citoplasmatica es el principal sitio de dafio, y
la oxidacién de lipidos, la alteracidn de la permeabilidad o la desnaturalizacién de macromoléculas
de membrana son algunos de los marcadores que indican la severidad de la deshidratacion.

La liofilizacidon y el secado por spray son las técnicas mas usadas para la deshidrataciéon de
cultivos probidticos y bacterias acido lacticas (Betoret et al., 2003), aunque otros métodos tales
como el secado por vacio y el secado por lecho fluidizado también son empleados. Asimismo, se
desarrollaron técnicas innovadoras como el secado por vacio asistido por microondas (Ambros et al.,
2016) (ver capitulo Ill), o la liofilizacidn asistida por spray (spray-frezee drying) (Leuenberger et al.,

2002).
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En el caso de la liofilizacidn, aunque requiere tiempos de proceso largos, sigue siendo el método
de preferencia debido a su reducido impacto en las caracteristicas funcionales del producto, y al bajo
costo de almacenamiento y transporte del producto deshidratado (Peiren et al., 2016). Durante el
proceso se distinguen tres etapas principales: la fase de congelacién, la primera fase de
deshidratacién (sublimacidn) y la segunda fase de deshidratacién (desorcidn). En este sentido, la
congelacién necesaria para la sublimacion del agua es una causa adicional de estrés para las células,
lo cual genera una mayor susceptibilidad en los lipidos de membrana.

El secado por spray es una técnica adecuada para la obtencion de productos en polvo, y se basa
en la evaporacién rapida del agua de un liquido atomizado (spray) en la cdmara de atomizacién. El
aire caliente fluye a favor o a contra corriente evaporando el agua de las particulas atomizadas,
transformando una suspensién de probidtico en un polvo. Esta tecnologia permite trabajar a gran
escala con tiempos cortos de procesamiento, lo cual representa una ventaja desde el punto de vista
econdémico (Ishwarya et al., 2015). Sin embargo, el estrés térmico asociado al proceso de secado
(temperaturas entre 150 y 200°C) puede generar pérdidas de viabilidad.

Ademas de la pérdida de viabilidad durante la deshidratacién asociada a los procesos de
preservacion, el almacenamiento representa otro desafio para el desarrollo de alimentos funcionales
qgue contengan probidticos. El mecanismo detras de la pérdida de viabilidad depende de una serie de
factores, que incluyen la temperatura, el contenido de humedad, el empleo de protectores, el estrés
oxidativo y fundamentalmente el dafio de estructuras sensibles (Fu & Chen, 2011).

Como se menciond, la supervivencia de los microorganismos durante la deshidratacion y el
subsecuente almacenamiento depende de varios factores, tales como la especie o cepa empleada,
las condiciones de secado, el inéculo y el medio de cultivo (Panoff et al., 2000), la pre-adaptacion al
estrés (Tymczyszyn et al. 2007), o el uso de agentes protectores (Champagne et al., 2005). Los
compuestos polihidroxilados, tales como la sacarosa, la trehalosa, el glicerol, asi como compuestos
gue contienen azlcares y proteinas, como el suero lacteo o la leche descremada e inclusive algunos
polisacaridos como la maltodextrina, la goma ardbiga o exopolisacaridos producidos por las mismas
células, son empleados actualmente como agentes protectores en la deshidratacién de probidticos.
En este sentido, el uso de carbohidratos prebidticos como agentes protectores representa una
alternativa atractiva, ya que permite incorporar prebidticos y probidticos simultdaneamente en el
alimento, es decir dos ingredientes que aportan beneficios a la salud (Romano et al., 2014; Tavera-

Quiroz et al., 2015).
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Uso de prebidticos como protectores de probidticos y bacterias acido lacticas starters

El uso de agentes protectores es necesario para evitar la inactivacion bacteriana durante
procesos que conllevan deshidratacion, garantizando asi la estabilizacion durante el
almacenamiento. El rol de los prebidticos como compuestos protectores ha sido menos explorado
que el de otros compuestos.

El efecto protector de prebidticos ha sido sistematicamente mas estudiado en la liofilizacién que
en otros métodos de preservacién. En los ultimos afnos, los oligo- y polisacdridos incluyendo inulina,
FOS y GOS demostraron una alta eficiencia como protectores de bacterias lacticas (Schwab et al.,
2007; Tymczyszyn et al., 2011, 2012; Golowczyc et al., 2013; Santos et al., 2014a,b).

Las propiedades protectoras de los GOS fueron investigadas por primera vez en 2011
(Tymczyszyn et al., 2011). Preparaciones comerciales con alto contenido de GOS son muy eficientes
en la proteccién de bacterias lacticas durante la deshidratacion, siendo aquellos con DP3 y DP4 los
componentes con mayor capacidad protectora (Tymczyszyn et al., 2011; Santos et al., 2014b).
Diferentes estudios termofisicos informaron sobre la capacidad de los GOS para formar estructuras
vitreas, respaldando asi su capacidad protectora (Torres et al., 2011; Tymczyszyn et al., 2012; Santos
et al., 2014b,c). Tymczyszyn et al. (2012) investigaron la viabilidad de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus in matrices amorfas de GOS equilibradas a diferentes humedades relativas luego de un
proceso de preservacion que involucré congelacion, liofilizacion y almacenamiento. Los autores
concluyeron que la preservacion de los microorganismos mejord a baja movilidad molecular y esta
condicién se obtuvo a bajos contenidos de agua y temperaturas de almacenamiento bajas.

La adicién de inulina a cultivos de probidticos mejora la viabilidad de éstos durante la liofilizacion
(Carvalho et al., 2004; Ross et al., 2005). Shu et al. (2012) informaron el efecto protector de los FOS,
isomalto-oligosacdridos, inulina y xilo-oligosacdaridos en la liofilizacidon de Bifidobacterium bifidum.
Los FOS demostraron ser también eficaces protectores durante la liofilizacion, secado por spray y
almacenamiento de Lactobacillus acidophilus y Lactococcus cremoris (Dianawati et al., 2013).
Schwab et al. (2007) estudiaron el efecto protector de FOS sobre la viabilidad y la integridad de la
membrana de Lactobacillus reuteri liofilizado. En dicho estudio la inulina mostré un efecto protector
sobre la viabilidad bacteriana, pero no sobre la integridad de la membrana. EI mantenimiento de la
integridad de la membrana de Lactobacillus reuteri liofilizado en presencia de FOS fue atribuido a la
interaccion directa FOS-lipidos, lo cual llevd a un aumento de la fluidez y, consecuentemente,

estabilizacion de la membrana.
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Simbioticos

El término “simbidtico” se refiere a un producto alimenticio que contiene, en forma combinada,
probidticos y prebidticos, los cuales actian en forma sinérgica para modular la microbiota intestinal
del consumidor e impactar positivamente sobre su salud (Bhupinder & Saloni, 2010).

Existen evidencias de que los prebidticos podrian actuar como sustratos especificos de los
microorganismos probidticos, mejorando la supervivencia y actividad de los mismos (Gibson et al.,
1995; Nagpal et al., 2007). Por lo tanto, esta combinacidon hace que el prebidtico se encuentre
facilmente disponible para su fermentacion.

Para el ser humano, el paradigma del alimento simbidtico es la leche materna, la cual contiene
tanto lactobacilos y bifidobacterias como oligosacaridos y nucleétidos (probidticos y prebidticos).
Con el objetivo de acercarse mas a la composicién de la leche materna, las férmulas infantiles han
ido incorporando probidticos, prebidticos y a veces mezclas de ambos (simbidticos) en su
formulacion (Brunser et al., 2006; Mugambi et al., 2012).

Un factor importante en el momento de desarrollar un simbidtico es determinar la
compatibilidad entre la cepa probidtica y el tipo de prebidtico utilizado. También es importante
tener en cuenta que el componente prebidtico puede ser incorporado con mas facilidad a un gran
numero de matrices alimenticias mientras que el componente probidtico, por ser un
microorganismo vivo, es un factor limitante al uso de simbidtico en dichas matrices. Los principales
alimentos con simbidticos son productos lacteos, ya que la leche es la matriz mas adecuada y fécil de
usar para los probidticos que, en su mayoria, son bacterias lacticas (Puccio et al., 2007; Bhupinder

and Saloni, 2010; Mugambi et al., 2012).
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OBIJETIVOS

Dentro del contexto tedrico anteriormente presentado se definieron los siguientes objetivos

para este trabajo de Tesis Doctoral.

OBJETIVO GENERAL:

e Determinar el efecto protector de fructo-oligosacaridos (FOS) de cadena corta sobre

bacterias lacticas expuestas a procesos de deshidratacion.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS:

Optimizar la sintesis de FOS de diferente composicidn a partir de sacarosa.

Implementar métodos basados en la espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier
(FTIR) asociada a andlisis multivariante para determinar la composicion de FOS vy
monosacaridos presentes en las mezclas de sintesis.

Investigar el efecto protector de los FOS sintetizados durante la liofilizaciéon y la
deshidratacion por vacio y microondas (microwave vacuum drying) de bacterias lacticas.

Utilizar los FOS obtenidos en el disefio de alimentos deshidratados.
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Capitulo | — Sintesis enzimatica de FOS

INTRODUCCION

Se estima que el mercado mundial de los FOS fue de 134000 toneladas en 2015 y se espera un
crecimiento sostenido para los préximos afos. Las industrias con mds demanda son las de alimentos
y bebidas, suplementos dietarios, alimentacién animal y farmacéutica
(http://www.grandviewresearch.com/industry-analysis/fructooligosaccharides-market). En la
industria de los alimentos, se destaca el uso de FOS en diferentes productos, tales como panificados,
bebidas, cereales de desayuno y barras de cereales, caramelos, productos lacteos tradicionales y
alternativos, mermeladas, helados, conservas de frutas, entre otros (Bhadekar &Parhi, 2016).

En nuestro pais no se producen FOS u otra clase de prebidticos (Ministerio de Agroindustria de la
Nacién), siendo el mercado nacional netamente dependiente de la importacidon de los mismos. Si
bien la oferta de alimentos que incorporan prebidticos es limitada, un caso destacable es el del
yogurt Sancor Bio (SanCor, Argentina), un simbidtico que combina los probidticos Lactobacillus casei
Sancor CRL 431 y Lactobacillus acidophilus Sancor CRL 730, con una mezcla de inulina y FOS. Se
comercializa también un preparado multinutricional (Ensure, Abbott Laboratories; Mexico) que
combina carbohidratos simples, proteinas, lipidos y prebidticos (FOS 4.5 % p/p, Beneo Sinergy 1). En
marzo de 2016, la ANMAT (Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Médica) autorizé un suplemento dietario (Yacdn Andina Real, Argentina), a base de un extracto seco
de tubérculos y hojas de Yacdn (Smallanthus sonchifolius). El principio activo de dicho producto son
los FOS, y estd indicado como regulador de la flora intestinal (Expediente N°1-0047-0000-003584-15-
9).
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1.1.1 Sintesis de FOS

La estructura quimica de los fructanos depende de su origen. En el caso de los fructo-
oligosacaridos (FOS) obtenidos mediante sintesis enzimatica empleando fructosiltransferasas de
origen fungico (B-fructofuranosidasa, EC 3.2.1.26 o B-D-transfructosilasa, EC 2.4.1.9), las unidades de
fructosa estan unidas por enlaces (2—1)-B-glicosidico y presentan una sola unidad D-glucosilo en el
extremo no reductor (Figura 1.1). Estos enlaces son similares a los encontrados en la inulina (Ver
Introduccion general pag. 8).

Dependiendo de las condiciones de reaccién, durante la sintesis de FOS, se obtienen mezclas de
oligosacaridos de cadena corta, esto es, 1-kestosa [grado de polimerizacién (DP) igual a 3], nistosa
(DP4), 1F-fructofuranosilnistosa (DP5) (Vega & Zuniga-Hansen, 2011, 2012, 2014; Romano et al.,
2016) (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Estructura de los fructo-oligosacaridos obtenidos por sintesis enzimatica a
partir de sacarosa. Los FOS se componen de un residuo de glucosa (G) (rectangulos
rojos) unido mediante un enlace a-(1,2) a dos o mas residuos de fructosa (F)
(rectangulos verdes) vinculadas entre si mediante enlaces B-(1,2). El grado de
polimerizacién (DP) esta determinado por la cantidad de residuos de monosacaridos,
DP3 (GF,): 1-kestosa, DP4 (GF,): Nistosa, DP5 (GF,): 1F-fructo furanosilnistosa.

En presencia de sacarosa, en condiciones de reaccidn y concentracion de sustrato adecuadas, las
fructosiltransferasas son capaces de llevar a cabo diferentes reacciones. Pueden actuar sintetizando

un polimero, transfiriendo unidades de fructosa a la cadena creciente o hidrolizar ésta a sacarosa
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(Flores-Maltos et al., 2016). Cuando se agrega una molécula al medio de reaccién, ésta se denomina
aceptor, la enzima también puede transferirle una fructosa produciendo una molécula fructosilada
denominada fructosido.

La sintesis enzimatica de FOS de cadena corta es un proceso complejo que involucra diferentes
reacciones de sintesis (transfructosilacién) e hidrélisis que se producen de forma simultdnea (en
paralelo y en serie), a través de reacciones consecutivas desproporcionadas (Vega & Zuniga-Hansen,
2014). En la Figura 1.2 se describe el mecanismo de sintesis, el cual se ajusta al mecanismo de doble
desplazamiento o ping-pong: la enzima y la sacarosa forman un intermediario (ping), y la glucosa es
liberada (pong). Este complejo interactua, por ejemplo, con una molécula de agua (ping), y una
molécula de fructosa es entonces transferida a un segundo producto-fructosa (pong). Este segundo
producto puede adicionar unidades fructosilo (y consecuentemente aumentar su DP), o bien actuar
como fructdsido (Flores-Maltos et al., 2016).

En estas reacciones, los FOS sintetizados en los primeros pasos actian como donantes y
aceptores de grupos fructosilos que conducen a la produccidon simultdnea de FOS con DP mayor
(DP,+1) Yy menor (DP,.,) (Jung et al., 1989). Cuando la disponibilidad de sacarosa (DP2) es alta, como
ocurre en el inicio de la reaccién enzimatica, la reaccion se desplaza hacia la producciéon de DP3
(DP541), con liberacion de glucosa (DP».;). Una vez alcanzada la conversidén maxima de sacarosa, DP3
actia como donante y aceptor de un grupo fructosilo para producir DP4. Este ultimo actua como
donante y aceptor de un grupo fructosilo para producir DP5 sélo cuando DP3 comienza a disminuir

(Vega, & Zuiniga-Hansen, 2014).

X N

[ES,] [FS,]

Figura 1.2. Mecanismo de reaccion tipo ping-pong. E representa a la enzima libre; S, y
S, son el primer y el segundo sustrato, respectivamente; ES; representa el complejo
binario enzima-sustrato; FS, representa otro complejo binario; P, y P, son el primer y el
segundo producto de la reaccion enzimatica, respectivamente; K;, K,, K3, K, y K, K5
son las constantes de velocidad de reaccién de las reacciones directas y reversas,
respectivamente.
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1.1.2 Fructosiltransferasas

Las glicosil hidrolasas (GH) estan presentes en varios organismos vivos, desde microorganismos
como bacterias, levaduras y hongos, hasta organismos multicelulares complejos tales como plantasy
animales. Esta familia de enzimas participa en diferentes procesos en la naturaleza, tales como
biosintesis de glicanos, metabolismo de la pared celular en plantas, sefializacién, defensa vy
movilizacion de reservas de almacenamiento (Lammens et al., 2009). Las fructosiltransferasas
[familias GH32 y GH68 (Clasificacién CAZy; Cantarel et al., 2009)] se encargan de la sintesis o
hidrélisis de fructanos. Las enzimas de ambas familias pueden ser clasificadas de acuerdo a su origen
y de acuerdo a su actividad enzimatica (Tabla 1.1).

Las fructanhidrolasas microbianas agrupadas en la familia GH32 incluyen exo-fructanhidrolasas
(exo-inulinasas y exo-levanasas, E.C. 3.2.1.80 y E.C. 3.2.1.64) y endo-fructanhidrolasas (endo-
inulinasas o endo-levanasas, E.C. 3.2.1.7 y E.C. 3.2.1.65). Un solo tipo de enzima excretada es
suficiente para la sintesis de FOS o fructanos de diferente DP y con diferentes tipos de enlaces
fructosilo. Algunas de estas enzimas son fructosilhidrolasas con actividad fructosiltransferasa
(Arrizdn et al.,, 2014). La familia GH68 contiene principalmente enzimas con actividad

fructosiltransferasa (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Enzimas de las famillias GH32 y GH68 - Origen y tipo de actividad
enzimatica. Adaptado de Arrizén et al. (2014).
Familia Origen Tipo de actividad enzimdtica
GH32 Plantas Invertasa
Exo-fructanhidrolasa

Fructosiltransferasa
Hongos y levaduras Invertasa
Exo-fructanhidrolasa
Endo-fructanhidrolasa
Fructosiltransferasa
Bacteria R-Fructosidasa
GH68 Bacteria Fructosiltransferasa:
Inulosucrasas
Levansucrasas
Otras fructosiltransferasas

La sintesis de FOS catalizada por fructosiltransferasas se ajusta al mecanismo general de las
reacciones de transglicosilacidon. La misma procede por un mecanismo de doble desplazamiento en

el cual se forma un enlace covalente glicosil-enzima intermediario (glicosil donador) producto del
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ataque de un grupo carboxilo desprotonado de la enzima al centro anomérico del carbohidrato
donador con la concomitantente ruptura del enlace glicosidico C-O y la liberacién de un residuo de
azucar (glucosa en el caso de la sintesis de FOS). El segundo paso es el ataque de un nucledfilo al
intermediario glicosil- enzima, que estd asistido por la base conjugada de un segundo residuo
carboxilo de la enzima. Los nucledfilos H,0 o hidratos de carbono (glicosil-aceptor) compiten por el
intermediario glicosil-enzima (Figura 1.3). Cuando el nucledfilo es H,0, la enzima actia como una
hidrolasa; cuando el nucledfilo es un hidrato de carbono, la enzima actia como una transferasa. La
relacion hidrolasa/transferasa depende de dos factores principales: (1) la concentracién de aceptor
(altas concentraciones favorecen la transferencia del residuo glicosilo); y (2) las propiedades
intrinsecas de la enzima. Una transglicosidasa se considerard eficaz si posee capacidad significativa

para unir al aceptor y para excluir H,0.

\I’\ransglicosilacién

OH
Nucledfilo  Glicosil-Enzima WM’&/ /éé,
(Glicosil donador) Cro on

Figura 1.3. Mecanismo general de transglicosilacion. Los circulos sombreados
representan el sitio activo de la enzima. La rama superior esquematiza la reaccién de
hidrélisis (H,O0 como nucledfilo), la rama inferior la reaccién de transglicosilacidn
(Hidrato de carbono como nucleéfilo).

Existen en el mercado preparaciones enzimdticas de uso industrial, con ventajas econdmicas y
técnicas tales como bajo costo, versatilidad de sustrato y estabilidad en condiciones de procesos
industriales, entre otras. La mayoria de estas preparaciones tienen tanto actividad transfructosilasa

como hidrolasa, por lo cual para la sintesis de FOS se deben seleccionar aquellas con alta actividad

Pagina | 27



transfructosilasa. Viscozyme L es un preparado enzimatico obtenido a partir de la fermentacion de
Aspergillus aculeatus (Novozyme, Dinamarca) con comprobada capacidad para la sintesis de FOS, ya
que tiene una alta actividad transfructosilasa y una alta relacion transfructosilasa/hidrolasa (Vega &

Zuiiga-Hansen, 2012; Lorenzoni et al, 2014, 2015).
1.1.3 Espectroscopia de Infrarrojo por transformadas de Fourier (FTIR)

Las técnicas de espectroscopia vibracional, que incluyen tanto la espectroscopia Raman como la
de infrarrojo, son herramientas muy eficaces para el estudio de la estructura y la reactividad
molecular, tanto en moléculas de pequena dimensidn como en biomoléculas mas complejas. Un
espectro de infrarrojo o de Raman contiene informacién detallada sobre la naturaleza del sistema en
estudio, su composicion, las interacciones intra e intermoleculares mds importantes que en él
operan, la estereoquimica, etc. Asimismo, su evolucidon con el tiempo permite, en muchos casos,
monitorear procesos y reacciones quimicas en tiempo real y extraer informacion util para establecer
los mecanismos involucrados (Naumann et al., 1991; Schultz & Naumann, 1991; Cervera et al., 2009;

Camara-Martos et al., 2011).
1.1.3.1 Absorcion en el Infrarrojo

El espectro es un grafico que muestra la cantidad de radiacién transmitida, reflejada o difundida
por una muestra, en funcién de la energia (E) o de una magnitud proporcional a ésta. En

espectroscopia vibracional es usual expresar la energia de la radiacién en nimeros de onda (V),

definido como la inversa de la longitud de onda (A). Como la E esta definida como: E= hvy v =%

siendo V= — entonces

o -

E= he hcv (Ec. 1.1)
A

Donde E es la energia, A es la longitud de onda, v es la frecuencia,V el nimero de onda, h es la
constante de Planck y ¢, la velocidad de la luz.

En la Figura 1.4 se muestran dos conjuntos de lineas que representan los niveles vibracionales
del estado electrénico fundamental y del primer estado electrénico excitado, siendo v y v’ los
respectivos nimeros quanticos vibracionales.

En espectroscopia de IR las transiciones involucran sélo un fotdn, que se obtiene del haz de

radiacion IR policromatica que incide en la molécula. La absorcién infrarroja estd asociada a
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excitaciones vibracionales y rotacionales, sin que se produzcan transiciones electrénicas (Figura 1.4).
Asi, los espectros IR se originan a partir de transiciones entre niveles vibracionales de la molécula en
el estado electronico fundamental (vo.,;, Figura 1.4) y son, por lo general, observados como
espectros de absorcién en la regidn del infrarrojo. Desde un punto de vista cudntico, una vibracion
es activa en el IR cuando existe una variacién del momento dipolar de la molécula respecto de la

coordenada del modo de vibracion.

L= I (S

J_I.

(d
b ¥ icrf

o = kL

(
@t

Figura 1.4. Diagrama de niveles de energia donde se muestran diferentes tipos de
transiciones observables por espectroscopia de IR (a: transicion fundamental; b: 1°
overtone; c, d: transiciones calientes).

1.1.3.2 Modos Vibracionales

Una molécula aislada tiene 3N-6 modos vibracionales (o 3N-5, si es lineal), asociados a las
transiciones vy, (v= nimero quantico vibracional; Figura 1.4), donde N representa el nimero de
atomos de la molécula. Estos modos normales son por tanto movimientos particulares del conjunto
de atomos que conforman la molécula, los cuales son independientes unos de otros y tienen una
frecuencia de vibracidn caracteristica. Aunque estos movimientos sean colectivos, en muchos casos
es posible identificar la vibracion como principalmente de tipo stretching o de tipo bending (Figura
1.5).

El nimero maximo de modos vibracionales stretching para un enlace en particular esta dado por

el nimero total de enlaces en la molécula. Asi, en el caso del H,0, existen dos enlaces O-H que dan

Pagina | 29



lugar a dos modos stretching v(O-H). Sin embargo, los dos enlaces no vibran de forma
independiente, sino que sus movimientos se acoplan y vibran en fase o en oposicién de fase, dando
lugar a un modo simétrico y otro asimétrico de las vibraciones (v;= 3652 cm™ y v; = 3756 cm™) con
numeros de onda similares porque ambos modos suponen el estiramiento de los enlaces O-H. De
forma andloga, sélo un angulo define esta molécula y genera un unico modo vibracional bending

para el H,0 (v,= 1595 cm™).

Stretching
(simétrico o

asimétrico)
bending

Otros modos vibracionales:

En el plano Fuera del plano

Scissoring Rocking Wagging Twisting
simétrico asimétrico simétrico asimétrico

Figura 1.5. Esquema simplificado de los principales modos vibracionales.

En espectroscopia infrarroja pueden ocurrir transiciones de orden superior (overtones y modos
de combinacidn) y vibraciones correspondientes a transiciones cuyo estado inicial es un estado
vibracional excitado (transiciones calientes, Figura 1.4), las cuales originan sefiales espectroscdpicas,
en general de baja intensidad, aumentando asi el nimero de bandas observadas en los espectros.

Todas estas caracteristicas convierten a los espectros IR de biomoléculas y de sistemas

biolégicos en conjuntos de bandas complejas y solapadas que constituyen verdaderas huellas
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digitales y que contienen una gran cantidad de informacién, pero que requieren un andlisis

adecuado para la obtencién de resultados confiables.
1.1.3.3 Aspecto de las Bandas

El aspecto de las bandas observadas en los espectros es variable y depende de diferentes
factores. Sus intensidades dependen del nimero de moléculas que interacciona con la radiacién
usada para obtener el espectro y de la probabilidad intrinseca de las transiciones correspondientes.
En espectroscopia IR, eso esta relacionado con la magnitud de la variacion del momento dipolar de

la molécula ().

I (IR) = s A% |91 /3 Qy | (Ec. 1.2)

En la ecuacion 1.2 I, (IR) es la intensidad de la sefial asociada a la coordenada vibracional Q, en
el espectro IR, N, es el nimero de Avogadro (mol™), ¢ la velocidad de la luz (cm s™), gy, el grado de
degeneracién del nivel vibracional inicial y du/3Qy, la derivada del momento dipolar en relacion a
la coordenada vibracional Q; (cm*? s™). En el sistema de unidades internacional, I} (IR) se expresa
en cm? L mol™ = 10 m mol™?, a pesar de que es mas comin usar la unidad km mol™
Experimentalmente I, (IR) se puede obtener de forma aproximada a través de la ley de Lambert-

Beer:

I,(IR) = é [log(ly/I) dv (Ec.1.3)

Donde C y L representan la concentracién de la muestra (mol L) y el camino dptico (cm),
respectivamente, e Iy/I, la razén de las intensidades de la radiacion incidente y transmitida. La
integral se extiende a todo el dominio de nimero de onda (v) en el cual la absorcidn es significativa.

El hecho de que la intensidad de las bandas de un espectro IR dependa de la variacion del
momento dipolar explica la usual mayor intensidad de las bandas asociadas a vibraciones de grupos
mas polares (por ejemplo el grupo carbonilo, C=0).

El valor de energia correspondiente al maximo de una banda se relaciona directamente con la
energia de transicién vibracional. Para la mayoria de las transiciones fundamentales, ese valor es del
orden de magnitud de la energia de la radiacién IR, es decir, entre 4000 y 400 cm™ (infrarrojo
medio). Por debajo de 400 cm™ (IR lejano; 400-10 cm™) se observan vibraciones fundamentales de

mds baja energia. Por encima de los 4000 cm™, en la regién normalmente designada por infrarrojo
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cercano (NIR: near infrared; 12800-4000 cm™), se pueden observar overtones y modos de
combinacidn que involucran por lo menos una coordenada vibracional cuya transicién fundamental

ocurre por arriba de 2000 cm™ (Workman, 1999; Skoog et al., 2001).

1.1.3.4 Estudio de carbohidratos mediante FTIR

Los hidratos de carbono presentan en su estructura un gran nimero de grupos OH. Estos grupos
son muy flexibles conformacionalmente y pueden participar en enlaces de hidrégeno como
aceptores o dadores de electrones. La similitud de los grupos sustituyentes y su naturaleza hacen
gue los espectros vibracionales de las diferentes formas de una molécula de hidrato de carbono sean

similares entre si (Figura 1.6) (Huang et al., 2008).

Maltosa

T T T T T T T v T T T

Sacarosa

T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

- -1
Nimero de ondal/ cm

Figura 1.6. Espectros IR de la 4-o0- a-D-glucopiranosil- a-D-glucosa (maltosa; C;,H,,0,,),
B-D-fructofuranosil-a-D-glucopiranésido (sacarosa; C,,H,,0,;) y a-D-glucosa (C4;H,,0¢),
(temperatura ambiente; pastillas de KBr).

Una de las regiones espectrales que mayor informacion estructural proporciona es la region
1200-800 cm™, considerada como fingerprint porque permite diferenciar los azucares entre si. En
esta regidn, las bandas caracteristicas de un anillo del tipo furanosa o piranosa (principalmente

debido a vibraciones vC-C) pueden ser diferenciadas ya que son observadas a 875 y 825 cm™,
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respectivamente (Mathlouthi et al., 1986). Asimismo, el stretching simétrico vCOC, asociado al
enlace glicosidico (1150-820 cm™), se ha usado, por ejemplo, en la caracterizacién de diferentes

tipos de celulosa (Oldenhof et al., 2005; Kataoka et al., 1999).

1.1.4 Métodos de analisis multivariante

Las espectroscopias vibracionales generan una gran cantidad de datos, los cuales requieren
métodos apropiados de analisis para aprovechar al maximo la informacién contenida en ellos. En
este sentido la quimiometria permite extraer la informacidn presente en los espectros (conjuntos
multivariantes de datos) de un conjunto de muestras, ya sea de forma cualitativa como cuantitativa.

La quimiometria es la parte de la quimica que utiliza métodos matemadticos, estadisticos y de
l6gica formal para disefiar o seleccionar procedimientos experimentales dptimos, proporcionar
informacién quimica relevante a partir del analisis de sefiales analiticas y, finalmente, adquirir
conocimiento de los sistemas quimicos (Massart et al., 1997).

La quimiometria comprende desde el pretratamiento de los espectros (para mejorar la relacion
sefial/ruido) hasta la utilizacion de los métodos multivariante. El analisis multivariante busca
encontrar una relacion entre la sefial analitica y alguna propiedad de la muestra. Su utilizacion
permite establecer agrupaciones de muestras en funcion de su similitud y clasificar nuevas muestras,
entre otras aplicaciones (Kramer, 1998; Martens & Naes, 2000).

En lineas generales, los métodos multivariante pueden clasificarse como no supervisados,

cuando no requieren informacién adicional para el analisis de los datos, y supervisados, cuando si
requieren de esta informacion.

Diversos autores han utilizado métodos multivariante para el andlisis de datos espectrales, con
fines de discriminacion, identificaciéon y/o clasificacion de microorganismos y otras muestras
bioldgicas (Mobili et al., 2009). Algunos de los métodos mas utilizados para este propdsito son:
andlisis de componentes principales (PCA), analisis por factores (FA), analisis de discriminacidn lineal
(LDA), analisis de clusters (HCA), minimos cuadrados parciales (PLS), redes neuronales (ANNs), entre
otros (Ghiamati et al., 1992; Huang et al., 2004).

A continuaciéon, se describen los métodos multivariante utilizados en este trabajo de tesis,

agrupados de acuerdo a la naturaleza cualitativa o cuantitativa de la informacién que proveen.
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1.1.4.1 Informacidn Cualitativa

Analisis de Componentes Principales (PCA)

El PCA es un método de reduccién dimensional que opera de forma no supervisada. Permite
reducir la correlacién espectral (i.e., los datos que son comunes a todos los espectros), y agrupar las
muestras analizadas en funcién de la variabilidad que contienen (Massart et al., 1997). Este método
reduce la dimensionalidad de un conjunto de datos originales (matriz A = n x p, Figura 1.7),
encontrando un grupo de ejes coordenadas alternativas, matriz de scores PCA (S = n x f, Figura 1.7)
llamadas componentes principales (PCs) (Martens & Nielsen, 2003; Esbensen, 2005). Estos ejes de
coordenadas alternativos tienen la propiedad de que la mayor parte de la informacién estd
contenida en unas pocas primeras dimensiones, pudiéndose descartar el resto con muy poca

pérdida de informacién.

p f p
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A: Conjunto de espectros originales n: Numero de espectros

S: Scores PCA p: Numero de puntos de datos
F: Factores PCA (componentes f: Niumero de componentes
principales, Loadings) principales

Figura 1.7. Esquema general del Analisis de Componentes Principales (PCA) (Workman
& Springsteen, 1989).

Si se considera la matriz de datos A, constituida por n espectros (Figura 1.7), el objetivo del PCA
es explicar la misma informaciéon contenida en la matriz A en un nimero inferior de datos, que
corresponden a las variables de la matriz de datos S. Estos nuevos datos se conforman de f
componentes principales y constituyen los scores PCA (S). Su caracteristica principal es que el

primero recoge la maxima variabilidad espectral del conjunto de muestras, el segundo recoge una
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variabilidad inferior al primero y es ortogonal a él, y asi sucesivamente. Los ultimos PCs describen
esencialmente el ruido en los datos. Por lo tanto, el nimero de componentes principales se ha de
seleccionar de forma tal que contengan informacidén relativa a las muestras y no contengan

informacién relativa al ruido.

La matriz A se descompone en el producto de dos matrices, una de scores S (relacionada con los
objetos) y otra de loadings F (relacionada con las variables), quedando una matriz de residuales E,
con la informacién no recogida por Sy F:

A=SF+E (Ec. 1.4)

Donde § son las coordenadas de cada punto respecto a los nuevos ejes (componentes
principales) y F son los cosenos de los angulos entre los nuevos ejes y los ejes originales. El conjunto
de datos A, descrito inicialmente por variables correlacionadas, queda ahora definido por un nuevo
conjunto de variables no correlacionadas entre si en un sistema de ejes ortogonales (Martens &
Martens, 2000a y b; Wold, 2001).

La interpretacién de los resultados obtenidos con el PCA se lleva a cabo a partir de una
representacion de los scores de las muestras en diferentes PCs. Si existe una relacién entre las
muestras los puntos apareceran agrupados, mientras que si las muestras no se asemejan entre si, los
puntos apareceran dispersos entre si (Figura 1.8). Este andlisis permite realizar una seleccion de
muestras que sea representativa del conjunto global de muestras, y usarla a posteriori en la
calibraciéon de modelos multivariante.

Es importante recordar que PCA actua de una forma no supervisada, lo que significa que para el
analisis de los datos no es necesario ningun tipo de informacidn adicional al conjunto de espectros o
datos colectados experimentalmente (Geladi, 2003).

El PCA provee el porcentaje de la varianza explicada por cada PC. Ademas indica el nimero de
componentes principales (PCs) que retienen la mayor cantidad de informacion presente en el
conjunto de datos, relacionada con su estructura intrinseca (Martens & Nielsen, 2003; Esbensen,
2005).

Los loadings muestran el peso (o relevancia) de una determinada variable en el modelo de
componentes principales. Son utilizados para entender cudnto contribuye cada variable al
significado de la variacion de los datos, y de esta manera, interpretar la relacidon entre variables.
También pueden ser utilizados para interpretar el significado de cada componente del modelo.

Teniendo en cuenta que existen menos componentes principales que variables y debido al error

de ajuste del modelo con los datos, se produce un error E que se acumula en la matriz.
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PC-1

Figura 1.8. Grafico de PCA-scores (PC2 vs PC1) obtenidos del analisis de componentes
principales de espectros vibracionales de dos especies bacterianas filogenéticamente
relacionadas. Las agrupaciones observadas a lo largo del eje de la componente
principal 1 (PC-1), corresponden a los dos grupos de bacterias analizadas, al igual que
las dos agrupaciones observadas a lo largo del PC-2.
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Figura 1.9. Grafico de loadings del analisis de PCA realizado en todo el rango del

espectro (1800-800 cm) de dos especies bacterianas relacionadas filogenéticamente.

Los recuadros en rojo indican las variables mas influyentes.

Adicionalmente, los loadings proporcionan informacidn referente a las variables de diagndstico
estadisticamente mds importantes o influyentes, relacionadas con las principales diferencias
encontradas en el conjunto de datos (Figura 1.9). Asi, en la Figura 1.9, las regiones 1100-1200 y

-1 < . ;.
1500-1600 cm™ seran aquellas donde se encuentren las variables mds influyentes en ese caso.
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1.1.4.2 Informacién Cuantitativa

La informacion contenida en los espectros IR puede correlacionarse con magnitudes fisicas o
quimicas, obteniéndose ecuaciones o modelos de calibracidon. EI fundamento de cualquier
calibracion es establecer una relacion entre la sefial instrumental y la propia a determinar, y
posteriormente predecir esta propiedad a partir de la sefial de medida en una muestra desconocida.
Es posible utilizar calibraciones univariantes cuando la sefial es selectiva a la propiedad estudiada.
Sin embargo, la espectroscopia FTIR proporciona un gran nimero de variables-respuesta para cada
muestra, variables que en general no pueden ser asignadas a un solo analito. Esto ha propiciado el
desarrollo de métodos de calibracién capaces de relacionar multiples variables con la propiedad o
concentraciéon de analito a determinar. Estos métodos son conocidos como Métodos de Calibracion
Multivariante. Las caracteristicas principales de estos métodos son:

e Trabajan con un gran nimero de medidas de cada muestra, normalmente con el espectro

completo.

e Son necesarios los valores de la propiedad a determinar para cada muestra.

e Es posible determinar de forma independiente cada una de las propiedades que se desea

cuantificar.

Regresion Parcial por Minimos Cuadrados (PLS)

El modelo PLS es un método para la construccion de modelos de prediccién cuando las variables
son muchas y altamente colineales (no son significativamente redundantes).
Se dispone de una matriz de datos espectrales X y una matriz Y que contiene los datos de la
propiedad a determinar. La regresidn PLS se basa en un calculo de reduccién de variables, donde las
matrices X (espectral) e Y (analito) se descomponen en:
X=TP +E (Ec. 1.5)
Y=UQ +F (Ec. 1.6)

Donde las matrices T y U son, respectivamente, las matrices de scores de X e Y. Las matrices PT
y QT son las matrices de loadings de X e Y, y E y F son las matrices residuales de Xe?,
respectivamente. El objetivo del PLS es modelar las matrices X e Y, de tal forma que el conjunto de

valores residuales, E y F, sean igual a cero.
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En PLS, al igual que en PCA, se han de seleccionar el nimero de factores adecuado al sistema,
recogiendo informacién cuantitativa pero sin recoger ruido o informacidn espectral relativa a otros
parametros no relacionados con la calibracién.

Una vez que se ha establecido el modelo de calibracién correcto, es posible predecir el resultado
para una nueva muestra o para un conjunto de muestras externo a la calibraciéon. La correcta
predicciéon de las nuevas muestras dependerd de la buena capacidad predictiva del modelo de
calibracion (Martens & Martens, 2000).

La eficiencia del modelo PLS estd definida por el coeficiente de correlacién r, el error normal de
prediccion [Standard Error of prediction (SEP)], la raiz media cuadrada del error de calibracién [Root
Mean Square Error of Calibration (RMSEC)] y la Raiz Media Cuadrada del Error en la validacién
Cruzada [Root Mean Square Error of Cross-Validation (RMSECV)]. De esta manera, el modelo sera
eficiente cuando el valor de r sea alto y los de SEP, RMSEC y RMSECV bajos.

Una descripcion mas amplia de este proceso, puede ser encontrada en la literatura (Araujo-
Andrade et al., 2005).

El objetivo del PLS es, entonces, obtener un modelo en un espacio de menor dimensién
capturando la maxima variacion en X con el nimero minimo de variables (PCA) y maximizando la
correlaciénentre X e Y.

Es por todo esto que el énfasis del PLS es la prediccion de las respuestas y no necesariamente la

relacidn existente entre las variables.

Métodos de Validacion

La validacion de un modelo de prediccidon estd referida a su capacidad predictiva de datos
desconocidos, que no han sido utilizados en la calibracién del mismo. Este nuevo conjunto de datos
recibe el nombre de “set de validacién”, y es utilizado para validar el modelo calibrado bajo una

situacion real.

1.1.4.3 Monitoreo de la sintesis de FOS mediante Espectroscopia de Infrarrojo por Transformadas

de Fourier (FTIR)

La cromatografia liquida de alta performance (HPLC) es el método de referencia para determinar

la composicién en mezclas de azucares y su utilidad es incuestionable. No obstante, tecnologias

como la Espectroscopia de Infrarrojo por Transformadas de Fourier (FTIR) son hoy en dia técnicas
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fiables para determinar las propiedades estructurales y fisicas de carbohidratos. Debido a que esta
técnica no requiere reactivos quimicos externos, las muestras casi no requieren preparacién y las
pruebas analiticas no generan residuos peligrosos, la espectroscopia FTIR es sin duda una
herramienta util para determinar la composicién de oligosacaridos y polisacaridos complejos de
manera rapida y amigable con el medio ambiente (Coimbra et al., 2002; Anjos et al., 2015; Santos et
al., 2015). El uso de FTIR asociado al andlisis multivariante ha permitido una determinacién rapida de
la composicién de oligo y polisacaridos de diferentes productos, entre los que se encuentran
diferentes azucares comerciales (Kacurakéva et al., 2001), celulosa, pectinas (Fellah et al., 2009),
almidén, hemicelulosas, carrageninas, hialuronatos (Kacurakdva et al., 2001; Fellah et al., 2009;
Cozzolino et al., 2014), frutas (Bureau et al., 2009), cereales, miel (Anjos et al., 2015) y extractos de
vino (Coimbra et al., 2002). Asimismo, el FTIR también ha sido utilizado para monitorear diferentes
reacciones enzimaticas en las que intervienen azlcares, ya sea como sustratos o como productos
(Schindler et al., 1998; Chis et al., 2010; Baum et al., 2013).

En lo que respecta a los FOS, el FTIR y el analisis multivariante se utilizaron para caracterizar
cualitativamente FOS en las frutillas (Blanch et al., 2012), cebada (Cozzolino et al., 2014) y agave
(Mellado-Mojica & Lépez, 2015). En un trabajo reciente, Trollope et al. (2014) utilizaron FTIR como
indicador de la actividad de RB-fructofuranosidasas de diferentes origenes, para cuantificar el
consumo de sacarosa. Mas recientemente, el mismo grupo de investigacién desarrollé6 modelos de
calibracion basados en cuadrados minimos parciales (PLS) a partir de los espectros FTIR para el
screening de bibliotecas de B-fructofuranosidasas generadas por mutagénesis aleatoria (Trollope et
al., 2015).

Considerando la robustez y la alta sensibilidad de la espectroscopia FTIR en combinacién con el
analisis multivariante para discriminar y asignar cambios pequefios en muestras complejas, en este
capitulo se presentara el estudio de la sintesis enzimatica de FOS a partir de sacarosa empleando
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) como método de referencia y se pondra a punto el
monitoreo de la sintesis mediante FTIR como alternativa al monitoreo cldsico. Adicionalmente,
considerando que la composicidn de los FOS determina tanto sus propiedades prebidticas como su
capacidad para interaccionar con las membranas lipidicas, y que la composicidon estd a su vez
determinada por las condiciones de sintesis, se analizara el efecto del sustrato sobre la composicién

de los oligosacaridos obtenidos.
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OBJETIVOS

e Modular la composicidn de FOS obtenidos mediante sintesis enzimatica ajustando la
concentracidn inicial de sacarosa usada en la sintesis.
o Definir y validar modelos basados en el analisis multivariante para determinar, a partir

de los espectros FTIR, la composicién de los FOS durante la sintesis.

El trabajo experimental se realizd parcialmente en el Centro Regional de Estudios en Alimentos
Saludables (CREAS; Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, Chile) bajo la direccion de la Prof.

Dra. Elvira Zuiiiga-Hansen.
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MATERIALES Y METODOS

1.3.1 Sintesis de FOS

Para la sintesis de los oligosacaridos se prepararon soluciones de sacarosa de concentraciones
entre 20 y 60% en agua destilada. Como catalizador se usé la preparacién enzimatica Viscozyme L
(Novozyme, Dinamarcate) (56 UF/mL; UF: unidades fructosiltransferasa) concentracién final 4 % v/v.
Una UF se define como la cantidad de enzima requerida para transferir 1 mol de fructosa por minuto
a pH 5.5, temperatura 50 °C y 100 rpm de agitacidn. El volumen de cada mezcla de reaccion fue de
15 mL. Las sintesis se realizaron en frascos Erlenmeyer a una temperatura de 50 + 1 °C con agitacion
(100 rpm). El pH se ajusté a 5.5 con NaOH 2 M. Se tomaron muestras luego de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5,
3.0,4.0,5.0, 6.0 y 24 h de incubacidn. Las reacciones de sintesis se detuvieron por calentamiento de
los productos obtenidos (jarabes) a 100 °C durante 2 minutos. La composicion de los oligosacéridos
se analizé por HPLC. Se consideraron los siguientes parametros:

- Conversion de sacarosa (X): representa el consumo porcentual de la sacarosa inicial durante la
reaccion de sintesis (Ec. 1.7):

X = [(So - S)/Sc]*100 Ec.1.7

donde Sy y S representan la concentracién inicial y final de sacarosa, respectivamente.
- Rendimiento [Y DP(n)]: representa el porcentaje de sacarosa inicial convertido en FOS de un
determinado grado de polimerizacién (DP) luego de un tiempo determinado de sintesis.

YDPn = [DPn/So]X].OO Ec. 1.8

Pagina | 43



donde DPn representa la masa de FOS de grado de polimerizaciéon n producida y S, representa la
masa inicial de la sacarosa. De manera similar se calcularon los rendimientos de la glucosa (Y,,), que
es un producto secundario de la sintesis de FOS, y de la fructosa (Ys), que es la unidad de

intercambio durante la sintesis.

1.3.2 Andlisis de la composicidn de los productos de sintesis mediante HPLC

La composicién de los FOS obtenidos se analizdé mediante Cromatogrfia Liquida de Alta
Performance (HPLC) en un equipo Perkin-Elmer Series 200 (Massachusetts, Estados Unidos) provisto
de un detector de indice de refraccion e inyector automadtico. Se incluyé como control una mezcla
comercial de FOS (Orafti Beneo p95, Mannheim, Alemania). Una vez colectadas, las muestras se
diluyeron 1:20 en agua milli-Q" (Millipore, Darmstadt, Alemania) y se filtraron a través de
membranas de 0.22 um (Millipore Durapore, Billerica, MA, Estados Unidos).

Para la separacidn cromatografica se utilizé una columna para carbohidratos BP-100 Ag” (300 x
7.8 mm) (Benson polymeric, Reno, NV, Estados Unidos). La temperatura de la columna y la del
detector se mantuvieron a 50 y 40 °C, respectivamente. Para la elucion se usé agua milli-Q (fase
movil) a una velocidad de flujo de 0.4 mL/min. Para determinar los tiempos de retencién y
comprobar el intervalo lineal de las mediciones, se incluyeron estandares externos de fructosa,
glucosa, sacarosa, 1-kestosa (DP3), nistosa (DP4) y 1"-fructofuranosilnistosa (DP5). Los
cromatogramas se integraron utilizando el software PeakFit (versidon 4.12, SYSTAT Software Inc., San
José, California, Estados Unidos).

La composicion de las muestras se determiné suponiendo que el drea de cada pico es
proporcional al porcentaje en peso del azucar correspondiente con respecto a la masa total de

azUcares (Boon et al., 1999). Para corroborar tal suposicién se realizdé un balance de materia.

1.3.3 Andlisis de la composicidn de los productos de sintesis mediante FTIR

En paralelo a las determinaciones por HPLC, la sintesis se monitored mediante Espectroscopia
Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR). Con tal fin, las muestras colectadas a lo largo de las
sintesis fueron transferidas a viales de 5 mL, congeladas durante 48 h a -80 °C, secadas por
liofilizacidn durante 48 h a 0.04 mbar de presion de vacio utilizando un equipo Heto FD4 (Heto Lab.,
Dinamarca), y mantenidas en desecadores en una atmdsfera de silica gel hasta su analisis. Un
protocolo similar al descripto se llevé a cabo para soluciones estandar (20 % p/v) de FOS DP3, DP4 y

DP5, sacarosa, glucosa y fructosa.
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Los espectros FTIR se registraron en el rango 4000-500 cm™ en pastillas de KBr, las cuales fueron
preparadas mezclando 1 mg de muestra liofilizada y 200 mg de KBr. Para cada muestra, se
registraron al menos seis espectros en modo de transmisién. Cada espectro resultd del promedio de
64 escaneos con una resolucion espectral de 4 cm™. Se registraron no menos de 10 espectros por
muestra a analizar. La adquisicién de datos se realizé con el software OMNIC (versidn 8.3, Thermo
Scientific, MA, Estados Unidos) en un espectrémetro Nicolet Thermo iS10 (Thermo Scientific, MA,

Estados Unidos).

En el Esquema 1.1 se presenta el disefio propuesto para el estudio de la sintesis de FOS vy el

equipamiento utilizado.

Sintesis de FOS A
Sc. de sacarosa
(202 60 % p/v)

Tiempo (h)

Q Q Q Q. QO 9 O
S22 & (S

Monitoreo de la sintesis

v v

Meétodo Métodode
a validar FTIR HPLC referencia &

Estudio del efecto
de la conc. de

o sustrato en la

sintesis de FOS

|

Absorbance
{Relalve Intensits)

Espectros de Andlisis

calibracion multivariante

| '

Espectros de , Me.todo. c,je
validacion calibracion

Esquema 1.1. (A) Esquema de trabajo para el estudio de la sintesis de FOS a partir de sacarosa y
la puesta a punto del monitoreo por FTIR. (B) Equipo armado para la sintesis de FOS, constituido
de un agitador con calefaccion en el cual se colocé un vaso de precipitado de 500 mL con agua
desitilada y una sonda de temperatura. En el mismo se ubicaron los matraces donde se realizé la
sintesis (50 °C, 100 rpm). El pH se monitored durante toda la reaccion mediante un pHmetro (a la
derecha en la imagen). (C) A lo largo de la reaccidn se tomaron alicuotas y se analizaron mediante
un espectrémetro FTIR.
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1.3.4 Analisis multivariante

Se realizd un andlisis multivariante sobre los espectros FTIR obtenidos a partir de las muestras
recogidas a distintos tiempos durante la sintesis de FOS. Previo al procesamiento de los datos, se
realizaron los siguientes pre-tratamientos espectrales: mean centering correction (correccion
centrada de la media, MSC) y extended multiplicative scatter correction (correccion multiplicativa de
la difusién, EMSC), utilizando el software Unscrambler® (versién 10.2, CAMO, Noruega). Se
calibraron seis modelos diferentes de PLS para determinar la composicidon porcentual de DP3, DP4,
DP5, glucosa, fructosa y sacarosa en las mezclas de reaccion (Martens, & Naes 1989; Esbensen 2005).
Para calibrar cada uno de los seis modelos, se utilizaron 117 espectros FTIR. Los espectros utilizados
en la calibracion correspondieron a diferentes sintesis (realizadas usando diferentes concentraciones
iniciales de sacarosa y a experimentos independientes, y fueron seleccionados tratando de cubrir
todo el rango de concentraciones de azucares. La composicién de FOS estimada mediante el analisis
por HPLC se utiliz6 como método de referencia para definir los modelos de PLS. La exactitud y
robustez de los modelos calibrados se determinaron en funcién de su coeficiente de correlacién R*y
sus errores de calibracién y prediccion (RMSEC y RMSEP). La validacion de los modelos fue realizada

de manera independiente, utilizando 119 espectros diferentes a los usados en la calibracidn.

1.3.5 Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por duplicado usando tres sintesis independientes. Las
diferencias relativas fueron reproducibles independientemente de la sintesis analizada. El analisis de
varianza (ANOVA) se llevd a cabo utilizando el programa estadistico Infostat v2009 (UNC, Cdrdoba,
Argentina). La comparacion de medias se realizé aplicando el test de medias LSD de Fisher. Para

valores de p<0.05 las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas.
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RESULTADOS

1.4.1 Analisis de la sintesis de FOS mediante cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
Como método de referencia para el andlisis de las reacciones de sintesis se usé HPLC. Se
determiné la composicion de FOS (DP3, DP4 y DP5), de los productos secundarios (glucosa y

fructosa) y del sustrato remanente (sacarosa).

1.4.2 Efecto de la concentracion de sacarosa inicial

Para modular la composicién de oligosacaridos en los productos obtenidos, se ensayaron
concentraciones iniciales de sacarosa de 10, 20, 40 y 60 % p/v. Se observé que para cada tiempo de
reaccidén, a mayor concentracion de sacarosa inicial, menor el porcentaje de conversién del sustrato
(X) (Figura 1.10). El comportamiento exponencial de los datos experimentales permitié modelar X en
funcién del tiempo segun la Ecuacién 1.9:

X = Xmax (1-€ %) Ec. 1.9

donde X es la conversion de sacarosa en un tiempo de reaccién dado (definida segun la Ecuacidon
1.7 de la seccidon 2.2.1), X, €s la conversidon maxima de sacarosa, t es el tiempo de reacciény k es la
constante de decaimiento del sustrato. X,.. esta determinado por la cinética de formacion y/o

hidrdlisis de los productos de reaccién (ver Discusion).
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A partir del modelado matematico de los datos experimentales de la conversidn de sustrato, se
obtuvieron los valores para X, Y k para cada concentracion inicial de sacarosa (Tabla 1.2).

Debido a que la concentracidn inicial de sacarosa no dio lugar a diferencias significativas en los
valores de X, (p>0.05) (Figura 1.10), se tomd el valor promedio de X,. (89.21+0.56) para

determinar los valores k de cada reaccion (Tabla 1.2).

10- X = Xmax (1 - e-“k)

o 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)

Figura 1.10. Porcentaje de conversion de sacarosa (X) en funcién del tiempo, obtenido
a partir de diferentes concentraciones iniciales de sacarosa. Los circulos indican 60 %
p/v de sacarosa inicial; cuadrados, 40 % p/v; triangulos hacia arriba, 20 % p/v;
triangulos hacia abajo, 10 % p/v. o: Los puntos representan los valores experimentales
(cada ensayo se realizd por duplicado). Las curvas en rojo resultan del modelado
matematico de los puntos experimentales.

Los valores calculados de k para cada concentracion fueron ajustados mediante una regresion

lineal (Figura 1.11), de acuerdo a la Ecuacién 1.10:

k=0.026 So + 0.123 Ec.1.10

donde k es la constante de decaimiento del sustrato (sacarosa) y Sy es la concentracién inicial de
sacarosa en % p/v. A partir de los valores de k es posible determinar la conversidn de sacarosa (X)

para cualquier concentracion inicial de este azlcar entre 10 y 60 % p/v y para cualquier tiempo de

reaccion, usando la Ecuacién 1.9.
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Tabla 1.2 Conversion maxima de sacarosa (Xmax) para las
concentraciones iniciales de sacarosa ensayadas. Los valores
de Xnax Se obtuvieron usando la regresién exponencial X= Xax
(1-e" (Ec. 1.9)

Sacarosa (% p/v) Xmax k R®
10 89.09+0.87 0.184+0.012  0.99820
20 89.20+0.21  0.430+0.009  0.99933
40 88.60+0.62 0.667+0.032  0.99632
60 89.97+1.82 1.674+0.112 0.98834
Promedio 89.21 +0.56

1 .7 s s .

X es la conversidon de sacarosa, Xmax conversion maxima de
sacarosa, t tiempo de reacién y k es la contante de
decaimiento del sustrato.

1.75] k=0.026 S, +0.123
1.501 R2=0.919

1.25
<= 1.00]
< 075
0.50
025 &

0.00

0 10 20 30 40 50 60
sacarosa (p/v)

Figura 1.11. Constante de decaimiento del sustrato (k) en funcion de la concentracion
de sacarosa inicial.
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1.4.3 Rendimientos de las sintesis de FOS

1.4.3.1 FOS totales

El rendimiento de los FOS totales (Yros) mostro dos patrones diferentes. Al realizar la sintesis de
FOS con bajas concentraciones iniciales de sacarosa (10 y 20 % p/v) el Ygos maximo se alcanzd
después de 1.5 h de reaccién, disminuyendo ligeramente a tiempos de reaccién mayores (Figura
1.12 A). Al realizar la sintesis de FOS con altas concentraciones iniciales de sacarosa (40 y 60% p/v),
el Yros maximo se alcanzé después de 3 h, y luego se estabilizé hasta el final de la reaccién (6 h)
(Figura 1.12 B). No se observaron diferencias estadisticamente significativas para los Yros maximos
alcanzados en las distintas condiciones (p> 0.05).

1.4.3.2 DP3, DP4 y DP5

El analisis de los Ypps, Yppa ¥ Ypps durante la reaccion mostré que DP3 fue el oligosacarido
producido con mayor eficiencia independientemente de la concentracién inicial de sacarosa (Figura
1.13A, B y C). Aunque el Ypps maximo no fue significativamente diferente para las distintas
condiciones de sintesis (p>0.05), cuanto menor fue la concentracion inicial de sacarosa, mas rapido
se alcanzo el Ypps (Figura 1.13A). La similitud en el patrén observado para Ypps ¥ Yros (Figura 1.12A y B,

respectivamente) indica que el Ypp3 €s el principal determinante del Yggs.

100

YFOS
(&)
o
|
YFOS

o 1 2 3 4 5 6 0‘1‘2‘3‘456
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 1.12. Rendimiento de FOS totales (Y.os) en funcién del tiempo de sintesis, para
diferentes concentraciones iniciales de sacarosa. Yo esta expresado en gramos de FOS/100 g
de sacarosa. Los FOS totales incluyen DP3, DP4 y DP5. A. Bajas concentraciones iniciales de
sacarosa: triangulos hacia abajo, 10 % p/v; triangulos hacia arriba, 20 % p/v. B. Altas
concentraciones iniciales de sacarosa: cuadrados, 40 % p/v; circulos 60 % p/v.
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40 L ennd
30 0 1 2 3 4 5 6
20 Tiempo (h)

Figura 1.13. Rendimiento (Y) de los oligosacaridos de cadena corta en funcion del
tiempo de sintesis, a partir de diferentes concentraciones iniciales de sacarosa. El
rendimiento esta expresado en gramos de DP(n)/100 g de sacarosa, donde (n) indica el
nimero de subunidades. Los circulos indican 60 % p/v de sacarosa inicial; los
cuadrados, 40 % p/v; los triangulos hacia arriba, 20 % p/v; los tridngulos hacia abajo, 10
% p/V. A: Ypps; B: Ypps C: Ypps.
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La produccion de DP4 comenzd a aumentar a mayores tiempos de reaccion, alcanzando el
maximo después de 6 h de incubacidon para todas las concentraciones de sacarosa investigadas.
Asimismo, DP4 fue producido de manera mas eficiente cuando se usaron concentraciones bajas de
sacarosa inicial (10 y 20% p/v; triangulos hacia arriba y abajo, respectivamente en la Figura 1.13B).
Finalmente, la produccién de DP5 comenzd aln mas tarde que la de DP4 (Figura 1.13C). El Ypps fue

mas bien bajo, ya que en ninguna de las condiciones ensayadas superé 3 g DP5/100 g de sacarosa.

1007 A
90
80
70

560"
>_-t 50,
40
307
20
10

0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)

Figura 1.14. Rendimiento (Y) de los monosacaridos en funcién del tiempo de sintesis,
utilizando diferentes concentraciones iniciales de sacarosa. El rendimiento estd
expresado en gramos de fructosa o glucosa/100 g de sacarosa. Los circulos indican 60 %
p/v de sacarosa inicial; los cuadrados, 40 % p/v; los triangulos hacia arriba, 20 % p/v;
los tridngulos hacia abajo, 10 % p/v. A: Y, .; B: Yy
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Ademads, es importante destacar que no se observd la produccién de este oligosacarido cuando
se partié de 60 % p/v de sacarosa inicial (maxima concentracion ensayada), al menos hasta las 6 h de

tiempo de sintesis.

1.4.4 Rendimiento de productos secundarios de reaccion (Glucosa y Fructosa)

Ademas de FOS, las reacciones de transfructosilacién condujeron a la formacién de fructosa y
glucosa como productos secundarios. El Y. permanecid mas o menos constante y por debajo de 15
g fru/100 g de sacarosa en todas las condiciones ensayadas (Figura 1.14A).

Asimismo, el Yg, maximo fue de aproximadamente 30 g glu/100 g de sacarosa, y se obtuvo luego
de 6 h de incubacidn cuando se partié de 40 y 60 % p/v de sacarosa inicial. Cuando se partié de
concentraciones bajas de sacarosa inicial, el Yq, fue notablemente mayor (alrededor de 40-50 g

glu/100 g de sacarosa) (Figura 1.14B).

1.4.5 Andlisis de la sintesis de FOS mediante Espectroscopia de Infrarrojo por Transformadas de

Fourier (FTIR)

1.4.5.1 Espectros FTIR de los azticares puros

Los espectros FTIR obtenidos para la glucosa pura, sacarosa, fructosa, DP3, DP4 y DP5 fueron los
tipicos observados en carbohidratos, y presentaron una gran similitud en la mayor parte de las
regiones (Figura 1.15). Se observé una banda intensa a ~3500 cm™, correspondiente a los modos
vibracionales de estiramiento (stretching) de los grupos hidroxilos (vOH). En la region 2980 a 2850
cm™ se observaron las bandas correspondientes a los modos vibracionales stretching de los grupos -
CH (VCH). La banda a 1643 cm™ fue atribuida a las moléculas de agua ligadas a la matriz amorfa de
azlcar, y el grupo de bandas a ~1400 cm™, a los modos vibracionales de flexién (bending) de los
grupos -CH (8CH) (Figura 1.15) (Santos et al., 2014). Las mayores diferencias entre los espectros se
observaron en la regién denominada "fingerprint " de los aztcares (1200 a 800 cm™) (Santos et al.,
2014), una regidon que presenta un complejo patron de bandas, atribuidas esencialmente a los
modos vibracionales de los enlaces glicocosidicos C-O-C, 3COH vy el vC-C. Si bien es dificil asignar los
modos vibracionales correspondientes a cada banda individual, las bandas observadas en esta region
proporcionan en conjunto un patrén complejo que caracteriza de manera univoca a cada azUcar

analizado, permitiendo su identificacién en muestras puras.
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Figura 1.15. Espectros FTIR de la fructosa, glucosa, sacarosa, DP3, DP4 y DP5.

1.4.5.2 Variacion de los espectros durante la sintesis
La comparacion de las regiones fingerprint de los espectros FTIR registrados a partir de muestras

tomadas a distintos tiempos durante las reacciones enzimaticas, permite seguir claramente la
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evolucién de las mezclas de reaccién. A tiempo 0, el espectro correspondid a la sacarosa pura (el
sustrato inicial), y luego se pudo observar el consumo de sacarosa demostrado por la disminucion de
sus bandas caracteristicas) y la aparicion de los diferentes productos de reaccion (que dio lugar a la

aparicién de nuevas bandas, correspondientes a los diferentes FOS producidos) (Figura 1.16).
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Figura 1.16. Evolucion de los espectros de FTIR a lo largo de la sintesis de FOS en la regiéon 1200-900 cm.
Las flechas indican las bandas que aumentan y disminuyen a lo largo de la sintesis (bandas a 996 y 1136
cm! para la sacarosa, y la banda a 1034 y el hombro a 1077 cm™, para los FOS). Se muestran como
ejemplo los espectros correspondientes a la sintesis a partir de 20 % p/v de sacarosa inicial.

Teniendo en cuenta que las mezclas de reaccion estan constituidas por diferentes proporciones
de diferentes azucares (DP3, DP4, DP5, glucosa, sacarosa, fructosa), los espectros obtenidos son el
resultado de un complejo solapamiento de bandas. La Figura 1.16 muestra como ejemplo
representativo, los resultados para la reaccién enzimética llevada a cabo a partir de 20% p/v de
sacarosa. En la Figura 1.16 se muestran las principales diferencias observadas durante la evolucion
de la reaccién enzimatica: la disminucién de las bandas a 1136 y 996 cm™ caracteristicas de la

1

sacarosa pura (tiempo igual a 0), y el aumento de la banda a 1034 y del hombro a 1077 cm ~,

correspondientes a las mezclas de FOS (ver las flechas en la Figura 1.16).
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1.4.5.3 Obtencion de modelos PLS a partir de los espectros FTIR

Para determinar la concentracidon de DP3, DP4, DP5, fructosa, glucosa y sacarosa presente en las

muestras, a partir de los espectros FTIR se definieron seis modelos PLS diferentes.
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Figura 1.17. Valores predichos por los modelos PLS obtenidos a partir de los espectros FTIR en funcion
de los valores de referencia obtenidos mediante HPLC de los productos de las reacciones enzimaticas.
A: DP3; B: DP4; C: DP5; D: glucosa; E: fructosa; F: sacarosa remanente.

Pdgina

| 56



Capitulo | — Sintesis enzimatica de FOS

Los resultados obtenidos por HPLC se utilizaron como referencia. Todos los modelos PLS fueron
calibrados usando 117 espectros y validados con un conjunto independiente de 119 espectros,
registrados en las mismas condiciones (Figura 1.17A - F). Los valores medios predichos mostraron
una muy buena correlacién con los obtenidos por HPLC, lo que sustenta el uso de los modelos de PLS

definidos para investigar muestras desconocidas.
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DISCUSION

La composicion de FOS en una mezcla estd directamente relacionada con sus propiedades
prebidticas y fisico-quimicas, y puede modularse mediante el ajuste de las condiciones de sintesis.
En funcién de estos antecedentes, los resultados obtenidos en este capitulo pueden analizarse
desde dos puntos de vista diferentes: a) el efecto de la concentracion inicial de sacarosa sobre la
composicion de FOS, y b) la definicidn de modelos de cuantificacion basados en FTIR y analisis
multivariante para determinar la composicion de los productos de las reacciones enzimaticas,
incluyendo FOS de diferentes grados de polimerizacién (DP), glucosa, fructosa y sacarosa.

a) Efecto de la concentracion inicial de sacarosa sobre la composicion de FOS

La composicion de los FOS de cadena corta sintetizados en este capitulo estuvo fuertemente
determinada por la concentracidn inicial de sacarosa, siendo DP3 el producto principal de sintesis en
todas las condiciones ensayadas. DP3 es muy importante, tanto en términos de propiedades
prebidticas (Crittenden & Playne, 2009) como en la interaccidn con membranas lipidicas (Hincha et
al., 2006, 2007). Por lo tanto, la determinacion de las condiciones en las que su produccion es
maxima es de gran importancia para disefiar FOS con propiedades especificas.

El modelado de la conversidon de sacarosa (X) a lo largo del tiempo (Ec. 1.9 y 1.10) permitio
determinar el tiempo minimo necesario para alcanzar X.x a partir de cualquier concentracién de
sacarosa comprendida entre 10 y 60% p/v. Para facilitar el analisis conjunto de X y Ypp; durante la
reaccion, las Figuras 1.10 y 1.13A fueron fusionadas para construir la Figura 1.18. Esta ultima

muestra que para todas las concentraciones de sacarosa iniciales ensayadas, Ypp; comenzd a
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disminuir una vez alcanzada X, Por lo tanto, la determinacién del pardmetro t de las ecuaciones
1.10y 1.11 es muy relevante, ya que proporciona informacién para optimizar la produccién de DP3.
En este capitulo se demostré que las mejores condiciones para obtener una relacion DP3/DP4 alta
fueron 10 % p/v de sacarosa inicial y una hora de tiempo de reaccidén. Para obtener una mayor
proporcién de DP4, las condiciones mas adecuadas fueron 60 % p/v de sacarosa inicial y 4 h de
incubacién (Figuras 1.13A, By 1.18).

Para analizar la evolucién de reactivos y productos durante la reaccién enzimatica, se debe
considerar que las transfructosilasas tienen normalmente dos actividades, fructosiltransferasa (que
adiciona una molécula de hidrato de carbono a la cadena creciente) e hidrolasa (que adiciona una
molécula de agua a la cadena creciente). Tal como se indicé en la introduccidn de este capitulo, la
produccién enzimatica de FOS de cadena corta es un proceso complejo en el que las reacciones de
sintesis y de hidrdlisis se producen simultdneamente tanto en paralelo como en serie (Vega &
Zuiiga-Hansen, 2014) (ver Esquema mecanismo ping pong Figura 1.2). En el trabajo de Jung et al.
(1989) se llevaron a cabo sintesis enzimaticas independientes, a partir de sacarosa pura, DP3, DP4 y
DP5. Los autores concluyeron que las reacciones de transfructosilacion ocurridas durante las sintesis
de FOS se producen a través de una serie consecutiva de reacciones desproporcionadas, en las
cuales los FOS sintetizados en los primeros pasos actlUan como donantes y aceptores de grupos
fructosilos produciendo simultdneamente FOS con DP inmediatamente superior (DPn+1) e inferior
(DPn-1) que los FOS que actuaron como reactivos.

Este mecanismo permite explicar la disminucién del Ypp; después de haber alcanzado su maximo.
Cuando la disponibilidad de sacarosa (DP2) es alta, como ocurrié al principio de las cuatro sintesis
ensayadas, la reaccion enzimatica se desplaza hacia la produccion de DP3 (DPn+1), con liberacién de
glucosa (DPn-1). Una vez alcanzada X.x para la sacarosa (Figura 1.18), DP3 actué como donante y
aceptor de un grupo fructosilo para producir DP4 (Vega & Zuiiiga-Hansen, 2014). Como resultado de
ello, y considerando que la sacarosa ya habia sido mayormente consumida, no se produjo mas DP3.
En este sentido, diferentes autores informaron que DP4 no puede actuar como sustrato dador de
grupos fructosilo cuando DP3 o la sacarosa aun estdn presentes en el medio de reaccion (Nishizawa
et al., 2001; Vega & Zuiiiga-Hansen 2014). Esto explica por qué Ypps comenzdé a aumentar solo
cuando Ypp3 comenzé a disminuir (Figuras 1.13A y B). A su vez, DP4 también actia como dador y
aceptor de grupos fructosilo para producir DP5. En este capitulo, DP5 fue producido con mayor
eficiencia cuando se partié de concentraciones iniciales de sacarosa bajas (10 y 20 % p/v) y la

reaccion se llevd a cabo durante mas de 2.5 h. (Figuras 1.13B y C).
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tiempo (h)

Figura 1.18. Comparacion de las figuras 1.10 y 1.13A (conversion de sacarosa (X) y Ypps
en funcién del tiempo para las diferentes concentraciones de sacarosa iniciales. Los
cuadrados llenos indican X y los diamantes vacios, Ypp;. A: 10 % p/v de sacarosa inicial,
B: 20 % p/v, C: 40 % p/v, D: 60 % p/v. Los recuadros en lineas de punto indican los
tiempos en los que X alcanza X,,., Y Ypp3; COmMienza a disminuir.
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Por el contrario, cuando se partié de concentraciones iniciales de sacarosa altas (40 y 60 % p/v),
DP4 se sintetizd6 de manera menos eficiente (en términos de rendimiento) y, en consecuencia, la
produccién de DP5 también fue menos eficiente (Figuras 1.13B y C). Esto indica que la produccién de
DP5 estuvo determinada por la cinética de la sintesis de DP4.

Como se indicé en la seccidon 1.1.1 (pagina 24), las reacciones de transfructosilacién ocurren
simultdaneamente con reacciones de hidrélisis. Como resultado de estas ultimas, se genera glucosa
como producto principal (Figura 1.14B), la cual, en altas concentraciones, inhibe las reacciones
transfructosilacién (Vega & Zuiiiga-Hansen, 2014). En este contexto, teniendo en cuenta que la
concentracion inicial de sacarosa determina la relacion transfructosilacion/hidroélisis (Khandekar et
al., 2014), ésta se convierte en un pardmetro importante para la modulacién de la formacién de FOS.
Cuando se partié de concentraciones iniciales de sacarosa bajas (10 y 20 % p/v), se produjo el Ygs
maximo al poco tiempo de iniciada la sintesis (t = 1.5 h) (Figura 1.12A). La disminucidn de Yqs luego
de alcanzado el valor maximo fue probablemente debida a la baja disponibilidad de sacarosa. Por
otra parte, una disminucién de la relacién transfructosilacién/hidrdlisis pudo dar lugar a la hidrdlisis
de los FOS, lo cual generé un aumento en la concentracion de fructosa, y especialmente la de
glucosa en el medio de reaccién (Figura 1.14A y B). Tal como se discutird en el capitulo Il, para
aumentar la pureza de los FOS sintetizados, y por lo tanto, sus propiedades prebidticas, la glucosa
puede ser eliminada enzimaticamente con glucosa oxidasa (Vega & Zuiiiga-Hansen, 2014) o
mediante métodos cromatograficos (Nobre et al., 2012). Sin embargo, cuando los FOS son
sintetizados para proteger membranas lipidicas expuestas a procesos de deshidratacidn, la presencia
de glucosa podria ser potencialmente util, gracias a su capacidad de interaccionar con la membrana
lipidica (hipdtesis de reemplazo de moléculas de agua).

b) Definicion de modelos de cuantificacion basados en FTIR asociado a analisis multivariante
para determinar la composicidn de los productos de transfructosilacion.

Los carbohidratos presentan bandas intensas en la denominada region fingerprint (1200 a 800
cm™) (Santos et al., 2014). Esta regidn es rica en bandas derivadas de los modos vibracionales de los
enlaces glicosidicos C-O-C (8COH y vC-C), que proporcionan patrones Unicos que caracterizan
colectivamente muestras puras de azlcares (Figura 1.15). Los espectros de FTIR obtenidos a lo largo
de las reacciones enzimaticas (Figura 1.16) corresponden a mezclas de azlcares, y son resultado de
la sumatoria de las absorciones individuales de los distintos azucares presentes. Como se indico en la
seccion "Resultados"”, esto aumenta la complejidad de los espectros obtenidos y hace necesaria la
utilizacion de métodos basados en el analisis multivariante para su interpretacidn completa sin

pérdida de informacidn relevante.
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Por esta razén para las mezclas de reaccién a los distintos tiempos de sintesis se calibraron y
validaron de forma independiente seis modelos PLS, que demostraron ser muy robustos. Dichos
modelos permitieron cuantificar simultdneamente los azlcares presentes en el medio de reaccion,
directamente a partir de los espectros FTIR, de una manera sencilla y econdmica, proporcionando
informacién adicional acerca del rendimiento de los FOS sintetizados (Figura 1.17). Por ejemplo, la
cuantificacidn de la sacarosa remanente en la mezcla de reaccién (Figura 1.17F) proporciona una
idea directa acerca de su conversién (X) (Figuras 1.10 y 1.17F) y puede ser util para analizar la
actividad transfructosilasa. La determinacién de la concentracion de glucosa (Figura 1.17D)
proporciona informacidn relacionada con la inhibicién de las reacciones de transfructosilacion.
Asimismo, la concentracién de cada uno de los FOS (y por lo tanto, sus proporciones relativas) esta
directamente relacionada con sus propiedades fisico-quimicas y prebidticas.

En resumen, los modelos de PLS definidos en este capitulo no estdn limitados a las condiciones
de sintesis aqui utilizadas, sino que pueden ser utilizados para determinar la composicién de FOS en
otras muestras que contengan mezclas de sacarosa, glucosa, fructosa, DP3, DP4 y DP5. Esto incluye
no sélo el seguimiento de la sintesis enzimatica sino también la determinacién de la composicién de
muestras desconocidas, lo cual tiene una clara aplicacidn en el control de calidad de la produccién

industrial de FOS.
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CONCLUSIONES

Si bien los FOS son conocidos ampliamente por sus propiedades prebidticas, les han sido
atribuidas otras propiedades interesantes, entre las que puede mencionarse su papel como
endulzantes no cariogénicos y bajos en calorias, o su capacidad para proteger membranas lipidicas
durante procesos de deshidratacion. Cada una de estas propiedades estd principalmente relacionada
con la composicidn de FOS en la mezcla de oligosacaridos.

En este contexto, los resultados presentados en este capitulo integran dos aspectos
complementarios relacionados con la produccidn de FOS: la modulacién de su sintesis enzimatica y
el desarrollo de modelos precisos para su cuantificacion. La comprensién del efecto de la
concentracién inicial de sacarosa en la composicion final de FOS permite el disefio de FOS para
objetivos especificos.

Uno de los mayores retos para el uso de la espectroscopia FTIR en Ciencia y Tecnologia de
Alimentos es el desarrollo de modelos adecuados basados en el andlisis multivariante para
interpretar la enorme cantidad de informaciéon contenida en los espectros. Los modelos PLS
desarrollados en este capitulo proporcionan una herramienta rapida, fiable y amigable con el medio
ambiente tanto para monitorear la produccién enzimatica de FOS, como para realizar el control de
calidad, de una manera mucho mas simple y rapida que los métodos tradicionales, tales como el
HPLC.

Teniendo en cuenta la importancia econdmica del mercado de los alimentos funcionales y
considerando que la sacarosa es un comodity de bajo costo, el enfoque integrado desarrollado en
este capitulo representa una herramienta util y valiosa tanto a nivel académico como para la

industria alimentaria.
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CAPITULO Il

Fructo-oligosacaridos como protectores
frente a la deshidratacion de Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus



Capitulo Il — FOS como protectores frente a la deshidratacién de L. delbruekii

INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas ocupan un lugar importante en las industrias alimentaria y de
biotecnologia, ya que son ampliamente utilizadas como starters para la fabricacién de alimentos o
productos probidticos. Por esta razén, para reducir al minimo la pérdida de la viabilidad y
funcionalidad de los starters, se hace necesaria la optimizacién de tecnologias adecuadas de
preservacion, tanto en la cadena de produccion y distribucion, como en los alimentos que contienen
dichos microorganismos. Por lo general, los métodos de preservacion conllevan procesos de
deshidratacidn, y tal como se menciond en la Introduccién general (pagina 10), la membrana es el
primer sitio expuesto a la deshidratacidn. Si bien los microorganismos son capaces de reparar el
dafio a nivel de la membrana, es importante tener en cuenta que una membrana dafiada deja de
cumplir su funcion de permeabilidad selectiva y facilita el dafio en otras estructuras internas de la
bacteria, el cual en muchos casos es letal (Tymczyszyn et al., 2007b). Por lo tanto, los dafios
producidos por la pérdida de agua llevan, en definitiva, a la pérdida de viabilidad bacteriana
(Tymczyszyn et al., 2008). Para evitar estos problemas, se torna imprescindible el uso de compuestos
con capacidad protectora durante el proceso de deshidratacion, siendo los azlcares los compuestos
mas usados para este propdsito (Carvalho et al., 2004). Tal como se indicd anteriormente
(Introduccién general paginas 10 y 12), existen dos hipdtesis aceptadas para explicar el efecto
protector de los azucares. Una de ellas propone que los azucares pueden reemplazar las moléculas
de agua durante la deshidratacion y mantener las estructuras bioldgicas en condiciones hidratadas

(Crowe et al., 1992; Leslie et al., 1995; Santivarangkna et al., 2008). La otra hipdtesis se basa en la

Pagina | 69



capacidad de los azlcares para formar matrices vitreas (vitrificacidn) en las cuales la alta viscosidad y
la baja movilidad de las moléculas limitan las interacciones moleculares (Tymczyszyn et al., 2011,
2012).

Teniendo en cuenta la naturaleza polihidroxilada de los FOS y la importancia de las bacterias
lacticas en la industria alimentaria, en este capitulo se abordd el estudio de los FOS como
protectores de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus durante procesos de deshidratacién (e.g.,
liofilizacidn). El estudio se centré en la relacidn entre la composicion de mezclas de FOS de diferente
grado de polimerizacion obtenidas mediante sintesis enzimatica y su efecto protector, tanto durante
el proceso de liofilizacion como durante el almacenamiento en condiciones controladas de humedad

relativa.

2.1.2 Transicidn vitrea

El estado vitreo se define como un estado liquido subenfriado de alta viscosidad, en el cual los
movimientos rotacionales y vibracionales estan disminuidos (Lodato et al., 1999; Tymczyszyn et al.,
2012; Golowczyc et al., 2013). Por esta razén, durante el almacenamiento de células deshidratadas,
una matriz en estado vitreo retrasa las reacciones de deterioro, que son dependientes de los
movimientos moleculares. Por el contrario, el estado gomoso (rubbery) es un estado de menor
viscosidad en el cual se pueden dar reacciones de deterioro, que llevan a la pérdida de actividad del
material bioldgico. El pasaje del estado vitreo al estado rubbery se conoce como transicidn vitrea
(ver introduccién general pagina 12). Un parametro relevante en el estudio del comportamiento
vitreo de distintos compuestos, como por ejemplo azucares, es la temperatura de transicion vitrea
(Te), que es la temperatura a la cual ocurre la transicién. El método cominmente utilizado para
determinarla es la calorimetria diferencial de barrido (DSC) (Crowe et al., 1998). En los termogramas,
la T, se observa como un cambio gradual en el flujo de calor debido al aumento en la capacidad
calorifica (ACp) de la muestra (Figura 2.1). El valor de T, es altamente dependiente del contenido de

agua de la muestra, siendo ésta la principal molécula plastificante (que disminuye la T,).
2.1.3 Preservacion de microorganismos en estado vitreo

Se ha observado que cuando los microrganismos se deshidratan en presencia de azlcares y se
almacenan a temperaturas inferiores a la T, (es decir en estado vitreo), la inactivacion es muy lenta.

Por el contrario, si la temperatura de almacenamiento es superior a la T, la pérdida de viabilidad se

acelera (Higl et al., 2007).
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La T, depende de la estructura y del peso molecular de la muestra. Por lo tanto, los diferentes
azucares presentan diferentes valores de T, para el mismo contenido de agua. Los azucares de
elevado peso molecular tienen una mayor T,. Sin embargo, se ha informado que los disacaridos y
trisacdridos son mejores protectores que algunos polisacdridos de mayor grado de polimerizacién,
como la maltodextrina (Santivarangkna et al., 2008). Este fendmeno se debe a que la hipdtesis del
reemplazo de moléculas de agua y la de vitrificacion son complementarias (ver Introduccién general,
pagina 13). Es decir, los azlcares mas pequefios pueden interactuar mejor con los grupos polares de
las macromoléculas que protegen y los azlcares de mayor peso molecular, con mayor T,, favorecen

la estabilizacion del producto debido a su capacidad de formar estados vitreos (Tymczyszyn et al.,

2011).
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Figura 2.1. Termograma (Flujo de calor vs Temperatura). Al aumentar la temperatura
del compuesto ocurre la transicion vitrea. Para determinar la T, se traza una recta
tangente a la curva de flujo de calor en la transicion y se extrapola con la linea de base
antes y después de la transicion, obteniéndose el rango de temperatura
correspondientesalaT,.

2.1.4 Fructo-oligosacaridos como protectores

Los FOS son ampliamente conocidos por sus propiedades prebidticas y por eso son utilizados en
formulas infantiles y otros alimentos funcionales (Romano et al., 2015). Sin embargo, su utilizacién

como protectores de bacterias lacticas ha sido poco explorada.

Pagina | 71



Tal como se vio en el capitulo | de este trabajo de tesis, la sintesis enzimatica de FOS a partir de
sacarosa conduce a la obtencion de mezclas que contienen FOS con grados de polimerizacién (DP)
de 2 a 6, resultantes de la actividad transfructosilasa, junto con monosacaridos (fructosa y glucosa)
resultantes de la actividad hidrolasa de las fructosiltransferasas comerciales (Crittenden & Playne,
2009). Teniendo en cuenta que la fructosa generada durante la sintesis de FOS es utilizada para
obtener FOS de mayor DP, sus niveles son constantes y bajos durante toda la sintesis. Sin embargo,
la glucosa obtenida no es utilizada y su concentracién aumenta a lo largo de la sintesis, lo cual no es
del todo conveniente ya que la glucosa acumulada es capaz de inhibir la reaccién enzimatica. En
general, la glucosa remanente en el medio de reacciéon puede ser removida utilizando la enzima
glucosa oxidasa o mediante métodos cromatograficos. De este modo se contribuye a aumentar el
rendimiento de la producciéon de FOS, mejorando sus propiedades prebidticas (Vega & Zuiiiga-
Hansen, 2014).

En relacidon a la proteccion mediada por FOS, la interaccién de FOS de cadena corta [por
ejemplo, 1-kestosa (DP3), nistosa (DP4), 1 -fructofuranosilnistosa (DP5)] con membranas modelo
(liposomas) demostré ser especie y tamafio dependiente. Asimismo, mezclas compuestas por
fructanos de alto y bajo DP han demostrado tener una mayor capacidad protectora de membranas
modelo (Hincha et al., 2006, 2007; Vereyken et al., 2001, 2002, 2003a, b). En bacterias lacticas, el
efecto estabilizador de los FOS durante la liofilizacién y secado spray ha sido informado
recientemente (Golowczyc et al., 2011), aunque el efecto de la composicién de FOS sobre la

proteccion bacteriana no ha sido descripto aun.
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OBIJETIVOS

En este capitulo se investigara el efecto protector de FOS de diferente composicién, antes y

después de la remocidon de monosacaridos. Para ello se sintetizardn FOS de diferente composicion,

se removera la glucosa presente en el medio de reaccidn y se investigara su efecto protector durante

la liofilizacién y el almacenamiento de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333. Este

abordaje permitird comprender el rol de cada oligosacarido y la necesidad o no de remover la

glucosa obtenida como producto secundario de reaccidn.

Par tal fin se plantearon los siguientes objetivos especificos:

Sintetizar enzimaticamente FOS de diferente composicién empleando sacarosa como
sustrato inicial.

Purificar las mezclas de FOS obtenidas (remover los mono y disacdridos) usando una
columna de carbono activado.

Determinar las T, de las mezclas de FOS obtenidas, equilibradas a diferentes humedades
relativas (HRs).

Analizar el efecto protector de los FOS durante la liofilizacion mediante recuento de
bacterias viables, determinacion del tiempo de latencia (tiempo /ag) a partir de cinéticas
de acidificacién (indicador de dafo global), y determinacién de la integridad de la
membrana empleando dos sondas fluorescentes.

Estudiar el efecto protector de los FOS durante el almacenamiento de L. delbrueckii

subsp. bulgaricus CIDCA 333 a diferentes HRs.
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MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Sintesis de FOS

Los FOS fueron sintetizados a partir de soluciones de sacarosa 40 % p/v tal como fue descripto
anteriormente (Capitulo | seccién 1.3.1). Las reacciones de sintesis se detuvieron por calentamiento
de los productos obtenidos (jarabes) a 100 °C durante 2 minutos. Se tomaron muestras luego de 0.5,
1.0,1.5, 2.0, 2.5,3.0,4.0,5.0, 6.0 y 24 h de incubacién.

La composicién de los FOS obtenidos se analizé mediante HPLC en un equipo Perkin-Elmer Series
200 (Massachusetts, Estados Unidos) provisto de un detector de indice de refraccidon e inyector

automatico, tal como se indicé anteriormente (Capitulo | seccién 1.3.2).
2.3.2 Purificacidn de los FOS obtenidos mediante sintesis enzimatica

2.3.2.1 Preparacion de la columna: para la eliminacidn de los monosacaridos de las mezclas de
FOS sintetizados se usd una columna cromatografica, cargada con carbono activado como
adsorbente (Figura 2.2). Antes de llenar la columna, se lavé 180 g de carbono activado para eliminar
particulas finas y para llenar espacios de aire dentro del adsorbente, y se lo sometié a un ciclo de
autoclave (1 atm, 121 °C durante 15 min). Una vez acondicionado el adsorbente se lo cargd en una
columna de vidrio de 300 mm de largo x 44.8 mm de didmetro interno (IVA, Buenos Aires,
Argentina). Posteriormente, la columna se cargd con agua Milli-Q, y el adsorbente fue agregado

lentamente para evitar la formacidn de canales preferenciales. Para completar el
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acondicionamiento, se bombearon 4 L de agua milli-Q con una bomba peristaltica (Gilson,

Middleton, W1, Estados Unidos) con una velocidad de 25 mL/min (Figura 2.2).

Figura 2.2. Equipo para la purificaciéon de FOS. Las mezclas de sintesis (Matraz de
Erlenmeyer) fueron cargadas mediante recirculacién con una bomba peristaltica en una
columna de vidrio con carbono activado como adsorbente. La elucién de los azlcares
se realizé lavando la columna con soluciones de concentracién creciente de etanol en

agua.
2.3.2.2 Purificacion de los FOS: las reacciones (volumen: 100 mL) fueron detenidas mediante
inactivaciéon de las enzimas con calor (100 °C durante 5 min) una vez completado el tiempo
predefinido de sintesis (seccidn 2.3.1). La mezcla de reaccion fue enfriada a 0 °C en un bafio, se
agregd 100 mL de agua destilada (dilucidn necesaria para centrifugar) y se centrifugé a 10000 x gy 4
°C durante 15 min para separar las enzimas desnaturalizadas de la solucién. El sobrenadante (jarabe
de FOS clarificado) fue cargado en la columna de carbono activado, haciéndolo recircular con una

velocidad de flujo de 18 mL/min hasta alcanzar el equilibrio entre el adsorbente y la fase mévil

Pédgina | 76



Capitulo Il — FOS como protectores frente a la deshidratacién de L. delbruekii

(aproximadamente 3 h) (Figura 2.2). Para eliminar los azlicares no adsorbidos, principalmente los
monosacaridos, se lavo la columna con 6 L de agua milli-Q con un flujo de 18 mL/min.

Para desorber la fraccién de mono y disacdridos presentes en las mezclas se lavd la columna con
un gradiente creciente de concentracién de etanol: 1 L 2.5 % v/vy 1 L5 % v/v (estas fracciones se
desecharon). Para la elucion de los FOS se incrementd la concentracién de etanol: 1 L15 % v/vy 2L
20 % v/v (estas fracciones se conservaron). La carga, lavado y elucién de los azlcares se realizé a 25
°C.

Las fracciones con las mezclas purificadas de FOS se evaporaron a 60 °C en un rotavapor (Bichi,
Flawil, Suiza), para eliminar el etanol y concentrar los azlcares. Las mezclas (jarabes de FOS
purificados) se analizaron y cuantificaron por HPLC, tal como se explicé en la (Capitulo | seccidon

1.3.2). Finalmente, se congelaron a -80°C y se liofilizaron.

2.3.3 Determinacién de las temperaturas de transicion vitrea (T,)

Se prepararon soluciones 20 % p/v de los FOS sintetizados (purificados y sin purificar), de una
mezcla comercial de FOS, y de sacarosa. 1 mL de cada solucién se transfirié a un vial de vidrio de 5
mL y se lo congeld a -80 °C durante 48 h. Posteriormente, las muestras se liofilizaron en un equipo
de liofilizacién Heto FD4 (Heto Lab, Dinamarca). La temperatura del condensador fue de -50 °Cy la
presion de la cdmara, de 0.04 mbar. El proceso de secado duré 48 h.

Para la determinacion de las T,, se colocé 5 mg de cada muestra liofilizada en capsulas de DSC
abiertas, que fueron equilibradas en recipientes herméticos que contenian sales saturadas de LiCl,
KCH;COO y MgCl,, hasta alcanzar el equilibrio (aproximadamente 7-10 dias), para generar
atmoésferas de 11, 22 y 33% de humedad relativa, respectivamente. Al momento de las
determinaciones, las cdpsulas se sellaron con una prensa manual. Los ensayos se realizaron en un
calorimetro Q100 (TA Instruments, New Castle, DE, Estados Unidos) calibrado con indio, plomo y
zinc. El protocolo de corrida incluyé dos ciclos. En el primer ciclo se trabajé con una temperatura
inicial de -20°C, que se mantuvo constante durante 2 min, y luego se calentd a una velocidad de 20
°C/min hasta 90 °C. Este primer ciclo fue necesario para borrar la historia térmica de la muestra. En
el segundo ciclo se trabajo con una temperatura inicial de -20°C, que se mantuvo constante durante
2 min. Posteriormente se calentd con una velocidad de 10 °C/min hasta 110 °C, y luego se determiné
la Tg. Se us6 una cépsula vacia como referencia. Cada determinacion se realizé al menos dos veces.

La desviacién estandar para la T, medida fue de +1 °C.
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2.3.4 Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Se trabajé con la cepa L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333, aislada de un starter comercial
(Gomez-Zavaglia et al., 1999). La cepa stock se preservd congelada a -80 °C en leche descremada
(120 g/L de sdlidos). Se selecciond esta cepa por ser altamente sensible a los procesos de

deshidratacion.

2.3.5 Liofilizacion

2.3.5.1 Preparacion de las muestras

Se trabajé con cultivos en fase estacionaria crecidos en caldo MRS (Difco, Detroit, MI, Estados
Unidos) (De Man et al., 1960) a 37 °C incubado overnight (hasta una concentracion aproximada de
5.5 x10® UFC/mL). Las bacterias se cosecharon por centrifugacion a 4000 x g durante 10 min, y se
lavaron dos veces con H,0 destilada estéril para eliminar restos de medio de cultivo. Para los
ensayos de proteccién frente al dano por liofilizacion, el pellet de bacterias se resuspendid en
soluciones 20 % p/v de:

- FOS sintetizados (antes o después de purificar),

- FOS comerciales,

- sacarosa
Los pellets de bacterias del control sin proteccidn se resuspendieron en NaCl 0.85 % p/v.

Las soluciones fueron previamente esterilizadas por filtracion con filtros estériles de 0.22 um.

2.3.5.2 Procedimiento de liofilizacién
Se transfirio a un mililitro de cada suspension (bacterias + azlcares) a viales de vidrio de 5 mLy
se congeld en nitrégeno liquido (-196 °C). La liofilizacién se llevé a cabo en un equipo Heto FD4 (Heto

Lab, Dinamarca), en las condiciones descriptas en la seccién 2.,3.3.
2.3.6 Determinacion del tiempo de latencia
Los microorganismos liofilizados fueron rehidratados en 1 mL de NaCl 0.85 % p/v a 25 °C,

inoculados al 2 % en caldo MRS e incubados a 37 °C. Se determiné el pH cada 60 min para cada

condicién ensayada.
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2.3.7 Determinacion del dafio de la membrana

Luego de la liofilizacion de las bacterias en presencia de los diferentes azucares, las muestras se
rehidrataron segun lo descripto en la seccién 2.3.6. Para los ensayos de citometria de flujo se
prepararon suspensiones celulares de 1x10° bacterias/mL en NaCl 0.85 % p/v. Se determiné el dafio
de la membrana celular con el kit LIVE/DEAD BacLight® (Thermo Fisher, Waltham, MA Estados
Unidos), el cual permite evidenciar el dafio a través de la permeabilidad diferencial de las sondas
ioduro de propidio (PI) y SYTO. Se agregaron 50 pL de la sonda SYTO 9 (66.8 uM) y 50 pL de ioduro
de propidio (400 uM) a 900 L de cada suspension. La concentracion final de las sondas fue de 3.34
UM y 20 uM para SYTO 9 y PI, respectivamente. Las muestras se incubaron durante 2 min a 25 °C en
oscuridad.

Las determinaciones se llevaron a cabo en un citémetro de flujo FACS Calibur (Becton Dickinson,
Mountain View, CA, Estados Unidos) utilizando el software CellQuest (Becton Dickinson, Mountain
View, CA, Estados Unidos). Para cada muestra se colectaron 10000 eventos, la velocidad de eventos
fue menor a 300 eventos/s. La intensidad de sefial de los canales se recogid en escala logaritmica. El
canal FL1 (530/30 nm) se utilizé para establecer la fluorescencia verde de SYTO 9 y el canal FL3 (650
nm), para ajustar la fluorescencia roja de Pl. Como controles se usaron células totalmente dafiadas
por un tratamiento térmico (80 °C y agitacidon por 30 min) (100 % dafadas) y células recién
cosechadas (100 % vivas).

Para la determinacion de las poblaciones se establecieron tres regiones: Q1 (bacterias dafiadas y
muertas): Pl+y SYTO 9-; Q2 (restos celulares): PI- y SYTO9-; y Q3 (bacterias viables): PI- y SYTO9+. El
porcentaje de cada poblacién se determiné como [i/(Q1+Q3)]x100, donde i es Q1 o Q3 (Hiraoka et
al., 2002).

2.3.8 Almacenamiento

Las muestras liofilizadas (seccién 2.3.5) fueron almacenadas durante 90 dias a 4 °C en
recipientes herméticos en presencia de soluciones saturadas de LiCl, KCH;COO o MgCl,, que
generaron atmoésferas de HRs de 11, 22 y 33%, respectivamente. La viabilidad bacteriana se
determiné inmediatamente después de la liofilizacion, después del equilibrio a las diferentes HRs
(aproximadamente 7-10 dias), y durante el almacenamiento a intervalos de 15 dias. Para cada
condicion, las muestras se rehidrataron en 1 mL de NaCl 0.85 % p/v. Las suspensiones se diluyeron

en serie, se sembraron en agar MRS, y se incubaron a 37 °C durante 48 h en aerobiosis.

Pagina | 79



2.3.9 Andlisis estadistico

Los experimentos se realizaron por duplicado. Las diferencias relativas fueron reproducibles
independientemente del cultivo utilizado. Los resultados obtenidos se analizaron mediante analisis
de varianza (ANOVA) con el programa Infostat v2009 (UNC, Cérdoba, Argentina). La comparacién de
medias se realizd aplicando el test de medias LSD de Fisher. Para valores de p<0.05 las diferencias

fueron consideradas estadisticamente significativas.
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RESULTADOS

El objetivo de este capitulo fue evaluar el papel de los mono- y oligosacaridos presentes en las
mezclas de fructo-oligosacaridos (FOS) como agentes protectores durante la liofilizacion y
almacenamiento de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333. En una primera etapa se
obtuvieron diferentes mezclas de FOS por sintesis enzimdatica a partir de sacarosa, y posteriormente
se las purificd por remocién de los monosacaridos producidos como productos secundarios. Luego
se determino las temperaturas de transicion vitrea (T,) a 11, 22 y 33% de humedad relativa (HR). En
un siguiente paso se resuspendieron cultivos frescos de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
CIDCA 333 en fase estacionaria en soluciones de las diferentes mezclas obtenidas al 20 % p/v. Las
suspensiones fueron posteriormente liofilizadas y se determind la viabilidad bacteriana
inmediatamente después del proceso, y durante el almacenamiento en atmosfera controlada a 4 °C

y 11, 22 y 33% HR. En el Esquema 2.1 se representa el estudio planteado.
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Esquema 2.1. Representacion de los ensayos desarrollados para el estudio del efecto protector de los
FOS. Los FOS inicialmente sintetizados a partir de sacarosa, fueron posteriormente purificados por
cromatografia en una columna de carbono activado. Los FOS purificados y sin purificar presentaron
diferente composicion de mono- y oligosacaridos. Los azucares fueron caracterizados termofisicamente
mediante la T, y empleados como protectores durante la liofilizacion de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus CIDCA 333. Finalmente, se realizé un estudio de la estabilidad microbiana durante el

almacenamiento bajo atmosfera controlada a 4 °C.

2.4.1 Sintesis enzimatica, purificacion y seleccién de los FOS para preservacion

La composicion de los FOS obtenidos a lo largo de la sintesis enzimatica se presenta en la Tabla
2.1. Debido a que varios de los productos de sintesis presentaron composiciones similares, para los
estudios posteriores se seleccionaron los productos obtenidos luego de 2.5 y 24 h de reaccion, por

ser las mezclas con las mayores diferencias en su composicion. En la Tabla 2.1 se presenta la

composicion de dichos FOS a lo largo de la sintesis.

La purificacion de los FOS obtenidos por sintesis se realizé empleando una columna de carbono
activado. El principio de separacién radica en la capacidad de los azlicares para adsorberse

selectivamente en el carbono activado, siendo los de mayor peso molecular los que presentan

mayor adsorcion (Nobre et al .2011).
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Tabla 2.1. Composicion de los FOS (% p/p) obtenidos por sintesis enzimatica a partir de

sacarosa 40 % p/v usando Viscozyme L como biocatalizador.

tiempo de reaccion (h)

AzUcar
0 0.5 1.0 1.5 20 2.5* 3.0 4.0 5.0 6.0 24*

Monosacaridos 0 11 15 18 21 23 24 26 26 27 35

Sacarosa 100 61 43 32 24 21 16 13 13 11 10
DP3 0 25 35 41 43 44 44 41 38 35 11
DP4 0 0 3 5 8 10 12 16 19 21 27
DP5 0 0 0 0 0 2 0 08 12 16 15
DP6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2

* FOS seleccionados para los ensayos de preservacion.

La concentracién total de FOS antes de la purificacién en ambas reacciones de sintesis fue de 55-

56 %, y 86-87% luego de la misma (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Composicion de los FOS (% p/p) usados como protectores.

Sintesis Comerecial
2.5h
2.5h 24 h 24 h (puro)

(puro)
Monosacaridos (%) 23 2 35 4 3
Sacarosa (%) 21 12 10 9 5
DP3 (%) 44 59 11 22 25
DP4 (%) 10 24 27 44 29
DP5 (%) 2 3 15 20 18
DP6 (%) 0 0 2 1 14
DP7 (%) 0 0 0 0 6
FOS totales (%) 56 86 55 87 92

Luego de 2.5 h de sintesis, los FOS presentes en la mezcla de reaccidn fueron principalmente
DP3 y DP4. Por su parte, en la sintesis de 24 h se produjeron principalmente DP3, DP4 y DP5, en una
proporcién de ca. 1:2:1. En esta ultima condicién de sintesis se produjeron también pequenas
cantidades de DP6. La composicion de FOS comerciales fue mas heterogénea, siendo DP3 y DP4 los
componentes principales, con una menor contribucion de DP5 y DP6, y pequeiias cantidades de DP7

(Tabla 2.2).
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2.4.2 Determinacion de las temperaturas de transicion vitrea

En la Figura 2.3 y la Tabla 2.3 se muestran las temperaturas de transicidn vitrea de los FOS
estudiados y de la sacarosa, luego de ser equilibrados a 11, 22 y 33 % de HR. Como era esperable, los
valores de T, disminuyeron a medida que se incrementd la humedad relativa. La purificacién de las
mezclas de FOS dio lugar a un marcado incremento de las T, a todas las HRs. Los FOS purificados
obtenidos luego de 24 h de sintesis fueron los que mostraron los valores mas altos de T,. Por su
parte, los FOS purificados a partir de la sintesis de 2.5 h presentaron valores de T, ligeramente
inferiores, similares a los de los FOS comerciales. En todos los casos, los valores de T, de los FOS

purificados y comerciales fueron mayores que los de la sacarosa, para las tres HRs estudiadas.

Tabla 2.3. Temperaturas de transicion vitrea (T,) de las
mezclas de FOS y de la sacarosa a diferentes humedades

relativas (HRs).

HR (%)
FOS/sacarosa
11 22 33

25h 30.79°C 15.28°C 0.56°C
2.5 h (puro) 49.06 °C 39.72°C 28.55°C
24 h 20.06°C 13.60°C -6.10°C
24 h (puro) 53.65°C 43.92°C 30.58°C
comercial 46.92°C 37.49°C 27.88°C
sacarosa 40.28°C 31.28°C 14.58°C

Los valores de T, obtenidos para los FOS sin purificar (2.5 h y 24 h) equilibrados a 33% de HR
fueron inferiores a 4 °C (T,m), la temperatura seleccionada para el almacenamiento de L. delbrueckii

subsp. bulgaricus CIDCA 333 (Figura 2.3 y Tabla 2.3).

2.4.3 Efecto protector de las mezclas de FOS durante la liofilizacion de L. delbrueckii subsp.

bulgaricus CIDCA 333

L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 fue liofilizado en soluciones 20 % p/v de las diferentes
mezclas de FOS o de sacarosa. En la Figura 2.4 se muestran imagenes de los microorganismos
liofilizados en presencia de los azucares estudiados. Luego de la liofilizacidon se obtuvieron matrices

amorfas.
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Figura 2.3. Temperaturas de transicion vitrea (Tg) de los azucares estudiados a 11, 22 y
33 % HR. Los simbolos representan: FOS obtenidos a partir de 2.5 h de sintesis,
purificados (triangulos vacios hacia arriba) o no (triangulos llenos hacia abajo); FOS
obtenidos a partir de 24 h de sintesis, purificados (circulos vacios) o no (circulos llenos);
FOS comerciales (triangulos vacios hacia abajo), sacarosa (cuadrados llenos). La
desviacion estandar para la T, medida fue de 1 °C. T,, es la temperatura de
almacenamiento (4 °C) de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 liofilizada en
soluciones de los azucares estudiados.

La viabilidad bacteriana y el dafio en la membrana fueron determinados inmediatamente
después del secado y se muestran en la Tabla 2.4. Se incluyeron como controles microorganismos no
liofilizados (cultivo fresco) y microorganismos liofilizados en presencia de NaCl 0.85 % p/v (sin
proteccién).

Para la determinacion del daiio en la membrana se usé el kit de sondas fluorescentes BacLight®
qgue emplea las sondas SYTO 9 y ioduro de propidio (PI). EI SYTO 9 atraviesa la membrana, difunde
pasivamente al interior de las bacterias y se une al ADN dando una fluorescencia verde. El PI
también se une al ADN, dando una fluorescencia roja, pero no atraviesa la membrana intacta. Esto
significa que el Pl sdlo ingresara a la bacteria cuando la membrana esté dafiada. Cuando ambas
sondas estan en el interior de la célula, la emisidn de SYTO 9 es extinguida por el Pl, observandose
una fluorescencia roja. Asi, las bacterias con la membrana intacta seran SYTO 9+ Pl- (verdes),

aquéllas con la membrana parciamente dafiada seran SYTO 9+ PI+, y las bacterias con las
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membranas dafiadas completamente seran SYTO 9— Pl+, en la Figura 2.5 se ilustra el funcionamiento

de las sondas.

Figura 2.4. Fotografia de los viales conteniendo Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus CIDCA 333 liofilizado en presencia de soluciones 20 % p/v de los azlcares
estudiados, se obtuvieron sélidos amorfos.

Tabla 2.4. Logaritmos de UFC/mL y permeabilidad al ioduro de propidio (Pl) después
de la liofilizacion de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 en presencia de FOS o
sacarosa 20 % p/v. Las diferentes letras (a, b, ¢ y d) representan diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05).

Tratamiento Log UFC/mL Ingreso de Pl (%)
Control sin liofilizar 8.74+0.14 (a) 5.33%£1.87 (c)
Liofilizado sin protector 2.79+0.16 (d) 87.62%1.55 (d)
Liofilizado con FOS 2.5 h 8.68+0.00 (a) 23.39+3.54 (a)
Liofilizado con FOS 2.5 h (puro) 6.28%0.10 (b) 17.71+1.34 (b)
Liofilizado con FOS 24 h 8.66+0.10 (a) 21.76£0.27 (a)
Liofilizado con FOS 24 h (puro) 5.76%0.19 (c) 17.14+0.33 (b)
Liofilizado con FOS comerciales 6.40%0.13 (b) 23.49+3.54 (a)
Liofilizado con sacarosa 8.58+0.20 (a) 17.69£0.76 (b)
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483nm A

503nm

503nm

636nm

Figura 2.5. Sondas fluorescentes SYTO 9 (hexagono) y ioduro de propidio (Pl)
(octégono). A. El SYTO 9 atraviesa la membrana, difunde pasivamente al interior de las
bacterias y se une al ADN dando una fluorescencia verde. B. El Pl también se une al
ADN, dando una fluorescencia roja, pero solo atraviesa la membrana dafada,
extinguiendo parcialmente la fluorescencia de SYTO 9. Longitud de onda de excitacion:
483 nm, longitud de onda de emisién: 503 nm (SYTO 9) y 636 nm (PI).

La viabilidad de los microorganismos liofilizados en presencia de FOS no purificados o de
sacarosa no fue significativamente diferente a la de los microorganismos no tratados (p>0.05). Por el
contrario, la viabilidad en los microorganismos liofilizados en presencia de FOS purificados o
comerciales fue significativamente menor que la del control sin tratar (p<0.05). Los FOS obtenidos a
partir de la sintesis de 24 h y purificados fueron los que menor proteccién brindaron durante la
liofilizacidn. La captacion de Pl proporciond informacion acerca de la integridad de la membrana.
Todos los protectores evitaron el dafio de esta estructura, pero en diferente medida. Los FOS
purificados y la sacarosa fueron los mas eficientes. Por el contrario, la eficiencia de los FOS no

purificados y de los FOS comerciales fue significativamente menor (p<0.05).

2.4.4 Estimacion del dafo global luego de la liofilizacion

Para estimar el dafio global de los microorganismos, las muestras liofilizadas en presencia de los

distintos protectores fueron rehidratadas e inoculadas en caldo MRS. Las cinéticas de acidificacion

Pagina | 87



del medio (Figura 2.6) fueron modeladas mediante curvas de descenso de pH en funcién del tiempo

aplicando la ecuacién 2.1:

pH(t) = %+pH}c Ec.2.1
145

c

donde t es el tiempo en horas, pH, es el pH al tiempo t= 0 h, pH; es el pH una vez alcanzada la
fase estacionaria, c es el tiempo en el punto de inflexidn y p el factor de ajuste exponencial.

Para estimar el dafio global debido a la liofilizacidn, se determiné el tiempo lag y la velocidad de
acidificacion del medio durante la fase exponencial para cada condicion. El tiempo lag se calculé
como la interseccion entre la recta tangente al punto de inflexidn (t = c) y pH,. La velocidad de
acidificacion del medio durante la fase exponencial se calculé como el médulo de la pendiente de la
recta tangente al punto de inflexién.

Los pardmetros calculados a partir de las cinéticas y las curvas de acidificacion se muestran en la

Tabla 2.5 y la Figura 2.6.

Tabla 2.5. Parametros cinéticos de acidificacion del medio de cultivo para L. delbrueckii
subsp. bulgaricus CIDCA 333 luego de la deshidratacion por liofilizacion en presencia de

FOS o sacarosa.

Velocidad de acidificacion del

tiempo lag pH

FOS/sacarosa medio R2

(h) (final)

(unidades pH/h)

2.5h 5.6 0.15 4,11 0.999
2.5 h (puro) 8.9 0.07 4.02 0.999
24 h 6.0 0.14 4.07 0.997
24 h (puro) 12.6 0.09 4.20 0.997
comercial 10.2 0.08 4,17 0.999
sacarosa 8.5 0.12 4.22 0.997
sin protector 37.1 0.11 4.56 1
control sin

0.44 0.25 4.07 0.996
liofilizar

Los microorganismos liofilizados en presencia de los FOS no purificados (sintesis de 2.5 y 24 h)
mostraron tiempos lag cortos (5.6 y 6.0 h, respectivamente) (triangulos hacia arriba llenos y circulos

llenos en la Figura 2.6A). Estos valores fueron inferiores al tiempo lag obtenido para los
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microorganismos liofilizados en presencia de sacarosa (8.5 h) (cuadrados llenos en la Figura 2.6C).
Las bacterias liofilizadas en presencia de FOS purificados mostraron mayores tiempos /lag: 8.9 h para
los microorganismos deshidratados con FOS obtenidos después de 2.5 h de sintesis, y 12.6 h para los
microorganismos deshidratados con FOS obtenidos después de 24 h de sintesis (triangulos vacios y
circulos vacios en la Figura 2.6B). Los microorganismos liofilizados en presencia de FOS comerciales,
gue contenian cantidades muy bajas de monosacaridos, presentaron tiempos de latencia similares a

los obtenidos para los FOS purificados (10.2 h, triangulos hacia abajo vacios en la Figura 2.6B).

6.5 A 6.5 - B
6.0 604
55 i
T = 55
5.0 504
45 4.5
401 —— 40 : : .
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Tiempo (h) Tiempo (h)
6.5
6.5 C D
604 6.0
55 T 31
L o
504 5.0
451 45
40 T T T T T T 40 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 2.6. Cinética de acidificacion del medio de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333
liofilizado en presencia de: (A) FOS obtenidos después de 2.5 h de sintesis (triangulos Illenos
hacia arriba) y FOS obtenidos después de 24 h de sintesis (circulos llenos). (B) , FOS obtenidos
después de 2.5h de sintesis purificados (triangulos vacios hacia arriba), FOS obtenidos
después de 24 h de sintesis purificados (circulos vacios) y FOS comerciales (triangulos vacios
hacia abajo). (C) sacarosa (cuadrados llenos). (D) Microorganismos liofilizados en ausencia de
protector (estrellas llenas) y microorganismos no liofilizados (rombos semivacios). Las lineas
corresponden a las regresiones no lineales realizadas para las cinéticas de acidificacion
aplicando la ecuacion 2.1 y los pardmetros obtenidos experimentalmente. Se grafica el valor
promedio de dos determinaciones independientes +DS.

Las velocidades de acidificacion siguieron el mismo patrén que los tiempos lag: los

microorganismos liofilizados en presencia de mezclas de FOS no purificados (que contenian
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monosacaridos) o de sacarosa mostraron mayores velocidades de acidificacion mientras que
aquellos liofilizados en presencia de FOS puros o de FOS comerciales presentaron velocidades mas
bajas. El pH final fue de alrededor de 4.10 a 4.20 en todas las condiciones ensayadas, con excepcion
de las bacterias liofilizadas sin proteccién, que no alcanzaron la fase estacionaria después de 50 h de

incubacién (Figura 2.6D).

2.4.5 Almacenamiento de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 liofilizado en presencia de

FOS

Se estudié el efecto de los FOS sintetizados sin purificar y purificados durante el almacenamiento
de los microorganismos a diferentes HRs. Las muestras liofilizadas se equilibraron a HRs de 11, 22 y
33 %. La viabilidad de los microorganismos tratados con los diferentes azucares luego de alcanzado
el equilibrio (7 a 10 dias) se muestra en la Tabla 2.6.

El procedimiento de humidificacion produjo una caida de la viabilidad de 1 unidad logaritmica en
todas las condiciones (Tabla 2.6).

En la Figura 2.7 se muestra la disminucién de la viabilidad (Log N/N,) de los microorganismos
equilibrados a 11, 22 y 33 % de HR durante el almacenamiento a 4 °C. Para analizar el efecto de los
FOS sélo durante el almacenamiento, se consider6 como N, (valor inicial de viabilidad) la
concentraciéon bacteriana luego de alcanzado el equilibrio con la atmdsfera de humedad controlada
(Tabla 2.6).

El almacenamiento a 11 % HR fue la mejor condicidn para todos los protectores (Figura 2.7A).
Aunque todos los protectores resultaron eficientes, su composicion mostré una fuerte influencia en
la estabilizacion de los microorganismos. Los FOS purificados o los FOS con pequefias cantidades de
monosacaridos (FOS obtenidos después de 2.5 y 24 h purificados de sintesis y FOS comerciales)
fueron los que mejor protegieron las bacterias durante el almacenamiento. Por el contrario, los FOS
sin purificar (es decir, FOS que contenian monosacdridos) resultaron menos eficientes en la
proteccion de los microorganismos durante el almacenamiento. La sacarosa mostré un

comportamiento intermedio (Figura 2.7).
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Tabla 2.6: Logaritmos de UFC/mL de los microorganismos antes y después de liofilizar en
presencia de FOS y después de la humidificacién a diferentes HR. Letras diferentes (a, b, cy

d) representan diferencias estadisticas significativas (p<0.05).

Tratamiento

Log UFC/mL

Control (no liofilizados)

8.74+ 0.14 (a)

Liofilizacidn en ausencia de protector

2.79+0.16 (d)

Liofilizacion con FOS 2.5 h
Humidificacion a 11% HR
Humidificacion a 22% HR

Humidificacion a 33% HR

8.68+0.00 (a)
7.65%20.04
7.98%0.75
8.10%0.71

Liofilizacién con FOS 2.5 h (purificado)
Humidificacién a 11% HR
Humidificacién a 22% HR
Humidificacién a 33% HR

6.28+0.10 (b)
5.84+0.00
5.54+0.00
5.67+0.04

Liofilizacién con FOS 24 h
Humidificacién a 11% HR
Humidificacién a 22% HR
Humidificacién a 33% HR

8.66+0.10 (a)
7.79+0.02
8.2740.71
7.79+0.02

Liofilizacién con FOS 24 h (purificado)
Humidificacién a 11% HR
Humidificacién a 22% HR
Humidificacién a 33% HR

5.76+0.19 (c)
4.70+0.07
4.71+0.05
4.98+0.07

Liofilizacién con FOS comerciales
Humidificacién a 11% HR
Humidificacién a 22% HR
Humidificacién a 33% HR

6.40+0.13 (b)
5.40+0.00
5.07+0.10
5.24+0.28

Liofilizacién con sacarosa
Humidificacién a 11% HR
Humidificacién a 22% HR
Humidificacién a 33% HR

8.58+0.20 (a)
8.58+0.00
8.14+0.03
8.58+0.05
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Figura 2.7. Caida de la viabilidad de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 liofilizado
en funcién del tiempo de almacenamiento a 4 °C. Se considerd N, al valor de viabilidad
luego de alcanzado el equilibrio con la atmodsfera de humedad controlada
correspondiente (Tabla 2.6). A: bacterias equilibradas a 11% HR; B: bacterias equilibradas
a 22 % HR; C: bacterias equilibradas a 33 % HR. N= UFC/mL de las muestras equilibradas,
durante el almacenamiento. Las lineas de punto corresponden a regresiones lineales.
Bacterias liofilizadas en presencia de: FOS obtenidos después de 2.5 h de sintesis
(triangulos llenos hacia arriba), FOS obtenidos después de 2.5 h de sintesis purificados
(triangulos vacios hacia arriba), FOS obtenidos después de 24 h de sintesis (circulos
llenos), FOS obtenidos después de 24 h de sintesis purificados (circulos vacios), FOS
comerciales (tridngulos hacia abajo vacios), sacarosa (cuadrados llenos).
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DISCUSION

Aunque la capacidad protectora de los FOS en los procesos de deshidratacién de bacterias
puede explicarse en base a su naturaleza quimica de carbohidratos, su eficacia ha sido demostrada
empiricamente, y no se han realizado estudios basicos para analizar el papel de cada oligosacarido
en la capacidad protectora de mezclas de FOS. En este capitulo se presentaron distintas condiciones
de sintesis para obtener mezclas de FOS de diferente composicién y el analisis de la capacidad
protectora de dichas mezclas en los procesos de deshidratacion de bacterias, comparando su
eficacia con protectores tradicionales como la sacarosa. El efecto protector de los FOS fue analizado
tanto durante la liofilizacidn como durante el almacenamiento, por lo que el papel de cada
oligosacarido presente en las mezclas se pudo interpretar en ambas etapas de conservacion.

En el capitulo | de este trabajo de tesis se demostré que la composicidn de los FOS obtenidos
mediante sintesis enzimatica puede ser modulada modificando la concentracidn inicial de sustrato
(sacarosa). Aunque DP3 es el oligosacarido producido con la mas alta eficiencia independientemente
de la concentracién inicial de sacarosa. Su contribucién relativa en la composicidn de FOS totales
depende de la contribucidn de otros FOS sintetizados de manera concomitante, como resultado de
reacciones enzimaticas acopladas. Como se indicé anteriormente, (Capitulo | seccién 1.1.1) la
sintesis enzimatica de FOS de cadena corta es un proceso complejo que involucra diferentes
reacciones de sintesis (transfructosilacion) e hidrdlisis, que se producen de forma simultanea (en
paralelo y en serie) a través de reacciones consecutivas desproporcionadas (Vega & Zuiiiga-Hansen,
2014). En estas reacciones, los FOS sintetizados en los primeros pasos actian como dadores y

aceptores de grupos fructosilos que conducen a la produccion simultdanea de FOS con DP mayor
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(DP,+1) y menor (DP,) (Jung et al., 1989). Cuando la disponibilidad de sacarosa (DP2) es alta, como
ocurre en el inicio de la reacciéon enzimatica, la reaccion se desplaza hacia la produccién de DP3
(DP541), con la liberacién de glucosa (DP,.;). Una vez alcanzada la conversién maxima de sacarosa,
DP3 actlia como dador y aceptor de un grupo fructosilo para producir DP4. Este ultimo actia como
dador y aceptor de un grupo fructosilo para producir DP5, sélo cuando DP3 comienza a disminuir
(Vega & Zuhiga-Hansen, 2014). Asimismo, la produccién de DP6 fue posible luego de tiempos
prolongados de sintesis (24 h) (Tabla 2.1). Este oligosacdrido se produce usualmente partir de la
hidrélisis de inulina pero su producciéon como resultado de la sintesis enzimatica de FOS no habia
sido lograda aun. Sin embargo, es importante tener en cuenta que luego de 24 h de sintesis se
observé una diminucidén de la tasa de transfructosilacién/hidrdlisis, lo cual se tradujo en un
incremento de la concentracion de monosacaridos (Tablas 2.1y 2.2).

En este capitulo se demostré que también se puede modular la composicién de las mezclas de
FOS deteniendo las reacciones enzimaticas luego de transcurridos diferentes tiempos de incubacion.
En este sentido, los productos obtenidos después de 2.5 h de sintesis combinaron alta concentracién
de sacarosa y DP3 con concentraciones relativamente bajas de DP4, mientras que los productos de
sintesis obtenidos después de 24 h presentaron una composicién mas heterogénea, que incluyd
DP3, DP4, DP5 y DP6. Debido a las marcadas diferencias en su composicién, las mezclas de FOS
obtenidas a 2.5 y 24 h de sintesis se seleccionaron para analizar el efecto protector de los FOS y
comprender el rol de los diferentes componentes en dicho efecto. Los monosacéridos presentes en
ambas mezclas se removieron usando una columna de carbono activado, lo que alterd la
composicion relativa de las mezclas (dando lugar a los FOS purificados) (Tabla 2.2). De esta manera,
se evalud el efecto de un total de cinco mezclas de FOS de diferente composicidn: FOS sin purificar y
FOS purificados obtenidos luego de 2.5 y 24 h de sintesis, y FOS obtenidos a partir de hidrdlisis de
inulina (FOS comerciales). Estos ultimos presentaron mayores concentraciones de DP6 y DP7, y
fueron comparables a los FOS purificados ya que la contribucidn de monosacaridos era muy baja
(Tabla 2.2).

La eliminacidn de los monosacaridos condujo a aumentos notables en la T, de las de las mezclas
de FOS (Tabla 2.3 y Figura 2.3). De hecho, las T, de los FOS purificados (tanto los obtenidos después
de 2.5 como los obtenidos luego de 24 h de sintesis) y las de los comerciales estuvieron entre 6 y 16
°C por encima de la T, de la sacarosa (usada como referencia) a las tres HRs ensayadas. En general,
las mezclas con oligosacaridos no ramificados de mayor DP presentan mayores T, que los mono-y
disacaridos, ya que la temperatura de transicién vitrea aumenta con el peso molecular y alcanza un

valor limite a pesos moleculares moderados. La ecuacién de Flory-Fox relaciona la T, de los
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polisacaridos con el peso molecular promedio (M,) de los mismos, y ha sido para el estudio de efecto
del peso molecular de maltodextrinas en la T, (Fox et al., 1950):
Tg (Mp) = Tg,ee - K/ M,

donde M, es el peso molecular, K, es una constante, T, .. es el valor limite de la T, para el mayor
peso molecular.

Considerando que los FOS purificados presentaron principalmente DP3, DP4 y DP5 en su
composicion, la contribucién total de éstos 86 % para ambas mezclas purificadas y 72 % para los FOS
comerciales, Tabla 2.2) se puede relacionar con los valores altos de las T,s. La presencia de DP6 y
DP7 en los FOS comerciales (20 % en total) probablemente contribuya a la elevada T, de dicha
mezcla (Tabla 2.1). Los FOS sin purificar presentaron valores de T, considerablemente menores
debido a la presencia de altas concentraciones de monosacaridos (23 y 35% para los FOS obtenidos a
partir de 2.5y 24 h de sintesis, respectivamente) (Roos & Karel, 1991).

La heterogeneidad quimica de los FOS seleccionados en este estudio nos proporcioné mezclas
de oligosacaridos de diferente grado de polimerizacion combinadas (o no) con monosacaridos. Las
diferentes propiedades termofisicas de dichas mezclas nos permitieron contar con un amplio
espectro de compuestos para analizar en detalle su efecto tanto en el proceso de liofilizacion como
en el almacenamiento.

La deshidratacion involucrada en el proceso de liofilizacion provoca dafios estructurales a
diferentes niveles, los cuales pueden ser subestimados si se analiza la eficiencia de los FOS
solamente mediante recuentos en placa. Por esta razén, las cinéticas de crecimiento de los
microorganismos liofilizados en las diferentes condiciones proporcionaron informacion acerca de la
capacidad bacteriana para reparar los dafios y recuperarse después de la liofilizacion. Dicha
capacidad se vio afectada en menor o mayor medida de acuerdo a la composicion del protector
usado (Figura 2.6). La determinacién del tiempo lag y la captacion de Pl aportaron informacidn sobre
los dafios globales y de membrana, respectivamente (Tablas 2.4 y 2.5). Se observé que los
microorganismos liofilizados en presencia de FOS no purificados (obtenidos luego de 2.5 y 24 h de
sintesis, y que contenian aproximadamente 44-45 % de monosacaridos y sacarosa) mostraron
tiempos lag mas cortos y mayores velocidades de acidificacién (Tabla 2.5), con una mejor capacidad
de recuperacion que las bacterias liofilizadas en presencia de sacarosa (empleada como referencia).
Por el contrario, las bacterias liofilizadas en presencia de FOS purificados o FOS comerciales
mostraron tiempos /ag mas largos y menores velocidades de acidificacion (Tabla 2.5). Dentro de este
grupo, los microorganismos liofilizados en presencia de FOS obtenidos luego de 2.5 h de sintesis y

posteriormente purificados presentaron tiempos lag mas cortos, seguidos por las bacterias
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liofilizadas en presencia de FOS comerciales y las liofilizadas en presencia de FOS obtenidos luego de
24 h de sintesis y posteriormente purificados.

Este comportamiento podria estar relacionado con la mayor contribucion de FOS de mayor DP
en las mezclas. Los FOS purificados obtenidos después de 2.5 h de sintesis estaban compuestos
principalmente por DP3 (59 %), y DP4 en menor proporcidn (24 %) (Tabla 2.2). A su vez, los FOS
purificados obtenidos después de 24 h de sintesis y los FOS comerciales tenian 65 y 61 % de
DP4+DP5+DP6, respectivamente (Tabla 2.2), con una cantidad considerablemente menor de DP3
(22-25 %, Tabla 2.2). En otras palabras, la mayor contribucidon de FOS de menor DP ejercié un mayor
efecto protector global durante la liofilizacién. Teniendo en cuenta los resultados de los tiempos lag
y las tasas de acidificacidon en su conjunto, es posible concluir que la presencia de monosacaridos en
la mezcla de FOS contribuyd a evitar dafios globales durante la liofilizacién. Este efecto protector
disminuyé a medida que aumento la contribucion de FOS de mayor DP en las mezclas, a juzgar por la
menor capacidad protectora de los FOS purificados, con mayores contribuciones de DP4, DP5 y DP6
(Tabla 2.2).

En cuanto a la captacién de PI, aunque todos los protectores resultaron eficientes en la
proteccion de la membrana comparados con los resultados obtenidos para las bacterias liofilizadas
en ausencia de ellos, los FOS purificados y la sacarosa resultaron significativamente mds eficientes
gue los FOS no purificados y los comerciales (p<0.05) (Tabla 2.4). La capacidad de la sacarosa para
interactuar con las membranas lipidicas sustituyendo moléculas de agua es bien conocida (Crowe et
al., 1998). Este es uno de los mecanismos que explicarian su capacidad de proteccién durante los
procesos de deshidratacion (hipdtesis de sustitucion de agua). Teniendo en cuenta la mayor
eficiencia de los FOS purificados para proteger las membranas bacterianas, puede conjeturarse que
el mayor contenido de DP3, DP4 y DP5 de los mismos (86-87 %) comparado con el de los FOS sin
purificar (53-56 %) permitié una interaccion mas fuerte con las cabezas polares de los fosfolipidos de
la membrana (Crowe et al., 1998). Por el contrario, la presencia de monosacaridos y de FOS de DP
mayor que DP5 (como ocurre en los FOS comerciales, donde DP6+DP7 suman 20 %) debilitaria su
capacidad para interaccionar con dicha estructura. Crowe et al. (1998) informaron que la interaccion
de azucares con membranas lipidicas [que lleva a una disminucidn de la temperatura de transicién
de fase de membrana (Tm), y en consecuencia justifica la hipdtesis de reemplazo de moléculas de
agua] estd determinada por su tamafio (Crowe et al., 1998). Asi, la rafinosa (DP3) es mas eficaz que
la trehalosa (DP2) y esta ultima, mas eficaz que la glucosa en la disminucién de la Tm en membranas
modelo de dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC) (Crowe et al., 1998). Hincha et al. (2003) llevaron a
cabo un estudio sistematico sobre el efecto de azlcares de la familia de la rafinosa [sacarosa (DP2),

rafinosa (DP3), estaquiosa (DP4) y verbascosa (DP5)] en la estabilizacion de liposomas preparados a
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partir de fosfatidilcolina, la cual estuvo directamente relacionado con su DP. Esta estabilizacién se
atribuyd a la mayor capacidad de azlcares con mayores DP para interaccionar con las membranas
lipidicas, y también a su mayor T, (Hincha et al., 2003).

Durante el almacenamiento, las bacterias estabilizadas a 11 % de HR presentaron la mejor
performance (Figura 2.7A). A dicha HR, no se observaron diferencias significativas en el efecto
protector de las cinco mezclas de FOS investigadas. El efecto protector durante el almacenamiento
de los FOS purificados y la mezcla comercial puede estar relacionado con sus altas Tgs (Tabla 2.3). La
eficiencia de los FOS no purificados durante el almacenamiento a 11 % de HR puede ser explicada
considerando que: a) la temperatura de almacenamiento (T,m) (4 °C) estuvo por debajo de su T,
(Figura 2.3), lo que asegurd que el almacenamiento fuera en estado vitreo (seccion 2.4.5); b) la
moderada concentracion de glucosa en los FOS sin purificar (especialmente en los obtenidos a partir
de 2.5 h de sintesis) (Tabla 2.1) puede también contribuir a la proteccién de las bacterias. La
influencia de la vitrificacion fue mejor observada cuando las bacterias fueron almacenadas a 22 y 33
% de HR. A 22 % HR, aunque T, estuvo por debajo de T, (Tabla 2.3, Figura 2.7A y B), los FOS sin
purificar evidenciaron una peor performnce que aquellos purificados (Figura 2.7B). Este
comportamiento puede explicarse considerando la menor diferencia en |T,m - Tg| (pardmetro
directamente relacionado con la estabilidad durante el almacenamiento) en los FOS sin purificar
(Roos & Karel, 1991). Por su parte, las muestras almacenadas a 33 % HR perdieron el estado vitreo
(Tam >Tg) vy se tornaron pegajosas (estado rubbery), lo cual impidié la evaluacién de su eficiencia
(Tabla 2.3, Figuras 2.7C).

En la Figura 2.8 se resumen los parametros analizados para los protectores investigados en
este capitulo, permitiendo observar de manera sencilla la influencia de la composicién de los FOS
sobre su capacidad protectora. Los parametros asociados al efecto de los FOS durante la liofilizacion
(tiempo lag y acidificacién del medio MRS, permeabilidad a Pl y pérdida de la viabilidad) se muestran
en la parte superior de la figura, y los relacionados al efecto de los FOS durante el almacenamiento
(pérdida de la viabilidad después de 60 dias de almacenamiento a 11 y 33 % HR y viabilidad
remanente luego de dicho tiempo de almacenamiento), en la parte inferior. Los valores
representados en cada vértice del octdégono representan la mejor performance para cada
parametro. Por consiguiente, cuanto mas préximo al vértice, mejor performance. Aunque los FOS sin
purificar mostraron mejor performance durante la liofilizacion y el almacenamiento a 11 % HR, su
baja T, imposibilité su uso como matrices vitreas durante el almacenamiento a 33 % HR.

Debido a que la vitrificacion es condicidén necesaria pero no suficiente para una buena
proteccion (Romano et al., 2015), diferentes autores propusieron el uso conjunto de polisacéridos

con alta T, (e.g., maltodextrina, almiddén) con azucares pequefios que no posean alta T, pero que
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interaccionen bien con la membrana (e.g., glucosa o sacarosa) como una estrategia adecuada de
preservacion (Hincha et al., 2007; Oldenhof et al., 2005; Crowe et al., 1998). Por esta razdn, se
puede concluir que el efecto de los FOS en la proteccidn bacteriana durante la deshidratacién resulta
del balance entre los monosacaridos, la sacarosa y los FOS de mayor DP en las mezclas: los azucares
pequefios son mas eficientes en proteger los lipidos de membrana, y los mas grandes favorecen la

formacion de estructuras vitreas.
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Figura 2.8. Representacion esquematica presentando el efecto de los FOS en cada parametro evaluado
(localizado en cada vértice del octégono). Las escalas son proporcionales a cada eje, cuanto mas externo
el valor, mejor la performance, para la preservacion o actividad bacteriana. Los pardmetros relacionados
con la liofilizacion se graficaron en la mitad superior de la figura. Estos corresponden a: tiempo lag y
velocidad de acidificaciéon en medio MRS, Permeabilidad a PI, pérdida de la viabilidad inmediatamente
después de la liofilizacion. N, es la viabilidad después de la liofilizacién y N, la viabilidad antes del
proceso. Los parametros relacionados al almacenamiento fueron graficados en la mitad inferior del
octégono. Estos corresponden a: Pérdida de la viabilidad después de 60 dias de almacenamiento a 11 y
33 % HR, y viabilidad remanente después de dicho tiempo de almacenamiento. N, es la viabilidad al
inicio del almacenamiento (tiempo igual a 0) y N, la viabilidad después de 60 dias de almacenamiento.
Los simbolos representan liofilizaciéon en presencia de: FOS obtenidos a partir de 2.5 h de sintesis,
purificados (triangulos vacios hacia arriba) o no (triangulos llenos hacia abajo); FOS obtenidos a partir de
24 h de sintesis, purificados (circulos vacios) o no (circulos llenos); FOS comerciales (triangulos vacios
hacia abajo), sacarosa (cuadrados llenos). Cultivos frescos (diamantes semi llenos) fueron usados como
control. La flecha cerca de los simbolos indica el aumento de la Tgpara los sacaridos bajo estudio.
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CONCLUSIONES

En este capitulo, se evalud la capacidad protectora de mezclas de FOS de diferente composicién.
Los resultados obtenidos mostraron claramente la complementariedad de las dos hipdtesis de
conservaciéon: los azlcares mas pequenos resultaron mas eficientes en la proteccién de las
membranas lipidicas, y los de mayor peso molecular presentaron mejores propiedades de
vitrificacion. De acuerdo a nuestro conocimiento, ésta es la primera vez que se racionaliza el efecto
de los componentes de mezclas de FOS sobre la proteccidn de bacterias lacticas deshidratadas.

La modulacidon de la sintesis enzimatica a partir de sacarosa aparece como una alternativa
practica y sustentable para la produccidon de FOS. Por esta razdn, los resultados obtenidos en este
capitulo representan un sélido soporte para el disefio de FOS que combinen propiedades prebidticas
y mejor capacidad protectora. Asimismo, el estudio termofisico de los FOS a diferentes HRs y su rol
durante el almacenamiento de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 permite seleccionar las
condiciones 6ptimas de preservacién, en vista de su aplicacién en el desarrollo de alimentos

funcionales.
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CAPITULO llI

Secado de L. delbrueckii subsp. bulgaricus
CIDCA 333 en microondas y vacio a escala
piloto. Efecto de FOS como protectores



Capitulo Il - Secado de L. delbrueckii en microondas y vacio. FOS como protectores

INTRODUCCION

Se estima que el mercado mundial de los cultivos starters mueve alrededor de 250 millones de
ddlares por afio (Hansen, 2002), siendo las bacterias lacticas el grupo mas importante
(Santivarangkna et al., 2007). La gran importancia de este mercado hace necesario contar con
métodos adecuados para la preservacion de los microorganismos. Entre éstos, la liofilizacion es el
método mas empleado en la deshidratacion y preservacion de microorganismos. La baja
temperatura del proceso y el bajo potencial de oxidacién lo hacen adecuado para la deshidratacién
de starters (Ahmad et al., 2012). Sin embargo, el proceso de liofilizacion es largo (48 a 96 h) y
requiere la congelacién previa de las muestras (en un proceso tipico las células son primeramente
congeladas a -196 °C en nitrégeno liquido y luego secadas por sublimaciéon bajo alto vacio).
Adicionalmente, deben ser considerados el costo de los equipos y los altos requerimientos
energéticos, que encarecen el proceso a escala industrial (Ahmad et al., 2012).

En este contexto, se han desarrollado diferentes alternativas de secado para disminuir los costos
de preservacion. Entre éstas, pueden distinguirse dos grupos principales: a) procesos que se
desarrollan a presion atmosférica (ej. secado en spray) y b) procesos que se desarrollan por debajo
de la presidon atmosférica (ej. secado en lecho fluidizado y secado en vacio).

Los mecanismos de inactivaciéon que ocurren en cada caso actlan de modo diferente (Lievense
et al., 1994). El secado en spray ha sido el mas extendido a nivel industrial debido a la rapidez y la
capacidad de produccion continua, aspecto destacable cuando se necesita procesar grandes

cantidades de biomasa (Santivarangkna et al., 2007).
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En lo que respecta al secado por lecho fluidizado, se han realizado pocos estudios con bacterias
lacticas. El mayor inconveniente es que sélo pueden ser secados materiales granulados, y por lo
tanto las células bacterianas deberian ser encapsuladas o atrapadas en un material soporte tal como
leche descremada, almiddn de papa, alginato o caseina (Santivarangkna et al., 2007).

El secado en vacio es adecuado para el procesamiento de materiales termosensibles, ya que la
humedad puede ser removida de los starters a baja temperatura. A modo ilustrativo, es importante
tener en cuenta que si el punto de ebullicién del agua es 100 °C a 100 kPa (1 atm), su equivalente a 1
kPa es 8 °C. Adicionalmente, las reacciones de oxidacién pueden minimizarse, lo cual representa una
importante ventaja para la deshidratacion de microorganismos sensibles.

A pesar de los bajos requerimientos de energia y la eficacia en la recuperaciéon de starters
deshidratados por este método (comparable con otros procesos de deshidratacién) (King & Su,
1993), el secado por vacio no ha sido usado extensivamente, probablemente debido a que éste es
regularmente un proceso en batch. Asimismo, otra desventaja es el largo tiempo de procesamiento
(20 — 100 h) comparado con otros procesos como el secado en spray (pocos segundos) o en lecho
fluidizado (3 — 4 h). No obstante, estas desventajas pueden ser sorteadas usando un secador con
vacio continuo. Hayashi et al. (1993) desarrollaron un secador de vacio continuo, en el cual el costo
del secado es el 30 % del costo del secado en un liofilizador. Este secador de vacio en continuo es
capaz de deshidratar material hasta un 1 a 4 % de humedad (base seca) a 40 °C entre 5y 10 min. Los
productos asi deshidratados no son mayormente afectados por la oxidacién y muestran buena

dispersibilidad (Santivarangkna et al., 2007).

3.1.1 El secado por microondas y vacio

El secado por microondas y vacio representa una solucién innovadora para reducir los tiempos
de secado requeridos por el secado en vacio. En esta variacion, el agua es removida por la
combinacion del uso de microondas (también llamada “energia radiante” o “radiacidn no ionizante”)
y vacio (Scaman & Durance, 2005).

La energia electromagnética de las microondas penetra la muestra (suspensidn de starters) y es
convertida en energia cinética intermolecular. De esta manera, el calor se genera directamente en el
interior de la muestra a secar (Noorbakhsh et al., 2013). Las moléculas que absorben microondas son
aquellas cargadas o que tienen enlaces covalentes con momento dipolar distinto de cero (uz0) como
el agua (Durance & Yaghmaee, 2011; Ahmad et al., 2012).

La energia de microondas penetra dentro del material volumétricamente, es decir sobre todo el

producto, y es preferentemente absorbida por las partes con mayor humedad. Esto es
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especialmente importante en muestras sensibles a la temperatura, las cuales pueden ser
deshidratadas adecuadamente, ya que es posible controlar la temperatura predefiniendo la presion
de la cdmaray la potencia de las microondas.

El secado por microondas y vacio ha sido usado con éxito en diferentes aplicaciones, entre los
gue pueden mencionarse procesos farmacéuticos, procesamiento de muestras histoquimicas, etc.
(Scaman & Durance, 2005). Sin embargo, no ha sido usada extensivamente en la deshidratacion de
starters. En este sentido, Kim et al. (1995) estudiaron el efecto de la temperatura y la actividad de
agua en los valores de D (tiempo de reduccidon decimal, es decir, el tiempo requerido a una
temperatura especifica para matar el 90 % de la poblacidon bacteriana) en cultivos bacterianos en
yogurt secado por microondas y vacio. Dichos autores observaron una mayor supervivencia de los
microorganismos deshidratados por microondas y vacio en relacién a los secados en spray o
liofilizados.

Ahmad et al. (2007 y 2012) mostraron que la viabilidad de los microorganismos secados en
microondas y vacio depende del tipo de protector y su concentracion, del tiempo y la temperatura
del proceso de secado y del contenido de humedad del material seco al final del proceso. Esto indica
que el proceso de secado por microondas y vacio debe ser optimizado para mejorar las condiciones
de secado y obtener una mayor viabilidad de los microorganismos.

En resumen, el secado por microondas y vacio constituye un método de gran utilidad para la
preservacion de starters y presenta las siguientes ventajas:

a) el calentamiento selectivo de las moléculas de agua sin afectar la matriz,

b) lardpida disipacién de la energia a través del material,

c) una relativa menor migracidon de compuestos solubles en agua,

d) menores temperaturas del producto durante el proceso de secado,

e) un incremento en la velocidad de secado, resultando en una drastica reduccion del
tiempo de proceso.

Las ventajas mencionadas resultan en un dafio minimo del producto final comparado con otros
métodos de secado convencional que conllevan un aumento en la temperatura del producto
durante el proceso (Scaman & Durance, 2005; Durance et al., 2006; Ambros et al., 2016).
Adicionalmente, la reduccidon de los costos energéticos de la deshidratacion contribuye al uso
eficiente de la energia en un modo amigable con el medio ambiente, uno de los principios centrales
de la Quimica Verde.

En base a lo expuesto, en este capitulo se decidid utilizar el secado por vacio y microondas para
la preservacion a escala piloto de la cepa Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333

empleando FOS como protectores.
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OBJETIVOS

e Optimizar las condiciones de fermentacién a escala piloto de Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus CIDCA 333

e Estudiar la capacidad protectora de una mezcla comercial de FOS durante la
deshidratacién de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 en microondas

y vacio a escala piloto.

El trabajo experimental se realizé en la Catedra de Ingenieria de Procesos Alimentarios y
Tecnologia Lactea (Lehrstuhl fiir Lebensmittelverfahrenstechnik und Molkereitechnologie) de Ia
Technische Universitat Minchen (Alemania) bajo la direccidn del Prof. Dr. Ing. Ulrich Kulozik, en el
marco de un proyecto de cooperacidon internacional entre CONICET vy la Deutsche

Forschungsgemeinschaft (DFG) (res. 1962/14).
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Capitulo Il - Secado de L. delbrueckii en microondas y vacio. FOS como protectores

MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Microorganismo

Se trabajé con la cepa L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333, aislada previamente en
nuestro laboratorio a partir de un starter comercial (Gdmez-Zavaglia et al., 1999). El cultivo stock se
preservé en crioviales a -80°C, usandose leche descremada 12 g/L como crioprotector. Los cultivos
de trabajo se obtuvieron reactivando la cepa en medio MRS (inéculo del 2 % v/v) a 37 °C en

aerobiosis (sin agitacién) durante 20h.
3.3.2 Optimizacién de las condiciones de crecimiento y el medio de cultivo

Los ensayos de fermentacién se realizaron en un fermentador Biostat C plus (Startorius,
Alemania) con un volumen maximo de fermentacién de 15 L. El crecimiento del cultivo a lo largo del
tiempo se siguid online colectando los valores de pH del medio mediante un sensor de pH dentro del
fermentador cada 3 min. La temperatura de incubacion fue de 37 °C y se ensayo el crecimiento en
condiciones estaticas o de agitacion mediante paletas a 100 rpm. En ningln caso se administrd
oxigeno o didxido de carbono.

Un cultivo en fase exponencial (8 h de incubacidn) se inoculé en 12 L de medio MRS (de Man et

al., 1960), o MRS modificado con lactosa 20 g/L 6 36 g/L (preparado reemplazando la glucosa por
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lactosa como fuente de carbono). En todos los casos la densidad dptica (A= 600 nm) inicial del cultivo

se ajusté a 0.30. La fermentacion se detuvo bajando la temperaturaa 0 °C.

3.3.3 Obtencion de la suspensiéon de microorganismos

Luego de la fermentacién se cosecho el cultivo por centrifugaciéon a 4000 g durante 15 mina 0 °C
(12 L por cultivo, 2 L cada vez). El pellet obtenido se lavd tres veces con agua destilada estéril
adicionando 200 mL por lavado. Finalmente, se lo resuspendié en agua destilada estéril de tal modo
gue el contenido de materia sélida fuera del 6 %. La suspensidn celular se conservé a 0 °C hasta su

utilizacion.

3.3.4 Efecto de la concentracion de FOS

Para evaluar el efecto de los FOS durante el secado se prepararon muestras a partir de la
suspension concentrada de bacterias (25 g por muestra, contenido 6 % de materia sdlida). Se
ensayaron concentraciones crecientes de FOS de 0, 10, 25, 50, 75 y 100 % p/p. La cantidad
oligosacaridos adicionados se establecid considerando el contenido de materia sélida de cada
suspension (e.g., para la condicion FOS 10 % p/p, se agregaron 0.15 g de FOS a 25 g de suspension
celular con un contenido de 6 % de materia sélida).

Como control se prepard una muestra en buffer fosfato salino (PBS; K,HPO,/KH,PO,4; 0.15 mol/L

NaCl, pH 7) con un 6 % de masa sélida sin agregado de FOS.

3.3.5 Condiciones de secado

El secado se realizé en un secador de microondas y vacio a escala piloto u VAC0150fd Piischner
Microwaves (Schwanewede-Bremen, Alemania). Las microondas se administraron por pulsos, de
modo tal que la temperatura de la muestra (suspensién de lactobacilos) no superara los 30 °C. La
temperatura se monitoreé durante todo el proceso mediante un sensor de infrarrojo (Figura 3.5). Se
administré una potencia de microondas de 1 W/g de muestra y 7 mbar de presién de vacio. El
proceso de secado se detuvo cuando la muestra alcanzé un valor de peso constante (aprox. 2.5 a 3
h). Las condiciones de secado usadas en este trabajo fueron previamente establecidas por el grupo

aleman para la cepa L. paracasei F19 (Ambros et al., 2012 y 2013).
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3.3.6Actividad de agua (a,,; water activity)

Los valores de a,, se determinaron al finalizar el proceso de deshidratacion en el equipo Aqualab

4TEV (Decagon Devices, Inc; Estados Unidos) dotado con sensor por punto de rocio a 25 °C.

3.3.7 Determinacion del contenido de agua — Titulacion de Karl Fischer.

Aproximadamente 100 mg de muestra deshidratada se emplearon para la titulacién. Esta se
realizé a 50+1°C con un titulador volumétrico Karl Fischer Titroline 7500 KF (Schott, Alemania),
aplicando la técnica de un componente con HYDRANAL-Composite 5 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

Estados Unidos) y empleando como solvente metanol/formamida (1:1).

3.3.8 Viabilidad y daino de membrana

Luego del secado las muestras fueron resuspendidas en agua destilada estéril a 37 °C y
mantenidas a esta temperatura durante 5 min en agitacién orbital a 100 rpm para facilitar la
rehidratacion. Sobre las suspensiones rehidratadas se determiné:

a) Viabilidad:

Se realizaron diluciones seriadas (factor de dilucion: 10). Se sembraron 10 pyL de cada
dilucion en agar MRS por duplicado utilizando el método de la gota (Herigstad et al., 2001). Luego de

72 h de incubacidon a 37 °C en aerobiosis, se realizé el recuento de viables (UFC/mL de suspension).

b) Integridad de membrana
La integridad de membrana de las células deshidratadas se determiné usando el kit LIVE/DEAD
BacLight® (Thermo Fisher, Waltham, MA Estados Unidos) en las condiciones descriptas en el capitulo

Il (seccion 2.3.7).

2.3.9 Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron por duplicado. Las diferencias relativas fueron
reproducibles independientemente del cultivo utilizado. Los resultados obtenidos se
analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) con el programa Infostat v2009 (UNC,

Cérdoba, Argentina). La comparacion de medias se realizé aplicando el test de medias LSD
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de Fisher. Para valores de p<0.05 las diferencias fueron consideradas estadisticamente

significativas.
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RESULTADOS

3.4.1 Optimizacion de la fermentacidn a escala piloto

La alta sensibilidad de la cepa L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 ante cualquier proceso
de preservacion (Tymczyszyn et al., 2012) la convierte en un modelo adecuado para evaluar el efecto
de distintos agentes protectores. Sin embargo, su baja produccién de biomasa y su sensibilidad a
cambios en las condiciones de crecimiento representan una desventaja al trabajar con esta cepa. Por
ello, para maximizar el rendimiento en biomasa, se decidid optimizar las condiciones de
fermentacién considerando dos aspectos:

i Administracion de agitacion.

ii. Cambio de la fuente de carbono.

Las fermentaciones se realizaron en un fermentador de acero inoxidable de 15 litros de
capacidad (12 L volumen de fermentacion) y agitacidén por paletas (Figura 3.1). La temperatura se
mantuvo constante a 37 °C mediante un sistema de refrigeracién por camisa y se monitored el pH
mediante un sensor en el interior del cilindro de fermentacién. Los componentes del medio de
cultivo fueron adicionados en el fermentador, se ajusté el pH a 6.5 y se esterilizd in situ (121 °C, 1
atm de presién, 15 min). La fuente de carbono (glucosa o lactosa) fue esterilizada por separado y
agregada inmediatamente antes de iniciar la fermentacién. En todos los casos, se empleé como
inéculo un cultivo activo en fase exponencial tardia (8 h de incubacidn). La densidad éptica a 600 nm

(DOgponm) al inicio de la fermentacion se ajusto a 0.30.
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Figura 3.1. Fermentador de acero inoxidable Biostat C Plus (Startorius, Alemania) de 15
L de capacidad, control automatico de pH, agitacidon y temperatura.

i. Administracion de agitacion:
Considerando que L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 es anaerobio facultativo (Gémez-

Zavaglia et al., 1999), se analizé el efecto de la administracién de agitacién por paletas a 100 rpm. En

la Figura 3.2 se muestran las cinéticas de acidificacién en medio MRS en condiciones estaticas (linea
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negra) y de agitacion (linea azul). El monitoreo de la cinética fue continuo, los valores de pH fueron

tomados cada 3 min.
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Figura 3.2. Cinéticas de acidificacion de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 en
medio MRS. Sin agitacion (curva negra continua). Con agitaciéon a 100 rpm (curva azul
continua). Las curvas en trazo discontinuo corresponden al ajuste matematico de las
cinéticas, realizado para obtener los parametros de crecimiento. Los valores de pH
fueron registrados cada 3 min. Se grafican valores promedio de dos ensayos
independientes, DS £0.1 U.A. de pH.

A partir de los valores experimentales de las cinéticas de fermentacién y aplicando el ajuste
matematico descripto en el capitulo Il (Ec. 2.1 pagina 88) para la cinética de acidificacidn del medio
de cultivo, se obtuvieron los pardmetros cinéticos relacionados con el crecimiento en las condiciones
ensayadas y se calculd: el tiempo de duracién de la fase lag (ti,), la velocidad de acidificacion del

medio (r,) y el tiempo al cual se inicia la fase estacionaria (t.), Tabla 3.1.

Pagina | 118



Capitulo Il - Secado de L. delbrueckii en microondas y vacio. FOS como protectores

Tabla 3.1. Parametros cinéticos de fermentacion.

., tlag I’am test pr R2
Cemelele (h) (U.A. /h) (h)  (U.A)
MRS sin agitacion 5.57 0.11 22.86 4.33 0.998
MRS agitacién 100 rpm 5.89 0.16 18.55 4.24 0.998
t,,: duracion de la fase lag t.: inicio de la fase estacionaria.
r.m: velocidad de acidificacion del pH;: pH al final de la fermentacién

medio.

En ambas condiciones, la duracién de la fase lag (adaptacion al medio), se extendid
aproximadamente por 6 horas.

Durante la fase exponencial, el valor obtenido para la velocidad de acidificacion del medio fue
mayor en condiciones de agitacion (r,, = 0.16 h™), indicando que mas células se encontraban
metabdlicamente activas. Por el contrario, en condiciones estaticas fue menor (r,, = 0.11 h™),
denotando menor actividad metabdlica. Esta diferencia en las velocidades de acidificacién se reflejo
en los valores de t., ya que la fermentacidn en agitacion alcanzé mas rapido la fase estacionaria (t.:
=18.55 h).

Al final de la fermentacidn el pH del medio en condiciones estdticas fue ligeramente mas alto
que en agitacion, lo cual es consistente con los valores de los demas parametros (pH; = 4.33).

Los resultados indican que la administracién de agitacion suave no afectd negativamente el
crecimiento de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333, sino que por el contrario, los
microorganismos crecieron mejor que en condiciones estaticas. La mayor diferencia en los
parametros analizados fue en t.s, ya que el cultivo en agitacion alcanzé la fase estacionaria cuatro
horas antes que el incubado en condiciones estaticas.

Las diferencias observadas entre las condiciones ensayadas podrian ser atribuidas al volumen de
fermentacién. En condiciones estaticas, las células se acumulan en el fondo del fermentador sin
posibilidad de acceder al medio fresco. Como consecuencia, la cinética se ve retrasada.

En ensayos posteriores las fermentaciones se realizaron en agitacion a 100 rpm.
ii. Cambio de la fuente de carbono
De acuerdo con Chervaux et al. (2000), L. delbrueckii subsp. bulgaricus muestra-una mayor

velocidad de crecimiento en medios de cultivo con lactosa en lugar de glucosa como fuente de

carbono. Con el objetivo de mejorar el rendimiento en la fermentacién, se analizé el efecto del
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reemplazo de la fuente de carbono en el medio. En la Figura 3.3, se muestran las cinéticas de

acidificacion en glucosa 20 g/L (linea negra) o en lactosa 20 g/L (linea azul).

7.0
6.5
6.0-
5.5-

3-0 v I v I v I v I v I v I v I v I
5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo (h)

Figura 3.3. Cinéticas de acidificacion de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 en
medio MRS. Con glucosa 20 g/L como fuente de carbono (curva negra continua) o
lactosa 20 g/L (curva azul continua). Los valores de pH fueron registrados cada 3 min.
Se grafican valores promedio de dos ensayos independientes, DS £0.1 U.A. de pH.

En la Figura 3.4 se muestran las cinéticas correspondientes a las fermentaciones en medio
MRS con lactosa en concentraciones de 20 (linea negra) 6 36 g/L (linea azul).

El reemplazo de lactosa por glucosa disminuy6 a la mitad la duracién de la fase lag (t..,g = 2.59 h).
Por su parte, el aumento en la concentracion de lactosa a 36 g/L no produjo cambios significativos
en los parametros de fermentacién (Tabla 3.2).

La velocidad de acidificacion fue mayor en los medios formulados con lactosa, lo cual era
esperable considerando que el metabolismo de este género esta mejor adaptado a la lactosa como
fuente de carbono (Chervaux et al., 2000).

En cuanto al inicio de la fase estacionaria, el empleo de lactosa disminuyd considerablemente el
valor de t.. En este medio, la fase estacionaria se adelantd 4 horas con respecto al cultivo con

glucosa.
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Figura 3.4. Cinéticas de acidificacion de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 en
medio MRS: suplementado con lactosa 20 g/L (curva negra continua) o lactosa 36 g/L
(curva azul continua). Las curvas en trazo discontinuo corresponden a los ajustes
matematicos. Los valores de pH fueron registrados cada 3 min. Se grafican valores
promedio de dos ensayos independientes, DS £0.1 U.A. de pH.

Tabla 3.2. Parametros cinéticos de Fermentacion.

Condicion tiag l am

(hy  (UA/h)  (h)  (U.A)

test pr R?

MRS glucosa 20 g/L 5.89 0.16 1855 4.24 0.998
MRS lactosa 20 g/L 2.59 0.19 1499 4.23 0.996
MRS lactosa 36 g/L 2.55 0.18 15.01 4.18 0.997

tiog: duracion de la fase lag medio. ¢, Inicio de la fase estacionaria .

r.m: velocidad de acidificacion del  pHg: pH al final de la fermentacion

En la Tabla 3.3 se listan las condiciones seleccionadas a partir de la optimizaciéon para la

obtencion de biomasa del starter.
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Tabla 3.3. Condiciones de crecimiento optimizadas para L. delbreueckii subsp.
bulgaricus CIDCA 333 a escala piloto.

Medio de cultivo MRS lactosa 20 g/L
Agitacion 100 rpm
Temperatura de incubacion 37°C
Tiempo de incubacion 16 h

En estas condiciones, a partir de un cultivo de 12 L se obtuvo un rendimiento en gramos de

biomasa (materia seca) por litro de medio de cultivo de (0.42+0.14) g/L, siendo el nimero de células

viables (7.38 + 2.09) x 10 UFC/mL.

3.4.2 Secado de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 en vacio asistido por microondas.

3.4.2.1 Equipo y condiciones de secado

Los ensayos se realizaron en el equipo u VAC0150fd provisto por la empresa Puschner

(Schwanewede-Bremen, Alemania) disefiado para operacion a escala piloto (Figura 3.5). El proceso

se inicié descendiendo la presion de la cdmara de vacio a 7 mbar. Luego se aplicé energia radiante

(microondas) hasta que la muestra alcanzoé peso constante. A continuacion se describen los aspectos

mas relevantes:
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Las muestras: las suspensiones del lactobacilo con o sin el protector fueron
fraccionadas en recipientes de vidrio. Cada recipiente contenia 25 g de suspension y
los ensayos se realizaron por duplicado. En cada sesién se secd un total de 100 g de
suspension.

La energia radiante: el sistema magnetrén — circulador — antena de microondas
administré la energia en pulsos transversalmente sobre la muestra (Figura 3.5 B).

La temperatura: la temperatura del producto se controlé mediante los sensores de
fibra dptica y el sistema de calefaccion de pared (Figura 3.5 A), y no superé los 30 °C.
En la Figura 3.6 se ilustra el control de la temperatura durante el ciclo de secado.
Control del peso de la muestra: mediante una balanza digital colocada en la base de
la bandeja de secado se monitored el peso de la muestra a lo largo del proceso
(Figura 3.5 B). Una vez que la muestra alcanzd peso constante se termind el ciclo de

secado.
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Figura 3.5. Secador u VAC0150fd Puschner. A. Esquema del secador: (1) Pirémetro, (2)
Sensores de fibra optica para medicidon de la temperatura, (3) Antena de microondas, (4)
Sensor de presidn, (5) Circulador, (6) Magnetron (1.2kW/2450MHz), (7) Camara de vacio, (8)
Balanza digital y (9) Calefacciéon de pared. B. Imagen del sistema de generacion de
microondas (lateral a la camara de vacio): las microondas se generan en el magnetron
(inferior), atraviesan el circulador, y se dirigen hacia la antena de microondas, que las
distribuye en la cdmara de vacio. C. Imagen frontal del equipo de secado: se observa la
compuerta de la cdmara de vacio, que contiene un revestimiento interno de grafito para
evitar el escape de radiacion. En la parte superior se ve el tablero de comandos.
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Figura 3.6. Grafico de Potencia de microondas de entrada (1 W/g), temperatura y humedad del producto
en funcion del tiempo de secado. Adaptado de Ambros et al., 2016.
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3.4.2.2 Efecto de la concentracidon de FOS durante el secado

A partir de una suspension de lactobacilos (contenido de materia sélida: 6.5 %) se prepararon
muestras de 25 g cada una. La masa de FOS adicionada se calculé considerando la masa

correspondiente a la materia seca en 25 g de suspension (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Cantidad de FOS adicionada cada 25 g de muestra.

[FOS] (%p/p) 8FOS/258,q
0 0
25 0.406
50 0.815
75 1.219
100 1.625

Las muestras fueron deshidratadas de acuerdo a lo descripto previamente. En la Tabla 3.5y la
Figura 3.7 se muestran los valores del contenido residual de agua (rwc) y la actividad de agua (aw)
para las condiciones ensayadas. Los valores corresponden al promedio de datos obtenidos en dos
sesiones de secado independientes. En todos los casos, las muestras alcanzaron peso constante a los

90 min de iniciado el proceso.

Tabla 3.5. Contenido de agua residual (rwc) y aw de las muestras deshidratadas

en presencia de FOS.

[FOS] (%p/p) rwc (8/1008,estra) aw
0 6.85 +0.10 0.21 +0.02
25 7.93+0.12 0.24 +0.01
50 8.52 +0.19 0.26 + 0.03
75 8.6 +0.24 0.26 £ 0.01
100 11.9140.13 0.37 +0.03

El menor valor de humedad se observd en la muestra deshidratada sin FOS, indicando que los
azucares interfieren en la desorcion del agua de la muestra. Por su parte, para concentraciones bajas
a medias de FOS, si bien la humedad aumenté significativamente (en promedio, rwc: 8.35, aw: 0.24),

los valores observados fueron consistentes con los informados por otros autores [Kim et al., 1997
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Ahmad et al., 2012; Ambros et al., 2016). Cuando se usé FOS en concentraciones elevadas (100 %
p/p) se observé un aumento significativo del rwc y aw (Figura 3.7A y B), indicando un mayor efecto

de los azucares sobre la desorcion del agua.

>
vy)

0.45-
C
12- — b
g % 0.401
811
S’E 101 0.35-
£ b b g
< 9 . b 2 =" 0,30 a .
o ¥ 7 % % 0254 a ;} ”””” ¢
g 7 2 }
N % 0.20-
512 . . , / 0.154— . ; : .
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
[FOS] (% p/p) [FOS] (% p/p)

Figura 3.7. Contenido de humedad de las muestras deshidratadas. A. Contenido de agua residual
(rwc) determinado por el método de Karl Fischer. B. Actividad de agua (aw) del producto medida a
25°C. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

En lo que respecta a la supervivencia de los lactobacilos, en la Figura 3.8 se muestra la pérdida
de la viabilidad, expresada como los valores de logaritmo del cociente del nimero de UFC luego del
secado (N) sobre el nimero de UFC iniciales (Ng), en funcion de la concentracidon de FOS empleado
como protector.

En funcidn de los valores de humedad y aw se observan tres grupos. Un primer grupo estd
integrado por la condicion sin proteccidn, donde se observé la mayor caida en la viabilidad (5.35
unidades logaritmicas). Dicho valor es comparable con los valores registrados para la liofilizacion del
starter (5.95 unidades logaritmicas, Tabla 2.4 del Capitulo Il). Un segundo grupo esta integrado por
las bacterias secadas con la concentracién mas alta de FOS (100 % p/p), la cual mostré la menor
caida en la viabilidad (2.85 unidades logaritmicas) pero el mayor contenido de humedad. Por ello no
puede ser ponderado con los demas. Finalmente, el tercer grupo esta integrado por las bacterias
secadas con concentraciones intermedias de FOS, que mostraron valores promedio similares de aw y
humedad. Como se observa en la Figura 3.8, la mayor concentracién intermedia (FOS 75 % p/p)
mostré la menor caida de la viabilidad (3.20 unidades logaritmicas), diferenciandose

significativamente de las concentraciones mas bajas (FOS 25 y 50 % p/p) (p<0.05).
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Figura 3.8. Decaimiento logaritmico de la viabilidad (Log;,N/N,) en funcién de la
concentracion de FOS. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

En este sentido, el empleo de FOS comerciales demostré un efecto protector similar al
observado durante la liofilizacién (caida de 2.34 unidades logaritmicas con respecto al cultivo fresco
(Tabla 2.4 del Capitulo IlI). Con respecto al dafio de membrana no se observé diferencias
significativas (p>0.05) en la captacion de PI, e independientemente de la concentracién de FOS

empleada el daiio promedio fue del (25.14 + 2.45) %.
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DISCUSION

La produccidn de starters de fermentacion resulta de gran importancia para la industria de los
alimentos y farmacéutica (Hansen, 2002). Aspectos como el rendimiento en biomasa y los métodos
de preservacién (i. e., deshidratacion, congelacidon) son relevantes en esta actividad, donde la
viabilidad de los microorganismos starters se traduce luego en estabilidad durante el
almacenamiento y mayor actividad metabdlica durante el proceso de fermentacién. Asimismo, la
optimizacion de los métodos de preservacion permite disminuir los costos de produccidn,
almacenamiento y transporte. En este sentido, la investigacion y el desarrollo de nuevas técnicas de
preservacion resultan de suma importancia en dicha actividad. En este capitulo se buscé analizar el
efecto protector de FOS comerciales en la preservacion de una cepa modelo, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus CIDCA 333, cuya sensibilidad a los procesos de estrés propicia su uso en este estudio.
Como método de preservacion se escogio el secado por microondas y vacio, una técnica novedosa
gue combina la energia de las microondas, que penetra la muestra y se convierte en energia cinética
intermolecular generando calor directamente en el interior de la muestra y el vacio, un proceso
adecuado para el procesamiento de materiales sensibles a la temperatura y a la oxidacion (Ambros
et al., 2016).

En el capitulo Il se estudid el efecto protector de los FOS en la deshidratacién de L. delbrueckii
subsp. bulgaricus CIDCA 333 por liofilizaciéon, siendo las mezclas de FOS con monosacdridos las mas
eficientes en la proteccion durante el proceso de liofilizacidon, y las mezclas puras mas eficientes en
la estabilizacién durante el almacenamiento (Romano et al., 2016). En este sentido, el empleo de
FOS comerciales demostré un efecto protector moderado durante la liofilizacién. No obstante, al

igual que los FOS obtenidos por sintesis y luego purificados, los FOS comerciales mostraron un
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adecuado efecto estabilizador durante el almacenamiento en un rango de humedades relativas de
0.11 a 0.33 (Figura 2.7). Por tal motivo, para la aplicacidn a escala piloto descripta en este capitulo se
empled la mezcla comercial considerando el compromiso entre el efecto protector durante el
proceso de preservacién y el efecto estabilizador durante el almacenamiento, en vista de la
aplicacion de dichos protectores en la preservaciéon de starters a escala industrial.

En primera instancia se trabajé en la puesta punto de las condiciones de fermentacion del
starter. Teniendo en cuenta que las condiciones de crecimiento a escala piloto distan de las
empleadas habitualmente en el laboratorio, de la optimizacién se desprendid que L. delbrueckii
subsp. bulgaricus CIDCA 333 se desarrolld6 mejor en MRS formulado con lactosa, y que la
administracién de agitacion suave no afecté el crecimiento de la cepa, sino que por el contrario, los
microorganismos crecieron mejor que en condiciones estaticas.

En lo que respecta al proceso de secado, la posibilidad del control pulsado de las microondas
permitido mantener la temperatura del producto baja, limitando el dafio de las células (Figura 3.6). La
mezcla comercial de FOS ejercid un efecto protector durante la deshidratacion de L. delbrueckii
subsp. bulgaricus CIDCA 333 y dicho efecto fue dependiente de la concentracidn (Figura 3.8). En las
muestras con concentraciones elevadas de FOS [100 % p/p (con respecto al contenido de masa seca
de la muestra)] se observé un mayor contenido de agua residual al final de la deshidratacién (Figura
3.7), evidenciando un efecto de los azucares sobre la desorcién del agua durante la deshidratacion.
En este sentido, Drouzas et al. (1999) describieron para la deshidratacion en microondas y vacio de
geles modelo de pectina, que altas concentraciones de azucares dificultan el secado secundario de
las muestras. Los autores concluyeron que altas concentraciones de azlcares provocaron el colapso
de la estructura porosa del gel durante el secado secundario de la muestra, dificultando la desorcién
del agua. Los valores de viabilidad obtenidos, tanto para el control sin protector como para las
muestras deshidratadas en presencia de FOS fueron similares a los observados en el secado
mediante liofilizacion (Capitulo Il). Sin embargo, la deshidratacidén por microondas y vacio demandé
menor tiempo de proceso (3 h contra 48 h de la liofilizacién) y consecuentemente menor gasto

energético. En eso radican sus principales ventajas con respecto a la liofilizacién.
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CONCLUSIONES

En este capitulo se analizé el secado por microondas y vacio para la preservacién a escala piloto
de la cepa Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333. Se estudid el uso de una mezcla
comercial de FOS como protectores durante la deshidratacidon. Considerando que se trabajé a escala
piloto, se reformuld el medio de crecimiento y se estudié la administracidon de agitacion suave para
optimizar la produccién de biomasa.

e . delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 se desarrollé mejor en MRS formulado con
lactosa en lugar de glucosa y la administracién de agitacién suave no afectd el
crecimiento de la cepa, en estas condiciones la velocidad de acidificacién del medio fue
mayor.

e La mezcla comercial de FOS ejercié un efecto protector durante la deshidratacion de L.
delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333, dicho efecto fue dependiente de Ia
concentracion.

e Altas concentraciones de FOS dificultaron la desorcién de agua durante Ia

deshidratacién por microondas y vacio.

El secado por microondas y vacio demostré ser una alternativa practica y eficiente para la
deshidratacién de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333, lo que pone de manifiesto el potencial
de esta tecnologia en la preservacidn de starters de interés industrial. Adicionalmente, los tiempos

cortos de secado contribuyen a la reduccidn de los costos energéticos de la deshidratacién.
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Capitulo IV — Prebidticos como protectores de bacterias lacticas inmovilizadas

INTRODUCCION

El patrén nutricional de las dietas occidentales, ricas en proteinas, grasas saturadas vy
carbohidratos refinados, y bajas en fibra, ha sido asociado a una serie de patologias tales como
hipertension, deficiencias de calcio, diabetes, cancer de colon, cardiopatias, enfermedades
inflamatorias del intestino, obesidad y desdrdenes hormonales, entre otras. En conjunto, dichas
patologias han sido denominadas “enfermedades occidentales” debido a la alta incidencia vy
mortalidad en el mundo occidental comparada con paises de Asia y Europa del este (Adlercreutz et
al., 1990).

En la actualidad existe una creciente preocupacién en la poblacién por llevar una dieta, la
nutricidn y un estilo de vida saludables. En respuesta a esta demanda, la industria de los alimentos
ha incrementado la oferta de productos saludables y alimentos funcionales, es decir alimentos que
proveen beneficios adicionales para la salud mas alla de la nutricién basica (Sir6 et al., 2008).

En este contexto, los alimentos bajos en grasa, de origen organico, reducidos en sal, las bebidas
sin azlcar, y los alimentos funcionales que incorporan sustancias bioactivas como probidticos,
prebidticos, antioxidantes, acidos grasos omega-3 o vitaminas y minerales, han irrumpido en el
mercado ganando popularidad dia a dia. Se estima que el mercado mundial de alimentos funcionales
generara mas 130 mil millones de délares de ganancias en 2016 (Bhadekar & Parhi, 2016). Por otro
lado, los factores determinantes para la incorporacion de nuevos productos en el mercado son las
regulaciones gubernamentales propias de cada pais, la confianza de los consumidores en el producto

y la conciencia sobre la salud.
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En el caso particular de los probidticos, éstos son incorporados principalmente a través de
productos lacteos o derivados, tales como yogures, leches fermentadas, leches maternizadas,
quesos y postres. Sin embargo, las matrices lacteas presentan algunas limitaciones tales como el alto
contenido de colesterol y la presencia de lactosa o proteinas alergénicas de la leche. Al respecto, se
estima que mas del 75% de la poblacién mundial presenta algun tipo de intolerancia a la lactosa
debido a la ausencia de una o mas enzimas requeridas para su digestion, siendo este valor cercano al

100% en la poblacién asiatica (Petruldkova & Valik, 2015).

4.1.1 Matrices alimenticias no lacteas como soporte para probidticos

La oferta de alimentos funcionales con probidticos en matrices no lacteas es escasa y dominada
por productos tradicionales en los cuales los probiéticos forman parte del proceso de fermentacion
(cereales, legumbres) (Blandino et al., 2003). La empresa Attune Foods TM (Estados Unidos) produce
y distribuye una barra llamada Attune Chocolate Probiotic Bar, que contiene cepas probidticas de
Bifidobacterium  lactis, Lactobacillus  acidophilus 'y  Lactobacillus  casei, e inulina
(www.attunefoods.com). En cuanto a los suplementos dietarios que contienen probidticos, existen
formulaciones probidticas de administracion oral, como Nexabiotic (Bioprosper Labs, Estados
Unidos), que contiene una combinacion de 23 cepas probidticas liofilizadas en una concentracion de
3.45x10" UFC/dosis (valor correspondiente al total de cepas incluidas), o Trubiotics (Bayer, Estados
Unidos), constituido por dos cepas probidticas de las especies Lactobacillus acidophilus y
Bifidobacterium animalis.

Los alimentos deshidratados presentan alta aceptacién entre los consumidores y bajos costos en
la cadena de transporte y almacenamiento (Bhadekar & Parhi, 2016). Debido a su baja actividad
acuosa, estos alimentos podrian ser soportes apropiados para la inmovilizacion de probidticos
durante periodos prolongados. En este sentido, el desarrollo de estrategias para la incorporacién de
probidticos en dichas matrices resulta de suma importancia para la expansién de la industria de
alimentos funcionales. Sin embargo, la incorporacidon de probiéticos en alimentos puede verse
limitada debido a que los ambientes particulares de cada matriz pueden resultar inadecuados (e.g.,
bajo pH, baja actividad acuosa, alta la tensién de oxigeno o competencia con otros microorganismos)
o las condiciones de elaboracion propias del alimento (calor extremo, oxidacién, pasteurizacién y/o
condiciones de temperatura y humedad de almacenamiento sub-6ptimas (Mattila-Sandholm et al.,
2002). Asimismo, es importante tener en cuenta que algunos componentes constituyentes de la
matriz, tales como azlcares, fibra dietaria, proteinas, compuestos fendlicos, etc, pueden tener

efectos importantes sobre la viabilidad de los microorganismos presentes en el alimento, actuando
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como agentes protectores en algunos casos (Nualkaekul et al., 2012; Saarela et al., 2006) o como
agentes perjudiciales en otros (Nualkaekul et al., 2012). En este sentido, harina de avena con 20% de
B-glucano demostro proteger a Lactobacillus rhamnosus fresco adicionado en jugo de manzana a pH
3.5 y almacenado a 4 y 20 °C, pero no a Lactobacillus rhamnosus liofilizado adicionado en el mismo
jugo o en cereales de desayuno recubiertos con chocolate. En el dltimo caso, la viabilidad celular
s6lo mejord al adicionar dextrinas de trigo y polidextrosa (Saarela et al., 2006). Por su parte, la
adicion de inulina y goma ardbiga no ejercié un efecto significativo sobre la viabilidad de
Lactobacillus plantarum liofilizado y adicionado a jugos de frutas deshidratados (polvos)
almacenados durante 12 meses. Sin embargo, ambos polisacaridos mejoraron la viabilidad
bacteriana (con respecto al control sin suplementar) al ser incorporados a un polvo instantdneo

obtenido a partir de jugo de arandanos (Nualkaekul et al., 2012).

4.1.2 Prebiodticos como protectores de bacterias lacticas en matrices alimentarias

En los ultimos afos, el interés por la adicién de prebidticos y fibras como protectores de
probidticos aumento rapidamente (Burgain et al., 2011). Existe un nimero creciente de alimentos y
bebidas adicionados de probidticos, FOS y otros carbohidratos (mayormente inulina y oligofructosa)
gue son incorporados cada afio en el mercado de alimentos (de Vrese & Schrezenmeir, 2008). Para
evitar la pérdida de viabilidad bacteriana, la encapsulacién es el mejor modelo de simbiosis
(prebidtico + probidtico). En este proceso se genera un microambiente que protege a los
microorganismos luego de la elaboracion y almacenamiento del alimento, permitiendo su liberacion
en el sitio adecuado (e.g., el intestino delgado) (Homayouni et al., 2008; Fuentes-Zaragoza et al.,
2011). Idealmente, la encapsulacién de probidticos no deberia provocar efectos negativos sobre las
caracteristicas sensoriales del alimento (e.g., provocar aromas o texturas no deseados). Sin
embargo, en algunas ocasiones el tamafio de particula puede afectar negativamente la textura y las
propiedades sensoriales del producto (Fuentes-Zaragoza et al., 2011; Mitropoulou et al., 2013). Para
evitar estos problemas, un desafio importante en la encapsulacion de probidticos es reducir el
tamafio de particula. En este sentido, la microencapsulacidon confiere una proteccién similar a la
observada en los procesos de secado por spray, extrusidn, o emulsiones de probiéticos (Ross et al.,
2005), permitiendo la incorporaciéon de probidticos en alimentos sin alterar su textura (Burgain et al.,
2011; Mitropoulou et al., 2013). Sin embargo, mantener la viabilidad celular a lo largo de la vida
media del producto constituye un punto fundamental que requiere ser abordado (Weinbreck et al.,
2010). Al respecto, diferentes autores informaron que cepas de las especies Lactobacillus

acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus paraplantarum, Bifidobacterium bifidum, vy
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Bifidobacterium longum co-encapsuladas con prebidticos tales como inulina (Desai et al., 2004;
Capela et al., 2006; Donkor et al., 2007; Paseephol & Sherkat, 2009; Akhiar, 2010; Krasaekoopt &
Watcharapoka, 2014), FOS vy oligosacaridos de la familia de la rafinosa (i.e., Raftilose®, Raftiline®)
(Anjani et al., 2004; Chen et al., 2005; lyer & Kailasapathy, 2005; Capela et al., 2006; Martinez-
Villaluenga et al., 2006; Vivek et al., 2013), GOS (Krasaekoopt & Watcharapoka, 2014), o almidén
resistente (Krasaekoopt & Watcharapoka, 2014) fueron capaces de mantenerse viables durante
periodos prolongados en yogurt o leches refrigeradas. Actualmente, en Corea y Taiwan se
comercializan yogures que contienen probidticos encapsulados (Doctor-Capsule, Bingrae Co.,
Kyunggi-do, Korea; Kaung-Chuan Inc., Taiwan) (Rokka & Rantamaki, 2010). Recientemente, Angiolillo
et al. (2014) desarrollaron un queso de la variedad Fior di latte recubierto con una pelicula
comestible de alginato de sodio que contenia Lactobacillus rhamnosus y FOS. La viabilidad
bacteriana en el producto funcional se mantuvo en 10’ UFC/g durante 6.5, 4.5 y 3.3 dias de
almacenamiento a 4, 9, y 14 °C, respectivamente. Adicionalmente, el recubrimiento demostré una
ligera actividad antimicrobiana contra Pseudomonas spp y Enterobacteriaceae lo cual mejora el
sabor final del producto y prolonga su vida media (Angiolillo et al., 2014).

La uso de almiddn resistente para encapsular cepas de las especies Lactobacillus casei y
Bifidobacterium lactis y su incorporacién en un helado generd un producto con una alta viabilidad
bacteriana (10%-10° UFC/g) luego de 3 meses de almacenamiento, sin observarse un efecto negativo
sobre las propiedades sensoriales (Homayouni et al.,, 2008). La incorporacién de GOS a
microcdpsulas de alginato aumentd la supervivencia de Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus
casei en jugo de naranja refrigerado y almacenado (4 semanas) (Krasaekoopt & Watcharapoka,
2014) y la incorporacién de FOS en leche de soja estimuld el crecimiento de Lactobacillus acidophilus
y Lactobacillus sp (Yeo & Liong, 2010). Chen & Mustapha (2012) encapsularon Lactobacillus
acidophilus con k-carragenano e inulina, obteniendo resultados de viabilidad satisfactorios al cabo
de 14 semanas de almacenamiento a 4 °C. En chocolates con leche a los que se les incorporé
Lactobacillus casei (libre o encapsulado en alginato) e inulina, el recuento del probidtico se mantuvo
alrededor de 8.0 unidades logaritmicas por gramo de producto (8.0 log UFC/g) durante 60 dias a
temperatura de refrigeracion, sin observarse alteracion de las caracteristicas sensoriales del
chocolate (Mandal et al., 2013).

A pesar de los resultados mencionados, la incorporacion de probidticos en matrices alimentarias
continda siendo un desafio que debe ser tenido en cuenta a la hora de formular alimentos
funcionales sin alterar sus propiedades sensoriales. Para afrontar este reto, en este capitulo se
decidié inmovilizar microorganismos potencialmente probidticos en matrices de metilcelulosa

(Parte 1), para ser posteriormente incorporados en la formulacién de un snack de manzana (Parte Il).
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Capitulo IV Parte |- Bacterias lacticas inmovilizadas en peliculas de metilcelulosa y FOS

INTRODUCCION

La incorporacién de bacterias lacticas en peliculas comestibles aparece como una estrategia
adecuada para aumentar su resistencia a la deshidratacion y almacenamiento en vistas de su
aplicacion en el desarrollo de alimentos funcionales. El pequeiio volumen ocupado por las peliculas y
su capacidad para inmovilizar cantidades grandes de bacterias permite aumentar la densidad celular,
protegiendo los microorganismos durante su transporte, almacenamiento y procesamiento. Todas
estas ventajas son especialmente relevantes en el desarrollo de aplicaciones industriales.

Las peliculas cargadas con bacterias lacticas han sido utilizadas como recubrimientos de
alimentos, aprovechando los efectos beneficiosos de los microorganismos y permitiendo asi
aumentar la vida atil de los diferentes productos (Tapia et al., 2007; Moayednia et al., 2009;
Gialamas et al., 2010; Lépez de Lacey et al., 2012). En este sentido, Sdnchez-Gonzalez et al., 2013
desarrollaron peliculas poliméricas bioactivas como vehiculo de bacteriocinas producidas in situ por
una cepa de Lactobacillus plantarum. También ha sido estudiada la actividad antimicrobiana de
Lactobacillus sakei inmovilizado en peliculas de caseinato de sodio (Gialamas et al., 2010). Por su
parte, las peliculas de alginato han demostrado ser vehiculos adecuados para la liberacion de L.
plantarum, con buenas perspectivas para aplicaciones farmacéuticas (Brachkova et al., 2009 y 2012;

Brachkova et al., 2011).
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4.1.1.1 Metilcelulosa como agente gelificante

La metilcelulosa es uno de los derivados de la celulosa mas usado en aplicaciones industriales y
uno de los mas importantes comercialmente (Nasatto et al., 2015). Desde el punto de vista quimico,
la metilcelulosa es un éter de celulosa soluble en agua. Se trata de un polisacarido lineal formado
por unidades de D-glucosa unidas por enlaces B(1,4). Se obtiene mediante la sustitucién de grupos
hidroxilos por metilos (-CH;) en las posiciones C2, C3 y/o C6 de las unidades de D-glucosa anhidras.
Este derivado posee propiedades anfipaticas, tornandose soluble en agua o en solventes organicos
cuando el grado de sustitucidn varia de 0 a 3. La metilcelulosa muestra un comportamiento térmico
caracteristico, en el cual la viscosidad de la solucién acuosa es constante o decrece cuando la
temperatura aumenta, siempre y cuando se mantenga por debajo del punto de temperatura critica
(29 £ 2 °C). A temperaturas mayores al punto critico la viscosidad se incrementa fuertemente, dando
lugar a la formacion de un gel termorreversible (Li et al., 2002). El proceso de gelificacidon ocurre en
dos pasos. En el primer paso se forma un gel débil transparente donde predominan las interacciones

hidrofdbicas entre las zonas altamente metiladas de las unidades de D-glucosa (Figura 4.1).

unidades hiqrofébicas efectivas

¥ e 2 : it
— —~_asociaciones hidrofobicas

,,—"'-‘*—/

uniones hidrofdbicas

P

Figura 4.1. Esquema del proceso de gelificacién a través de las unidades hidrofébicas

efectivas. A bajas temperaturas (<60 °C) las asociaciones hidrofébicas son posibles

gracias a las unidades hidrofdbicas efectivas (-CH3) (gel débil). A temperaturas mayores

de 60 °C se forman uniones a partir de las unidades hidrofdbicas efectivas (gel fuerte).

Me representa la distancia entre las uniones hidrofébicas (Li et al., 2001).

El segundo paso ocurre a temperaturas mayores de 60 °Cy se caracteriza por la formacién de un
gel fuerte opaco con una concomitante separacion de fase, la estructura de gel fuerte se debe al

crecimiento de las interacciones entre las unidades hidrofdbicas efectivas a lo largo de las cadenas

de metilcelulosa, la gelificacidn se ve influenciada por el patron de sustitucion, la concentracién del
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polimero y por la adicién de ingredientes adicionales como sales, azucares y alcoholes (Nasatto et

al., 2015).

4.1.1.2 Peliculas comestibles de metilcelulosa como recubrimientos de alimentos

La metilcelulosa es un polimero comestible, de bajo costo, viscoso y de apariencia clara en
ambientes acuosos (Li et al., 2002). Sus propiedades Unicas como agente formador de peliculas han
dado lugar a varias aplicaciones farmacéuticas y alimentarias (Lin et al., 2007; Pérez et al., 2008;
Bodvik et al., 2010). Debido al gran numero de grupos hidroxilos libres, las peliculas de metilcelulosa
son solubles en agua y resistentes frente a la mayoria de los solventes organicos, grasas y aceites
(Tavera-Quiroz et al., 2013). Las peliculas de metilcelulosa pueden hacerse mas elasticas y flexibles
agregando plastificantes, como sorbitol, glicerol o polioles (Psomiadou et al., 1996; Lucio et al.,
2006). Es importante aclarar que el agregado de plastificantes a materiales biodegradables
generalmente aumenta la permeabilidad de los mismos y afecta las propiedades mecanicas. Dicho
efecto se relaciona con el aumento del volumen libre del polimero debido a las interacciones con el
plastificante y la disminucién de las interacciones intermoleculares. En consecuencia, la red
polimérica se torna menos densa, mejorando asi la extensibilidad y la flexibilidad (Liu et al., 2006;
Martelli, 2006 ). Bersaneti et al., (2016) incluyeron FOS en la formulacion de peliculas de almidon de
cassava. En este sistema, la adiciéon de FOS disminuyd la T, de las peliculas, siendo los valores
obtenidos tanto mas bajos cuanto mayor era la concentracion de FOS. A partir de dicha informacion,
los autores infirieron que los FOS podrian actuar como plastificantes, interfiriendo en la formacién
de puentes de hidrégeno intermoleculares.

El uso de peliculas de metilcelulosa como recubrimientos activos de alimentos ha sido descripto
por varios autores. En la preservacion de frutas, Maftoonazad & Ramaswamy (2008) estudiaron las
caracteristicas texturales, el color, la respiracion (produccién de CO,) y la pérdida de humedad de
paltas recubiertas con metilcelulosa durante el almacenamiento a temperatura ambiente. El
recubrimiento retardo significativamente los signos de maduracidn, y la velocidad de respiracién se
redujo notablemente enlenteciendo las reacciones bioquimicas relacionadas con la senescencia de
este fruto (Maftoonazad & Ramaswamy, 2005). Iseppi et al. (2008) usaron peliculas de metilcelulosa
cargadas con la enterotoxina 416K1 de Enterococcus casseliflavus IM 416K1 como
empaquetamiento bioactivo para el recubrimiento de alimentos frescos, demostrando la capacidad

de las peliculas cargadas para inhibir el crecimiento de Listeria monocytogenes.
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4.1.1.3 Uso de sustancias protectoras en peliculas cargadas con probidticos

Teniendo en cuenta que la obtencidon de peliculas de metilcelulosa conlleva procesos de
calentamiento y deshidratacién, aquellas bacterias acido-lacticas sensibles a estos procesos (e.g.,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) podrian sufrir dafios estructurales, que afecten su
recuperacion y su capacidad fermentativa. Para evitar estos inconvenientes, la incorporacién de
compuestos protectores en la formulacién aparece como una estrategia adecuada. Diferentes
autores han estudiado el efecto protector de los FOS en los ultimos afos (Schwab et al., 2007,
Golowczyc et al., 2011; Chaluvadi et al., 2012), y su rol como protectores bacterianos en procesos
gue implican deshidratacion ha sido descripto en el capitulo Il para la liofilizacién de Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333. Teniendo en cuenta las propiedades prebidticas de los FOS,
su incorporacién en peliculas de metilcelulosa representaria una doble ventaja debido a su efecto
protector y prebidtico (Gibson et al., 2004). Las propiedades estructurales y mecanicas de peliculas
de metilcelulosa han sido estudiadas recientemente (Tavera-Quiroz et al., 2013). Asimismo, han sido
desarrolladas peliculas comestibles a partir de FOS (Ramesh & Siddalingaiya, 2006; Angiolillo et al.,
2014; Bersaneti et al., 2016). Sin embargo, la incorporacidon de FOS en peliculas de metilcelulosa
como protectores de microorganismos sensibles da lugar a nuevos tipos de peliculas cuyas
propiedades fisico-quimicas deben ser cuidadosamente analizadas. Por otra parte, la inmovilizacion
de microorganismos en peliculas de metilcelulosa requiere la evaluacién adecuada de parametros
como la temperatura y el tiempo de deshidratacion, para minimizar las pérdidas de viabilidad. Esto
requiere de un estudio exhaustivo del sistema, tanto desde el punto de vista fisico-quimico como

microbioldgico.
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OBIJETIVOS

El objetivo de las actividades desarrolladas en la presente seccion fue el desarrollo de peliculas

de metilcelulosa cargadas con dos cepas de lactobacilos: L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 y

L. plantarum CIDCA 83114, y el uso de FOS como protectores durante la deshidratacién bajo

conveccion forzada. Para tal fin se plantearon los siguientes objetivos especificos:

Determinar el efecto de la incorporacion de FOS sobre la viabilidad de L. delbrueckii subsp.
bulgaricus CIDCA 333 y L. plantarum CIDCA 83114 inmovilizados en peliculas de
metilcelulosa.

Determinar las caracteristicas mecanicas de las peliculas obtenidas en presencia de
microorganismos y FOS mediante Andlisis Mecanico Dindmico (DMA).

Determinar las caracteristicas estructurales de las peliculas preparadas en presencia de
microorganismos mediante microscopia SEM y espectroscopia FTIR.

Determinar las propiedades de permeabilidad al vapor de agua y las isotermas de sorcién de
agua de las peliculas de meticelulosa preparadas en presencia de microorganismos y FOS.
Analizar la estabilidad de los microorganismos inmovilizados en las peliculas de metilcelulosa

y FOS durante el almacenamiento a 4 °Cy a diferentes humedades relativas.
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MATERIALES Y METODOS

4.1.3.1 Preparacion de las soluciones formadoras de peliculas

Para preparar la soluciéon de hidrocoloide se dispersaron 1.5 g de metilcelulosa en 50 mL de
agua destilada a 80 °C, bajo agitacion constante durante 1 hora. Una vez obtenido un sistema
homogéneo, se llevd a un volumen total de 100 mL con agua destilada fria, y se continué agitando a
20 °C. Como plastificante se utilizé sorbitol (concentracidn final 0.25 % p/v) (Tavera-Quiroz et al.,
2013). Luego se adicioné FOS (Orafti Beneo p95, Mannheim, Alemania, 87% de FOS totales, ver
Tabla 2.2 Capitulo 1) a la solucién de hidrocoloide, para obtener concentraciones finales de 0
(control), 1, 2,3y 5 % p/v. Las soluciones obtenidas fueron esterilizadas por filtracién, usando filtros

estériles de 0.2 um.
4.1.3.2 Cepas y condiciones de crecimiento bacteriano

Se utilizaron las cepas L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 y L. plantarum CIDCA 83114
previamente aisladas en el grupo de trabajo a partir de leches fermentadas (Gomez-Zavaglia et al.,
1999; Garrote et al., 2001). Las cepas se mantuvieron congeladas a -80 °C en leche descremada (120
g/L de sdlidos). Los cultivos fueron inoculados en 100 mL de caldo MRS (de Man et al., 1960) a 37 °C
(L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333) o 30 °C (L. plantarum CIDCA 83114) en aerobiosis. Los

microorganismos fueron incubados hasta alcanzar la fase estacionaria, cosechados por
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centrifugacion (7000 x g durante 10 minutos) y lavados dos veces con NaCl 0.85 % p/v. En estas
condiciones se obtuvo una concentracién inicial de microorganismos de aproximadamente 5x10°
UFC/mL para L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 (Tymczyszyn et al., 2012) y 1x10™ UFC/mL
para L. plantarum CIDCA 83114 (Golowczyc et al., 2011).

4.1.3.3 Preparacion de las peliculas cargadas con bacterias

Los pellets bacterianos fueron incorporados en 17-25 mL de solucién formadora de pelicula para
obtener 1.1x10" UFC/mL de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 y 2.7x10"* UFC/mL de L.
plantarum CIDCA 83114. Luego se extendidé una alicuota de 1.5 mL de la suspensidn resultante sobre
placas de Petri (60x15 mm) y se secd en una estufa de conveccion forzada a 40 °C durante 2.5 h. Las
peliculas obtenidas (superficie: 28.3 cm” y peso: 50 mg) fueron retiradas de las placas y se les
determind el espesor usando un medidor de espesor (Marque Linea DCN-900, Nueva York, Estados

Unidos) para materiales no conductores sobre sustratos no ferrosos.

4.1.3.4 Recuento bacteriano en medio sélido

Se tomaron 50 mg de las peliculas cargadas con bacterias, correspondientes a 1.5 mL de la solucidn
formadora, y se las sumergié en 5 mL de NaCl 0.85 % p/v durante 10 min para permitir una
rehidratacion completa. Las suspensiones obtenidas fueron diluidas en serie, plagueadas en agar
MRS e incubadas a 30 6 37 °C segun se tratara de L. plantarum CIDCA 83114 o L. delbrueckii subsp.
bulgaricus CIDCA 333, respectivamente. Este proceso se repitié toda vez en que se evalud la
viabilidad bacteriana [inmediatamente después del secado y durante el almacenamiento (ver

Seccidon 4.1.3.10].

4.1.3.5 Microscopia electronica de barrido

Las peliculas cargadas con bacterias fueron congeladas en nitrégeno liquido y fracturadas
utilizando una hoja de bisturi frio. Las muestras fueron examinadas con un microscopio electrénico
modelo Quanta 200 FEI (Paises Bajos). Las muestras fueron colocadas en tacos de bronce utilizando
una cinta de doble faz y examinadas sin recubrimiento metalico, a baja presidon con un voltaje de

aceleracién de 12.5 kV.
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4.1.3.6 Espectros de FTIR de las peliculas cargadas con bacterias

Se registraron espectros de FTIR de las peliculas de metilcelulosa en modo de transmision, en un
espectrometro Thermo Nicolet iS10 (Thermo Scientific, MA, Estados Unidos). Los espectros fueron
obtenidos en el rango de 4000-400 cm™, promediando 64 escaneos y con una resolucidn espectral

de4cm™.
4.1.3.7 Isotermas de adsorcidn de agua

Se equilibraron 50 mg de las peliculas cargadas con bacterias (28.3 cm?) a 4 °C en atmésferas de
las siguientes sales saturadas: LiCl, MgCl,, K,COs, NaCl, KCl cuyas humedades relativas (HRs) fueron
de 11, 33, 44, 75 y 97 %, respectivamente. El contenido de humedad de las peliculas se determind
registrando su pérdida de peso después del secado en un horno de vacio a 105 °C hasta peso
constante (AOAC 1980). Los resultados de la humedad se expresaron en gramos de agua por 100 g
de muestra seca (b.s).

Para el ajuste de los datos de las isotermas, se utilizaron los modelos de GAB (Guggenheim-
Anderson-de Boer) e Iglesias-Chirife. Segin el modelo de isoterma de GAB, el contenido de

humedad en la muestra puede expresarse como:

mO CKaw (1 _Kaw + CKaw)
M, =
(1 _Kaw)

(Ec.4.1)

donde M, es el contenido de humedad en el equilibrio a una determinada actividad acuosa (ay), my
es el valor de monocapa (g agua/g sélido) y Cy K., son constantes de GAB (Galdeano et al., 2009).
Segun el modelo desarrollado por Iglesias y Chirife (1981), el contenido de humedad en la muestra

puede expresarse como:

Aa
— w +B Ec.4.2
““(=a,) (Ec.4.2)

donde M, es el contenido de humedad a una determinada actividad acuosa (a,), y A y B son
constantes de ajuste. Este modelo fue descripto como adecuado para describir el comportamiento
de productos con alto contenido de azucar. Los valores de las constantes my, C, K,,, Ay B en las

Ecuaciones 4.1y 4. 2 obtenidas experimentalmente se muestran en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1
Parametros de las ecuaciones de GAB e Iglesias (Ec. (4.1) y (4.2) en el texto).
Parametros del modelo de GAB (Ec. 4.1)

m, (0 Kaw R?
12.56 -56.53 0.908 0.992
Pardametros de modelo de Iglesias-Chirife (Ec. 4.2)

A B R?
2.17 17.98 0.991

4.1.3.8 Propiedades de barrera al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua (WVP, g /Pa s m) de las peliculas cargadas con bacterias se
determiné usando el método E96 modificado (ASTM) (Ver Anexo A.1). Para ello, cada muestra fue
sellada sobre una celda de permeabilidad y mantenida en una camara a 20 °C. Se generd, a través de
la pelicula, una fuerza impulsora de 1753.55 Pa correspondiente al gradiente generado por una
humedad relativa (HR) de 65% a un lado de la pelicula y didxido de silicio (SiO,), 0% HR, al otro lado.
Una vez alcanzado el equilibrio, las celdas fueron pesadas en una balanza analitica (0.0001 g de
precision) (Mettler Toledo, Columbus, Estados Unidos) cada una hora hasta completar 8 h de

ensayo.

4.1.3.9 Analisis mecanico dinamico (DMA)

Los ensayos de DMA se realizaron en un equipo de analisis mecdnico-dinamico Q800 (TA
Instruments, New Castle, DE, USA) (Ver Anexo A.2), usando una pinza de tensién y un sistema de
enfriamiento con N,. Se ensayaron muestras de peliculas con geometria rectangular (30 mm de
largo, 6 mm de ancho y espesor entre 40 y 50 um).

Se realizaron barridos de esfuerzo para definir el rango de comportamiento viscoelastico lineal
(Navarro et al., 1999) variando la amplitud de 1 a 50 um a frecuencia fija (5Hz). Los espectros
mecanicos las muestras se determinaron mediante barridos de frecuencia (1, 5, 10 and 15 Hz) a
amplitud fija desde -100 a 250 °C (AT =5 °C min™), con una isoterma de 10 min a -100 °C. Se
graficaron las curvas de los médulos de almacenamiento (E') y pérdida (E”) y la tan 6 (E”/E’) en
funcion de la temperatura usando el programa Universal Analysis 2000 (New Castle, DE, USA). Las
temperaturas de los procesos de relajacion se determinaron a través de los picos en las curvas de

tan & (Ver Anexo A.2).
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4.1.3.10 Almacenamiento

Las peliculas cargadas con bacterias se equilibraron durante 15 dias en diferentes HRs (seccion
4.1.3.7), y se almacenaron durante 90 dias a 4 °C. La viabilidad se determiné cada 15 dias, tal como

fue descripto en la seccion 4.1.3.4.

4.1.3.11 Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron por duplicado. Las diferencias relativas fueron reproducibles
independientemente del cultivo utilizado. Los resultados obtenidos se analizaron mediante andlisis
de varianza (ANOVA) con el programa Infostat v2009 (UNC, Cérdoba, Argentina). La comparacién de
medias se realizé aplicando el test de medias LSD de Fisher. Para valores de p<0.05 las diferencias

fueron consideradas estadisticamente significativas.
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RESULTADOS

4.1.4.1 Obtencidn de peliculas de metilcelulosa cargadas con bacterias lacticas

Para la obtencidn de las peliculas de metilcelulosa cargadas con bacterias se trabajé con cultivos
puros de L. bulgaricus subsp. delbrueckii CIDCA 333 (Figura 4.2 A) y L. plantarum CIDCA 83114
(Figura 4.2 B). L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 fue incluida como cepa testigo para el
estudio protector de FOS, teniendo en cuenta su elevada sensibilidad a todos los procesos de
preservacion (Tymczyszyn et al., 2012. Por su parte, L. plantarum CIDCA 83114 fue incluida en el
estudio teniendo en cuenta que es una cepa potencialmente probidtica, capaz de inhibir el
crecimiento y/o la actividad de Escherichia coli 0157:H7, Shigella y Salmonella (Hugo et al., 2008;
Golowczyc et al., 2011; Kakisu et al., 2013 a y b).

Las soluciones filmogénicas de metilcelulosa que contenian los microorganismos y FOS fueron
deshidratadas por conveccion forzada (40 °C, 2.5 h) hasta la obtencién de las peliculas (Figura 4.2D y
E).
4.1.4.2 Efecto de los FOS como compuestos protectores durante la deshidratacidon por conveccion

forzada
La preparacién de peliculas cargadas con bacterias incluye dos pasos potencialmente

perjudiciales para los microorganismos: el efecto osmatico de la solucidon formadora de peliculas y el

efecto de la deshidratacidon debido al secado en estufa de conveccién forzada (40 °C, 2.5 h). En
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ambas etapas se analizé el efecto de los FOS sobre la viabilidad bacteriana. De acuerdo a los
resultados presentados en el capitulo Il, los FOS comerciales (87% FOS), al igual que los FOS
obtenidos por sintesis y posterior purificacién, demostraron ser eficientes para estabilizar a los
microorganismos durante el almacenamiento. Por esta razdn, en este capitulo se empled esta
mezcla comercial, en vista de generar sistema potencialmente transferible a la industria de los

alimentos funcionales.

Figura 4.2. Preparacion de peliculas de metilcelulosa cargadas con L. delbrueckii subsp.
bulgaricus CIDCA 333 (A) o L. plantarum CIDCA 83114 (B) Tincién de Gram (aumento
1000 x). La solucién formadora de pelicula conteniendo los microorganismos se
distribuyd en placas de Petri en condiciones de esterilidad (C) y se deshidraté por
conveccion forzada hasta la obtencion de las peliculas (D).

Pagina | 152



Capitulo IV Parte |- Bacterias lacticas inmovilizadas en peliculas de metilcelulosa y FOS

En la formulacion de las peliculas se estudid el efecto de diferentes concentraciones de FOS
adicionadas a las soluciones filmogénicas. La concentracion de microorganismos en la solucion
formadora de pelicula no disminuyd significativamente respecto de la concentracidn de bacterias en
el cultivo en la fase estacionaria (p>0.05). No se observaron diferencias significativas en las
soluciones preparadas con y sin FOS adicionados. Sin embargo, la deshidratacion en estufa de
conveccién forzada dio lugar a una disminucién significativa en la viabilidad de L. delbrueckii subsp.
bulgaricus CIDCA 333 en ausencia de FOS (log N/Ng = -3.18 + 0.33) (Figura 4.3A). El aumento de la
concentracién de FOS tuvo un claro efecto protector hasta el 3 % p/v, y no se observé una mejora

adicional cuando se adicionaron concentraciones mas altas (5 % p/v) (Figura 4.3A).
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Figura 4.3. LogN/N, de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 (A) y L. plantarum
CIDCA 83114 (B), inmovilizados en peliculas de metilcelulosa conteniendo diferentes
concentraciones de FOS. N, corresponde a las UFC/mL en la solucidn filmogénica (antes
del secado). Las letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).
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L. plantarum CIDCA 83114 mostré una resistencia intrinseca mayor al proceso de
deshidratacién, como lo evidencio la pequefia pérdida de viabilidad en las peliculas preparadas en
ausencia de FOS (log N/Ng=-1.45 + 0.38) (Fig. 4.3B). La adicién de FOS hasta una concentraciéon de 5
% p/v no mejoro significativamente la supervivencia de las bacterias durante la formacién de las
peliculas (p>0.05) (Figura 4.3B).

El efecto protector de los azlcares en procesos que involucran deshidratacién bacteriana (ej.:
liofilizacidn, secado en spray, congelacion, etc) es bien conocido. En relaciéon a los FOS, en el capitulo
2 mostramos que la capacidad protectora de los FOS durante la liofilizacién de L. delbrueckii subsp.
bulgaricus CIDCA 333 depende del tamafio de los azlcares: los mdas pequefios resultaron mas
eficientes en la proteccién de las membranas lipidicas, y los de mayor peso molecular presentaron
mejores propiedades de vitrificacién (ver Introduccidn general, pagina 13). La interacciéon de FOS
con grupos fosfato disminuye la temperatura de transicion de fase (Tm) de las membranas lipidicas.
Tal como se indico en el capitulo 2, los azlcares son capaces de establecer puentes de hidrégeno
con las cabezas polares de los lipidos de membrana en estado deshidratado, reemplazando
moléculas de agua y generando una disminucidn de la Tm, lo cual explicaria el efecto protector de
los FOS observado en L. delbrueckii subsp. bulgaricus.

Se informé que la Tm de L. plantarum deshidratado es de 20 °C (Linders et al., 1997) y la Tm de
L. delbrueckii subsp. bulgaricus, 35-40 °C (Oldenhof et al., 2005). Esto explica la mayor resistencia
intrinseca de L. plantarum CIDCA 83114 a la deshidratacion. Esto es debido a que una membrana
con Tm mas baja estard mds facilmente en estado liquido cristalino (que es el deseable para la
preservacion). De hecho, el mecanismo por el cual los azlcares pequefios protegen, es porque al
interaccionar con la membrana, disminuyen la Tm (Sun et al., 1996). Santivarangkna et al. (2010)
informaron que el sorbitol protege a los lactobacilos durante el secado disminuyendo la Tm de sus
lipidos. El sorbitol es capaz de establecer puentes de hidrégeno con las membranas de las bacterias
lacticas a través de los grupos fosfato (Santivarangkna et al., 2010. Sin embargo, La deshidratacidn
en ausencia de FOS en las peliculas cargadas con L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 produjo
una caida significativa de la viabilidad (p<0.05) (Figura 4.3 A). Por lo tanto, considerando que al
aumentar la concentracion de FOS en las peliculas, se mantuvo la viabilidad luego de Ia
deshidratacién, se puede concluir que la presencia de sorbitol, en las concentraciones usadas en
este trabajo no ejercié efecto en términos de proteccidon de las bacterias en las condiciones

experimentales usadas. Dicha proteccion obedecid a la presencia de FOS.
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4.1.4.3 Analisis estructural de las peliculas cargadas con bacterias

4.1.4.3.1 Microscopia electrénica de barrido

La Figura 4.4 muestra las imagenes de microscopia electrdnica de barrido correspondientes a los
microorganismos inmovilizados en peliculas de metilcelulosa conteniendo FOS al 3 % p/v. Ambas
cepas bacterianas se ven completamente embebidas en las peliculas. La homogeneidad de las
peliculas indica su integridad estructural, que no se ve afectada por la presencia de los
microorganismos. Por otro lado, la morfologia bacteriana no se alterd tras la incorporacion en las

peliculas de metilcelulosa.

Figura 4.4. Microscopia electrénica de barrido de las peliculas cargadas con bacterias:
A: L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333; B: L. plantarum CIDCA 83114. En las
imagenes se indican las barras de escala.
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4.1.4.3.2 Espectroscopia FTIR

La Figura 4.5 muestra los espectros de FTIR de las peliculas de metilcelulosa conteniendo FOS 3
% p/v, cargadas o no con microorganismos (control sin bacterias, peliculas cargadas con L.
delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 y peliculas cargadas con L. plantarum CIDCA 83114). En los
tres espectros se observd una banda intensa a 3380 cm™. Esta banda se puede atribuir al modo
vibracional vOH de todas las moléculas que contienen grupos OH (metilcelulosa, sorbitol, FOS). Los

grupos OH de los polisacaridos de las bacterias también contribuyen a la absorcidn de esta banda.
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Figura 4.5. Espectro FTIR de: A: peliculas de metilcelulosa; B: con L. delbrueckii subsp.
bulgaricus CIDCA 333; C: con L. plantarum CIDCA 83114. | y Il corresponden a las
bandas de amida | y Il.

Como todos los espectros se registraron inmediatamente después de la preparacion de las

peliculas, la contribucion del agua en esta region es escasa. En la region espectral correspondiente a

1750-1540 cm ™, se observaron dos bandas débiles en el espectro de las peliculas de metilcelulosa
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sin bacterias (Figura 4.5 A). Estas bandas se pueden atribuir a pequefias cantidades de agua
atrapadas en la pelicula. En la misma regidn, las peliculas cargadas con ambas bacterias mostraron
dos bandas intensas, a 1651 y 1547 cm™, correspondientes a las bandas amida | y Il de proteinas
(Figura 4.5 B y C), relacionadas con modos vibracionales de los enlaces peptidicos (Gerbino et al.,
2011).

En la regidn 1200-900 cm™ las peliculas de metilcelulosa absorbieron fuertemente debido a la
contribucidn de los enlaces glicosidicos C-O-C (en particular los de metilcelulosa y FOS) (Figura 4.5 A)
(Kizil et al., 2002). Por otra parte, los enlaces P-O-P de las cadenas de ADN también absorben en esta
region (Beekes et al., 2007). Por lo tanto, estos modos vibracionales también contribuyeron las
bandas que aparecen en esta region de los espectros IR de las peliculas cargadas con bacterias

(Figura4.5ByC).

4.1.4.4 Propiedades fisico-quimicas de las peliculas cargadas con bacterias

Considerando a las peliculas como matrices transportadoras de microorganismos vivos, sus
propiedades fisico-quimicas deben ser analizadas considerando:

a) la generacién de un ambiente adecuado que asegure la viabilidad bacteriana 'y

b) el disefo de peliculas con propiedades plastificantes adecuadas, que no sean fragiles en las

condiciones de almacenamiento.

4.1.4.4.1 Determinacion de las isotermas de sorcion de agua

Debido a la naturaleza higroscépica de las peliculas y al efecto perjudicial que tienen los
contenidos elevados de humedad en la preservacion de las bacterias, resulta de gran importancia la
realizacidon de un andlisis profundo de las variaciones del contenido de humedad en las condiciones
de procesamiento y almacenamiento. Con este objetivo se realizaron isotermas de sorcién de agua.
Dichas isotermas permiten prever alteraciones en la estabilidad de materiales biodegradables y
determinar la maxima humedad compatible con la viabilidad bacteriana. De esta manera fue posible
determinar las condiciones de almacenamiento mas adecuadas.

Tanto para las peliculas conteniendo L. delbrueckii CIDCA 333 como para aquellas conteniendo
L. plantarum CIDCA 83114, la relacion entre el contenido de humedad y la actividad de agua (Figura
4.6 A y B) siguid una isoterma de sorcién del tipo Ill (Tipo-J), caracteristica de materiales con alto
contenido de azucar (Falade et al., 2004). Ambas isotermas mostraron un patrdn cristalino en el cual
a bajas a,, se observé un comportamiento casi impermeable, y a a,, superiores a 0.7 se observé la

disolucién de las peliculas para formar jarabes. Este tipo de comportamientos es comun a algunos
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productos con elevado contenido de azucares, y a componentes poliméricos (Iglesias & Chirife,
1981).

El cambio de estado (de pelicula a jarabe) observado fue concomitante con una drastica caida
de la viabilidad bacteriana (Figura 4.6A y B). Este comportamiento confirma los resultados obtenidos
en el capitulo Il para el efecto protector de los FOS sobre L. delbrueckii CIDCA 333, donde se observd
una caida de la viabilidad en las muestras liofilizadas en presencia de FOS sin purificar cuando se las
almacend a 33% de HR y 4 °C. La pérdida de la viabilidad se relacioné directamente con la pérdida
del estado amorfo de los azlcares en esas condiciones de almacenamiento. Es conocido que en
procesos de preservacién, la viabilidad es mayor a menores a,. En este sentido, ha sido publicado
recientemente por nuestro grupo de trabajo que la viabilidad de L. delbrueckii subsp. bulgaricus
CIDCA 333 liofilizado en presencia de galacto-oligoacdridos esta determinada por la a,. De hecho,
cuando la a,, es menor que 0.33 la viabilidad no decrece luego de 45 dias de almacenamiento a 4 °C
(Tymczyszyn et al., 2012). Ademas, la baja movilidad molecular también aumenta la estabilidad
bacteriana, y esta condicién se logra a a, bajas y bajas temperaturas de almacenamiento

(Tymczyszyn et al., 2012).

4.1.4.4.2 Analisis del comportamiento termo-fisico de las peliculas cargadas con bacterias

Para estudiar el efecto de los diferentes componentes en las propiedades térmicas de las
peliculas de metilcelulosa se realizaron ensayos de DMA inmediatamente después del proceso de
secado. La curva de tan & (linea llena negra en la Figura 4.7) muestra dos relajaciones alrededor de
-21 °C, caracteristicas de movimientos locales de los grupos laterales en los polisacaridos (ver Anexo
A.2). Algunos autores consideran a estas relajaciones B de materiales hidrofilicos como relajaciones
tipicas del agua, producidas como consecuencia de la movilidad de los grupos OH, favorecida por el
agua (Mucha & Pawlak, 2005; Fernandez-Carretero et al., 2010). El segundo pico en la curva
corresponde a una relajacién a, y la temperatura a la cual ocurre, puede considerarse como la
temperatura de transicion vitrea dindmica (T,). Esta transicion se relaciona con el fendmeno de
relajacion debido al proceso de activacion de la movilidad de regiones locales no cristalinas, el
esqueleto macromolecular, partes macromoleculares especificas o grupos terminales de las cadenas

macromoleculares (Samios et al., 2006).
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Figura 4.6. Contenido de humedad a 4 °C (A) y log N/N, (o) en funcién de a, para
peliculas de metilcelulosa conteniendo 3 % p/v de FOS y cargadas con L. delbrueckii
subsp. bulgaricus CIDCA 333 (A) o L. plantarum CIDCA 83114(B). N corresponde a las
UFC/g de pelicula a cada a,, y N, a las UFC/g de pelicula inmediatamente después de la
deshidratacion en estufa por conveccién forzada a 40 °C. Las lineas punteadas sdlo
conectan dos puntos experimentales consecutivos donde el log N/N,<-5 decrece de un
punto a otro. Esta linea no representa una tendencia de la viabilidad, ya que no se
tomaron datos entre estos puntos.
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La incorporacién de los microorganismos a la pelicula de metilcelulosa (lineas punteadas en la Figura
4.7) no tuvo efecto en la localizacién de las relajaciones B ni en la T,. La adicién de los FOS (linea de
guiones y puntos azul) interfirié con los puentes de hidrégeno entre los grupos hidroxilos de las
moléculas poliméricas. Esta disminucion de la T, indica el efecto plastificante de los FOS. Este
comportamiento fue adin mas evidente en las peliculas conteniendo al mismo tiempo FOS y

bacterias (linea de guiones roja y linea de guiones y puntos dobles verde en la Figura 4.7).

— MC
---- MC-FOS
---- MC-L. plantarum CIDCA 83114

—= MC-FOS-L. plantarum CIDCA 83114

Tan o

-50 0 50 100 150 200
Temperatura (°C)

Figura 4.7. Efecto de la incorporacién de FOS y/o bacterias en las propiedades
mecdnicas de las peliculas de MC. Linea llena (color negro), metilcelulosa; linea de
guiones y puntos (color azul), metilcelulosa-FOS; linea de guiones (color rojo),
metilcelulosa-L. plantarum CIDCA 83114; linea de guiones y puntos dobles (color
verde), metilcelulosa-FOS-L. plantarum CIDCA 83114.

Los resultados obtenidos podrian relacionarse con el contenido de humedad. El pico de

relajaciéon B evidencié un desplazamiento hacia altas temperaturas, con una mejor definicién del

mismo, relacionada con elevados contenidos de agua (Figura 4.7). De acuerdo con Park &
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Ruckenstein (2001) el cambio en la T, indicaria compatibilidad entre FOS y metilcelulosa, asi como

un efecto plastificante de los FOS.

4.1.4.5 Almacenamiento de las peliculas cargadas con bacterias

Teniendo en cuenta que los FOS son buenos protectores bacterianos pero en altas
concentraciones afectan la calidad de las peliculas de metilcelulosa, la concentracién de FOS
utilizada en los ensayos fue seleccionada ponderando el efecto protector de los FOS vy la calidad de
las peliculas. Por lo tanto, la cepa L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 fue embebida en
peliculas que contenian 3 % p/v de FOS, debido al efecto protector de los FOS sobre esta cepa
(Figura 4.3 A). Por su parte, la cepa L. plantarum CIDCA 83114 se inmovilizd en peliculas que
contenian 1% p/v de FOS (Figura 4.3 B). Aun cuando los FOS al 1 % p/v no mostraron efecto
protector sobre la supervivencia de L. plantarum, se decidid incorporarlos en las peliculas debido a
sus propiedades prebidticas y a su potencial aplicacién en el disefio de alimentos funcionales.

La Figura 4.8 muestra la evolucidon de log N/N, durante el almacenamiento de las peliculas
cargadas con bacterias, equilibradas a diferentes HRs y a una temperatura de 4 °C. L. plantarum
CIDCA 83114 mostré una mayor estabilidad durante el almacenamiento a 11, 33 y 44 % de HR
(Figura 4.8A). A 33 y 44 % de HR, L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 pudo ser almacenado
hasta 15 dias (Figura 4.8B). A 75 % de HR, no se detectaron microorganismos viables una vez
alcanzado el equilibrio. L. plantarum CIDCA 83114 pudo ser equilibrada a 75 % HR (log N/N: -2.05 +
0.25), pero fue indetectable después de 15 dias de almacenamiento.

La regresion lineal de los datos representados en la Figura 4.8 permitid describir la tasa de
inactivacion bacteriana para cada condicién de almacenamiento de acuerdo con la ecuacion (4.3):
Log N/Ng = -kt (Ec. 4.3)
donde t es el tiempo de almacenamiento expresado en dias, N es el nimero de UFC/g de pelicula a
tiempo t, Ny es el nimero de UFC/g de pelicula inmediatamente después de la deshidratacion en
estufa de conveccién forzada a 40 °C, con un valor de (2.9 +0.5) x 10" UFC/g para L. plantarum
CIDCA 83114 y de (4.0+0.1) x 10® UFC/g para L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333, y k es la
constante de inactivacién bacteriana (expresada en dias™) (Tabla 4.2).

Considerando que la legislacién nacional (Cédigo Alimentario Argentino art 1839; Resolucion
Conjunta 261/2011 y 22/2011) y las diferentes legislaciones internacionales (Aquilina et al., 2013;
Hill et al., 2014; Phuapaiboon et al., 2013; Tripathi & Giri, 2014) han establecido concentraciones

minimas de probidticos en los productos que los contienen (10° UFC/g al momento de ser
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consumido), los valores de k representan un importante herramienta para determinar su vida util en

las condiciones de temperatura y humedad relativa analizadas.
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Figura 4.8. LogN/NO de los microorganismos inmovilizados en las peliculas de
metilcelulosa almacenadas durante 90 dias a 4 °C a diferentes HRs: 11% (o), 33% (o),
44% (A). Las lineas solidas corresponden a las regresiones lineales para cada condicion.
A: L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 inmovilizado en peliculas de metilcelulosa
conteniendo FOS 3 % p/v; B: L. plantarum CIDCA 83114 inmovilizado en peliculas de
metilcelulosa conteniendo FOS 1 % p/v; N indica UFC/g de pelicula en cada condicién
de almacenamiento y N, UFC/g de pelicula inmediatamente después de la
deshidratacion a 40 °C. N, fue de (2.9£0.5) x 10! UFC/g para L. plantarum CIDCA 83114
y (4.0+0.1) x 108 UFC/g para L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333.
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Tabla 4.2. Constantes de inactivacion k de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 en
peliculas de metilcelulosa conteniendo FOS 3 % p/v y L. plantarum CIDCA 83114 en
peliculas de metilcelulosa conteniendo FOS 1 % p/v, a diferentes HRs y 4 °C.

L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA L. plantarum CIDCA 83114
R 333
11 0.0316 R2:0.887 0.0214 R2:0.957
33 0.0861 R2?:0.999 0.0607 R2:0.933
44 0.0820 R2:0.998 0.0672 R%:0.955

Los resultados obtenidos indican que L. plantarum CIDCA 83114 puede ser almacenado por
periodos mas largos y a mayor HR que L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 (ndtese que la
constante de inactivacion k de L. plantarum CIDCA 83114 fue menor para todas las HR analizadas)
(Tabla 4.2). Este comportamiento permite prever potenciales aplicaciones para las peliculas de
metilcelulosa cargadas con bacterias. Las peliculas de metilcelulosa preparadas en este capitulo son
livianas, de bajo costo, no ocupan grandes volimenes y tienen una baja permeabilidad al vapor de
agua (3.5 a 6.1x10™ g m™ s Pa?). Ademas, teniendo en cuenta que la inmovilizacién de
microorganismos en peliculas de metilcelulosa sélo demora 2.5 h, esta estrategia seria adecuada
para preservar y transportar diferentes bacterias lacticas, aun aquellas que son altamente sensibles
a la deshidratacion y al almacenamiento (e.g.: L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333). La
capacidad de L. plantarum CIDCA 83114 para sobrevivir en ambientes con mayor humedad relativa,
junto con sus propiedades inhibidoras contra E. coli 0157: H7 y Shigella (Hugo et al., 2008;
Golowczyc et al., 2011; Kakisu et al., 2013 a y b), sustenta la aplicaciéon de peliculas cargadas con

esta cepa para la formulacién de alimentos funcionales.
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CONCLUSIONES

En este capitulo se analizé la capacidad de las peliculas de metilcelulosa suplementadas con FOS

como vehiculo para dos cepas de lactobacilos. Para ello se realizé un enfoque integrador que incluyé

tanto la caracterizacién fisicoquimica de las peliculas como la estabilidad de los microorganismos

inmovilizados en las mismas.

El agregado de FOS a peliculas de metilcelulosa permitié6 aumentar la supervivencia de los
lactobacilos incluidos en ellas, aun en el caso de cepas sensibles a los procesos térmicos y de
deshidratacién como L. delbruekii subsp. bulgaricus CIDCA 333.

Las peliculas obtenidas en este trabajo tuvieron caracteristicas mecdnicas adecuadas. El
agregado de los microorganismos no afecté dichas propiedades, en tanto que la adicién de
FOS ejercio un efecto plastificante, tal como lo evidenciaron otros autores (Bersaneti et al.,
2016).

Las bacterias inmovilizadas en las peliculas de metilcelulosa mostraron elevada
supervivencia aun luego de un almacenamiento de 90 dias a 4 °C. La atmosfera de
almacenamiento afectd la viabilidad de las bacterias, siendo las condiciones de menor HR las
mas adecuadas para la preservacion.

La cantidad de bacterias supervivientes por gramo de pelicula fue superior a la
recomendada por los organismos nacionales INAL y ANMAT (Cédigo Alimentario Argentino
art. 1839; Resolucion Conjunta 261/2011y 22/2011) e internacionales como la EFSA y la FDA
(Aquilina et al., 2013; Hill et al., 2014.; Phuapaiboon et al., 2013.; Tripathi & Giri, 2014).
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Los resultados obtenidos constituyen una estrategia simple y econdmica para inmovilizar y
almacenar bacterias lacticas de interés industrial. Ademas de la contribucidn a la preservacion de las
bacterias lacticas, esta estrategia sustenta potenciales aplicaciones de los microorganismos
inmovilizados en el desarrollo de alimentos funcionales deshidratados que contengan probidticos y

prebidticos.
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Capitulo IV Parte Il — Funcionalizacidn de snack de manzana con Lactobacillus plantarum y FOS

INTRODUCCION

En general, los probidticos se consumen a través de productos alimenticios y representan una
parte importante del mercado de los alimentos funcionales (Tripathi & Giri, 2014; Bhadekar & Parhi,
2016). Las matrices alimenticias mas utilizadas para la incorporacién de probidticos son los
productos lacteos (e.g., yogures, leches fermentadas, helados y postres a base de leche, leche en
polvo para recién nacidos, mantecas y diferentes tipos de queso) (Champagne et al., 2005). A pesar
de su uso extendido, las matrices lacteas presentan limitaciones tanto desde el punto de vista del
efecto sobre la salud (e.g., intolerancia a la lactosa, alto contenido de colesterol), como del de la
aceptacion de los consumidores. Por otro lado, los productos no lacteos disponibles, que provienen
principalmente de la fermentacion de vegetales, cereales o jugos de frutas, no estan instalados en el
mercado o su consumo es regional o restringido a ciertos estilos de vida. Por lo tanto, el desarrollo
de productos no lacteos novedosos, como alternativa a los tradicionalmente disponibles, resulta de
relevancia para la industria de los alimentos.

En este sentido, productos no lacteos, como barras de cereales, productos que contienen
probidticos encapsulados, tales como jugo de manzana, chocolates, mayonesa, entre otros , y
alimentos fermentados de origen vegetal, han sido utilizados como vehiculos de probidticos
(Champagne et al., 2005; Saad, 2006; Komatsu et al., 2008; Mitropoulou et al., 2013). En el trabajo
de Russo et al. (2016) se describe el desarrollo de un postre a base de avena enriquecido en

riboflavina (vitamina B2) y con excelentes caracteristicas reoldgicas, obtenido mediante
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fermentacién con dos cepas de la especie Lactobacillus plantarum, una sobreproductora de
riboflavina y la otra, de exopolisacarido.

El uso de tecnologias como la impregnacién a vacio, la encapsulacidon o el recubrimiento de
alimentos con peliculas comestibles (Noorbakhsh et al., 2013; Romano et al., 2014; Gaudreau et al.,
2016), facilita la incorporacidon de bacterias lacticas probidticas y/o componentes bioactivos en
matrices alimenticias diversas. En este sentido, la utilizacion de snacks como matrices alimentarias
para la incorporacidn de probidticos puede ser una estrategia adecuada debido a que su consumo se

encuentra ampliamente difundido en diferentes franjas etarias.

4.11.1.1 Snacks como alimentos funcionales

Se entiende por snack a aquellos productos de facil consumo, accesibles, de tamafio pequeiio
(solido o liquido), que requieren poca o ninguna preparacion antes de su consumo y cuya finalidad
es satisfacer la sensacién de hambre que se produce entre comidas (Lusas & Rooney, 2002).

El consumo de snacks presenta una demanda sostenida. La agencia de estudios de mercado
Mintel (Mintel Group Ltd, Londres, Reino Unido) publicé una encuesta sobre el consumo de snacks
en los Estados Unidos en el afio 2015 (Snacking Motivations and Attitudes - US - April 2015) y los
resultados mostraron que mas del 94% de los encuestados consumia snacks al menos una vez al dia,
siendo 50 % el porcentaje de adultos que los consumia de 2 a 3 veces por dia. El consumo es
diferente en funcién de la edad. Asi, el segmento de entre 21 y 38 afios (millennials) presentd mayor
preferencia que los adultos (55 a 62 afos). Las razones que motivan el consumo de snacks son
diversas: necesidad energética y mantenerse concentrado durante el dia (39 %), estrés (17 %),
aburrimiento (27 %), entre las mas relevantes. La preferencia por los snacks saludables,
especialmente aquellos de un solo ingrediente y/o reducidos en calorias, fue del 33 %.
Contrariamente, un 62% de los encuestados afirmdé consumir snacks para satisfacer la ansiedad
entre comidas y mostré preferencia por el sabor y el aroma por sobre la nutricion (Snacking
Motivations and Attitudes - US - April 2015). Si bien en Argentina no existen estudios similares, es
posible que las motivaciones para el consumo de snacks sean semejantes.

Teniendo en cuenta que el consumo de snacks es un habito ampliamente difundido en todo el
mundo, estos productos podrian ser matrices apropiadas para el suministro de bacterias probidticas.
Sin embargo, el desarrollo de snacks funcionalizados con probidticos plantea diferentes desafios.
Teniendo en cuenta que se trata de productos deshidratados, los tratamientos térmicos y el estrés
mecanico y osmético podrian tener efectos indeseados para los microorganismos (e.g., dafios en las

estructuras bacterianas y/o pérdidas de viabilidad) (ver pagina 14 de la Introduccidon general).
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Asimismo, el efecto de la adicién de probidticos sobre las propiedades del producto final (crocancia,
textura, color, etc.) también debe ser considerado. De acuerdo a nuestro conocimiento, son escasos
los antecedentes relacionados con el desarrollo de snacks funcionalizados con probidticos. En
efecto, Betoret et al. (2012) describen el desarrollo de un snack a base de manzana deshidratada
funcionalizado mediante impregnacién por vacio con Lactobacillus salivarius spp. salivarius y
deshidratado por conveccién forzada. El snack obtenido demostrd ser un soporte adecuado para el
probidtico, la viabilidad del mismo luego del secado fue de (9.486 + 0.013) x 10’ UFC/8 producto seco) Y
presentd un potencial efecto contra infecciones causadas por Helicobacter pylori, como lo describen
los autores en ensayos preliminares in vivo. Noorbakhsh et al. (2013) desarrollaron un snack de
manzana funcionalizado con una cepa probidtica de la especie L. rhamnosus mediante impregnacion
en vacio y deshidratacidn. Los autores compararon tres técnicas de secado: secado por conveccion
(40 °C, flujo de aire de 8 m/min, 28 h), liofilizacién (25 °C, 72 h) y una combinacion de secado por
conveccién (40 °C, 3 h) y microondas asistido por vacio (1200 W, 9 min; 600 W, 3 min). La
supervivencia del probidtico demostré ser dependiente del tipo de secado empleado, siendo la
liofilizacion el mds adecuado. Las otras técnicas de deshidrataciéon provocaron un mayor efecto
sobre la viabilidad. Asimismo, la viabilidad bacteriana durante el almacenamiento y la resistencia al
pasaje a través del tracto gastro-intestinal simulado mostraron una relacién directa con el tipo de
secado, siendo la liofilizacién la que produjo menor pérdida de la viabilidad durante estos ensayos
(Noorbakhsh et al., 2013). Si bien estos trabajos coinciden en la matriz empleada y en el uso de
probidéticos no contemplan el uso de prebidticos en su desarrollo por lo cual, segun nuestro
conocimiento, en este capitulo describimos el primer desarrollo de un snack simbidtico de bajo
contenido de humedad. Teniendo en cuenta estos antecedentes, se desprende que el desarrollo de

snacks funcionalizados con probidticos requiere un estricto analisis de los aspectos mencionados.

4.11.1.2 Prebidticos como protectores de probidticos en el tracto gastrointestinal

Los efectos benéficos de un probidtico en el intestino dependen en parte de la supervivencia
bacteriana durante el pasaje a través del tracto gastrointestinal, donde deben enfrentarse al efecto
inhibitorio del contenido acido del estdmago, de las enzimas liticas del duodeno y de las sales
biliares. La resistencia a condiciones tan drasticas es cepa dependiente. Para evitar el efecto agresivo
de este ambiente, han sido desarrollados diferentes métodos de encapsulacidon. En este sentido, han
sido usadas cdpsulas de polisacaridos funcionalizadas con prebidticos (e.g., inulina, FOS, GOS) para
proteger diferentes cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium de los fluidos gastricos e intestinales in

vitro (And & Kailasapathy, 2005; Chavarri et al., 2010). La adicion de compuestos prebidticos a las
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bacterias encapsuladas no sdélo garantiza su llegada al intestino sin ser degradadas en la parte
superior del tracto gastrointestinal (definicion de prebidtico, Gibson et al., 2004), sino que también
puede ser una fuente de energia para los probidticos cuando alcanzan el colon. Diferentes
combinaciones de probidtico-capsula-prebiético han demostrado un efecto protector sobre la
supervivencia del probiético en las condiciones simuladas del tracto gastrointestinal. En tal sentido,
varios autores mostraron que la encapsulacién de cepas de Lactobacillus sp. con alginato
suplementado con inulina y péptidos (Chen et al., 2005), alginato-xantano con FOS (Nazzaro et al.,
2009) o alginato-quitosano con almiddn resistente Hi-Maize (lyer & Kailasapathy, 2005), FOS
Raftilose® (Anjani et al., 2004), inulina o GOS (Krasaekoopt & Watcharapoka, 2014) protege a los
microorganismos durante el pasaje a través del tracto gastrointestinal. Asimismo, ha sido
demostrado que capsulas lipidicas adicionadas de inulina o polidextrosa son eficientes en Ia
proteccion de Lactobacillus acidophilus expuestos a condiciones gastrointestinales simuladas (Okuro
et al., 2013). Por su parte, la supervivencia de cepas de Bifidobacterium en condiciones
gastrointestinales simuladas aumentd cuando se utilizaron cdpsulas de alginato adicionadas de
péptidos e inulina (Chen et al., 2005), capsulas de alginato-quitosano adicionadas de FOS Raftilose®
(Anjani et al., 2004), inulina o GOS (Krasaekoopt & Watcharapoka, 2014), o capsulas de goma gellan-
alginato adicionadas de FOS (Chen et al., 2007). Asimismo, la co-encapsulacion de los probidticos
Staphylococcus succinus (MAbB4) y Enterococcus faecium (FIdM3) en matrices de alginato e inulina
obtenida de remolacha y achicoria mejoré la resistencia al pasaje a través del tracto gastrointestinal,
en comparacion con los mismos microorganismos no encapsulados. En efecto, las células
encapsuladas mostraron alrededor del 89-99 % de supervivencia en el ambiente gastrointestinal y la

viabilidad se mantuvo hasta 30 dias a 4 °C (Sathyabama et al., 2014).

4.11.1.3 Diseiio de snacks funcionalizados con bacterias lacticas potencialmente probiodticas

En la primera parte de los ensayos presentados en este capitulo se inmovilizdé eficientemente
cepas de bacterias lacticas en peliculas de metilcelulosa. Se estudié el efecto sobre la viabilidad
celular durante el secado por conveccion, el efecto protector de FOS comerciales en dicho proceso y
la estabilidad del sistema durante el almacenamiento. Sin embargo, su incorporacién en el desarrollo
de alimentos funcionalizados con bacterias lacticas potencialmente probidticas requiere de estudios
adicionales. En concreto, una eficiente incorporacion de probioticos en snacks requiere considerar
tanto la factibilidad tecnolégica (tolerancia a la deshidratacidn, buen rendimiento de biomasa, etc.)
como la capacidad de los microorganismos para sobrevivir durante la vida util del producto y

durante el pasaje a través del tracto gastrointestinal. De hecho, no todas las cepas son capaces de
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sobrevivir al procesamiento tecnolégico y al almacenamiento, y las condiciones del tracto
gastrointestinal (pH &cido, sales biliares, etc) son perjudiciales para muchas de ellas (Rajam et al.,
2012; Senaka Ranadheera et al., 2014; Tripathi & Giri, 2014).

El tratamiento térmico en la produccion de snacks deshidratados es un paso critico, ya que las
altas temperaturas utilizadas para obtener productos crocantes y quebradizos pueden resultar
perjudiciales para los microorganismos. Es importante mencionar que la Agencia Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA), la Administracidon de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos
(FDA) y la Comisidn Nacional de Alimentos (CONAL) sugieren concentraciones de bacterias vivas de
entre 10° y 10’ UFC/g alimento al momento de ser ingerido para poder decir que el alimento
contiene probidticos (Hill et al., 2014; Tripathi & Giri, 2014; Cddigo Alimentario Argentino, articulo
1389; Gaudreau et al., 2016).
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OBJETIVOS

Considerando los antecedentes expuestos, esta segunda parte del capitulo se centra en el
desarrollo de un snack de manzana funcionalizado con peliculas de metilcelulosa funcionalizadas con
L. plantarum CIDCA 83114 y FOS. Par tal fin se plantearon los siguientes objetivos especificos:

Recubrir snacks de manzana previamente deshidratados con soluciones filmogénicas de
metilcelulosa, FOS y L. plantarum CIDCA 83114.

Estudiar el efecto del secado secundario de los snacks funcionalizados sobre la viabilidad celular.
Estudiar la calidad del snack obtenido, sus propiedades fisicoquimicas (humedad, color, textura, T,)
y organolépticas (mediante un panel sensorial).

Evaluar la viabilidad de los microorganismos adicionados al snack durante 90 dias de
almacenamiento a 20 °C, en bolsas termo-selladas a 60 % de humedad relativa (condiciones usuales
de almacenamiento de snacks).

Evaluar la resistencia de las bacterias inmovilizadas en el snack a condiciones gastrointestinales

simuladas, inmediatamente después de la obtencidn del producto y durante el almacenamiento.
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MATERIALES Y METODOS

4.11.3.1 Preparacion del cultivo stock y condiciones de crecimiento

Se utilizod la cepa L. plantarum CIDCA 83114, aislada de granulos de kefir (Garrote et al., 2001).
Se partié del cepario congelado en leche descremada a -80 °C. Los microorganismos fueron
reactivados en caldo MRS a 30 °C en aerobiosis durante 24 horas. Los microorganismos activos
fueron inoculados al 1 % v/v en MRS y crecidos a 30 °C. Una vez alcanzada la fase estacionaria (20 h
de cultivo, 2x10" UFC/mL), las bacterias fueron cosechadas por centrifugacion a 7000xg durante 10

min y lavadas dos veces con NaCl 0.85% p/v.
4.11.3.2 Preparacion de la solucion filmogénica

La solucién filmogénica se preparé como se indicd anteriormente (seccién 4.1.3.1). Luego se
adiciond FOS (Orafti p95 Beneo, Alemania) a la solucidn en una concentracion final de 3 % p/v. La
solucion se esterilizd con filtros esterilizantes (tamafio del poro 0.2 micras). El pellet bacteriano
(seccion 4.11.3.1) fue incorporado en 4 mL de la solucion filmogénica, de manera de obtener una

concentracién bacteriana de 3.1x10"+0.3x10™ UFC/mL en la solucién.
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4.11.3.3 Preparacion del snack de manzana

Para la preparacion del snack se cortaron rodajas de manzana de 2.0+0.2 mm de espesor y se las
impregno con una solucion de gluconolactato de calcio (grado alimentario, Jungbunzlauer, Alemania)
durante 2 min, y se adiciond acido ascérbico en una concentracidén 2 % p/v. Las rodajas de manzana
impregnadas fueron posteriormente deshidratadas osmdticamente por inmersidn en una solucidn
de isomalt 30 % p/v, (Beneo-Palatinit, Alemania) y maltodextrina (grado alimentario, Parafarm,
Argentina) en una proporcion 2:1. Luego de la inmersidn, las rodajas de manzana fueron horneadas
durante 30 min a 140 °C en un horno de conveccion forzada para obtener el snack. Para el
recubrimiento, se pinceld la superficie de cada rodaja horneada de snack con 100 pL de la solucidn
filmogénica que contenia bacterias.

Para el secado, se evaluaron diferentes combinaciones de temperatura/tiempo: 140 °C/3 min;
100 °C/5 min; 80 °C/20 min, 60 °C/50 min y 50 °C/90 min. Para cada temperatura, el tiempo de
secado fue optimizado procurando la recuperacién de las caracteristicas fisicas y sensoriales de los
snacks no recubiertos, y maximizando la viabilidad bacteriana.

Luego de los pasos de secado, los snacks fueron envasados en bolsas de polipropileno termo-
selladas (Vitopel S.A., Argentina) y almacenados a 20 °C y 60 % de humedad relativa (HR) en una

camara con control de temperatura y humedad. Como control se utilizaron snacks no recubiertos.

4.11.3.4 Propiedades fisicoquimicas de los snacks

Luego del secado se determind el contenido de humedad, la textura y el color de las muestras y
luego de 15, 30, 45, 60 y 90 dias de almacenamiento (seccién 4.11.3.3). Como control se utilizaron

snacks no recubiertos.

4.11.3.4 .1 Determinacion del contenido de humedad
Se determiné el contenido de humedad de los snacks midiendo la pérdida de peso luego del
secado en un horno de vacio a 70 °C hasta peso constante (AOAC 1980). Los resultados de humedad

se expresaron como gramos de agua por 100 g de muestra seca (b.s.).

4.11.3.4 .2 Analisis de textura
La textura de los snacks se evalud a 20 °C en un texturomentro TA.XT2i (Stable Micro Systems,
Inglaterra) mediante el uso de una sonda semi-esférica de 5 mm de didmetro a una velocidad

constante de 1 mm/s (Tavera-Quiroz et al., 2014) (Anexo A.3).
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4.11.3.4 .3 Mediciones de color

El color de los snacks se determind usando un colorimetro Minolta CR 400 Series (Japdn). Se
utilizé la escala CIELab, y se midieron los pardmetros de luminosidad (L) y cromaticidad a* (rojo-
verde) y b* (amarillo-azul) (Anexo A.4). El indice de pardeamiento o browning (Bl) se calculé usando

la ecuacidn descripta en Tavera-Quiroz et al. (2014):

100 | a*+175L

Bl = -
0.172 {5645 L +a*-3.012 b*

Ec. 4.3

4.11.3.5 Viabilidad bacteriana

Cada rodaja de snack (0.500 g) se triturd suavemente y re-hidraté completamente con 5 mL de
NaCl 0.85 % p/v durante 10 min. Las suspensiones obtenidas se diluyeron en serie, se sembraron en
agar MRS e incubaron a 30 °C durante 24 h. Este proceso se llevd a cabo inmediatamente después
del secado en las condiciones éptimas y durante el almacenamiento (a 15, 30, 45, 60 y 90 dias)

(seccion 4.11.3.3).

4.11.3.6 Analisis de la microestructura mediante microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las muestras fueron depositadas cuidadosamente sobre tiras de carbono (Agar Scientific,
Stansted, Reino Unido), y luego recubiertas con carbono y colocadas en un soporte. La adquisicion
de imdgenes se realizd a bajo vacio en un microscopio electrénico de barrido (FIM-SEM, FEl,
Hillsboro, Estados Unidos). Las imagenes fueron adquiridas con un voltaje de aceleracion de 5 kV.
Las observaciones se realizaron inmediatamente después de la obtencion de los snacks, antes del

almacenamiento (seccién 4.11.3.3).

4.11.3.7 Propiedades térmicas

Las propiedades térmicas de los snacks de manzana obtenidos en la seccién XX se determinaron
utilizando un calorimetro diferencial de barrido DSC-Q100 controlado por un modulo TA 5000 (TA
Instruments, New Castle, Estados Unidos). La primera exploracién se realizé en el rango de -70 °C a
200 °C, a 10 °C/min. Después de completar la primera exploracién, las muestras se enfriaron hasta -

70 °C, y a continuacidn se realizd6 una segunda exploracion entre -70 y 250 °C, a 10 °C/min. Las
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temperaturas de transicion vitrea (Ty) se obtuvieron a partir de los termogramas, utilizando el
software de analisis universal V1.7F (TA Instruments, New Castle, Estados Unidos). Como control se

utilizaron snacks no recubiertos.

4.11.3.8 Analisis de las propiedades funcionales

4.11.3.8.1 Digestion in vitro

Se determind el efecto de condiciones gastrointestinales simuladas sobre la viabilidad de L.
plantarum CIDCA 83114, luego de la obtencién del snack y durante el almacenamiento a 20 °C. El
ensayo se realizé en los dias 0, 30, 60 y 90 y se dividié en dos etapas. Primero se evalué la digestién
gastrica (pepsina, pH 2.5) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) y luego la digestion
intestinal (pancreatina, sales biliares, pH 7.5) (Sigma Aldrich, EE.UU.). Para realizar el ensayo se
triturdé 0.50 g de snack (1 rodaja), y se adiciond 2.5 mL de NaCl 0.85 % p/v. A esta suspension se le
agregd jugo gastrico simulado concentrado, compuesto de pepsina porcina 3200 unidades/mL, CaCl,
7.2mM, MgCl, 3mM, NaCl 98mM, KCl 24mM y KH,PO, 12.8 mM (pH 2.5 ajustado con HCI diluido).
Las muestras se incubaron durante 1 hora a 37 °C bajo agitacion continua (130 rpm, Max Q 4000,
Thermo Scientific, Estados Unidos). La etapa de la digestion gastrica fue detenida aumentando el pH
a 6.5 con una solucién de NaOH. La etapa de la digestion intestinal se realizé agregando jugo
intestinal simulado, compuesto de 10 mg/ml de pancreatina, 20 mg/ml de sales biliares y NaHCO;
100 mM (pH 7.5). La suspension resultante se incubd durante 2 horas a 37 °C, bajo agitacion
continua. Después de cada etapa, se tomo alicuotas de 1 mL y se realizé un recuento en placa, tal

como se explicé en la seccién 4.11.3.5.

4.11.3.8.2 Analisis sensorial

Se efectud un panel sensorial para evaluar la aceptabilidad de los snacks recubiertos con
peliculas de metilcelulosa y L. plantarum CIDCA 83114. El ensayo se realizé con un panel compuesto
por 50 evaluadores con experiencia en evaluacion sensorial seleccionados dentro del personal del
CIDCA (La Plata, Argentina), que manifestaron ser consumidores habituales de este tipo de
productos, y cuyas edades estuvieron entre 25 y 55 afios. Las muestras fueron codificadas al azar y
presentadas a los panelistas en bandejas enumeradas junto con las instrucciones para la evaluacion.
Los atributos analizados fueron la apariencia, color, textura, sabor y aceptabilidad general, utilizando
una escala heddnica de nueve puntos para cada uno. Ademas, se pidid a los panelistas indicar la

puntuacion de cada muestra en una escala desde 1 (disgusta) a 9 (gusta). Se consideré una
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puntuacion igual a cinco como umbral minimo de aceptabilidad. Para cada uno de estos atributos se

determind la frecuencia relativa de las respuestas de los panelistas.

4.11.3.9 Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado. Las diferencias relativas fueron reproducibles
independientemente del cultivo utilizado. Los resultados obtenidos se analizaron mediante analisis
de varianza (ANOVA) con el programa Infostat v2009 (Cérdoba, Argentina). La comparacidon de
medias se realizé aplicando el test de medias LSD de Fisher. Las diferencias fueron consideradas

estadisticamente significativas para valores de P<0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.11.4.1 Proceso de secado del snack funcionalizado

Para el disefio de los snacks de manzana fue necesario superar dos desafios importantes:

-la incorporacion de microorganismos en el snack: se decidié elaborar los snacks en dos etapas.
En una primera etapa se hornearon los snacks a las temperaturas necesarias para obtener productos
crocantes y quebradizos (140 °C, 30 min). En una segunda etapa, se adicionaron las bacterias
suspendidas en soluciones filmogénicas de meticelulosa, pincelando la superficie superior de los
snacks ya horneados. Para evitar el re-humedecimiento de los snacks (y consecuente deterioro de
sus propiedades organolépcticas y textura), los snacks fueron recubiertos sélo en su superficie
superior con una fina capa de solucién filmogénica (100 L) que contenia L. plantarum CIDCA 83114.
En ese pequefio volumen habia inicialmente (6.2+0.6) x 10'° UFC/g snack (valor de No).

-la relaciéon tiempo/temperatura representé un segundo desafio, ya que debia permitir la
formacidon de la pelicula de metilcelulosa y al mismo tiempo, no ser perjudicial para los
microorganismos. En los estudios previos (seccion 4.1.4.2) habia sido definida la combinacién de 2.5
h a 40 °C para la obtencion de las peliculas de metilcelulosa cargadas con L. plantarum CIDCA 83114
(Romano et al., 2014). Sin embargo, en el caso del snack fueron necesarios tiempos menores debido
a que el volumen de la solucién filmogénica era menor (100 pL vs 1500 pL) (Romano et al., 2014).
Para definir esta nueva relacion tiempo/temperatura de secado fue necesario ensayar diferentes

combinaciones y determinar la pérdida de viabilidad bacteriana (Figura 4.9) y las caracteristicas de
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los snacks obtenidos. Se observé que el uso de temperaturas por encima de 80 °C durante periodos
cortos permitid la obtencién de snacks de buena calidad en términos visuales y sensoriales. A pesar
de estas ventajas, estas condiciones provocaron pérdidas elevadas de viabilidad bacteriana
(superiores a 3 log UFC/g). La utilizacion de temperaturas bajas produjo una menor pérdida de
viabilidad pero requirid mayores tiempos de secado. Por ello se decidié secar a 60 °C durante 50
min, ya que fue la condicidn que permitid obtener una menor pérdida de viabilidad con un menor

tiempo de secado (Figura 4.9).

Tiempo (min) 90 50 20 5 3
Temp (°C) 50 80 100 140

o 60

-2 -

Log,o (N/Np)

-8 — Ny: (6.16 £ 0.66) x 10" UFC/g

Figura 4.9. Pérdida de la viabilidad de L. plantarum CIDCA 83114 inmovilizado en una
pelicula de metilcelulosa sobre el snack de manzana luego del secado a diferentes
temperaturas y tiempos. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).

Esta condicion permitié obtener un producto de contenido de agua, crocancia y aspecto visual

similares a aquellos observados antes de la aplicacion del recubrimiento, sin afectar

significativamente la viabilidad de los microorganismos (Figura 4.10).
4.11.4.2 Propiedades microbiolégicas de los snacks funcionalizados
Es sabido que para ejercer su efecto probidtico, las bacterias deben llegar vivas y en cantidades

suficientes al intestino. Para lograr este objetivo deben superar las condiciones gastricas (pH bajo,

accion de proteasas) e intestinales (sales biliares, proteasas, lipasas, nucleasas). Por lo tanto, antes
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de asegurar que un alimento funcional posee potencial probidtico debe evaluarse la viabilidad de los

microorganismos durante la digestidon gastrointestinal.

Figura 4.10. Snacks recubiertos con peliculas de metilcelulosa y L. plantarum CIDCA
83114.

Considerando que el almacenamiento provoca dafios sub-letales a los microorganismos, y que
los microorganismos dafiados son mas susceptibles a cualquier condicién perjudicial (Tymczyszyn et
al., 2007a y b), se evalud el efecto de la digestidon gastrica e intestinal simulada no solamente
después de la preparacion de los snacks (t= 0 dias) sino también a lo largo del almacenamiento a 20
°Cy 60 % HR durante 90 dias. Los resultados de la pérdida de viabilidad durante el almacenamiento
se muestran en la Figura 4.11Ay los resultados de la pérdida de viabilidad luego del almacenamiento
seguido de la digestion gastrica e intestinal simulada, en la Figura 4.11B.

Antes del almacenamiento, los snacks de manzana recubiertos mostraron una carga inicial (Ng)
de (7.02+1.48) x 10° UFC/g. Esta concentracién disminuyd (1.54+0.10) log UFC/g después de simular
las condiciones géstricas, llegando a (2.40+0.65) x 10° UFC/g. La viabilidad no se redujo en forma
significativa después de la digestion intestinal simulada [(2.03+0.4) x 108 UFC/g] (p>0.05).

El almacenamiento a 20 °Cy 60 % HR provoco una ligera disminucién de la viabilidad bacteriana
después de 90 dias (1.43+0.10) log UFC/g). A pesar de esto, la concentracién bacteriana [(2.0+0.7) x

10® UFC/g] se mantuvo por encima de los requerimientos minimos de los organismos nacionales e
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internacionales (10°-10” UFC/g) (Hill et al., 2014; Tripathi & Giri, 2014; Cédigo Alimentario Argentino
art. 1389, 2011).

Almacenamiento (dias)
0 15 30 45 60 75 90
I | |

I I I I

Logqo (N/Ng)

—_

6L Ny (7.02 +1.48) x 10° UFC/g B

Figura 4.11. Pérdida de la viabilidad de L. plantarum CIDCA 83114 inmovilizado sobre el
snack de manzana a diferentes tiempos de almacenamiento (A,0), y del snack
almacenado expuesto a la digestion gastrica simulada (B, barras negras) y luego
expuesto a la digestidn intestinal simulada (B, barras grises). Los valores representados
son el promedio de tres determinaciones independientes £DS.

Si bien la disminucién de la viabilidad luego 90 dias almacenamiento fue baja, la digestidon
gastrointestinal luego de este periodo provocd una disminucién pronunciada de la viabilidad
bacteriana [3.11 log UFC/g; (5.51+0.70) x 10° UFC/g] e intestinal [(9.83+0.45) x 10° UFC/g]. Esto
sugiere que el dafio sufrido por los microorganismos durante el secado y su posterior
almacenamiento disminuyd significativamente la estabilidad de las bacterias frente a las condiciones
gastrointestinales. Estos resultados confirman que la capacidad de las bacterias para superar las

barreras fisiolégicas no esta necesariamente relacionada con su capacidad para sobrevivir a las

condiciones de almacenamiento. Por esta razén, la determinacion del efecto de las condiciones
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gastrointestinales simuladas sobre la viabilidad bacteriana post-almacenamiento constituye una
evaluacién importante, ya que no hacerlo conduciria a sobre-estimaciones de las concentraciones
bacterianas que llegan al intestino.

A pesar de las pérdidas de viabilidad mencionadas, es importante destacar que aun en
condiciones de estrés maximo (almacenamiento prolongado y digestiones gdstrica e intestinal
simuladas consecutivas) la concentracidn de L. plantarum CIDCA 83114 que llega al intestino es lo
suficientemente alta [(9.83%0.45) x 10° UFC/g] como para asegurar que la ingestion de 25 g del snack

permitiria alcanzar la concentracién de microorganismos requerida para ejercer un efecto benéfico.
4.11.4.3 Propiedades fisicas, quimicas y nutricionales de los snacks recubiertos
Se estudio la evolucidn de diferentes propiedades (contenido de humedad, color, pardmetros

mecanicos) de los snacks recubiertos con las peliculas de metilcelulosa cargadas con L. plantarum

CIDCA 83114 durante el almacenamiento (Tabla 4.3).

Tabla 4.3. Contenido de humedad, color y pardmetros mecanicos de los snacks de manzana recubiertos
con peliculas de metilcelulosa cargadas con L. plantarum CIDCA 83114 y almacenados durante 0, 15,

30, 45 y 90 dias a 20 °C y 60 % HR. Control: snack no recubierto.

Producto  Tiempo Humedad Luminosidad Indice Deformacion Moddulo eldstico
(dias)  (Guq,,/1000, ) (L) Browning (8l)  (mm) (N/m)

Control 0 1.82b* (0.4)**  64.0*0(1.2) 44.0%(2.2) 1.220(0.1) 1.1%5(0.1)
30 1.42 (0.1) 63.07 (1.7) 44.0° (2.2) 1.22b(0.2) 1.3(0.2)
45 2.7°<4(0.2) 63.220(0.8) 45.0%°(1.4) 1.322(0.3) 0.920 (0.2)
60 3.2%¢ (0.6) 63.020 (1.1) 46.0*0(1.1) 1.320(0.1) 0.822% (0.03)
90 3.8¢(0.6) 6720 (1.4) 45.02b (1.3) 1.6°(0.2) 0.612 (0.01)

Snack

recubierto 0 3.00" (0.3)** 69.0°(1.5)  57.0°(2.9) 0.822(0.07) 1.1 (0.2)
15 2.5b<d(0.9) 70.0°(1.6)  51.0b<(1.5)  1.22b(0.2)  1.22(0.2)
30 2.62¢4 (0.4) 65.02P (1.1) 55.0°(2.1) 1.120(0.1) 0.992* (0.03)
45 2.45¢(0.9) 66.3%0 (0.8) 50.0¢(2.9) 1.0° (0.1) 1.02b (0.4)
60 3.1%¢(0.4) 62.07 (1.5) 53.0¢ (3.9) 1.2325(0.05) 1.18%(0.01)
90 2.5bcd (0.4) 66.020 (1.4) 52.0°(2.3) 1.12 (0.3) 1.2%5(0.3)

* Letras diferentes indican diferencias significativas entre los snacks (p<0.05).

** Los valores entre paréntesis representan la desviacidn estdndar.
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Los snacks horneados a 140 °C durante 30 min sin recubrimiento (controles) presentaron un
contenido de humedad de 1.8 % (b.s). En el producto recubierto, el contenido de humedad obtenido
fue significativamente mas alto (aproximadamente el doble) (p<0.05) y este valor se mantuvo
después de 90 dias de almacenamiento (Tabla 4.3).

Las curvas de fuerza-deformacién obtenidas para el control y para los snacks recubiertos antes
del almacenamiento (dia 0), mostraron patrones similares y tipicos de productos crocantes (valores
elevados de fuerza y valores bajos de deformacién en el maximo de ruptura). El perfil de textura de
los snacks recubiertos con la pelicula de metilcelulosa y bacterias, se caracterizé por una fuerza de
ruptura promedio de 1.6 N. No se observaron diferencias significativas hasta los 90 dias de
almacenamiento (p>0.05). Esta tendencia se obtuvo también para los valores de deformacién de las

muestras antes de la ruptura, que fueron bajos (del orden de 2 mm) (Figura 4.12).

2.0
Tiempo de almacenamiento
------------ recubierto - 0 dias
1.6 — .- = recubierto - 30 dias
-~~~ recubierto - 90 dias
—— recubierto - 120 dias
— —-— control - 0 dias
£ 12
4]
N
208
L .
0.4
0.0 l l

0 2 4 6 8
Deformacion (mm)

Figura 4.12. Comportamiento mecanico (curvas de fuerza vs deformacion) de los snacks
de manzana recubiertos con peliculas de metilcelulosa cargadas con L. plantarum
CIDCA 83114. Snack control sin recubrimiento dia 0 de almacenamiento (curva de
guiones y puntos; color naranja). Snack con recubrimiento almacenado a 20 °Cy 60 %
HR: dia O (linea de puntos; color verde), dia 30 (linea de guiones y puntos dobles; color
celeste), dia 90 (linea de guiones; color azul) y dia 120 (linea continua; color rojo).
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En todos los casos se observd una pendiente abrupta y pequenas caidas de la fuerza (rupturas
parciales de la estructura) relacionadas con el quiebre (o la ruptura) caracteristico de materiales
crocantes (Hofsets & Lopes, 2005; Varela et al., 2006; Vincent, 1998) (Figura 4.12).

Luego de 120 dias de almacenamiento, los snacks cargados con bacterias mostraron colapso de
la estructura debido a la adsorcidn de agua a lo largo del almacenamiento, lo cual se evidencié con
una menor pendiente, y una mayor deformacion. No se evidencid un patrén de irregular, resultante
de rupturas parciales previas a la ruptura. Por el contrario, debido al efecto plastificante del agua, se
observé un patrén tipico de un material ductil.

En los snacks recubiertos se observaron valores mayores para el indice de browning respecto del
snack control. Estos cambios podrian deberse al tratamiento térmico adicional (60 °C durante 50
min) necesario para el secado del recubrimiento sobre el snack (Figura 4.10). Sin embargo, teniendo
en cuenta el efecto protector frente al pardeamiento del tejido de manzana informado para la
isomalt (Tavera-Quiroz et. al, 2014), podria pensarse que el aumento del indice de browning podria

haber sido aiin mayor sin la adicién de isomalt.

4.11.4.4 Propiedades estructurales y térmicas de los snacks

La temperatura de transicion vitrea de los snacks se determiné mediante calorimetria diferencial
de barrido (DSC). Para los snacks sin recubrimiento (control) se obtuvieron valores de T, de 68 °C
(Figura 4.13 curva A), mientras que los snacks recubiertos con metilcelulosa y L. plantarum CIDCA
83114 presentaron valores de alrededor de 58 °C (Figura 4.13 curva B). Luego de 90 dias de
almacenamiento, la T, de los snacks recubiertos descendié a 57 °C (Figura 4.13 curva C) y no se
observaron diferencias significativas con respecto al valor obtenido al tiempo inicial (p>0.05).
Aunque el valor de T, en los snacks recubiertos muestra un descenso con respecto al control, el
mismo continla siendo muy superior a 20 °C, que fue la temperatura seleccionada para el
almacenamiento. A esta temperatura la diferencia IT-T,l es suficiente para garantizar el estado
vitreo del producto. Estos resultados fueron consistentes con el contenido de humedad,
considerando que el control presenté el menor valor de humedad (1.8 % b.s) y la mayor T, (Tabla

4.3).
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Figura 4.13. Termogramas DSC de los snacks de manzana recubiertos con peliculas de
metilcelulosa cargadas con L. plantarum CIDCA 83114. Los snacks fueron almacenados
a 20 °Cy 60 % HR. Snack sin recubrimiento (control, A), snack recubierto con peliculas
de metilcelulosa y bacterias antes (B) y después de 90 dias (C) de almacenamiento. La
temperatura de transicion vitrea se obtuvo a partir del segundo barrido. Las flechas
indican el punto de inflexion de la T,.

4.11.4.5 Microscopia electronica de barrido (SEM) del snack funcionalizado

La Figura 4.14 muestra las micrografias obtenidas por microscopia electréonica de barrido de la
superficie de los snacks de manzana recubiertos con las peliculas de metilcelulosa cargadas con L.
plantarum CIDCA 83114 (Figura 4.14A, By C) y de los snacks de manzana sin recubrimiento (control)
(Figura 4.14D). En las imagenes obtenidas se observan los microorganismos inmovilizados en las

peliculas de metilcelulosa que recubren al snack, sin alteraciones morfolégicas evidentes.
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Figura 4.14. Microscopia electrénica de barrido de los snacks de manzana recubiertos con peliculas de
metilcelulosa cargadas con L. plantarum CIDCA 83114 a diferentes resoluciones (A, B y C) y del snack sin
recubrimiento (control, D). Las barras de escala se indican al pie de las imagenes.

4.11.4.6 Panel Sensorial

Se evalué la aceptabilidad de los snacks recubiertos con microorganismos mediante un panel
sensorial. Los panelistas evaluaron los parametros de apariencia, color, textura, sabor vy
aceptabilidad global, en una escala de 1 (disgusta extremadamente) a 9 (gusta extremadamente). La
Figura 4.15 muestra la frecuencia relativa, que corresponde al nimero de veces que los panelistas
otorgaron un puntaje para cada atributo sobre el nimero total de panelistas (50).

Para los diferentes parametros, la maxima frecuencia relativa de las respuestas estuvo entre 7 y
8 para los snacks con recubrimiento, bien por encima del valor de 5 que es el umbral minimo de

aceptabilidad.
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Figura 4.15. Evaluacion sensorial de los snacks de manzana: A. apariencia; B. sabor; C.
color; D. textura; E. aceptabilidad general. Frecuencia: nimero de panelistas que
eligieron una categoria sobre el total de panelistas (50). Categoria: Desde 1 (disgusta
extremadamente) a 9 (gusta extremadamente). Snacks recubiertos con L. plantarum
CIDCA 83114 (barras grises). Snack sin recubrimiento (control) (barras negras).

La puntuacion para el sabor del snack recubierto con los microorganismos inmovilizados en la
pelicula de metilcelulosa fue similar (p>0.05) a la obtenida por el snack control (sin el recubrimiento)
(6.5£1.9 y 7.2+1.2, respectivamente, indicando que la adicién del recubrimiento con bacterias

l[acticas no alterd este atributo. En relacion al atributo de color, los panelistas dieron una puntuacién
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superior al snack con recubrimiento (7.7+1.2) en comparacion con el control (7.4+1.3), no obstante
este valor no fue estadisticamente significativo (p>0.05). Esta leve diferencia en el color puede ser
atribuida a que el tiempo mas prolongado de secado (140 °C/30 min y 60 °C/50 min, permitié un
mayor desarrollo de la reacciéon de caramelizacién, lo que dio lugar a valores mas altos del indice
browning (Tabla 4.3). En lo que se refiere a la textura, si bien no se observaron diferencias
significativas para este atributo (p>0.05), los panelistas dieron una puntuacién ligeramente inferior a
los snacks con recubrimiento (7.9+1.1 y 7.2+1.3, para el control y snack recubierto,
respectivamente), probablemente debido al mayor valor de la humedad de la muestras. Sin
embargo, los perfiles de textura, obtenidos instrumentalmente, siguieron una tendencia similar en
los dos snacks sin presentar diferencias significativas (p>0.05). Los resultados obtenidos para la
aceptabilidad general tampoco mostraron diferencias significativas (p>0.05), y fueron de 7.8+1.0
para el control y 7.2+1.3 para el snack con recubrimiento.

Los resultados presentados demuestran que el recubrimiento de snacks de manzana con
microorganismos potencialmente probidticos inmovilizados en peliculas de metilcelulosa no altera
sus propiedades organolépticas significativamente. Esto es de gran importancia teniendo en cuenta

el valor agregado que tiene este tipo de producto.
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CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta el aumento sostenido del consumo de snacks por parte de la poblacién, se
decidiéd formular un snack de manzana funcionalizado con bacterias lacticas potencialmente
probidticas y FOS, e incluir en la formulacién otros ingredientes saludables como isolmalt, calcio y
acido ascorbico.

La incorporacién de microorganismos para obtener alimentos funcionales representa un desafio
debido a diferentes factores potencialmente perjudiciales. Entre ellos, las condiciones de produccion
y procesamiento, el almacenamiento y el pasaje a través del tracto gastrointestinal son los mas
relevantes. Las condiciones definidas en este capitulo permitieron sortear estos efectos nocivos y
obtener snacks con una alta concentracidn de microorganismos viables.

De hecho, es destacable que la viabilidad de L. plantarum CIDCA 83114 fue alrededor de 10°
UFC/g luego de 90 dias de almacenamiento seguido de la exposicién condiciones gastrointestinales
simuladas. Estos valores aseguran que la ingestion de alrededor de 25 g de snacks permite alcanzar
una concentracion bacteriana por encima de la recomendada por organizaciones como la CONAL
(Codigo Alimentario Argentino art. 1389, 2011), la EFSA o la FDA para productos considerados
probidticos al momento de la ingestion.

Teniendo en cuenta que se trata de un producto alimenticio, la aceptabilidad por parte del
consumidor es critica. En efecto, el snack desarrollado presentd propiedades reolégicas (crocancia y

textura) y organolépticas (sabor y color) adecuados. En su conjunto, dichos atributos contribuyeron
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a una alta aceptabilidad del producto desarrollado por parte de un panel de personas entrenadas en
la degustacién de este tipo de alimentos.

En resumen, el snack simbidtico desarrollado en este capitulo representa una opcidn saludable y
sumamente valiosa para el delivery de bacterias lacticas y prebidticos en matrices alimenticias no

lacteas.
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Discusién general

DISCUSION GENERAL

Las bacterias lacticas juegan un papel importante en la salud y el bienestar humano y animal, y
su empleo en la preparacién y conservacion de alimentos data de tiempos antiguos. Es por ello que
en la actualidad son los microorganismos mas ampliamente usados en la industria de los alimentos
(Albano et al., 2009; Gerez, Torino, Rollan & Font de Valdez, 2009; Giraffa, Chanishvili & Widyastuti,
2010). Su rol principal en los procesos de fermentacién es la produccién de componentes activos
gue generan cambios en la textura, pH, caracteristicas organolépticas y de durabilidad de los
alimentos y bebidas fermentados. Por otro lado, desde que hace mds de un siglo, Metchnikoff (1908)
propusiera que el consumo de microorganismos vivos benéficos podria desplazar organismos
putrefactivos y patogénicos del intestino y aumentar la longevidad, se han sucedido numerosos
avances en el conocimiento del impacto del consumo de microorganismos probidticos sobre la
microbiota intestinal y su efecto benéfico en la salud humana, los cuales han dado un gran impulso
al desarrollo de nuevos alimentos. En dichos alimentos, la valoracidn del rol de las bacterias lacticas
va mas alla de su accion primaria sobre el alimento, considerdandose ahora sus efectos beneficiosos
sobre la promocién de la salud. Considerando la relevancia de las bacterias lacticas tanto en la
produccién de alimentos como en la promocidn de la salud, el estudio de la preservacién de estos
microorganismos para su aplicacién en alimentos funcionales o como agentes terapéuticos resulta

de suma relevancia para la industria de los alimentos y la farmacéutica.
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Este contexto alentd el desarrollo de este trabajo de tesis. En él se abordé el estudio de los
fructo-oligosacaridos (FOS) como agentes preservadores de la viabilidad de lactobacilos sometidos a
distintos tipos de procesos de conservacion en diferentes matrices. El estudio abarcé los diferentes
procesos desde la optimizaciéon de la sintesis del agente protector hasta su utilizaciéon en la
formulacién de un nuevo alimento conteniendo microorganismos vivos.

Los FOS se encuentran naturalmente en vegetales como la cebolla, la achicoria, el ajo y el
esparrago, entre otros. También pueden ser obtenidos a partir de la hidrdlisis de inulina o mediante
sintesis enzimatica a partir de sacarosa. Luego de su ingestion, los FOS no son hidrolizados por las
glucosidasas del intestino delgado y alcanzan el colon estructuralmente sin cambios. Alli, son
metabolizados por la microflora intestinal para formar acidos carboxilicos de cadena corta, L-lactato,
CO,, hidrégeno y otros metabolitos, ejerciendo un efecto prebidtico sobre la microbiota. Estos
efectos benéficos han estimulado la incorporacion de FOS en los productos alimenticios y en
formulas infantiles (Sabater-Molina et al., 2009). Si bien el efecto prebidtico de los FOS ha sido
ampliamente investigado, su capacidad protectora durante procesos de deshidratacién de bacterias
acido lacticas ha sido escasamente explorada.

En el primer capitulo se estudié la sintesis de FOS a partir de sacarosa y el efecto de la
concentracion de sustrato en los productos obtenidos. La sintesis enzimadtica de FOS a partir de
sacarosa representa una alternativa atractiva para la produccién de prebidticos. Desde el punto de
vista de la sustentabilidad, la sacarosa es un sustrato de bajo costo y facil acceso en Argentina.
Ademas, se trata de un proceso de sintesis de bajo impacto ecoldgico, ya que no se emplearon
productos quimicos contaminantes. Adicionalmente, es importante tener en cuenta la situacién del
mercado del sector azucarero en Argentina y en el mundo (Informe de cadenas de valor, Ministerio
de Hacienda y Finanzas Publicas, Julio de 2016, ISSN 2525-0221). En los ultimos afios se observo una
caida del precio internacional de la sacarosa, que pasé de un pico de USS 770 la tonelada en 2011 a
USS 388 a principios de 2016. Por otro lado, se estima que el consumo del mercado interno crece a
una tasa vegetativa, es decir muy lentamente. En simultaneo, existen tendencias a la sustitucion del
azucar por otros edulcorantes. Argentina es un productor importante de sacarosa a nivel mundial, y
a pesar de que su produccion anual de sacarosa (2 millones de toneladas métricas valor crudo,
TMVC, durante la campaia 2016) (Informe de cadenas de valor, Julio de 2016, SSN 2525-0221), es
bastante mayor que su consumo interno (1.8 millones de TMVC promedio entre las campafias
2009/2010 y 2014/2015), el excedente no se utiliza para sostener una produccién nacional de

prebidticos a nivel industrial, por lo que el pais continda siendo un importador neto de prebidticos.
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En este contexto, los resultados obtenidos en este trabajo de tesis adquieren una especial
relevancia porque aportan herramientas fundamentales para una futura transferencia a la industria
gue permita otorgar un valor agregado a la sacarosa.

En la realizacién de este trabajo de tesis se planted un enfoque integral sobre los fructo-
oligosacaridos, en primera instancia se analizd su sintesis a partir de sacarosa, considerando la
modulacién de la composicién de los oligosacaridos obtenidos y el desarrollo de un método de
monitoreo practico y novedoso mediante espectroscopia FTIR y andlisis multivariante. Los resultados
obtenidos, presentados en el capitulo |, muestran que la composicidn de los FOS sintetizados a partir
de sacarosa estd fuertemente determinada por la concentracién inicial de sacarosa utilizada en la
sintesis. La modulacién de la composicion de las mezclas de FOS de manera controlada a través de
cambios en las condiciones de sintesis, representa un enfoque mas realistico para la obtencién de
prebidticos con caracteristicas protectoras definidas, ya que la purificacién de los componentes de
sintesis resulta poco practico vy dificil de llevar acabo a escala industrial. Por su parte, los modelos
PLS calibrados y validados constituyen una herramienta sumamente valiosa para determinar la
composicion de FOS en muestras desconocidas. Esta ventaja tecnoldgica no se limita solamente al
seguimiento de la reaccién enzimdtica sino que también adquiere especial importancia para el
control de calidad de la produccion industrial de FOS. Si bien el uso de métodos multivariante ha ido
incrementandose en los ultimos 10-15 afos gracias al desarrollo de capacidades computacionales
adecuadas, sus potencialidades aun no son bien aprovechadas debido en gran medida a su
desconocimiento. El uso combinado de métodos espectroscépicos y analisis multivariante
representa una enorme ventaja, especialmente cuando se deben analizar muchas muestras con
estructuras complejas.

Los resultados presentados en el capitulo Il permitieron arrojar luz sobre los mecanismos
involucrados en la proteccién que brindan los diferentes componentes de una mezcla de FOS
durante la liofilizacidon y posterior almacenamiento de las bacterias deshidratadas, usando como
modelo la cepa altamente sensible L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333. Se demostrd
claramente la complementariedad de las dos hipdtesis de conservacion: los azlcares mas pequefnos
resultaron mas eficientes en la proteccidn de las membranas lipidicas, y los de mayor peso molecular
presentaron mejores propiedades de vitrificacion. Estos resultados se correlacionan con lo
informado por otros autores para el efecto protector de algunos FOS sobre membranas modelo
(liposomas) (Ozaki et al., 1996 y Demel et al., 1998) (Vereyken et al., 2001; Huijbregts, 2000; Hincha
et al., 2007; Vijn et al., 1999). De acuerdo a nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se
racionaliza el efecto de los componentes de mezclas de FOS sobre la proteccion de bacterias lacticas

deshidratadas.
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La magnitud del mercado mundial de starters a base de bacterias lacticas (Santivarangkna et al.,
2007) resalta la importancia de contar con métodos adecuados de preservacidon, que permitan
obtener una elevada tasa de supervivencia de los microorganismos en tiempos cortos y con bajos
costos energéticos. En el capitulo Il se presentaron los resultados de los experimentos realizados
durante una estadia de trabajo en la Catedra de Ingenieria de Procesos Alimentarios y Tecnologia
Lactea (Lehrstuhl fir Lebensmittelverfahrenstechnik und Molkereitechnologie) de la Technische
Universitdt Minchen (Alemania), en la cual se estudié el efecto de una mezcla de FOS comerciales
en la preservacion de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 mediante microondas y
vacio, a escala piloto. El secado por microondas y vacio representa una solucién innovadora para
reducir los tiempos de secado, y concomitantemente los costos energéticos, requeridos por el
secado en vacio. Esta metodologia de secado demostrd ser una alternativa practica y eficiente para
la deshidratacién de la cepa altamente sensible L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333, lo que
pone de manifiesto su potencial en la preservacion de starters de interés industrial. El secado por
microondas y vacio ya habia sido utilizado para la deshidratacidn en procesos farmacéuticos,
procesamiento de muestras histoquimicas, etc. (Scaman & Durance, 2005). Sin embargo, su empleo
en la preservacidon de bacterias lacticas ha sido muy escasamente investigado (Kim et al, 1995;
Ahmad et al., 2007 y 2012; Ambros et al., 2016), lo que resalta el valor de los resultados obtenidos
en este trabajo de tesis.

Como aplicacidn de los FOS estudiados a lo largo de este trabajo de tesis se desarrollaron
peliculas de metilcelulosa suplementadas con FOS como vehiculo para dos cepas de lactobacilos.
Para el estudio de dichas peliculas se utilizé un enfoque integrador que incluyé tanto la
caracterizacion fisicoquimica de las peliculas como la estabilidad de los microorganismos
inmovilizados en las mismas.

La cantidad de bacterias supervivientes por gramo de pelicula fue superior a la recomendada por
los organismos nacionales, como el INAL y ANMAT (Cdédigo Alimentario Argentino art. 1839;
Resolucién Conjunta 261/2011 y 22/2011) e internacionales como la EFSA y la FDA (Aquilina et al.,
2013; Hill et al., 2014.; Phuapaiboon et al., 2013.; Tripathi & Giri, 2014) para ser considerada un
vehiculo valido de administracién de probidticos. Los resultados obtenidos muestran que las
peliculas desarrolladas constituyen una estrategia simple y econdmica para inmovilizar y almacenar
bacterias lacticas de interés industrial y sustentan potenciales aplicaciones de los microorganismos
inmovilizados en el desarrollo de alimentos funcionales deshidratados que contengan probidticos y
prebidticos.

En la parte final de este trabajo de tesis se funcionalizé un snack de manzana deshidratado con

L. plantarum CIDCA 83114 inmovilizado en peliculas de metilcelulosa. Los resultados presentados
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demostraron que el recubrimiento de snacks de manzana con microorganismos potencialmente
probidticos inmovilizados en peliculas de metilcelulosa no alterd sus propiedades sensoriales, y los
microorganismos mantuvieron su viabilidad luego de 90 dias de almacenamiento y exposicién a
condiciones gastrointestinales simuladas. Estos valores aseguran que la ingestién de alrededor de 25
g de snacks permite alcanzar una concentracidon bacteriana por encima de la recomendada por
organizaciones como la CONAL (Codigo Alimentario Argentino art. 1389, 2011), la EFSA o la FDA para
productos considerados probidticos al momento de la ingestién. El producto obtenido representa
una alternativa atractiva a los tradicionales productos simbidticos de base lactea y sustenta el
empleo de las peliculas de metilcelulosa con probidticos y prebidticos inmovilizados como vehiculos

adecuados para la funcionalizacién de alimentos deshidratados.

En resumen, las actividades experimentales desarrolladas a lo largo del presente plan de tesis
doctoral han permitido:

° Establecer condiciones de sintesis para obtener mezclas de FOS de composicion definida a
partir de un sustrato de bajo costo, definir métodos analiticos para identificar y cuantificar los
componentes de dichas mezclas y desarrollar sistemas de separacién para purificarlas.

. Caracterizar los mecanismos moleculares involucrados en la actividad de hidratos de carbono
de distinto grado de polimerizacién en la proteccién de los lactobacilos durante la
deshidratacién y el almacenamiento.

° Utilizar una tecnologia novedosa, como el secado en microondas y vacio, para la produccidn a
escala piloto de starters de bacterias lacticas sensibles, protegidos con FOS.

. Desarrollar un método de inmovilizacion de lactobacilos en peliculas de metilcelulosa
utilizando los FOS como agentes protectores, y utilizar estas peliculas para recubrir rodajas de
manzanas horneadas, logrando un producto tipo snack saludable, de muy buenas
caracteristicas organolépticas, funcionalizado con cantidades elevadas de bacterias probidticas

vivas, en una matriz que las protege durante el almacenamiento y la digestidn gastrointestinal.

Como corolario de este trabajo, que incluyd una primera etapa de exploracion basica y concluyo
con un desarrollo aplicado, se obtuvo una patente de invencion [Producto alimenticio
funcionalizado con probioticos y prebioticos y método para su preparacion” (en tramite) Instituto
Nacional de la Propiedad Intelectual (INPI); Acta. P20150102508], lo que representa a nuestro
entender un aporte relevante a la vinculacidn de la ciencia y la tecnologia con la industria en nuestro

pais.
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ANEXOS

Anexo A.1. Permeabilidad al vapor de agua de las peliculas

La permeabilidad al vapor de agua se conoce como la cantidad de vapor (g) que pasa a través de
un material de espesor conocido (mm) por unidad de superficie (m?) y por unidad de tiempo (s)
cuando entre sus paredes existe una diferencia de presion unitaria (Pa).

En este trabajo de tesis, la permeabilidad al vapor de agua se midié usando el método sugerido
por la ASTM [American Society for Testing Materials (ASTM), ASTM E 96, 1995] con algunas
modificaciones. El método se basa en que la diferencia de presidn parcial de vapor de agua existente
a ambos lados de la pelicula proporciona una fuerza impulsora (F;) para el flujo de vapor a través de
la misma (Figura .A.1).

Una vez alcanzado el estado estacionario se registran los cambios de peso de la celda en funcién
del tiempo, el cociente entre el peso para un tiempo dado y el area de la pelicula, definida como la
ganancia de peso (GW, g/m?). La pendiente de la recta obtenida al graficar la ganancia de peso de la

celda en funcion del tiempo se conoce como la tasa de transmision de vapor de agua (WVTR,

g/sm?). La permeancia es el valor obtenido partir del cociente de WVTR vy el gradiente de presién
parcial de vapor (AP) a través de la pelicula. Este ultimo valor corresponde al gradiente generado por
una humedad relativa (HR) de 65% a un lado de la pelicula y diéxido de silicio (SiO,), de 0% HR, al

otro lado (1753.55 Pa a 20°C, dato obtenido de tablas de propiedades termodinamicas). Finalmente,
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la permeabilidad al vapor de agua (WVP) se obtiene como el producto entre la permeancia y el

espesor de la pelicula (WVP, g/Pa s m).

A

(65 % HR, 20 °C) — Atmosfera controlada
F;
e e e 2 Pelicula
0, o
% Q% HR, 20 [C / Desecante (SiO,)
/ Seccién transversal

de la celda

Figura A.1. Celda de permeabilidad al vapor de agua. A: Corte transversal de la celda de
permeabilidad. La diferencia de humedad entre los compartimientos de la celda genera
un gradiente impulsado por la fuerza F. B: Vista superior de una celda de

permeabilidad.
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Anexo A.2. Ensayos dinamicos

Las medidas mecdnico-dindmicas u oscilatorias permiten caracterizar las propiedades viscosas y
elasticas de un material. Los ensayos dindmicos se realizan a deformaciones muy bajas, de modo
gue se mantenga una relacién lineal entre el esfuerzo (o) y la deformacién (y), denominandose esta
zona como de "viscoelasticidad lineal". Para la determinacion de la zona de viscoelasticidad lineal se
realizan ensayos de barrido de frecuencia (w) en los cuales se mantiene la amplitud de la oscilacion y
la temperatura constante y barridos de esfuerzo en los cuales se varia la amplitud de la oscilacién
pero a frecuencia constante.

En este tipo de experimentos la deformacion aplicada varia sinusoidalmente (Figura A2.A y B)
con el tiempo (t) de acuerdo con la expresion:

y =7 sen ot (Ec. A1)
mientras que el esfuerzo de cizalla varia con la misma frecuencia w, pero presentando un desfase &
con respecto a la deformacién (Figura A2.B):

6 =0"sen (ot + J) (Ec. A.2)

Esfuerzo

Deformacion

Figura A.2. Al aplicar una deformacion al material dentro del rango viscoelastico lineal
éste responde oscilatoriamente con una frecuencia w (A). La deformacién (y) y el
esfuerzo (6) describen curvas sinusoidales con respecto al tiempo (t), ambas
magnitudes se encuentran desfasadas por un angulo 6 (B).

Teniendo en cuenta las ecuaciones que describen el comportamiento de la deformacion vy el
esfuerzo (Ec. A.1y A.2), es posible desarrollar la ecuacién constitutiva hasta llegar a la expresion:

c=yO(E'senwt+ E"cos o t) (Ec. A.3)

Pagina | 207



definiendo el médulo de almacenamiento o mdodulo eldstico E'(w) y el médulo de pérdidas o mddulo
viscoso E" (w). El mddulo elastico esta asociado con la energia almacenada en el material mientras
que el médulo viscoso, se asocia con la energia disipada por el material.
Los mddulos elastico y viscoso se relacionan mediante la tg 6:
tan&6=E"/E' (Ec. A.4)
donde & representa el desfase existente entre el esfuerzo y la deformacion, siendo un parametro
indicativo de la relacién entre la energia disipada y la almacenada por el material y de la
viscoelasticidad del mismo.
e Sies un material elastico el esfuerzo y la deformacién estan en fase y 6= 0°.
e Siel material es viscoso entonces el esfuerzo y la deformacién estan en desfase y 6=90°.

e Sies un material viscoelastico 6 tendra valores entre 0y 90°.

Analisis Mecanico Dinamico

La técnica de analisis dindmico-mecdnico, DMA, permite estudiar las propiedades viscoelasticas
de los materiales. El DMA es una de las técnicas de analisis térmico utilizada para estudiar la
influencia de la estructura molecular sobre las propiedades fisicas de los materiales, permitiendo
obtener informacién sobre la T,. Ademas, se caracteriza por su sensibilidad para detectar cambios
en la movilidad interna molecular no detectables mediante otras técnicas de andlisis térmico. Si bien
la T, puede determinarse a través de DSC, la técnica de DMA también es apropiada y brinda
informacién mas completa, dado que permite analizar las contribuciones de las distintas fases o
componentes.

En los ensayos de DMA, la muestra es sometida a un esfuerzo en forma de torque, flexién o
tension, de amplitud pequefia, que varia sinusoidalmente en funcidn del tiempo. Si el material es
perfectamente eldstico, toda la energia mecdnica que se le aplique se transformara en energia
potencial, que posteriormente sera recuperada. Por el contrario, si el material se comporta como un
liquido, la energia no se almacenara, y sera disipada en forma de calor.

En un material viscoeldstico ambos comportamientos estdn presentes, y al aplicar un esfuerzo
sinusoidal, la deformacién resultante sera también sinusoidal (si el esfuerzo es suficientemente
pequefio como para que el comportamiento sea lineal) pero estard desfasada respecto del esfuerzo.
Este desfasaje es consecuencia del tiempo necesario para que ocurra la reorganizacion molecular y
se relaciona con los fendmenos de relajacion. A la temperatura y frecuencia a la que el material

sufre una relajacién, la componente real del mddulo de almacenamiento (E’) disminuye
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abruptamente y el médulo de pérdida (E”’) presenta un maximo. La tan 8, definida como E”/E’,
representa el desfasaje entre el esfuerzo y la deformacidn. Estos valores atraviesan un maximo a

temperaturas superiores al médulo de pérdida.

Anexo A.3. Analisis de textura

La textura involucra todos los atributos reoldgicos y estructurales (geométricos y de superficie)
de un alimento, que son perceptibles por medio de receptores mecanicos, tactiles y, cuando
corresponde, visuales y auditivos. La evaluacién objetiva de la textura es compleja pues ella debe
reflejar la accidon de la boca al remover el alimento del tenedor o la cuchara, la accién de la lengua y
mandibulas al mover el alimento y la accién de los dientes al cortar, romper, extender, moler y
succionar los alimentos.

Las caracteristicas texturales usualmente evaluadas en los alimentos incluyen las propiedades
mecdnicas de dureza, cohesividad, adhesividad, fracturabilidad, consistencia, gomosidad y
elasticidad, asi como parametros geométricos, de superficie y de composicion (e.g., contenido de
grasa, tenor de humedad).

Existen numerosas formas de evaluar la textura de los alimentos. Los ensayos de gran
deformacién y las propiedades de fractura de alimentos sélidos y semisélidos son muy importantes
para la evaluacion de su respuesta al procesamiento, manipuleo, almacenamiento, uso y respuesta
durante el consumo. Muchos de los ensayos usados involucran el someter al material a esfuerzos, lo
cual determina una deformacién que se mide, o bien deformar controladamente el material y
evaluar el esfuerzo requerido. Entre los aparatos mds comunmente usados para estos ensayos se

encuentran los texturémetros (Figura A.3).

Parametros texturales relevantes en el estudio de alimentos deshidratados

Los productos crujientes se caracterizan por una textura rigida a la flexién que se rompe
rapidamente una vez que se alcanza la “fuerza de fractura". En los ensayos realizados con un
texturometro, se aprecia un rdpido incremento de la fuerza hasta un punto maximo donde se
fractura el material y la fuerza disminuye inmediatamente después de este punto, lo cual denota
caracteristicas crujientes en los productos. Sin embargo, si el producto no es crujiente, se observa

una region de deformacidn elastica y la ruptura ocurre lentamente (Figura A.4)
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Figura A.3. A. Equipo para el analisis de textura. Un brazo mecanico sensa esfuerzos y
deformaciones a medida que se desplaza sobre el material a ensayar. De acuerdo al
material ensayado seleccionard un tipo particular de sonda. B. Sonda semiesférica de
penetracion comprimiendo una rodaja de pan.

2.0

o - -
o N (@)

Fuerza (N)

o
o

0.0

0 2 4 6 8
Deformacion (mm)

Figura A.4 Perfiles tipicos de textura (esfuerzo vs deformacion) de un material
fragil (curva de guiones; color azul) y un material ductil (curva continua; color
rojo).
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A partir de los perfiles de textura se puede caracterizar un alimento considerando los siguientes
parametros:

Esfuerzo a la ruptura (or): Es el maximo esfuerzo que el espécimen soporta durante el test antes
de la ruptura.

Deformacion a la ruptura (er): Es la deformacion porcentual en el punto de ruptura de la
muestra.

Mddulo de Young (E): Para muchos materiales se observa que en la porcién inicial del test la
relacién entre el esfuerzo y la deformacién del especimen muestra un comportamiento lineal que
cumple con la Ley de Hooke. La pendiente en esta region donde el esfuerzo es proporcional a la

deformacién se conoce como Médulo elastico o de Young:

E= (/X (Ex. A.5)

Anexo A.4. Analisis de color

El color superficial de las muestras se determiné con un colorimetro Minolta CR-400 Series
(Osaka, Japon). La fuente de luz en el equipo garantiza una iluminacidn uniforme del producto para

todas las mediciones. El "observador" del colorimetro es un conjunto de tres fotocélulas filtradas
para coincidir exactamente con las funciones del observador estandar, por lo que las condiciones
son uniformes para todas las mediciones. Generalmente se utiliza la escala CIELab (Comission
International de L’ Eclaraige) cuyos parametros son definidos como luminosidad (L*) donde O es
negro y 100 es blanco y los parametros de cromaticidad a* (rojo - verde) y b* (amarillo - azul). Como
es sabido, los valores positivos de a* son rojos y los negativos verdes y para b* los valores positivos
corresponden al color amarillo y los negativos al azul.

A partir de los parametros obtenidos se calculé el indice de pardeamiento o Browning Index (BI).
El indice Bl se informa como un pardmetro importante en procesos donde el pardeamiento
enzimatico o no enzimatico ocurre, este parametro relacionando los pardmetros de color (a*, b* y

L*) (Guerrero et al., 1996; Schebor et al., 1999; Jalaeey et al., 2011). El Bl se calculd a partir de la Ec.
4.3.
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