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Resumen.

Dia a dia la sociedad toma mayor conciencia sobre la relacién entre dieta y salud, y
el deseo de una mejor calidad de vida estimula el consumo de alimentos funcionales con
multiples beneficios para la salud. Se considera alimento funcional a aquel que ha
demostrado que actua de forma beneficiosa sobre una o mas funciones del cuerpo, mas
alla de su efecto nutricional, mejorando la salud y el bienestar y/o reduciendo el riesgo de
enfermedades. Estos efectos benéficos para la salud a través del consumo de alimentos,
como restaurar las defensas naturales con menos efectos secundarios que las medicinas,
resultan de interés para todos los grupos etarios. Por esta razon, la investigaciéon y el
desarrollo de ingredientes funcionales (probidticos, prebidticos, &cidos grasos
poliinsaturados, entre otros) son actualmente un importante foco de desarrollo en la
industria alimentaria. En este contexto, la produccidn de microorganismos probidticos
autoctonos para su incorporacidén a alimentos funcionales resulta de potencial interés
cientifico y para la industria de alimentos. En este sentido, uno de los desafios de la
industria alimentaria hoy es producir cultivos probiéticos nacionales deshidratados a bajo

costo.

En la presente Tesis Doctoral se abordd el desarrollo de un cultivo probidtico
autoctono deshidratado por secado spray con potencial tecnolégico y funcional para ser
utilizado en alimentos o suplementos funcionales. En una primera etapa (Capitulo I) se
evaluo el potencial tecnolégico de tres cepas de lactobacilos pertenecientes a la colecciéon
del INLAIN: L. paracasei Jpl, L. rhamnosus 64 y L. gasseri 37, y la posibilidad de usar suero
de queso como medio de crecimiento y como matriz de secado. Se optimizaron las
condiciones de secado de la solucién de suero de queso — almiddn (sin células) para lograr
condiciones de proceso adecuadas para la posterior deshidratacién de microorganismos

probidticos. Utilizando estas condiciones se deshidratd L. rhamnosus 64 en suero de
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qgueso — almidén y se compard con una de las matrices mas utilizadas para la
deshidratacion de bacterias probidticas, la leche descremada en polvo.

Por su capacidad de desarrollar en subproductos lacteos (suero de queseria, suero
de ricota, permeado de suero) como medios de cultivo de bajo costo, y por su resistencia
al secado spray, se seleccioné L. rhamnosus 64 para los posteriores ensayos. En el Capitulo
Il se estudio la utilizacion de permeado de suero de queso como medio de cultivo, la
aplicacion de distintas condiciones de estrés para mejorar la resistencia intrinseca de la
cepa al secado spray, y el uso de distintas matrices de secado (suero de queso combinado
con almidén, WPC, maltodextrina o goma arabiga). La suplementaciéon de permeado de
suero con extracto de levadura, triptona, Tween 80, Mg-Mn permitié la produccién (en
anaerobiosis y a pH controlado) de L. rhamnosus 64. Los resultados obtenidos hasta este
punto, junto a algunos aspectos practicos que podrian condicionar un futuro escalado
(facilidad de manejo de los ingredientes, disponibilidad, solubilidad, costo, entre otros),
fueron considerados en conjunto para elegir un tratamiento de estrés moderado y una
matriz para el secado por pulverizacién. En particular, la aplicacién de un estrés térmico
moderado previo al secado spray tuvo un efecto positivo sobre la viabilidad celular
durante la conservacién del cultivo deshidratado a largo plazo. Tomando en cuenta la
supervivencia a la deshidratacién y al almacenamiento durante 120 dias, y al mismo
tiempo el menor costo del almiddn respecto a las otras matrices, se seleccioné el empleo
de suero de queso y almiddn (20% de sdlidos totales, relacidn 1:1) como matriz de secado.
En cuanto a la aplicacidn de diferentes tipos de estrés, se eligio el estrés por calor en lugar
del estrés por acido ya que se obtuvieron tasas razonablemente similares en Ia
supervivencia. Ademads, a mayor escala, la aplicacidn de un estrés por calor moderado es
tecnolégicamente mas factible que la acidificacién y neutralizacién de las suspensiones

celulares.

En el capitulo Il se realizaron estudios funcionales de L. rhamnosus 64 en animales
de laboratorio, donde se evalué el efecto del secado spray sobre la capacidad probidtica
de la cepa y el comportamiento frente a modelos de salmonelosis e inflamacién intestinal.

En un modelo de inmunoestimulacion, L. rhamnosus 64 se administré de forma oral, como
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cultivo fresco y secado spray. La cepa en estudio demostrd ser capaz de estimular las
defensas intestinales. Por otro lado, el tratamiento tecnoldgico aplicado modificé la
expresion de estos parametros y de los perfiles de citoquinas. También se evalué el
potencial de L. rhamnosus 64 frente a modelos murinos de patologias intestinales. Si bien
en un ensayo de salmonelosis la cepa en estudio no demostré efectos protectores en este
modelo, como cultivo secado spray si se observé un efecto protector frente a la colitis
inducida por TNBS. La evaluacidon macroscdpica de los tejidos permitié observar que los
animales tratados con el cultivo secado spray presentaron un grado de inflamacidon menor
que los tratados con el cultivo fresco y que los del grupo control. Si bien los resultados son
preliminares y deberia profundizarse el estudio, se observé que la administracion de L.
rhamnosus 64 como cultivo secado spray, podria tener un papel moderador de procesos

inflamatorios intestinales.

Finalmente, en el capitulo IV se avanzd en la produccién de un cultivo de L.
rhamnosus 64 deshidratado por secado spray a escala piloto e industrial, y en la aplicacion
tecnoldgica del mismo.

En el capitulo IV-a se optimizaron (utilizando la metodologia de superficie de
respuesta) las condiciones del proceso de secado de la solucidn suero de queso — almidén
conteniendo L. rhamnosus 64. Para lograr la mayor supervivencia de la cepa en estudio
(principal variable respuesta) y un contenido de humedad entre 4 — 6%, se evalud el
efecto del flujo de aire, caudal de alimentacion y temperatura de entrada. El caudal de
alimentacion, si bien no afecté la supervivencia, tuvo un efecto significativo sobre la
humedad de los polvos. Finalmente, las condiciones optimizadas fueron: temperatura de
entrada 130°C, flujo de aire 38 mm (450 L/h) y caudal de alimentacion de 15% (4,5
mL/min). En este capitulo también se estudio el efecto de la aplicacidén de estrés térmico
moderado (Capitulo IV, item 2.3) y luego la caracterizacién de las microcdpsulas de
diferentes matrices (con tratamiento térmico sobre la solucion de secado) obtenidas en
un secadero spray escala piloto (Capitulo IV, item 2.4). Los resultados fueron presentados
en este orden a fines de facilitar su organizacién pero en realidad ambos aspectos estan

estrechamente relacionados por lo que han sido estudiados en paralelo a lo largo del
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desarrollo de la presente Tesis. Para evaluar el efecto de la aplicacién de estrés térmico
moderado (45°C, 1 h), sobre la biomasa producida en el fermentador (como se realizé en
el capitulo 1) y/o en las células resuspendidas en la solucién de secado (como se aplicé en
trabajos anteriores del grupo y en el item 2.4 de este capitulo), se utilizaron las
condiciones de fermentacidn seleccionadas en el capitulo Il y las condiciones de secado
optimizadas en el punto anterior. Se observé un efecto sobre el almacenamiento a los 180
dias, obteniéndose la mejor supervivencia cuando el tratamiento térmico se aplicé sobre
la biomasa en el fermentador.

La tecnologia de deshidratacién por secado spray estd disponible a nivel nacional
en medianas y grandes industrias lacteas, por lo que su escalamiento y aplicacion serian
factibles. En el cuarto ensayo del capitulo IV-a se evalué la aplicacién de un estrés térmico
moderado (45°C, 1h) sobre diferentes matrices de secado (suero de queso — almiddn;
suero de queso — almidédn — WPC y suero de queso — WPC — maltodextrina), y su efecto en
la sobrevida de L. rhamnosus 64 al secado spray piloto y la viabilidad durante el
almacenamiento del cultivo producido en permeado de suero de queso (a pH libre). Se
logré obtener polvos con humedades satisfactorias (< 6%) y sobrevida aceptable
(reducciones de viabilidad < 1 6rdenes log en suero de queso —almiddn y suero de queso
— WPC — maltodextrina), mientras que la pérdida de viabilidad durante el almacenamiento
fue > 2 6rdenes log en todas las matrices. En el Ultimo ensayo de este capitulo se trabajé
con un secadero spray escala industrial. Primero, debido a que son equipos con mas
variabilidad que los secaderos escala piloto, se llevé a cabo un trabajo para conocer el
efecto de distintas temperaturas de salida (obtenidas ajustando la temperatura de
entrada del equipo) sobre la supervivencia de L. rhamnosus 64 deshidratado en suero de
gueso — almiddn. Se observé que a medida que aumentd la temperatura de salida,
aumenté la muerte celular del cultivo deshidratado y disminuyd el porcentaje de
humedad. A continuacion, se seleccionaron las condiciones de temperatura de entrada de
173°Cy de temperatura de salida de 79°C y se deshidratd un cultivo de la cepa, producido
en el medio de cultivo optimizado en capitulo Il (base permeado), a pH constante y con la

aplicacion de un estrés térmico moderado sobre la biomasa en el fermentador. Se
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utilizaron dos matrices de secado: suero de queso-almidén y suero de queso-WPC-
maltodextrina. Si bien no se observaron diferencias entre las mismas en la supervivencia al
secado (2 érdenes log de muerte térmica), si durante el almacenamiento.

Por ultimo en el capitulo IV-b se adiciond un cultivo de L. rhamnosus 64
deshidratado en suero de queso-almidén (fue la matriz de referencia utilizada en este
trabajo de tesis), obtenido en el secadero spray escala laboratorio, a un queso blando
reducido en grasas. Se observé que la cepa no solo fue capaz de mantenerse viable en el
mismo, sino ademds de desarrollar en esta matriz, lo que afecté negativamente las
caracteristicas organolépticas de los quesos.

En su conjunto, los resultados obtenidos sugieren que L. rhamnosus 64 posee
potencial tecnoldgico para desarrollarse utilizando medios de cultivo econémicos a partir
de subproductos lacteos y ser producido mediante secado spray. Esta tecnologia es
adecuada y econdmica para la conservacién ciertas bacterias probidticas y permite
también la utilizacion de suero de queso, enriquecido con ingredientes tales como
almidoén, maltodextrina o concentrado de proteinas de suero como material de pared para
su uso en alimentos funcionales. Ademas los resultados obtenidos en los estudios
funcionales in vivo demuestran su robustez frente al secado spray, manteniendo la
capacidad de estimular la funcién inmune. Los resultados de este trabajo de tesis
permitieron avanzar en el conocimiento sobre el potencial de la deshidratacién por
secado spray para el desarrollo de cultivos probidticos utilizando cepas autdctonas y una
tecnologia de deshidratacidon ampliamente disponible en nuestro pais en todas las etapas

del escalado desde el laboratorio hasta el nivel industrial.
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Summary.

Society’s understanding about the relationship between diet and health is growing
day by day and the desire for a better quality of life encourages the consumption of
functional foods with multiple health benefits. Functional foods are considered as those,
which have shown to act beneficially on one or more body functions, beyond their
nutritional effects, improving the health and well-being and/or reducing the risk of
diseases. These beneficial effects on health through food consumption, such as restoring
natural defenses with fewer side effects than medicines, are of interest to all age groups.
For this reason research and development of functional food components (probiotics,
prebiotics, polyunsaturated fatty acids, among others) are currently a major focus for food
industry. In this context, the production of autochthonous probiotic microorganisms for
incorporation into functional foods is of potential scientific and industrial interest. In this
sense, one present challenge of our food industry is to produce dehydrated national
probiotic cultures at low cost.

The aim of this Doctoral Thesis was to develop a spray-dried autochthonous
probiotic culture, with technological and functional potential to be used in functional food
or supplements. In a first stage (Chapter |), three strains of lactobacilli from the INLAIN
collection were studied: L. paracasei Jpl, L. rhamnosus 64 and L. gasseri 37. Their
technological potential was evaluated, with emphasis on using cheese whey as culture
medium and as thermoprotectant or carrier for spray drying. First, spray drying of cheese
whey-starch solution (without lactobacilli cells) was optimised, in order to find the suitable
process conditions for dehydration of probiotic microorganisms. These conditions were
then used to dehydrate a culture of L. rhamnosus 64 resuspended in cheese whey-starch,
whereas skim milk-starch was used as reference matrix.

Due to its capacity to develop in dairy media (cheese and ricotta whey and whey
permeate) and its resistance to spray drying, L. rhamnosus 64 was selected for further
studies. In Chapter II, biomass production in whey permeate supplemented with different

ingredients was optimized. Also, the effect of mild stresses to improve the intrinsic
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resistance of the strain to spray drying and the use of different carriers (cheese whey
combined with starch, WPC, maltodextrin and arabic gum) were studied. Supplementation
of whey permeate with yeast extract, tryptone, Tween 80 and Mg-Mn produced ca. 10"
CFU/mL of L. rhamnosus 64 under pH controlled fermentation in anaerobiosis. Results
obtained up to this point, together with some practical aspects that could be relevant in a
future scaling-up (easiness of use of some ingredients, availability, solubility, costs), were
considered altogether in orde to choose a treatment of mild stress and the carrier for
spray drying. In particular, the application of mild heat stress prior to spray drying was
effective during storage. Considering survival to spray drying, stability to storage for 120
days and the lower cost of starch, compared to the other carriers, cheese whey-starch was
selected. As for the application of mild stresses, heat stress was chosen over acid stress
since similar survival rates were obtained and, in addition, at a larger scale the application
of mild heat stress is more feasible than acidification.

In Chapter Ill the functional characteristics of L. rhamnosus 64 were studied in in
vivo models, in particular the effect of spray drying on its functional properties. The strain
showed, in different experimental models, to be able to stimulate the gut mucosa immune
response. An shift in the immune parameters, particularly the cytokine profile, was
observed for mice treated with the spray dried culture. Also, L. rhamnosus 64 potential for
the treatment of intestinal pathologies was studied. In a salmonellosis study, no
protective effects were observed, and no reduction of mortality was detected between
treated and control groups. However, a significant anti-inflammatory effect was observed
in an acute colitis model (induced by TNBS) for the animals of the spray-dried treated
group, compared to the control and fresh culture groups. Even if these results are
preliminary, and further studies should be conducted, the administration of spray dried L.
rhamnosus 64 culture could contribute to the treatment of inflammatory intestinal
processes.

Finally in Chapter IV, the scaling up for the production of a spray dried culture of L.

rhamnosus 64 and its technological applications were further studied.
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In Chapter IV-a the spray drying conditions were optimized, using cheese whey-
starch as carrier. To achieve high survival rate (main outcome variable) and satisfactory
moisture content (4-6%), air flux, feeding rate and inlet temperature were evaluated.
Finally, the optimized conditions were: inlet temperature 130°C, air flux 38 mm (450 L/h)
and feeding rate 15% (4.5 mL/min). In this chapter also the effect of the application of
mild heat stress (Chapter IV, item 2.3) and the characterization of microcapsules of
different carriers (with heat treatment on drying solution) obtained in a pilot scale spray
dryer (Chapter IV, item 2.4) were studied. The results of these two trials were presented in
this order to facilitate the organization of the chapter but in fact they are closely related
so they have been studied in parallel during the development of this work. To evaluate the
effect of mild heat stress (45 °C, 1 h) on the biomass produced in the fermenter (as done
in Chapter Il) and / or on the cells resuspended in the drying solution, the fermentation
conditions optimized in Chapter Il and the drying conditions optimized in the previous
section were used. An effect on storage at 180 days was observed and the higher survival
was detected when mild heat stress was applied on the biomass in the fermenter.

Spray drying is widely used in Argentina, and available in both medium and large
size dairy industries, so the application and scaling-up of the technology for the
production of the dehydrated culture would be feasible. In the fourth trial of Chapter V-3,
the application of mild heat stress (45 ° C, 1h) on different carriers (cheese whey-starch;
cheese whey-starch-WPC and cheese whey-WPC-maltodextrin), and its effect on the
survival of L. rhamnosus 64 during pilot-scale drying and storage of the culture produced
in cheese whey permeate (at free pH) were evaluated. Powders with satisfactory moisture
(< 6%) and survival (viability loss < 1 log order in cheese whey-starch and cheese whey-
WPC-maltodextrin) were obtained, while the loss of viability during storage was > 2 log
orders for all carriers. In the last trial of this chapter, an industrial scale spray drier was
used. First, because industrial dryers have more variability than pilot scale ones, the effect
of different outlet temperatures (obtained by adjusting the inlet temperature) on the
survival of L. rhamnosus 64 dehydrated in cheese whey-starch was evaluated. As the

outlet temperature increased (from 71 to 88 ° C), higher cell death and lower moisture
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content (from 8 to 5.5%) were observed. Next, an inlet temperature of 173 °C and outlet
temperature of 79 °C were selected and a culture of the strain, produced in the culture
medium optimized in chapter Il (permeate-based) at constant pH and subjected to a mild
heat stress in the fermenter, was dehydrated. Two drying solutions were used: cheese
whey-starch and cheese whey-WPC-maltodextrin. Even if no differences between both
carriers were observed in survival after drying (2 orders log), when L. rhamnosus 64 was
dehydrated in cheese whey-WPC-maltodextrin, after 180 days cell death was 1.46 log
orders, while in cheese whey-starch it was 2.29 log orders.

Finally, in Chapter IV-b a culture of L. rhamnosus 64 spray-dried in cheese whey-
starch was added to a low fat soft cheese. It was observed that the strain was not only
able to remain viable but also to grow on the product, which negatively affected the
organoleptic characteristics of the cheese.

Taken together, these results suggest that L. rhamnosus 64 has technological
potential to grow in economic dairy culture media and to be produced by spray drying.
This technology is suitable and economical for the preservation of certain probiotic
bacteria and also allows the use of cheese whey, enriched with ingredients such as starch,
maltodextrin or whey protein concentrate as wall material for use in functional foods. In
addition, the results from the in vivo functional studies demonstrate their robustness
against spray drying, maintaining the capacity to stimulate the mucosal immune function.
The results of this work allowed us to go forward on the knowledge about the potential of
dehydration by spray drying for the development of probiotic cultures using a technology

whih is widely available in our country from the laboratory to the industrial level.
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Introduccidn general.

1- ALIMENTOS PROBIOTICOS.

La relacién positiva entre una dieta adecuada y la salud estda creciendo dia a dia, el
deseo de una mejor calidad de vida estimula el consumo de alimentos funcionales con
multiples beneficios para la salud (Vasiljevic y Shah, 2008). Se considera alimento
funcional a aquel que “ha demostrado que actua de forma beneficiosa sobre una o mds
funciones del cuerpo, mds alld de su efecto nutricional, mejorando la salud y el bienestar
y/o reduciendo el riesgo de enfermedad” (Diplock, 1999). Estos efectos benéficos para la
salud a través del consumo de alimentos, como restaurar las defensas naturales con
menos efectos secundarios que la medicina, resultan de interés para todos los grupos
etarios (Reid, 2002). Por esta razon la investigacion y el desarrollo de ingredientes
funcionales (probidticos, prebidticos, acidos grasos poliinsaturados, entre otros) son

actualmente un importante foco de desarrollo en la industria alimentaria.

En las ultimas décadas se le ha otorgado un preponderante interés al uso de
bacterias acido lacticas (BAL) como probidticos. El mercado de alimentos funcionales, en
particular aquellos que incorporan bacterias probidticas, se encuentra en constante
expansién debido a la adopcidon progresiva del consumidor de habitos de vida mas

saludables.

El concepto de probidticos no es nuevo, Hipdcrates consideraba que la leche
fermentada podria curar algunas enfermedades del sistema digestivo y de hecho estas
bacterias han sido consumidas por los seres humanos en forma de alimentos fermentados
durante miles de anos (Cruz vy col.,, 2001; Kopp-Hoolihan, 2001). Fue en 1907 que el
cientifico ruso Elie Metchnikoff relaciond el consumo de grandes cantidades de productos
fermentados que contenian lactobacilos con la prolongacién de la vida, y dié la primera
explicacion cientifica de los efectos beneficiosos de las bacterias lacticas presentes en las
leches fermentadas (Rasic y col.,, 2003). En los ultimos afios, ha surgido un interés
renovado en el uso de microorganismos en alimentos debido a su aporte en el sabor y

aroma, pero principalmente por sus efectos beneficiosos en la salud y el tratamiento de
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ciertas patologias. Asi, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) redefinié en 2002 el
concepto de probidticos como “aquellos microorganismos vivos que al ser administrados
en cantidades adecuadas confieren algun efecto benéfico en la salud del hospedador”. Hoy
en dia se acepta que la ingesta diaria de probidticos contribuye a mejorar y mantener la
diversidad de la microbiota intestinal y evita trastornos gastrointestinales (Lavermicocca y
col., 2006). Por esta razon, y por la gran cantidad de efectos benéficos demostrados que
poseen estos microorganismos, la busqueda de nuevas cepas con propiedades probidticas
especificas es constante, sin embargo, antes de ser incorporadas a un alimento, su eficacia
y viabilidad deben ser comprobadas. La seleccién de cepas se realiza teniendo en cuenta
los beneficios que éstas producen al hospedador, mediante el estudio in vitro e in vivo de
las propiedades probidticas. Segun el Cdédigo Alimentario Argentino, Articulo 1389 -
(Resolucidn Conjunta SPRel N° 261/2011 y SAGyP N° 22/2011), para que una cepa pueda
ser utilizada como ingrediente probidtico para alimentos, debera cumplir con el Protocolo

de evaluacion de un probidtico como ingrediente para alimentos. (Anexo ).

Los cultivos comerciales utilizados en distintos alimentos probidticos son
principalmente cepas de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium y han sido explotados
ampliamente por la industria lactea como herramienta para el desarrollo de productos
funcionales. Cepas especificas de especies del género Lactobacillus, tales como L.
acidophilus, L. rhamnosus, L. casei y L. plantarum, se encuentran entre los
microorganismos probidticos mas comunes con beneficios demostrados en humanos
(Soukoulis y col., 2013). Se han incorporado a una amplia variedad de alimentos, tanto en
productos lacteos (yogur, queso, helados, postres lacteos), como en productos no lacteos
(chocolate, cereales, jugos de fruta) (Vinderola y col., 2000a; Anal y Singh, 2007; Anekella
y Orsat 2014).

El mercado de alimentos probidticos ha crecido rapidamente sin signos de
desacelere a corto plazo, segin el estudio de mercado de BCC Research (2014), el
mercado mundial de ingredientes probidticos, suplementos y alimentos llegd a casi $27,1
mil millones en 2013 y subirda a una tasa compuesta de crecimiento anual del 6,2%

durante los préximos cinco afios para llegar a $36,7 mil millones en 2018.
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A nivel nacional, la mayoria de los cultivos probidticos utilizados son liofilizados o
congelados, deben importarse y son comercializados por empresas multinacionales (Chr.
Hansen, DSM, Sacco, Danisco). Estas caracteristicas condicionan su uso casi exclusivo a las
grandes empresas lacteas. La posible disponibilidad de cultivos probiéticos autéctonos,
producidos a menor costo que los importados y que se puedan producir a gran escala,
podria ser uno de los factores que contribuya al sostenimiento de la expansiéon del
mercado de alimentos funcionales producidos por empresas nacionales de menor porte

mediante la valorizacion de cepas aisladas en la region.

Por otro lado, un trabajo reciente (Sybesma y col., 2015) puso en valor el desarrollo
de cultivos probidticos en paises en desarrollo a partir de cepas autdctonas basado en
cinco postulados: 1) la necesidad particular de determinados nutrientes y requerimientos
de salud, 2) la valorizacién de cepas locales, 3) el aprovechamiento de tecnologias
disponibles localmente, 4) diferencias en la microbiota entre individuos de diferentes
regiones del mundo y 5) la sobrevida de los probidticos en los alimentos que se consumen

en la region.

2. VIABILIDAD Y FUNCIONALIDAD DE BACTERIAS PROBIOTICAS.

El incremento del consumo de alimentos probidticos plantea la necesidad por
parte de la industria alimentaria de generar mayor conocimiento cientifico para
desarrollar nuevos métodos que permitan buscar alternativas de produccién mas efectivas
o de menores costos. Muchos son los factores que pueden afectar la estabilidad,
viabilidad y funcionalidad de los probidticos como cultivos puros o adicionados a una
matriz alimentaria, tales como la acidez del producto, disponibilidad de nutrientes,
presencia de oxigeno debido a la permeabilidad del envase, presién osmética, produccién
de perodxido de hidrégeno, temperatura de almacenamiento y la posible interaccién con

otras especies microbianas.

La funcionalidad de los alimentos probidticos depende del nimero de células

viables y activas por gramo o mililitro presentes en el alimento al momento del consumo
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(Korbekandi y col., 2011). El criterio cientifico de algin modo generalizado (Champagne y
col., 1997; Ross y col., 2005) y la legislacién actual requieren una concentracién particular
de células viables en determinados productos para poder ser denominados alimentos
probidticos. A fin de poder actuar favoreciendo la salud, los probidticos deben estar
presentes en el alimento como minimo en una concentracién de 10’ UFC/mL o g al
momento del consumo, sugiriéndose un rango de concentracién de 10’ — 10° UFC/mLo g
(Shah, 2000; Vinderola y Reinheimer, 2000; Gardiner y col.,, 2002), aunque la
concentracion efectiva depende de la cepa, del efecto que se busque y serd determinada
en el estudio clinico que demuestre resultados positivos para esa concentracién de células
viables, no siendo posible generalizar que existe una concentracién (o dosis) Unica en la

cual todos los probiéticos son efectivos.

Desde que los microorganismos probidticos son incorporados a los alimentos, la
viabilidad celular, medida a través de recuentos en placas, es utilizada de rutina para
monitorear la funcionalidad durante el almacenamiento de los mismos. Por lo tanto, es
esencial asegurar una alta tasa de supervivencia durante la produccién y la vida util del

producto (Saxelin y col., 1999; Cruz y col., 2010).

Se han identificado factores que afectan la actividad celular durante el proceso de
produccién de bacterias probidticas, los cuales se pueden clasificar en intrinsecos y
extrinsecos. Los factores intrinsecos son caracteristicas propias de las células y afectan
principalmente la tolerancia al estrés de las mismas. Esta tolerancia presenta una gran
variabilidad entre especies y cepas y puede ser modificada alterando las condiciones de
cultivo, incluyendo la fase de crecimiento donde se realiza la cosecha de células, la
composicion del medio de cultivo y la aplicacion de tratamientos (de estrés moderado) de
adaptacion. Los factores extrinsecos influyen en la viabilidad celular e incluyen las
tecnologias de produccion de cultivos deshidratados, condiciones de congelamiento o

secado, el carrier utilizado, condiciones de almacenamiento, entre otros.

Aunque se conoce como algunos factores durante el procesamiento pueden

afectar la viabilidad de los microorganismos probidticos, aun no se sabe completamente el
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impacto de los pardmetros de los procesos sobre la funcionalidad de los cultivos (Nikolova

y col., 2015).

Con respecto a la funcionalidad, y teniendo en cuenta que en general las
respuestas a los factores de estrés presentes durante la produccién de microorganismos
probidticos es cepa dependiente, es indispensable realizar ensayos para evaluar el efecto
que pueden tener los mismos sobre la salud humana. Esta evidencia se obtiene mediante
la realizacion de estudios in vitro e in vivo. Los primeros son Utiles como métodos de
screening y para entender el mecanismo por el cual el probiético ejerce su efecto. Sin
embargo, debido a la complejidad de los sistemas vivos y a las variaciones individuales, los
experimentos in vitro no proveen evidencia completa o definitiva. Solo las investigaciones
in vivo permiten verificar la eficiencia de los probidticos a través de la realizacidon de
diferentes tipos de estudios en animales y en humanos (Doherty y col., 2012). Uno de los
modelos animales mds utilizado es el modelo murino y, debido al hecho de que el
principal sitio de accidn es el intestino, uno de los principales indicadores de funcionalidad
es la capacidad de modificar los niveles de Inmunoglobulina A (IgA) y citoquinas en el
intestino, tanto en un modelo animal (Vinderola y col., 2007; Souza y col., 2012) como en

humanos (Kabeerdoss y col., 2011; Holscher y col., 2012).

3. PRODUCCION DE BIOMASA DE BACTERIAS PROBIOTICAS.

Se han descripto diferentes posibilidades de produccién de microorganismos
probidticos para su aplicacion en alimentos (Makinen y col., 2012). Un proceso clasico es
producir probioticos en un medio de cultivo industrial previo a la adicién en la matriz
alimentaria. Esto permite maximizar el rendimiento de la biomasa durante Ia
fermentacion. Las células son separadas del medio de crecimiento, ya sea por filtracién o
centrifugacién, cuando el recuento alcanza un mdaximo y la curva de crecimiento cae
debido a la carencia de nutrientes o a la acumulacién de sustancias inhibitorias. Esta
biomasa probidtica puede ser congelada o deshidratada. En el caso de cultivos
deshidratados, estos pueden mezclarse en seco con la matriz alimentaria final. Ejemplos

de este proceso se dan en formulas infantiles, leche en polvo, cereales, etc.
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Para mejorar la estabilidad de las bacterias probiéticas durante su produccién, se
han utilizado diferentes estrategias que incluyen enfoques tecnoldgicos, como la
modificacion de los pardmetros de produccidn o la reformulacién de productos, asi como
enfoques microbiolégicos, que se centraron en la resistencia intrinseca de la cepa,
utilizando tanto la seleccidon de cepas naturales con las propiedades deseadas, como la
adaptacion de las cepas al estrés (Gueimonde y Sanchez, 2012). La bibliografia demuestra
que el aspecto tecnoldgico debe ser analizado exhaustivamente para que las cepas
potencialmente probidticas puedan ser incluidas en alimentos (Makinen y col., 2012). En
general hay tres factores que definen la estabilidad de las bacterias probidticas durante la

produccién y el almacenamiento de los cultivos:

1- La robustez de las cepas: la estabilidad intrinseca es variable entre cepas, estas
responden de diferente manera a las condiciones industriales de proceso y es un criterio
atil a la hora de seleccionar un probidtico para adicionar en alimentos, esta estabilidad
intrinseca es el punto de partida para poder manejar las condiciones del proceso y/o
almacenamiento. Un cultivo probidtico con buenas propiedades in vivo, pero que no

revista robustez tecnoldgica, dificilmente se podra utilizar en el desarrollo de un producto.

2- Las condiciones de proceso: Es importante lograr un equilibrio entre maximizar
la supervivencia de las bacterias probidticas y las condiciones del proceso de produccién
de biomasa. Se deben controlar los cambios que se producen cuando se realiza el escalado
del proceso, en este sentido la composicion del medio de cultivo, agitacién, temperatura
de crecimiento y pH pueden producir cambios que afecten la estabilidad de las bacterias

durante el procesamiento y almacenamiento.

3- Las condiciones de almacenamiento: La tecnologia y matriz de conservacién, la
temperatura, el envase y el tiempo de almacenamiento condicionan la vida util de los

cultivos probidticos.

Las bacterias probidticas son microrganismos nutricionalmente exigentes que
requieren numerosos nutrientes para crecer adecuadamente. Para la produccién de
bacterias probidticas a gran escala y su adicion en alimentos no soélo deben ser
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considerados los aspectos biolégicos y funcionales de las mismas, sino también los
aspectos tecnolégicos. Los criterios de seleccién de cepas probidticas candidatas para ser
incorporadas en alimentos se fundamentan principalmente en sus propiedades
tecnoldgicas, quedando muchas veces en el camino cepas con propiedades prometedoras
para la salud pero que no cumplen con los requisitos tecnolégicos necesarios para ser
escaladas, producidas y adicionadas a un producto (Ross y col., 2005; Lacroix y Yildirim,
2007). El criterio de seleccidn debe incluir la capacidad de crecer en medios relativamente
econdmicos, de ser congeladas o deshidratadas, y mantener la viabilidad y funcionalidad

durante la vida util del alimento.

A escala laboratorio el medio de cultivo mas ampliamente utilizado para el
crecimiento de BAL y bifidobacterias es el medio formulado por Mann, Rogosa y Sharpe
(MRS). Si bien la eficiencia de produccién de biomasa de este medio en su versién
comercial es muy buena, su uso a escala piloto o industrial no resulta viable
econdmicamente debido a su alto costo. En este sentido y favorecido por la creciente
conciencia ecoldgica sobre la importancia de la reduccién de la contaminacién industrial,
se ha estimulado el uso de ciertos efluentes como medios de cultivo "no tradicionales".
Este enfoque tiene dos ventajas: la disminucidn de los costos industriales derivados de
descontaminacién de efluentes y el menor costo de los medios de cultivo. En este sentido
hay estudios previos sobre medios de crecimiento econdmicos en base a sustratos lacteos
como suero de queso y permeado de suero de queso (Pintado y col. 1999, Guerra y

Pastrana 2002).

El suero de queso obtenido de la precipitacidon de la caseina en la fabricacién de
guesos, durante muchos afios se consideré como un desperdicio y agente contaminante.
Este punto de vista ha cambiado en los ultimos anos debido a que dicho subproducto es
una fuente de materias primas, ya que cada uno de sus componentes puede ser utilizado
de alguna forma, a través de procesos mds o menos sofisticados. Por ejemplo las
proteinas de suero estan siendo utilizadas en la produccion de alimentos funcionales
como fédrmulas infantiles, bebidas fortificadas, batidos de proteinas de suero entre otros

(Madureira y col.,, 2007). Existe un interés creciente de la industria de alimentos de
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disefiar y formular productos que incorporen componentes bioactivos especificos de

proteinas de suero de queso (Mendes da Silva, 2011).

4- CONSERVACION DE BACTERIAS PROBIOTICAS.

Los cultivos lacticos iniciadores y los cultivos probidticos son en mayor medida
conservados y distribuidos como cultivos congelados o liofilizados. Los cultivos congelados
ocupan gran volumen y deben ser mantenidos a temperaturas bajo cero que causan altos
costos de almacenamiento, transporte y energia, por lo tanto es preferible la conservacién
en forma deshidratada (Johnson y Etzel, 1995). La técnica mas utilizada para la
deshidratacion industrial de BAL es la liofilizacion. Esta tecnologia es eficaz para la
conservacién de productos biolégicos ya que no implica una exposicién prolongada a
tratamientos térmicos severos, pero es un proceso costoso, discontinuo y con bajos
rendimientos. El secado spray por atomizacién o por pulverizacidon ofrece una alternativa
econdmicamente mas accesible con altas tasas de produccién (Zamora y col., 2006) y
proporciona una barrera fisica al microorganismo frente a condiciones ambientales
adversas.

En la industria alimentaria se utilizan diferentes tecnologias Ilamadas de
microencapsulacion (ME) para que diferentes compuestos (vitaminas, minerales,
colorantes, prebiodticos, probidticos, saborizantes, antioxidantes, aceites esenciales,
enzimas) resistan mejor las condiciones de procesamiento, almacenamiento, transporte y
comercializacién, (Jiménez-Colmenero y col., 2013). Las técnicas mas utilizadas para la ME
de microorganismos probidticos son la emulsificacién, la extrusién, el secado por
atomizacion o secado spray (Rokka y col.,, 2010). Esta ultima es una tecnologia
ampliamente utilizada en la industria alimentaria (Gharsallaoui y col., 2007) debido a su
sencillez y bajo costo como asi también a la disponibilidad de equipos a distintas escalas, y
la posibilidad de producir a escala industrial en modo continuo (Shu y col., 2006). El
concepto de que microencapsular protege de las condiciones ambientales adversas es

relativo, ya que depende no solo de la tecnologia utilizada, sino de los materiales
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utilizados para formar la microcdpsula y del medio ambiente con el cual estard en

contacto la misma.

La seleccion del material para microencapsulacién involucra frecuentemente
procedimientos de pruebay error (Gharsallaoui y col., 2007). Sin embargo, existen algunos
criterios para la eleccion de las matrices basados en sus propiedades reoldgicas, su
habilidad para dispersar o emulsionar el ingrediente activo y la compatibilidad quimica
con el mismo, su capacidad para protegerlo frente a condiciones ambientales adversas,
entre otros aspectos. En general, no existe un compuesto Unico que presente todas estas
caracteristicas y, por ende, en la practica cada material se utiliza modificado o en
combinacidn con otras sustancias como antioxidantes, agentes quelantes y/o surfactantes

(Desai y Park, 2005).

Mas alld de las ventajas mencionadas, la tecnologia de microencapsulacién por
secado spray, en la actualidad y sobre todo cuando se trata de microorganismos
probidticos para su aplicacion en alimentos, tiene aln numerosos obstdculos tecnolégicos
gue superar. Particularmente los productos probidticos deshidratados se declaran, en
general, como probidticos microencapsulados aunque la Unica transformacién en este
caso sea el proceso de deshidratacién per se y en consecuencia, las capsulas/polvos
resultantes son en su mayoria solubles en agua. Por lo tanto, los efectos protectores de
estos polvos para su aplicaciéon en alimentos son limitados. Estas particulas son solubles
en agua y solo tienen un efecto de barrera durante el almacenamiento en seco, pero no

en productos alimenticios liquidos y durante la digestién (Heidebach y col., 2010).

4.1. Secado spray. Principios de la tecnologia.

El secado por atomizacidn es, por definicidn, la remocién de casi todo el liquido por
vaporizacion, de una solucién de sélidos no volatiles (Perry y col., 1985). Este proceso estd
dividido en tres etapas: la atomizacion propiamente dicha, el contacto con el aire caliente

y la evaporacion de la humedad. Cada etapa es llevada a cabo de acuerdo al disefio y las
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condiciones de operacion del equipo y, junto con las propiedades fisicoquimicas del
liguido, determinan las caracteristicas del producto deshidratado (Cal y Sollohub, 2010).
La atomizacion es un proceso en el cual el liquido se fracciona en millones de gotas
individuales formando un spray. El tamano y la distribucién de las gotas son una de las
caracteristicas mas importantes de un secadero por atomizacion. La seleccion del tipo de
atomizador, rotatorio o de toberas, depende de la naturaleza de la alimentacién y de las

caracteristicas deseadas para el producto deshidratado (Cal y Sollohub, 2010).

El secado spray aplicado como método de encapsulacién de bacterias probiéticas,
consiste en atomizar con aire caliente una suspension o emulsidon previamente
homogeneizada de probidticos en la matriz del material elegido para encapsular (Fig. 1),
consiguiendo con ello una rapida evaporacion del solvente (agua) y los microorganismos
probidticos inmovilizados dentro de particulas de polvo (de Vos y col., 2010; Burgain y col.,

2011).
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Figura 1: Esquema del secado spray aplicado como método de encapsulacién de bacterias

probidticas (adaptado de Burgainy col., 2011).

La seleccion y adiciéon de agentes protectores a los cultivos es un paso necesario
para proteger las células durante el secado y el almacenamiento. Diferentes materiales
alimenticios se han utilizado para la deshidratacion de los probidticos mediante secado
por pulverizacién, tales como almidones (Ying y col.,, 2010; Paez y col. 2012),
maltodextrina (Lian y col., 2002), gomas (Chavez y Ledeboer, 2007), gelatina (Lian y col.,
2002), proteinas de suero (Ying y col., 2010; Soukoulis y col., 2013), suero de queso (De
Castro-Cislaghi y col., 2012), y leche descremada reconstituida (Golowczyc y col., 2010;
Paez y col., 2012). Entre estos materiales, la leche descremada ha demostrado ser un
potente protector de la viabilidad celular durante el secado spray (Fu y Chen, 2011; Silvay
col., 2011; Paéz y col., 2012). Varios autores, sugieren que la eficiencia de las matrices

lacteas en la proteccidn de la viabilidad celular durante el secado, estd relacionado con la
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presencia de componentes lacteos (Ananta y col., 2005; Fu y Chen, 2011). Durante la
eliminacidon de agua, se cree que la lactosa al interactuar con los grupos polares de los
fosfolipidos y proteinas de la membrana celular, minimiza los dafios a la membrana
durante el secado por pulverizacion y prolonga el almacenamiento (Ananta y col., 2005;

Santivarangkna y col., 2008).

4.1.1. PARAMETROS DEL PROCESO Y EFECTOS SOBRE LAS CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO.

El secado por pulverizacion es un método en el que el resultado depende en gran
medida de las propiedades de la solucidon a ser deshidratada, al igual que de las
condiciones utilizadas (caudal del liquido y del aire de entrada, temperatura y humedad
del aire de entrada, temperatura de salida y aspiracién). La combinacién de estos
pardmetros va a influenciar las caracteristicas del producto en polvo obtenido (humedad,
rendimiento de produccién y tamafio de particula). Para los productos sensibles al calor la
principal estrategia para mantener su calidad o actividad es mantener una baja
temperatura de salida, en el caso de microorganismos probidticos se recomienda que sea

menor a 85°C (Ananta vy col., 2005).

La temperatura de salida no puede ser controlada directamente, pero puede ser
manipulada mediante la combinacidn de los pardametros de secado utilizados. Si el secado
es insuficiente (por priorizar una baja temperatura de salida) se pueden presentar polvos
con un contenido de humedad elevado (> 6%) y defectos comunes en los productos como
la pegajosidad de las particulas (stickness) que puede ser un problema para el
rendimiento, la recuperacion del polvo y la estabilidad durante el almacenamiento
(Masters, 1991). La velocidad de alimentacidn se debe ajustar de manera que el liquido
presente en las gotas pueda evaporarse antes de entrar en contacto con las paredes de la
camara de secado. El exceso de velocidad de alimentacién conduce a una disminucién en
la temperatura de salida (porque se evapora menos cantidad de agua) y una acumulacién

de material en las paredes de la cdmara (Oliveira y Petrovick, 2009).
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El liquido pulverizado adquiere la temperatura de entrada del aire de secado. La
temperatura de entrada puede influir en la eficiencia de secado, en la cantidad de agua
eliminada, en el contenido de agua residual y en las propiedades del producto final porque
junto con la alimentacion y el flujo de aire de secado, son responsables de la evaporacién
del agua. Esta interdependencia de las variables es lo que hace que controlar el proceso
sea una cuestion compleja, tanto para obtener un producto de calidad en cuanto a las
especificaciones de los productos deshidratados, como para minimizar el impacto sobre la

viabilidad de las bacterias probidticas (Santivarangkna y col., 2007; Cal y Sollohub, 2010).

En el enfoque cldsico de los estudios de optimizacién se llevan a cabo ensayos
denominados prueba — error, donde un solo pardmetro se cambia, manteniendo
constantes los demas. Se requiere mucho tiempo y un gran nimero de experimentos con
este método. Ademas, este enfoque ignora las posibles interacciones entre los pardmetros
que pueden conducir a confusién de los resultados, y no tiene capacidad de prediccién
(Huang y col., 2006). Con el fin de superar estos problemas, los estudios de optimizacién
se deben realizar utilizando la metodologia de superficie de respuesta (RSM, por sus siglas
en inglés). Esta es una técnica estadistica eficiente para la optimizacion de multiples
variables con el fin de predecir las mejores condiciones de rendimiento con un nimero
minimo de experimentos (Gouda y col., 2001). Este método se ha aplicado con éxito en
muchas areas de investigacion, como la optimizacién de las condiciones de fabricacion y
produccién, la composicion de medios de cultivo y estudio de la estabilidad de diversos

organismos (Huang y col., 2006; Fung y col., 2008).
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Objetivos.

OBJETIVO GENERAL

Generar conocimientos cientifico y tecnoldgico sobre la produccién de bacterias
probidticas autdctonas deshidratadas por secado spray mediante el aprovechamiento de

subproductos lacteos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1) Evaluar las condiciones de produccién de biomasa de bacterias probidticas
autoctonas en diferentes sustratos lacteos (suero de queseria, suero de ricota,

permeado de suero) y en medios de cultivo formulados (Capitulo ).

2) Optimizar la produccién de biomasa en permeado de suero. Aplicaciéon de

diferentes factores de estrés para inducir mejoras en el proceso (Capitulo Il).

3) Determinar las propiedades funcionales del cultivo probidtico autéctono

deshidratado en modelos in vivo aplicando un modelo murino (Capitulo Il1).

4) Avanzar en el escalado del proceso de proceso secado. (Capitulo 1V-a).

5) Aplicar el cultivo probidtico deshidratado en quesos blandos reducidos en

materia grasa (Capitulo IV-b).
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CAPITULO I: Utilizacion de suero de queso para la produccidn de
biomasa y secado spray de lactobacilos probidticos.

CONICET

e S
INLAIN
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1. INTRODUCCION.

El suero de queso es un liquido verde-amarillento producido durante el proceso de
fabricaciéon del queso tradicional que resulta de la precipitaciéon y la eliminacién de la
caseina de la leche (Siso, 1996). Este producto posee una carga organica relativamente
alta, la cual se monitorea con la mediciéon de DBO (demanda bioldgica de oxigeno) y DQO
(demanda quimica de oxigeno) (Prazeres y col., 2012). El suero representa del 80 — 90%
del volumen total de la leche procesada en elaboraciones casearias y contiene
aproximadamente el 50% de los nutrientes de la misma: proteinas solubles, lactosa,

vitaminas y sales minerales.

El suero de queso es un efluente con una gran carga orgdnica y salina pero al
mismo tiempo es un producto con un alto valor nutricional y con grandes posibilidades de
explotacién tecnoldgica. Debido a esto, se comenzd a utilizar como materia prima de
productos de alto valor nutritivo, dejando de ser solo un desecho industrial altamente
contaminante. En los ultimos afios el volumen de suero procesado mediante distintas
tecnologias aumentd considerablemente, la produccion global de lactosuero ascendid de
186 millones de toneladas en el afio 2008 a 190 millones de toneladas en 2012. El
mercado de los ingredientes de suero, productos con mayor valor agregado, es de cerca
de 3,2 millones de toneladas por afio. La Unién Europea (UE) y los EEUU producen
alrededor del 70% del volumen mundial de este producto. En la Argentina existen
aproximadamente 12 plantas procesadoras de suero de leche, en su mayoria localizadas
en las provincias de Buenos Aires, Cérdoba y Santa Fe. De las tecnologias disponibles en la
actualidad para el tratamiento de suero, en nuestro pais pueden obtenerse productos
como suero en polvo, suero en polvo desmineralizado, permeado en polvo, lactosa de
grado alimenticio y WPC (concentrado de proteinas de suero, por sus siglas en inglés:
Whey Protein Concentrate) (Terdn y col.,, 2013). El primer paso en la mayoria de los
procesos para la valorizacidon de suero de queso consiste en la recuperacion de la fraccién
proteica, generalmente mediante ultrafiltracién, para producir WPC, al mismo tiempo se

genera un gran volumen de permeado de suero de queso que es un producto rico en
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lactosa (Guimardes y col., 2010). La produccidn de suero de queso en polvo es la forma
mas elemental de agregar valor al mismo y es una buena alternativa a la utilizacién del

suero liquido para alimentacion animal (Peters, 2005).

El desarrollo de medios de cultivo a partir de suero de queso, que sean simples,
robustos, escalables y de bajo costo, permitiria una produccién econdmicamente mas
ventajosa de biomasa de bacterias acido lacticas (BAL) para diversas aplicaciones en
alimentos, debido a la importancia que tienen hoy las BAL como suplementos probidticos
y mediante el aprovechamiento de subproductos lacteos como medios de cultivo (Burns y
col., 2008 Aguirre-Ezkauriatza y col., 2010) se le daria valor agregado a un producto que es
considerado un problema y que sigue siendo subutilizado (Alvares y col., 2010). Una de las
etapas criticas para el uso de microorganismos probidticos es su produccién a gran escala
utilizando medios de cultivos de bajo costo. Como una opcién econdmica para la
produccién de biomasa de bacterias probidticas, surge la utilizacién de subproductos
lacteos (suero de queso, permeado de suero de queso, suero de ricota) como alternativas

al medio comercial existente a escala laboratorio: el caldo MRS.

Las bacterias viables utilizadas en alimentos funcionales producidas a nivel
industrial se almacenan y transportan en forma de cultivos congelados o deshidratados.
Se prefieren estos ultimos sobre las formas congeladas debido a la facilidad de
almacenamiento a largo plazo y al transporte sin el uso especializado de equipamiento de
alto frio. La liofilizacién es la principal forma de deshidrataciéon de probidticos para la
aplicacion en alimentos o productos farmacéuticos. Otros métodos de deshidratacién
incluyen el secado spray, secado al vacio, secado en lecho fluidizado o una combinacién
de estas técnicas (Muller y col., 2009). El secado spray es una alternativa de bajo costo
frente a la liofilizaciédn ya que es relativamente econémica y permite la produccién de
grandes cantidades de células deshidratadas en un proceso continuo (Gardiner y col.,
2000; Schuck y col., 2010). Sin embargo, la deshidratacién mediante secado spray implica
condiciones de proceso mas arduas que la liofilizacion. Esto podria causar,

inevitablemente, dafo en la membrana e inactivacién celular, dependiendo de las
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condiciones tecnoldgicas aplicadas y de la resistencia intrinseca de la cepa utilizada. La
aplicacion practica de la liofilizaciéon para BAL, en comparacidon con el secado spray,
sugiere que el primero es adecuado para casi todas las cepas de BAL, mientras que la
viabilidad frente al secado spray parece ser mucho mas dependiente de cada cepa (Lian y
col., 2002; Corcoran y col., 2004; Ananta y col., 2005; Paez y col., 2012). En particular, en
la Argentina, numerosas industrias lacteas poseen infraestructura para llevar a cabo el
secado spray, esta fortaleza podria ser explotada para la produccién local de cultivos
probidticos en el futuro. Ademas, la liofilizacidn aln no es una tecnologia comun a escala
industrial para BAL en nuestro pais. Sumado a la reduccién de costos, en ciertos casos se
puede observar hasta un aumento de la capacidad funcional de los cultivos probidticos

deshidratados en comparacién con los cultivos frescos (Pdez y col., 2013).

El equipo Mini Spray Dryer B-290 de Biichi (Flawil, Suiza) es un instrumento a
escala laboratorio para llevar a cabo los procesos de secado por pulverizacién desde 30 mL
y hasta 1 L de agua o solvente orgdnico por hora. Este equipo tiene la capacidad de
generar particulas de 2 a 25 micrones. El tiempo de residencia del aire de secado dentro
de la camara de pulverizacion es de aproximadamente 1,5 s. La colecta del polvo se realiza
en un cicldn, que esta revestido internamente con una pelicula antiestatica delgada para
reducir la adherencia del polvo a la pared de vidrio. La separacidon funciona mediante

fuerzas centrifugas en virtud de la inercia de las particulas sdlidas.
Las principales variables del proceso de secado por atomizacién son:

- Caudal de alimentaciéon de producto. El caudal de entrada del liquido a atomizar se
regula por medio de una bomba peristéltica, en el caso de una boquilla de dos fluidos.

Este caudal afecta a la atomizacion.

- Caudal de aire de atomizacion. Este aire es suministrado por un compresor. Pasa por una
serie de filtros y se regula atendiendo a la lectura de un rotdmetro que indica el caudal de

aire utilizado para el atomizado.

- Temperatura y humedad del aire de entrada al cilindro o cdmara de atomizacién. Esta

temperatura se puede controlar mediante la resistencia eléctrica del equipo.
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- Caudal de aire de secado. El caudal de aire de secado indica la cantidad de aire que entra
en el cilindro de pulverizacion para realizar el secado. El caudal real depende de la pérdida

de presién del conjunto del sistema.

- Temperatura de salida. Este pardmetro serd determinado por la combinacién de las

variables mencionadas.

El secadero spray a escala laboratorio Mini Spray Dryer Blichi B-290 instalado en
el Laboratorio de Calidad de Leche del INTA EEA Rafaela fue utilizado en este trabajo para
llevar a cabo la deshidratacion de las bacterias probidticas a escala laboratorio. EIl mismo
se observa en la Figura 2 y los diferentes componentes del mismo, en el diagrama de la

Figura 3.

Figura 2: Mini Spray Dryer Blichi B-290

El Mini Spray Dryer B-290 funciona segun el principio de flujo paralelo, es decir, el

producto pulverizado y el aire seco se desplazan en el mismo sentido. Las suspensiones
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celulares son atomizadas y se pulverizan en la cdmara de secado mediante el uso de una

boquilla de dos fluidos. Esta tecnologia permite un secado casi instantaneo.

LA
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1- Boca de aspiracion (filtro de entrada de aire).
2- Calefaccion eléctrica.

3- Entrada de la corriente de aire estabilizada en la cdmara de
secado.

4- Cilindro o camara de pulverizacion.

5- Ciclén para separar el producto de la corriente de aire.
6- Recipiente para la colecta del producto deshidratado.
7- Filtro de salida de aire y polvos finos.

8- Aspirador para generar la corriente de aire.

Figura 3: Componentes del Mini Spray Dryer Blichi B-290.
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OBJETIVO.

El objetivo de este capitulo fue estudiar la utilidad de subproductos lacteos (suero
de queso, suero ricota y permeado de suero) para la produccién de biomasa de BAL
autoctonas con potencial probidtico, y la capacidad del suero de queso para ser utilizado

como termoprotector durante el secado spray.

2. MATERIALES Y METODOS.
2.1 Cepas y condiciones de cultivo.

Se emplearon cepas aisladas de heces de neonatos santafesinos (Vinderola y col.,
2008). Los aislamientos utilizados habian sido identificados por métodos moleculares
(secuenciacion parcial del gen 16s ARN) como L. paracasei Jpl, L. rhamnosus 64 y L.
gasseri 37, los cuales presentaron potencial probidtico in vivo, en relacién a la capacidad
de promover las defensas intestinales mediadas por IgA en ratones (Gregoret y col., 2013).
Las cepas se mantuvieron congeladas a -70°C en caldo MRS (Biokar, Beauvais, Francia)
adicionado con 18 % (v/v) de glicerol (Ciccarelli, Buenos Aires, Argentina) en la coleccion
de cultivos del INLAIN. Previo a su uso las cepas fueron repicadas al menos dos veces en

caldo MRS durante 16 h a 37°C en aerobiosis.

2.2 Desarrollo en medios de cultivos formulados y en medios lacteos.

Se utilizaron dos tipos de medios de cultivo: sintéticos y lacteos. Los medios
sintéticos se prepararon como diferentes versiones simplificadas del medio de cultivo
comercial MRS (Tabla 1), llamados de aqui en adelante medios de cultivo formulados. Se
utilizaron ingredientes de proveedores locales (peptona de caseina, peptona de carne y
extracto de levadura de Microquin S.A. (Santa Fe, Argentina) y el resto de los
componentes de Cicarelli S.A. (Santa Fe, Argentina). Los medios formulados se
esterilizaron en autoclave a 121°C durante 15 min. Las variantes estudiadas incluyeron
una reduccién de nutrientes en comparaciéon con MRS, la glucosa como Unica fuente de

carbono, el aumento o reduccién de glucosa, peptona de caseina, peptona de carne, o
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extracto de levadura (Tabla 1). En cuanto a los medios lacteos, el suero de queso se

obtuvo de la elaboracidon de queso fresco en la planta piloto del INTA EEA Rafaela, el suero

de ricota fue proporcionado por la empresa Vila S.A.C.I. (Lacteos Aurora) (Vila, Santa Fe) y

el permeado fresco por Saputo S.A. (Rafaela, Santa Fe). La caracteristicas fisicoquimicas de

los medios lacteos se muestran en la Tabla 2 y se determinaron mediante procedimientos

estandares: grasa (Federacion Internacional de Lecheria, IDF, 1987a); proteina total (IDF,

2001); sdlidos totales (IDF, 1987b); cenizas (AOAC, 1995) y lactosa por diferencia.

Tabla 1: Composicion (g/100 mL) de medios de cultivo formulados para la produccién de
biomasa de lactobacilos probidticos.

Tw
Medio PCas PCar EL G L 80 K,HPO, C Observacion
(ul)
Reducido en
MO 0,75 0,75 0,75 0,6 0,4 50 0,2 0,05 nutrientes comparado
con MRS.
M1 075 075 075 1 50 02 005 Olucosacomo unica
fuente de carbono.
M2 075 075 0,75 2 50 02 005 Cnriquecidoen
glucosa.
M3 05 075 075 2 50 02 005 Heducidoen peptona
de caseina.
M4 0,75 05 075 2 50 02 005 teducidoen peptona
de carne.
M5 0,75 0,75 0,5 ) 50 0,2 0,05 Reducido en extracto

de levadura.

MRS

Composicion (g/100 mL): peptona de caseina (1), extracto de carne (1), extracto de
levadura (0,5), glucosa (2), Tween 80 (108 ul), K,HPO, (0,2) acetato de sodio (0,5),
citrato de amonio (0,2), sulfato de magnesio (0,02), sulfato de manganeso (0,005).

PCas: peptona de caseina, PCar: peptona de carne, EL: extracto de levadura, G: glucosa, L:

lactosa, Tw80: Tween 80, C: Cisteina.

El suero de ricota y el permeado de suero se trataron en autoclave a 121°C durante

15 min. Para evitar la precipitacién de las proteinas, el suero de queso se tratd
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térmicamente en autoclave a 100°C durante 30 min (vapor fluente). Se realizé una
evaluacién microbiolégica de rutina (coliformes totales, microorganismos aerobios
mesofilos, hongos y levaduras), con el fin de confirmar la inactivacidn microbiana después

del tratamiento térmico.

Como procedimiento estdndar, las cepas en estudio se reactivaron a partir de los
stocks congelados y se realizaron dos repiques sucesivos (16 h, 37°C, aerobiosis) en caldo
MRS (Biokar, Beauvais, Francia) previo a su utilizacién. Los cultivos frescos (16 h, 37°C,
aerobiosis) de las cepas en caldo MRS, se centrifugaron (6000 x g, 15 min, 5°C), se lavaron
dos veces con PBS pH 7,4 (solucién salina tamponada con fosfato, por sus siglas en inglés:
Phosphate Buffered Saline Solution) y se resuspendieron en PBS. En un ensayo preliminar
(donde se evaludé el efecto del agregado de extracto de levadura y glucosa), las
suspensiones celulares se inocularon 1% (v/v) a los medios lacteos adicionados con a)
0,3% (p/v) de extracto de levadura (Burns y col., 2008) y b) 0,3% (p/v) de extracto de

levaduray 2% (p/v) de glucosa.

Las suspensiones celulares se inocularon 1 % (v/v) en los medios formulados y en
los medios lacteos (permeado, suero de queso y suero de ricota) y se incubaron 16 h,
37°C, en aerobiosis. Los recuentos de células viables se realizaron en agar MRS en
superficie. Se evalud la demanda biolédgica de oxigeno (DBO) en suero de queso, antes y
después del desarrollo de L. rhamnosus 64, por métodos estandares (APHA, 1998) en el
Laboratorio de Quimica de la Universidad Tecnoldgica Nacional, Facultad Regional Rafaela,

Rafaela, Santa Fe, Argentina.
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Tabla 2: Composicion (g/100 mL) y pH de los subproductos lacteos utilizados.

Suero de
Suero dericota Permeado
queso
Sdlidos totales 5,39 8,92 6,04
Cenizas 0,51 0,97 0,45
Materia grasa 0,03 0,02 0,39
Proteinas totales 0,39 0,46 0,82
Lactosa 4,46 7,47 4,38
pH inicial 5,67 6,1 6,2

2.2.1 UTILIZACION DE SUERO DE QUESO COMO MEDIO DE CULTIVO EN FERMENTADOR.
El desarrollo de L. rhamnosus 64 se evalud durante la fermentacidon en cultivo

batch (2 L, Biostat A plus, Sartorius, Alemania) en suero de queso (Arla Foods, Porteiia,
Cérdoba, Argentina) reconstituido al 7% (p/v), a 37°C, agitacién 200 rpm, con y sin
burbujeo de CO; (0,2 L/min). Durante la fermentacion se midié oxigeno disuelto (sensor
Oxiferm Hamilton). Los fermentadores fueron inoculados 1% (v/v) con un cultivo overnight
en MRS lavado 2 veces y resuspendido en PBS. El pH se mantuvo constante (pH 6) con el
agregado automatico de NaOH (6 N). Para el recuento de células viables se realizaron
diluciones decimales en agua de peptona 0,1% (p/v), las cuales se sembraron en superficie

en agar MRS. Las placas se incubaron a 37°C durante 48 h en aerobiosis.

2.3 Optimizacion de secado spray de suero de queso.

Para optimizar el secado de suero de queso - almiddn se utilizé la metodologia de
superficie de respuesta, la cual es una combinacién de técnicas matematicas y estadisticas

usadas para desarrollar y optimizar procesos, entre otras aplicaciones. Esta metodologia
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permite evaluar el comportamiento de varios factores, incluso la presencia de
interacciones complejas entre ellos (Shokri y col., 2015). Se prepararon soluciones de
suero de queso (Arla Foods, Porteiia, Cérdoba, Argentina) y almiddn (Glutal S.A., Buenos
Aires, Argentina) (20% de soélidos totales, relacidn 1:1) y se autoclavaron a 121°C durante
15 min. Las soluciones de suero de queso - almidén se deshidrataron en un secadero spray
(Mini Secadero Spray Buichi B-290, Flawil, Suiza). Los pardmetros de secado se optimizaron
mediante la metodologia de superficie de respuesta (RSM), utilizando un disefio central
compuesto (DCC) (Tabla 3). EI DCC utilizado tiene dos niveles, y requiere menos
experimentos que otros disefios (Mehrabani y col., 2010). Las variables independientes
utilizadas fueron el flujo de aire y la temperatura de entrada, usando dos niveles para
cada uno de ellas. Las variables de salida consideradas para la optimizacién fueron
humedad (menos del 5%) y temperatura de salida (< 85°C), la cual garantizaria la
viabilidad de los probidticos (Ananta y col., 2005). Se llevaron a cabo tres repeticiones

para los puntos centrales.

Tabla 3: Disefio central compuesto utilizado para optimizar el secado spray de una
solucion de suero de queso — almidén (10% p/v-10% p/v) mediante la metodologia de

superficie de respuesta.

Variables Niveles de las variables
Independientes Variable 1 0 -1
Flujo de aire X1 50 40 30
(mm)
Temperatura X2 160 145 130

de entrada (°C)
mm de columna: 50 mm equivalente a 601 L/h; 40 mm a 473 L/h; y 30 mm a 357 L/h.
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2.4 Secado spray de lactobacilos probidticos en suero de queso - almidon y

leche descremada - almidon.

Se obtuvieron cultivos de las 3 cepas en estudio en el medio de cultivo formulado
M2, la biomasa obtenida con cada cepa se concentré por centrifugacién (6000 x g, 15 min,
5°C), se lavd dos veces con PBS y se resuspendié en un volumen 10 veces menor de
solucion de suero de queso - almiddn (10%-10% p/v), o en leche descremada - almiddn
(10%-10% p/v). Las suspensiones celulares se deshidrataron por secado spray. Las
condiciones de secado para leche descremada - almidén fueron: temperatura entrada (TE)
170°C, temperatura de salida (TS) 85°C y un flujo de aire (FA) de 600 L/h (Paez y col., 2012)
y para las suspensiones de suero de queso - almiddén TE: 150°C, TS: 80°Cy FA: 357 L/h. Se
realizaron tres repeticiones independientes para cada cepa. Los cultivos deshidratados
obtenidos fueron envasados al vacio en muestras individuales de 10 g y se almacenaron
durante 6 meses a 5°C. La humedad residual (% p/p) se determind por triplicado a 101° +
1°C durante 24 h (IDF, 1993). Los recuentos de células viables se realizaron en agar MRS
(37°C, 48 h, aerobiosis) antes y después del secado spray y cada dos meses durante el
almacenamiento. Para el recuento de células viables, los polvos se rehidrataron al 20%
(p/v) y se incubaron a 37°C durante 15 min con agitacion periddica, de modo de restaurar
la solucién a las condiciones anteriores al secado spray y poder comparar los recuentos en

UFC/mL.

2.5 Anadlisis estadistico.

Los resultados de los recuentos de células viables se transformaron a log UFC/mLy
se expresaron como media + desviacion standard o como diferencia logaritmica, de al
menos tres experimentos independientes en cada ensayo. Los datos de desarrollo de L.
rhamnosus 64 en los medios de cultivo, los datos de supervivencia al secado spray y la
viabilidad durante el almacenamiento se analizaron estadisticamente utilizando un disefio

completamente al azar con arreglo factorial de tratamientos para determinar las
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diferencias en el desarrollo de las cepas, en los medios de cultivo, o en la supervivencia al
secado y durante el almacenamiento. Las cepas (3 niveles) y los medios de cultivo (7
niveles para el medio formulado y 4 niveles para los medios lacteos incluyendo MRS como
referencia) se consideraron como factores en el primer disefio mientras que las cepas (3
niveles) y las soluciones de secado (2 niveles) se consideraron como factores en el
segundo disefio. El analisis de varianza y la minima diferencia significativa (LSD) se
utilizaron para poner a prueba los factores significativos y comparar los tratamientos,

respectivamente, con un nivel de error del 5%.

Los pardametros de secado se optimizaron mediante la metodologia de superficie
de respuesta (RSM), utilizando un disefio central compuesto (DCC) El procedimiento de
optimizacién es secuencial, por lo cual el primer objetivo consiste en establecer
experimentalmente una aproximacién apropiada para la funcidon que los modela. En la

primera etapa se ajustdé un modelo de primer orden.

k
Y =:BO'+':E:[%AXi+'E
i=1

Donde:

Y es la variable respuesta

Bo ¥y Bi corresponden a los coeficientes de regresion
€ es el término de error.

Para este modelo se estimé el error experimental (lack of fit) a fin de tener una
herramienta para determinar el ajuste del modelo planteado. En caso de rechazar la
hipotesis de ajuste, se planted un modelo que contemplé un modelo cuadratico o de

segundo orden.

BijXiXj + €

k Jj-1
Jj=2

k k
V=Fo+ ) BiXi+ ) fuXP+
i=1 i=1

El ajuste de los modelos se hizo por la metodologia de los minimos cuadrados, y el riesgo

i=1

de error asumido fue de a=0,05. Se utilizaron los paquetes estadisticos R (3.1.2) y SAS 9.2.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION.
3.1 Desarrollo de lactobacilos probiodticos en medios formulados y lacteos.

La creciente demanda de probidticos y la diversificacion en nuevos alimentos
genera un desafio para la industria: producir de forma econémica grandes cantidades de
cultivos viables y en formatos de conservacidon estables que soporten y estimulen el
crecimiento del mercado (Muller y col., 2009). Una combinaciéon de medios de cultivo de
bajo costo y un menor costo operativo con tecnologias de deshidratacion ampliamente
disponibles, tales como el secado spray, seria probablemente bienvenida por la industria
alimentaria para sostener y ampliar el mercado de probidticos y potenciar los desarrollos
locales en base a cepas autdctonas y tecnologias localmente disponibles (Sybesma y col.,

2015).

Teniendo en cuenta la posibilidad de produccidn a escala industrial de estas cepas
en el futuro, los medios formulados (Tabla 1) fueron una alternativa econémica al MRS
para la produccién de biomasa de bacterias probidticas. El andlisis de costos (datos no
mostrados) de los medios de cultivo formulados, permitid determinar que sus costos
fueron de aproximadamente un tercio respecto al MRS comercial. El comportamiento de
las cepas fue diferente seglin el medio de cultivo formulado, se observd una interacciéon
medio de cultivo—cepa que fue estadisticamente significativa (p < 0,05). Los seis medios
evaluados (M0 a M5) fueron eficaces, tanto para el desarrollo de L. paracasei Jpl como
para L. rhamnosus 64, para los cuales no hubo diferencias significativas en los recuentos
de células viables (p > 0,05) en comparacidon con los alcanzados en MRS (Tabla 4). Sin
embargo, L. gasseri 37 mostrd diferencias significativas (p < 0,05) en todos los medios
formulados en comparacién con el caldo MRS comercial. En principio, esta cepa resulté
ser mas exigente nutricionalmente y el medio de cultivo formulado tuvo que ser
fortalecido con nutrientes (composicion mostrada en la parte inferior de la Tabla 4) para
lograr un mejor desarrollo (9,16 + 0,21 log UFC/mL) comparable con el obtenido en MRS

(9,23 + 21 log UFC /mL).
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La capacidad de desarrollo de las cepas también se evalud en subproductos lacteos
(Fig. 4). La adicion de glucosa 2% (p/v) y/o extracto de levadura 0,3% (p/v) no tuvo efecto
significativo en el desarrollo de las cepas en estudio, en ninguno de los medios lacteos

evaluados (datos no mostrados).

El desarrollo de L. gasseri 37 en MRS y suero de queso no presenté diferencias
significativas. Sin embargo, en suero ricota y permeado de suero fue significativamente
menor (< 1 orden log) comparado con MRS. Para L. paracasei Jpl el desarrollo no fue
satisfactorio en permeado de suero. De hecho, el permeado de suero habia sido
considerado como una fuente nutricionalmente pobre para el crecimiento de BAL
(Parente y Zottola, 1991). Sin embargo, para L. rhamnosus 64 no se observaron diferencias
significativas entre los medios de cultivo evaluados (Tabla 5). En este sentido, esta cepa
mostré una versatilidad tecnoldgica interesante, principalmente desde un punto de vista

industrial.

Tabla 4: Recuentos de lactobacilos probidticos (37°C, 16 h, aerobiosis) en MRS comparado

con los medios formulados.

Medio de cultivo Recuentos (log UFC/mL % SD)
L. paracasei Jpl L. gasseri 37* L. rhamnosus 64
MRS 9,26+0,18° 9,23+0,21° 8,91+0,19°
MO 9,11+0,10° 8,32+0,10 b 8,72+0,20°
M1 9,13+0,21° 8,43+0,11° 8,55+0,17 °
M2 9,09 +0,07° 8,85+0,14 o 8,73+0,11°
M3 9,04 0,16 ° 8,81+0,19°" 8,55+0,15°
M4 9,080,137 8,75+0,19 " 8,59+0,13°
M5 9,04+0,16° 8,70+0,14 o 8,44 +0,24°

Los valores en columnas con diferentes superindices (a, b) son significativamente

diferentes (p < 0,05).
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* Composicién del medio formulado, suplementado para la produccion de biomasa de
esta cepa: (g/100 mL): peptona de caseina (0,75), extracto de carne (0,75), extracto de
levadura (0,75), glucosa (1), Tween 80 (50 uL), K;HPO, (0,2), acetato de sodio (0,5), citrato

de amonio (0,2), sulfato de magnesio (0,02), sulfato de manganeso (0,005).

2,5
2 ]
A a
Ha Ha
A2 % a
a
— 1,5 N X ab a
g X a
5 *
g 1
Y &
0,5 - b
0
L. gasseri 37 L. paracasei Jpl L. rhamnosus 64

Cepas

Figura 4: Desarrollo (log UFC/mL) de L. gasseri 37, L. paracasei Jply L. rhamnosus 64 en
MRS (m), permeado de suero (A ), suero de queso (x) y suero de ricota (#). Los valores se
calcularon como la diferencia en los recuentos de células (UFC/mL) después y antes del
desarrollo (37°C, 16 h, aerobiosis) en el correspondiente medio. Diferentes letras en los

simbolos para una misma cepa indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Tabla 5: Recuento de células viables (log UFC/mL * SD) alcanzados por cada cepa en cada
medio lacteo, comparado con caldo MRS comercial. Diferentes letras en los simbolos para

una misma cepa indican diferencias significativas (p < 0,05).

L. paracasei Jpl L. rhamnosus 64 L. gasseri 37

MRS 8,95+0,33° 8,67 +0,09 ° 9,08+0,23°
Permeado 8,71+0,18° 8,92+0,10° 7,83+0,57°
Suero de queso 8,63 +0,20 9,01+0,10° 8,36+0,21°
Suero de ricota 8,15+0,21° 8,70 £ 0,03 ° 7,63+0,19°

3.1.1 UTILIZACION DE SUERO DE QUESO COMO MEDIO DE CULTIVO.
Debido a la capacidad de L. rhamnosus 64 de desarrollar en todos los medios

lacteos evaluados, se utilizd esta cepa para continuar los estudios de produccion de
biomasa en fermentador utilizando medios lacteos como medio de cultivo. Existen en la
actualidad numerosos trabajos donde se utilizaron estos medios como sustrato para la
produccién de bacterias lacticas y probidticas, aunque hay mdas publicaciones utilizando
suero de queso (Pérez Guerra y col., 2007; Burns y col., 2008; Fajardo Bernardez y col.,
2008; Aguirre-Ezkauriatza y col., 2010; Brusch Brinques y col., 2010; Jantzen y col., 2013)
en comparacién con los pocos informes donde se ha utilizado suero ricota (Maragkoudakis
y col., 2010; Maragkoudakis y col., 2016) o permeado de suero (Parente y Zottola, 1991;
Marhamatizadeh y col., 2012; Hugo y col. 2016; Trigueros y col., 2016).

Teniendo en cuenta que el suero de queso es el subproducto principal de la
industria lactea (De Castro Cislaghi y col., 2012) y que el desarrollo de las cepas fue
satisfactorio en este medio, este producto fue elegido para realizar los estudios siguientes
sobre su papel como termoprotector para el secado spray. Se evalué en fermentaciones
batch la produccion de biomasa de L. rhamnosus 64, utilizando suero de queso 7% (p/v)

como medio de cultivo. En la Figura 5, se observa la curva de crecimiento, a pH 6 con
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agitacion de 200 rpm, con burbujeo de CO,, logrando hacia las 24 h de fermentacién (24 h)
un nivel de células viables de 9,32 + 0,12 log UFC/mL. Para evaluar el efecto del burbujeo
de CO, (0,2 L/min), se realizaron fermentaciones con y sin burbujeo de este gas (Fig. 6). En
la fermentacion sin CO,, a las 5 h de cultivo comenzo a disminuir el porcentaje de oxigeno
disuelto (Fig. 7), pero como se observa en la Figura 6 la velocidad de crecimiento de la

cepa fue mayor con burbujeo de CO,.
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Figura 5: Curva de desarrollo de L. rhamnosus 64 en suero de queso (7% p/v), a pH 6

constante, agitacién 200 rpm y con burbujeo de CO,
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Figura 6: Desarrollo de L. rhamnosus 64 en suero de queso (7% solidos totales) a pH 6

constante, con (A) y sin burbujeo (m) de CO,.
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Figura 7: Evolucion de oxigeno disuelto durante el desarrollo de L. rhamnosus 64 en suero

de queso (7% p/v), a pH 6 constante, agitacion 200 rpm sin burbujeo de CO,.
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En cuanto a la demanda bioldgica de oxigeno (DBO) de suero de queso, el
desarrollo de L. rhamnosus 64 redujo este valor de 65500 + 3540 ppm a 33062 + 4860
ppm. Este 50% de reducciéon en DBO contribuiria a una reduccidn significativa de la carga
contaminante del suero de queso cuando es utilizado como medio de cultivo para
producir biomasa de microorganismos probidticos, facilitando la deposicién final de
efluentes. Cabe destacar que el suero de queso utilizado en este estudio presentd una
DBO inicial mds alta que la cominmente reportada como usual para este producto

(30000-50000 ppm, segun Siso, 1996).

3.2 Optimizacion del secado spray de suero de queso - almidon.

Pocos estudios se dedicaron a la optimizacion de la deshidratacion de la matriz de
secado antes de la incorporacién de células viables para su deshidratacion. En ensayos
previos (donde se evaluaron las variables para definir el modelo de superficie de
respuesta), no fue posible deshidratar por secado spray el suero de queso como Unico
ingrediente bajo las condiciones utilizadas (donde se prioriza una baja temperatura de
salida para garantizar la viabilidad celular), debido a que estd compuesto
mayoritariamente por lactosa, un componente critico a la hora de realizar este proceso
debido a su baja temperatura de transicién vitrea (Tg) y a su naturaleza altamente
higroscdpica. El secado spray de ciertos alimentos con alto contenido de grasas y azucares
es técnicamente dificultoso, causando altos costos operacionales y bajo rendimiento del
producto final, dando lugar a un producto pegajoso (fendmeno denominado normalmente
en la bibliografia como stickiness). Este fendmeno estd relacionado con la baja
temperatura de transicion vitrea presente en estos tipos de productos, que post secado
muestran una interaccidn superior con el agua (aumento de la higroscopicidad), mayor
cohesidn entre las particulas y una adhesién superior. Por lo tanto, pueden adherirse a las
paredes de la camara durante el secado, lo que lleva a problemas de rendimiento y de
funcionamiento (Finney y col., 2002). La Tg es la temperatura critica a partir de la cual una
sustancia en estado vitreo comienza a tener propiedades de fluido. La temperatura de
transicidn vitrea es especifica para cada tipo de material y el fendmeno de pegajosidad
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(stickiness) ocurre generalmente a 10 - 20°C por encima de la Tg del componente
utilizado. Por esta razon se adicionan sustancias que aumentan la Tg y por lo tanto se
aumenta la temperatura en donde ocurre el fendmeno de pegajosidad (Moreira y col.,
2009). La Tg especifica de polvos que contienen azucares juega un papel importante en la
estabilidad de los microorganismos deshidratados y la calidad organoléptica de los polvos,
y esta depende ademas de la temperatura de almacenamiento y del contenido de
humedad del polvo. La alta viscosidad de los cristales de azucar por debajo o alrededor de
su temperatura de transicion vitrea retarda la movilidad molecular y la reactividad,
resultando en un efecto estabilizante de los sistemas bioldgicos (Buitink y col., 2000).
Respecto al uso de agentes protectores, los azucares son utilizados normalmente ya que
ayudan a aumentar la temperatura de transicion vitrea (Tripathi y Giri, 2014). Los agentes
de encapsulacion utilizados en el secado por pulverizacion pueden ser carbohidratos
(almiddn, maltodextrina, dextranos, sacarosa, celulosa y derivados), gomas (goma arabiga,
agar, carragenano, etc.), lipidos (cera, parafina, diglicéridos) y proteinas (gluten, caseina,
albdminas, péptidos, proteinas de suero). De estos, los polimeros de alto peso molecular y
con alta temperatura de transicion vitrea (Tg) son los mas utilizados, tales como

maltodextrina, goma arabiga y almidén modificado (Cano-Chauca y col., 2011).

En este trabajo, y con el objetivo de aumentar la Tg se adiciond almiddn, el cual
ademas de evitar la cristalizacion de la lactosa actuaria como termoprotector de las BAL,
ya que por su contenido en amilosa se puede unir a las membranas celulares bacterianas
y aumentar la tasa de supervivencia tras el paso a través del tracto gastrointestinal
(Crittenden y col., 2001; Goderska y Czarnecki, 2008), mejorando ademads su conservacién

durante el proceso de secado y almacenamiento (Paez y col., 2012).

En este disefio de superficie de respuesta las variables de entrada utilizadas fueron
flujo de aire y temperatura, mientras que las variables de respuesta o de salida fueron
humedad y temperatura de salida. Se establecié un valor maximo admisible de humedad
del 5% (p/p), ya que una deshidratacién insuficiente (humedad > 5% p/p) o demasiado
exhaustiva (humedad < 2,5% p/p) provoca la inactivacion bacteriana (Zayed y Roos, 2004).

Se establecid una temperatura de salida maxima admisible de 85°C para lograr una
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viabilidad celular adecuada (Peighambardoust y col., 2011). Como resultado de la
superficie de respuesta, el modelo ajustado obtenido para la humedad fue: H = 11,02 -
0,05 x TE + 0,08 x FA, donde H es la humedad, TE es la temperatura de entrada y FA es el
flujo de aire. Se observa en la Fig. 8-a una tendencia, la humedad disminuyé a medida que
la temperatura de entrada aumentd, el flujo de aire se comporté de manera inversa, la

humedad aumentd con el aumento del flujo de aire.

Para el caso de la temperatura de salida el modelo ajustado obtenido fue: TS = 4,22
+0,63 x TE—0,28 x FA (p < 0,05). De acuerdo al modelo aplicado, el secado spray de suero
de queso - almiddn puede llevarse a cabo con una TE de 145-155°C y un FA de 30 mm (357
L/h), logrando una TS menor a 85°C y la obtencién de un polvo con humedad de 4-5%
(p/p). En la presente configuracion del equipo utilizado, si el flujo de aire es menor a 30
mm (357 L/h), el producto puede no ser deshidratado correctamente mientras una
temperatura de entrada entre 145°C y 155°C di6 lugar a un valor de humedad adecuado
(4-5% p/p). Un aumento de temperatura de salida (Gardiner y col.,, 2000) y humedad
(Jantzen y col.,, 2013) se relaciond con menores tasas de supervivencia de
microorganismos probidticos. En la Figura 8-b se observa que la temperatura de salida es
una respuesta directa de la temperatura de entrada. En relacidn al rendimiento, se
recuperaron del ciclén aproximadamente 4-5 g de polvo cada 100 mL de solucién (20% de
solidos totales iniciales). Este rendimiento puede parecer a priori bajo, sin embargo, debe
tenerse en cuenta que el equipo de secado spray utilizado opera en modo batch (por lotes
o discontinuo), mientras que el secado spray a mayor escala opera de manera continua.
Por lo tanto, la pegajosidad del polvo, debido al contenido de lactosa, determina una masa
de sdlidos exanime o muerta, que podria ser significativa en el secado de pequefios
volimenes en modo discontinuo (como este caso), pero que perderd gradualmente

importancia durante el secado de mayores voliumenes en un proceso continuo.
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Figura 8-a: Grafico de superficie de respuesta durante el secado spray de suero de queso —

almidén 20% (p/v), donde la variable respuesta es la humedad.
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Figura 8-b: Grafico de superficie de respuesta durante el secado spray de suero de queso —

almidén 20% (p/v), donde la variable respuesta es la temperatura de salida.

3.3 Secado spray de lactobacilos probidticos en suero de queso - almidon.

Teniendo en cuenta el drea definida como éptima para el secado spray de la
solucién de suero queso - almiddn, las cepas en estudio se deshidrataron usando un flujo
de aire de 30 mm (357 L/h) y una temperatura de entrada de 150°C. El empleo de leche
descremada - almidén como matriz de secado se utilizé6 como referencia, ya que segun los
resultados de Paez y col., (2012), la adicién de almidén mejord las propiedades fisicas de
los polvos obtenidos (la recuperacién desde el ciclén y la manipulacion de los mismos), la

viabilidad celular después del secado y la resistencia a la digestion gdstrica simulada.

Se observaron reducciones significativas en el recuento de células viables después
del secado spray para L. gasseri 37 en leche descremada - almidén (p = 0,0013) y en suero

de queso - almidén (p < 0,0001). Para L. paracasei Jpl no se observaron diferencias
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significativas en los recuentos en leche descremada - almiddn pero los recuentos en suero
de queso - almidén fueron significativamente menores después del secado (p = 0,0231).
Por ultimo, el recuento de células viables de L. rhamnosus 64 fue significativamente
menor (p = 0,0167) después de deshidratarlo en leche descremada - almiddn, pero no se
detectaron diferencias significativas cuando la matriz de secado fue suero de queso -

almiddn (Fig. 9).

11

log UFC/mL L
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Leche+alm|Suero+alm|Leche+alm|Suero+alm|Leche+alm|Suero+alm

L.g. 37 L.g. 37 L.p.Jpl. | L.p.Jpl. L.r. 64 L.r. 64

Figura 9: Recuento de células viables de L. gasseri 37 (L.g. 37), L. paracasei Jp1 (L.p.Jpl) y
L. rhamnosus 64 (L.r. 64) antes (=) y después (=) del secado spray suero de queso -

almidon (10%-10%) y leche descremada - almiddn (10%-10%).

Durante el almacenamiento de los cultivos deshidratados a 5°C, la supervivencia
fue dependiente de la cepa y de la matriz de secado utilizada (Fig. 10). Durante el segundo
mes de almacenamiento, se observo una perdida en la viabilidad celular de 1,2-1,3 y de
0,4-0,6 ordenes log para L. gasseri 37 y L. paracasei Jpl, respectivamente, sin diferencias
significativas con respecto a la solucién de secado utilizada para L. paracasei Jpl, pero

para L. gasseri 37 los recuentos en leche descremada - almiddn fueron significativamente
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mayores (p = 0,0457) que los resultados obtenidos en suero de queso - almidén. Para L.
rhamnosus 64 la reduccion del nivel de células viables en leche descremada - almiddn fue
de 1 orden log, mientras que en suero de queso fue de 0,5 érdenes logaritmicos. A los 6
meses de almacenamiento, las reducciones en érdenes log fueron de 2,2 y 1,6 para L.
rhamnosus 64 y L. paracasei Jpl, respectivamente, independientemente de la matriz. Para
L. gasseri 37 las reducciones en el numero de células viables fueron de 2,5y 3,7 6rdenes
log en leche descremada y suero de queso, respectivamente, siendo estadisticamente
diferentes (p = 0,0006). No se observaron diferencias significativas en los recuentos de
células viables entre leche descremada - almiddn y suero de queso — almidén durante el
almacenamiento para L. rhamnosus 64 y L. paracasei Jpl. Sin embargo, para L. gasseri 37
los recuentos obtenidos en leche descremada - almidén fueron mayores que en suero de
queso - almidén a los 2 (p = 0 ,0457), 4 (p = 0,0003), y 6 (p = 0,0006) meses de
almacenamiento. La supervivencia durante el almacenamiento fue cepa y matriz
dependiente, coincidiendo esta observacion con lo reportado por Lian y col. (2002) para
diferentes cepas de bifidobacterias secadas spray en soluciones al 10% (p/p) de gelatina,
goma arabiga y almiddn soluble. La mayoria de los trabajos sobre microencapsulacién de
bacterias probidticas, bifidobacterias y BAL en general, en matrices de secado lacteas, se
llevé a cabo utilizando leche descremada como el componente principal del medio
termoprotector (Lian y col., 2002; Corcoran y col., 2004; Ananta y col., 2005; Simpson y

col., 2005; Golowczyc y col., 2011; Fritzen Freire y col., 2012; Paez y col., 2012).
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Figura 10: Recuentos de células viables de L. gasseri 37 (a), L. paracasei Jpl (b) vy L.
rhamnosus 64 (c) en leche descremada 10% (p/v) - almidén 10% (p/v) (A ) o en suero de

queso 10% (p/v) - almiddn 10% (p/v) () durante el almacenamiento (dias) a 5°C.
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Otros tipos de materiales utilizados para el secado spray de probidticos son
almidén (O'Riordan y col., 2001), acetato oftalato de celulosa (Favaro-Trindade y Grosso,
2002), suero de manteca (Curda y col., 2006), cacao en polvo (Ricci y col., 2011), suero de
queso (De Castro Cislaghi y col., 2012; Jantzen y col., 2013) o concentrados de proteina de
suero (Rodrigues y col., 2011; Ying y col., 2012; Soukoulis y col., 2013), aislado de proteina
de suero de queso (WPI) (Khem Y col., 2015). Hay informes mas recientes donde se puede
encontrar gelatina, concentrado de proteina de suero (WPC), almidéon modificado,
maltodextrina, goma ardbiga utilizando dos temperaturas de entrada (80°C y 125°C) para
microencapsular por secado spray Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (Arslan y col.,
2015). En el trabajo de Rajam y Anandharamakrishnan (2015) se utilizan mezclas de
fructoligosacaridos (FOS) con WPI para aumentar la Tg de la solucién para encapsular
Lactobacillus plantarum (MTCC 5422). Otro estudio ha informado el secado spray directo
de biomasa de Lactobacillus reuteri obtenida utilizando suero de queso como medio de
cultivo, obteniendo una pérdida de Vviabilidad celular de 2 érdenes log,
independientemente de la temperatura de salida (Jantzen y col., 2013). Estos
antecedentes indican la variedad de materiales y condiciones utilizados para encapsular
mediante secado spray y evidencian la ausencia de una uUnica matriz que asegure la

supervivencia al proceso de secado.

En particular, L. rhamnosus 64 tuvo una pérdida admisible en la viabilidad celular
durante el almacenamiento a 5°C durante 2 meses. Excepto en el trabajo publicado por De
Castro Cislaghi y col., (2012), donde no hubo pérdida en la viabilidad celular a lo largo de
los 12 meses de almacenamiento a 4°C, en el resto de los trabajos (Rodrigues y col.,
2011; Ying y col., 2012.; Jantzen y col., 2013; Soukoulis y col., 2013) donde el suero de
gueso o proteinas de suero fueron utilizados como el Unico o el principal componente de
la solucién de secado, se observaron 1-2 érdenes log de muerte celular durante los dos
primeros meses de almacenamiento a 5°C. Es interesante observar que en el presente
trabajo y en los trabajos de Rodrigues y col., (2011), Ying y col., (2012) y Soukoulis y col.,
(2013), se utilizdé una temperatura de salida superior a 75°C, mientras que en los trabajos

de De Castro Cislaghi y col., (2012) y Jantzen y col., (2013) la temperatura de salida
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empleada estuvo por debajo de 65°C. La temperatura de salida podria ser uno de los
principales factores a tener en cuenta al utilizar componentes de suero de queso para el
secado de cultivos probidticos. Sin embargo, cuanto menor sea la temperatura de salida,

mayor sera el contenido de humedad (Jantzen y col., 2013).
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4. CONCLUSIONES PARCIALES.

El doble uso de suero de queso, como medio de cultivo y como agente
termoprotector, es una opcion tecnolédgica innovadora debido a la posibilidad de dar
nuevos usos a las grandes cantidades de suero de queso producidas en todo el mundo, al
menos contribuyendo de forma parcial a la problematica de su disposicién final debido a
que se logra bajar la DBO de este sustrato y al mismo tiempo producir biomasa de cultivos

de alto valor agregado.

Teniendo en cuenta la capacidad de L. rhamnosus 64 de desarrollar en medios de
cultivo formulados y en medios lacteos, la resistencia al secado en la solucién de suero de
gueso - almiddn y la admisible pérdida de viabilidad celular durante el almacenamiento a
corto plazo, esta cepa pareceria ser promisoria para posteriores estudios tecnolégicos. Sin
embargo, algunas estrategias deben ser utilizadas con el fin de mejorar la supervivencia
durante el almacenamiento a largo plazo, tales como la aplicacién de niveles moderados
de estrés previo al secado por pulverizacién, por ejemplo. La aplicacion de un estrés
térmico, resultd ser una alternativa viable para aumentar la supervivencia de lactobacilos
probidticos comerciales durante su almacenamiento en leche descremada (Desmond vy

col., 2002; Paezy col., 2012), y sera explorada en el préximo capitulo.
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CAPITULO II: Desarrollo de L. rhamnosus 64 en permeado de
suero de queso. Efecto de la aplicacion de estrés en la
supervivencia al secado spray.
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1- INTRODUCCION.

La performance y supervivencia de las bacterias probidticas durante el proceso de
produccién de los cultivos y a lo largo del procesamiento de los alimentos y el paso por el
tracto gastrointestinal es cepa dependiente, pero conjuntamente depende de otros
factores como la composicién del medio de crecimiento, las condiciones de fermentacion,
el proceso de deshidratacion (liofilizacion o secado spray, principalmente), en el caso de
los cultivos que se comercialicen bajo este formato, y la matriz alimentaria utilizada como

vehiculo (Corcoran y col., 2008; Ranadhera y col., 2010).

La adaptaciéon al estrés es una de las estrategias mas utilizadas para mejorar la
estabilidad de las bacterias probidticas durante los procesos industriales. Los factores de
estrés pueden ser quimicos, fisicos o biolégicos. Algunos son de origen ambiental (como
por ejemplo temperatura, presion osmética, pH, oxigeno disponible, presencia de bilis,
antimicrobianos), mientras que otros pueden ser auto-generados (acidez, baja
disponibilidad de nutrientes como resultado del metabolismo, generacidon de especies de
oxigeno reactivo) (van de Guchte y col., 2002; Miyoshi y col., 2003; Spano y Massa 2006;
Bruno-Barcena y col., 2010). Las respuestas al estrés son extremadamente importantes
para la sobrevida de los microorganismos que experimentan cambios continuos ante
factores tales como temperatura, limitacion de nutrientes, disponibilidad de agua o
presién osmoética. A veces, como en el caso de altas temperaturas y estrés dcido, multiples
mecanismos pueden estar presentes y ser dirigidos en respuesta al desafio de estrés (van
de Guchte y col., 2002; Azcarate-Peril y col., 2004). La resistencia cruzada, donde una
condicidn de estrés puede hacer que las células sean resistentes a otras condiciones de
estrés, es de hecho, un fendmeno generalizado entre los sistemas de resistencia en BAL,
aunque variable entre las especies (van de Guchte y col., 2002). El hecho de que estas
condiciones de estrés, relativamente leves, pueden inducir una respuesta adaptativa,
sugiere que una pre-exposicidon de las cepas de interés industrial a una condicién de estrés
subletal mejoraria su tolerancia hacia un estrés correlacionado pero mas severo, ya sea
durante el procesamiento o a lo largo del paso por el tracto gastrointestinal (Corcoran y

col., 2008, Paez y col., 2012).
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La habilidad de tolerar el estrés gastrico es primordial para asegurar la efectividad
de los probidticos en alimentos funcionales. El estrés acido es el principal desafio que
deben superar las bacterias luego de ser ingeridas. La tolerancia a otros tipos de estrés
como térmico, osmadtico u oxidativo es también importante para la incorporacién exitosa
de bacterias probidticas en alimentos (Ross y col., 2005). En la aplicacién practica la
viabilidad de las bacterias probiodticas es afectada por factores como la sensibilidad a
tratamientos térmicos, la exposicidn al oxigeno, al peréxido de hidrégeno, a bacteriocinas
producidas por cultivos iniciadores o a ambientes acidos en general (Dave y Shah 1998;

Ainsley Reid y col., 2007).

Para la produccién de probidticos deshidratados, el secado spray es una de las
tecnologias mas estudiadas a nivel laboratorio, pero menos utilizadas aun a nivel
industrial, ya que su éxito en relacion a la viabilidad celular es altamente dependiente de
la cepa (Gardiner y col., 2000; Ananta y col., 2005; Pdez y col., 2013). El secado spray
implica condiciones mas severas que la liofilizacion, siendo el calor y el desafio oxidativo
los principales condicionantes de la viabilidad celular. Sin embargo la gran disponibilidad
de secaderos spray en nuestra region (de diversas escalas) y dado que es un proceso muy
utilizado para la produccién de leche en polvo e ingredientes de alimentos, hace del
secado por pulverizacidn una tecnologia atractiva para la producciéon de -cultivos
probidticos. Por lo tanto, ademas de seleccionar cepas robustas, se deben desarrollar
métodos que protejan al microorganismo y aumenten su viabilidad durante el
procesamiento y almacenamiento. Para reducir el dafio celular durante el procesamiento
y almacenamiento de bacterias probidticas deshidratadas se pueden controlar diferentes
variables tecnoldgicas. Una estrategia propuesta para mejorar la resistencia de los
probidticos a la deshidratacion es la aplicacidon de niveles moderados de estrés, previo a la

exposicidn a niveles mas severos del mismo o a otros tipos de estrés (Foligne y col., 2013).
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OBJETIVO.

El objetivo de este capitulo fue optimizar el desarrollo de L. rhamnosus 64
en permeado de suero de queso suplementado y evaluar el efecto de la aplicacién de
diferentes tipos de estrés frente a un desafio térmico y oxidativo en la supervivencia al

secado spray. .

2. MATERIALES Y METODOS.
2.1 Microorganismo.

Se utilizé la cepa L. rhamnosus 64, perteneciente al Instituto de Lactologia
Industrial (INLAIN, UNL-CONICET). Los cultivos overnight (16 h, 37°C) de la misma se
obtuvieron en caldo MRS (Biokar, Beauvais, Francia) o en un medio basal complejo
denominado WMB (Weissella Medium Broth, Tabla 6) (Zotta y col., (2012), después de
tres repiques sucesivos a partir de un stock congelado (-70°C), mantenido en MRS -

glicerol 18% (p/v) (Ciccarelli, Santa Fe, Argentina).

Tabla 6: Composicién (g/L) del medio de cultivo WMB.

Triptona 5
KH,PO4 1
Extracto de levadura 10
Glucosa 20
Acetato de Sodio 5

Citrato de Sodio 5
MgS0,4-7H,0 0,2
MnS0O,4-H,0 0,05
Tween 80 0,5 mL/L
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2.2. Medio de cultivo.

Las actividades descriptas hasta el punto 2.5, inclusive, fueron desarrolladas en la
Scuola di Scienze Agrarie, Forestali, Alimentari ed Ambientali, Universita degli Studi della
Basilicata, Potenza (ltalia). El suero de queso (parcialmente diluido debido al proceso de
desnatado) se obtuvo de una industria lactea de la regién (Potenza, Italia) que produce
queso de pasta hilada. El permeado de suero se obtuvo por ultrafiltracion tangencial
(valor de corte = 20,00 kDa) de suero de queso desnatado (Fig. 11), utilizando una unidad
de filtracién Sartocon Midi, con membranas de triacetato de celulosa Sartocon (modelo

3021454907E-SG) y se almacend a — 20°C hasta su uso.

Figura 11: Obtencién de permeado de suero por ultrafiltracion de suero de queso.

El contenido de lactosa y galactosa en el permeado fue de 26,8 g/L y 2,36 g/L,
respectivamente, determinado mediante un kit enzimatico R-Biopharm (AG, D-64293

Darmstadt, Alemania).
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2.3. Desarrollo de L. rhamnosus 64 en permeado de suero de queso.

Si bien en el Capitulo 1 se observd una adecuada capacidad de desarrollo de L.
rhamnosus 64 en permeado de suero, comparado con el caldo MRS, la produccién de
biomasa puede aln aumentarse si se suplementa adecuadamente el medio de cultivo y si
se desarrolla la cepa a pH controlado, para evitar la autoinhibicién del crecimiento
inducida por la acidez generada en cultivos a pH libre. Con el fin de optimizar la
produccién de biomasa de la cepa en estudio, evaluando la utilizacién de distintos
ingredientes para la formulacion de un medio de desarrollo, se utilizé la metodologia
estadistica de superficie de respuesta que permite la optimizacion de los disefios
experimentales cuando se tienen diversas variables. La principal ventaja es que permite
establecer los efectos de las variables y las interacciones entre ellas. Se realizd un
experimento factorial fraccional 2>t para evaluar el efecto de la adicidon de extracto de
levadura (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Reino Unido) (0 - 2,5 g/L), triptona (Oxoid,
Basingstoke, Hampshire, Reino Unido) (0 - 5 g/L), NaHCOs (Sigma-Aldrich, Milan, Italia) (O -
1,25 g/L), solucién de Tween 80 (Sigma-Aldrich, Milan, Italia) (0 - 0,5 mL/L) y solucién Mn-
Mg (MgSO4 20 g/L y 4 g/L de MnSO,4 Sigma-Aldrich, Milan, Italia) (0 - 10 mL/L) en el
desarrollo de L. rhamnosus 64 (Tabla 7, corridas 1 a 16). Se realizé un cultivo de la cepa en
anaerobiosis en el medio de cultivo WMB-Lactosa, el pellet se lavd 2 veces (6000 rpm, 10
min) con PBS (pH 7,4) y se ajustd la densidad 6ptica (DOgsonm) @ 1. Esta suspension celular
se utilizd como inéculo 1% (v/v). La incubacion se realizé durante 16 h a 37°C en
anaerobiosis (Generbox, BioMerieux SA, Marcyl'Etoile, Francia, con AnaeroGenbags,

Oxoid).

Se determind la DOgsonm (BioRad SmartSpec ™ Plus) y pH (electrodo doble Poro
Delgado, Hamilton Company, Reno, Nevada, EEUU), y para aquellas condiciones en las que
se observé la mayor DOgsonm, se realizé el recuento en el medio WMA (WMB adicionado
con 1,2% (p/v) de agar (37°C, 48 h, anaerobiosis) y se determiné la biomasa producida por
diferencia de peso seco (105°C, 24 h). Para estimar el nimero de células y biomasa en
todas las demas condiciones, se utilizd una curva estdndar relacionando DOgsonm Y

recuentos de células o peso seco de la biomasa (regresién lineal). Se llevaron a cabo ocho
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ensayos adicionales (Tabla 8, corridas 17 a 24) variando las concentraciones de extracto
de levadura, triptona, Tween 80 y la solucién Mn-Mg para validar el modelo. El costo de

los diferentes medios se estimé directamente a partir del costo de los ingredientes.

2.4. Cinética de crecimiento durante la fermentacion a pH controlado.

Para realizar la cinética de crecimiento de L. rhamnosus 64, se utilizé como medio
de cultivo la formulacién del experimento factorial fraccional donde se obtuvieron los
resultados mas satisfactorios (mayor cantidad de biomasa y mayor recuento de células
viables), denominado Run 20 y compuesto por permeado de suero suplementado con 2,5
g/L de extracto de levadura, 2,5 g/L de triptona, 5 mL/L de solucién de Mg-Mn (MgS0,4 20
g/Ly 4 g/L de MnSQy,). Se realizaron fermentaciones (37°C) en paralelo en anaerobiosis
(AN, nitrégeno 0,1 vol vol-* min—l) o aerobiosis (AE, aire 0,1 vol vol-* min—l) a pH
controlado constante de 6 y 6,5 con el agregado de NH4OH (4 N) o la combinacién de
Na,COs (212 g/L) / NaOH (160 g/L) para el control del pH. Los fermentadores (1 L,
Applikon, Schiedam, the Netherlands) (Fig. 12) fueron inoculados 1% (v/v) con un cultivo
overnight en WMB. Se controld la agitacién por medio de un agitador magnético (250
rpm, Heidolph MR Hei-Mix D). Se estimd el desarrollo de L. rhamnosus 64 por medicién de
DOgs0 nm como se describié anteriormente. Cuando fue necesario, la suspensién de células
se diluyé con medio estéril, hasta alcanzar un rango de DOgsonm 0,05 — 0,7 y el factor de

dilucion (D) se uso para calcular el D*DOgsonm (DOD).

Se monitored la cantidad de base adicionada al fermentador a intervalos de 30
minutos. Los datos se transformaron a In (meq base/L) y se graficaron en funcion de los

valores de In de DOD.
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Figura 12: Fermentadores 1 L, Applikon, Universita degli Studi della Basilicata (Potenza,
Italia).

Las curvas de crecimiento de todas las fermentaciones (como los datos In X/XO,
donde X es la estimaciéon de peso seco mientras que X0 es el peso seco de células en
tiempo 0, estimados en In meq base/L) fueron modeladas usando el modelo dinamico de

Baranyi y Roberts (1994) con el software DMFit v. 2.0 (Baranyi & Le Marc, 1996).

2.4.1 ANALISIS QuimICOs.
Se cuantificaron lactosa, galactosa, acido lactico (D y L) y acido acético en el medio

de cultivo y en el sobrenadante usando kits enzimaticos (R-Biopharm AG, D-64293

Darmstadt, Alemania).
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2.5. Efecto de la exposicion a diferentes tipos de estrés en la respuesta al desafio

térmico y oxidativo.

Los cultivos de la cepa en estudio, en fase exponencial o estacionaria, fueron
sometidos (o no, control) directamente en el fermentador a tres factores de estrés:
aerdbico (AER, 1 h aire 0,3 vol/min, pH 6, 37°C); térmico (CALOR, 1 h, pH 6, 45°C,
anaerobiosis) y acido (ACIDO, 1 h, pH 5, 37°C, anaerobiosis). Las células fueron
recuperadas del fermentador y concentradas por centrifugacién (12.000 x g, 5 min),
lavadas dos veces con buffer PBS (pH 7,4) y resuspendidas en el mismo buffer (DOgso = 1).
En estas suspensiones celulares, las cuales recibieron los tratamientos de estrés moderado
aplicados en el fermentador, se evalué la tolerancia a los desafios térmico y oxidativo (por
sus siglas en inglés: heat challenge: HC y oxidative challenge: OC), mediante exposicion a
55°C, 15 min (HC) o adicionando H,0, 37°C 15 min (OC) hasta una concentracion final de

0,4 mmol/L.

El recuento de células viables se llevd a cabo por siembra en profundidad en WMA
pH 6,8 + 0,05% (p/v) de cisteina (para el recuento de células viables y dafiadas sub-
letalmente) y en WMA pH 5,5 (para el recuento de células viables). Las placas se
incubaron a 37°C por 48 h en anaerobiosis. Se evalué ademas la tolerancia de las células
control y de las células en fase estacionaria sometidas a estrés acido (pH 5) luego de la

exposicién al calor (HC) o a H,0;, (OC) por 0, 2,5, 10 y 15 min.

2.6. Seleccion de la matriz para secado spray.

Se obtuvo biomasa de L. rhamnosus 64 en un fermentador de 2 L (Sartorius Biostat
A plus) inoculado 1% (v/v) con un cultivo overnight (16 h, 37°C) obtenido en el medio
permeado de suero formulado. Como medio de cultivo se utilizé permeado de suero de
queseria reconstituido 9% (p/v) (Arla Foods, Portefia, Cordoba, Argentina) suplementado

con 2,5 g/L de extracto de levadura, 2,5 g/L de triptona y 5 mL/L de solucién Mg-Mn
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(MgS04 2%p/v y 0,4% p/v de MnSQ,). La fermentacion se realizd bajo condiciones de
anaerobiosis con flujo de CO, (0,2 L/min, agitacion 200 rpm), manteniéndose a pH 6
constante por adicion automatica de una solucién estéril de Na,C03(211,96 g/L) / NaOH
(160 g/L). Las células se cosecharon (6000 rpm, 15 min, 4°C), se lavaron dos veces con
buffer PBS (pH 7,4) y se resuspendieron en suero de queseria 10% (p/v) (Arla Foods)
suplementado con almidén de maiz 10% (p/v) (Glutal S.A., Buenos Aires, Argentina),
goma arabiga 10% (p/v) (Gelfix, Buenos Aires, Argentina), WPC 80 10% (p/v) (Arla Foods),
o maltodextrina 10% (p/v) (Gelfix, Buenos Aires, Argentina). Las suspensiones celulares
(20% p/v de soélidos totales, relacién 1:1) se deshidrataron en un secadero spray de
laboratorio (Blchi mini spray dryer modelo B-290, Flawil, Suiza) bajo las siguientes
condiciones: caudal de alimentacién de 5 mL/min, temperatura de entrada constante de
140°C, temperatura de salida de 83°C y flujo de aire de 357 L/h. La viabilidad celular se
determind por recuentos en agar MRS (Biokar, Beauvais, Francia) (48 h, 37°C, aerobiosis)
antes y después del secado spray, y luego de 30, 60 y 120 dias de almacenamiento de los
polvos obtenidos envasados al vacio y conservados a 5°C en oscuridad. Para el recuento
de células viables, los polvos se rehidrataron al 20% (p/v) y se incubaron a 37°C durante 15
min con agitacion periddica, de modo de restaurar la solucidn a las condiciones anteriores

al secado spray y poder comparar los recuentos en UFC/mL.

2.7. Efecto de la aplicacion de distintos tipos de estrés sobre la supervivencia al

secado spray.

2.7.1. APLICACION DE ESTRES TERMICO, ACIDO Y TERMOACIDO Y SECADO SPRAY EN SUERO DE QUESO-
ALMIDON.

Se obtuvo biomasa de L. rhamnosus 64 en un fermentador de 2 L (Sartorius Biostat
A plus) inoculado 1% (v/v) con un cultivo overnight (16 h, 37°C) obtenido en el medio
permeado de suero formulado. Como medio de cultivo se utilizé permeado de suero de
queseria reconstituido 9% (p/v) (Arla Foods, Portefia, Cordoba, Argentina) suplementado
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con 2,5 g/L de extracto de levadura, 2,5 g/L de triptona y 5 mL/L de solucién Mg-Mn
(MgS04 2% p/v y 0,4% p/v de MnSQ,). La fermentacidn se realizd bajo condiciones de
anaerobiosis con flujo de CO, (0,2 L/min, agitacién 200 rpm), manteniéndose a pH 6
constante por adicion automatica de una solucién estéril de Na,C0O3(211,96 g/L) / NaOH
(160 g/L). Muestras de 400 mL se transfirieron a botellas de cultivo y se aplicaron las
siguientes condiciones de estrés moderado: control (sin tratamiento), calor (52°C, 15 min),
acido (60 min, pH 4 alcanzado por adiciéon de acido lactico 85%, Tuteur S.A.C.I.F.L.A,,
Buenos Aires, Argentina) o combinacién de calor y acidez (52°C, 15 min, pH 4). Las células
tratadas y control se cosecharon (6000 rpm, 15 min, 4°C), se lavaron dos veces con buffer
PBS (pH 7,4), se resuspendieron en solucidén de suero de queso-almidén (10%-10% p/v) y
se secaron spray como se describié previamente. Se determiné la viabilidad celular por
recuentos en agar MRS (Biokar) (48 h, 37°C, aerobiosis) previo y posterior al secado spray

(Fig. 13).

2.7.2. APLICACION DE ESTRES TERMICO MODERADO EN EL FERMENTADOR Y SECADO SPRAY EN SUERO
DE QUESO-ALMIDON.

La biomasa de L. rhamnosus 64 se obtuvo como se describié en el item 2.7. Luego
de la fermentacidn, se retiré del fermentador 1 L del cultivo (cultivo control) y al cultivo
restante se le aplico un estrés térmico moderado (1 h, 45°C, 200 rpm) directamente en el
fermentador. Las células tratadas y control se cosecharon (6000 rpm, 15 min, 4°C), se
lavaron dos veces con buffer PBS (pH 7,4), los pellets se resuspendieron en solucién de
suero de queso-almidon (10%-10% p/v) y se secaron spray como se describié en el item
anterior. La viabilidad celular se determiné por recuentos en agar MRS (Biokar) (48 h,
37°C, aerobiosis) previo y posterior al secado spray y durante el almacenamiento de los

polvos.
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2.8. Analisis estadistico.

El andlisis estadistico y los graficos se realizaron utilizando el software Systat 13
(Systat Inc., Chicago, IL, Estados Unidos). Los resultados del experimento factorial
fraccional se analizaron utilizando el Procedimiento del Modelo Lineal General de Systat
13.0 (Systat) y se calcularon tanto los efectos de los factores principales como de las
interacciones. Se utilizd ANOVA y comparaciones de medias multiples (test HSD de Tukey)
para analizar los resultados de los tratamientos realizados a tiempos fijos. Las cinéticas de

inactivacion se ajustaron utilizando un modelo de Weibull (Van Boekel, 2002).

3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1 Produccion de biomasa de L. rhamnosus 64 en permeado de suero.

Los tecndlogos en alimentos que desarrollan sus actividades en el campo de la
produccién de microorganismos probidticos tienen el desafio de producir cultivos
utilizando medios de cultivo y tecnologias de conservacion de bajo costo para mantener la
competitividad, y cubrir los nuevos mercados de alimentos en donde estos
microorganismos son utilizados (Muller y col.,, 2009). Como se mostré en el capitulo
anterior, el suero de queso, el permeado de suero y el suero de ricota son medios de
cultivo de interés para la produccién de biomasa de L. rhamnosus 64, logrando un
aumento de 2 dérdenes log (inéculo 1% v/v) luego de 24 h de cultivo a pH libre (los
recuentos variaron de 8,7 a 9,0 log UFC/mL). Sin embargo, la demanda bioldgica de
oxigeno en los medios utilizados fue alta, aun después de la fermentacién, indicando la
presencia de nutrientes sin consumir y de metabolitos excretados (lactato por ejemplo)
ricos en carbono, que podrian ser aun utilizados como fuente de energia. Ademas,
actualmente existen multiples posibilidades para una mayor valorizacidon del suero de
queso (Prazeres y col.,, 2012), mientras que el permeado de suero ha sido menos

explotado para su valorizacion en relacion a la produccién de biomasa de BAL

78



(Christopherson y Zottola, 1989; Parente y Zottola, 1991) o productos derivados de su
metabolismo tales como nisina (Desjardins y col., 2001), exopolisacaridos (Macedo y col.,
2002), o acido lactico (Schepers y col., 2006; Fitzpatrick y O'Keeffe, 2001). La utilizacién
del permeado de suero de queso como medio de crecimiento toma importancia debido al
gran valor que hoy tiene la proteina de suero ya sea como concentrado de proteinas de
suero (WPC del inglés whey protein concentrate) o aislados de proteinas de suero (WPI
del inglés whey protein isolate), siendo el permeado un efluente del proceso de obtencién
de estas fracciones proteicas. Debido a esto el permeado se podria revalorizar como un
medio de cultivo de bajo costo, compuesto mayoritariamente por lactosa. El hecho de que
la proporcion de la fuente de carbono sea mucho mayor respecto a la de nitrégeno,
justifica una suplementacién para mejorar el desarrollo de BAL en este medio (Macedo y
col., 2002). En este contexto, se decididé evaluar el uso de permeado de suero de queso

para la produccién de biomasa de L. rhamosus 64.

En general, los lactobacilos son capaces de hidrolizar la lactosa a glucosa y
galactosa para utilizarlos como fuente de energia. Esto permite el desarrollo de estos
microorganismos en leche y productos relacionados tales como suero de queso y
permeado de suero. Para formular un medio de desarrollo basado en permeado de suero
se tuvieron en cuenta resultados anteriores donde se observd que el permeado de suero
de queso por si solo no siempre es un medio de cultivo adecuado para el desarrollo de
BAL (Macedo y col., 2002). Segun Schepers y col., (2006) tanto la fuente nitrogenada como
las vitaminas son un factor limitante para la produccién de acido lactico por BAL a partir
de permeado de suero, esta suplementacidn es un 38% del costo final del producto, por lo

gue es imprescindible la optimizacion de la concentracidn de los ingredientes a utilizar.

Un medio de cultivo apropiado para lactobacilos debe tener péptidos como fuente
de nitrogeno, azucares (ej: lactosa o glucosa) como fuente de carbono, extracto de
levadura como factor de crecimiento, al igual que magnesio y manganeso en
concentraciones adecuadas, ya que su exceso podria inhibir algunas cepas. Por su parte, el
agregado de Tween 80 proporciona los acidos grasos requeridos a nivel de las membranas

bioldgicas (Djeghri-Hocine y col., 2010). Dong y col., (2014) determinaron que el uso de
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peptona o la combinacion de extracto de levadura y peptona aumenta la produccién de

biomasa mas que el uso solamente de extracto de levadura.

El crecimiento de L. rhamnosus 64 en permeado de suero diluido (proveniente de
una industria lactea de la regién de Potenza, Italia) sin suplementar a pH libre fue
insuficiente (1,3 drdenes log), alcanzando 1 x 10°® UFC/mL en fase estacionaria, en
comparacion con 2 oOrdenes log de desarrollo observados anteriormente (capitulo 1,

Figura 4) en permeado de suero no diluido (7,47 % de lactosa).

Como resultado del diseifio experimental factorial fraccional 2>t para optimizar el
desarrollo en permeado de suero diluido (2,5 % de lactosa), usando extracto de levadura,
triptona, Tween 80 y solucidon de Mg-Mn como suplementos, en la Tabla 7 (corridas 1-16)
se puede observar la influencia del agregado de cada ingrediente sobre la produccién de
biomasa y el recuento de células. Todos los ingredientes estudiados tuvieron un efecto
significativo en el desarrollo, ya sea como factores principales o como la interaccién de
dos factores y el modelo tuvo un ajuste R? = 0,99. El célculo de los coeficientes y su
importancia se muestran en la Tabla 8. El extracto de levadura y la triptona fueron los
ingredientes con mayor efecto positivo, coincidiendo con lo publicado por Dong y col.
(2014), mientras que la adicion de carbonato de sodio tuvo un efecto negativo. La
interpretacion del efecto de Tween 80 y de la solucién Mg-Mn fue mdas compleja debido a
la interaccidon de los factores. Se llevaron a cabo ocho ensayos adicionales (corridas 17-24,
Tabla 9) para validar el modelo y formular un medio que pudiera maximizar el crecimiento
minimizando el costo. La desviacién absoluta de los resultados experimentales en el
modelo de validacién respecto de los valores predichos fue de 2,86% (min. 0,04, max.
4,866%) confirmando, de esta manera, la buena capacidad predictiva del modelo. Los
mejores resultados se obtuvieron para la corrida (Run) 20, donde se obtuvieron 8,96 log
UFC/mL de la cepa en estudio y 1,3 g/L de biomasa a un costo estimado de 1,08 €/10"
UFC. Esta formulacion del medio de cultivo fue utilizada en todos los experimentos
siguientes. El experimento factorial fraccional 2°* permitié un aumento de 1 orden log en
el recuento de células respecto por ejemplo a las corridas sin el agregado de extracto de

levadura y triptona (ej: corrida 4 permeado con NaCOs, Tween 80 y solucidon de Mg-Mn 7,8
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log UFC/mLy 0,146 g/L de biomasa). El extracto de levadura y la triptona fueron los
factores con mayor efecto positivo en el crecimiento, ya que las fuentes nitrogenadas

utilizadas son ingredientes promotores de crecimiento de BAL (Macedo y col., 2002; Burns

y col., 2008).
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Tabla 7: Experimento factorial fraccional para la evaluacién del desarrollo de L. rhamnosus

64 en permeado de suero de queso diluido suplementado con: extracto de levadura (YE,
g/L), triptona (TRY, g/L), carbonato de sodio (Na, CO3 g/L), Tween 80 (TW, mL/L), y
solucion Mg-Mn, (mL/L). La media y el error estdndar se muestran para DOD (calculado

como el producto de DO por la dilucién necesaria para llevar DOgsonm por debajo de 0,7),

biomasa estimada (X, g/L) recuentos estimados, log (UFC/mL) y costo estimado (1 € / 10™

UFC).

Run YE TRY CO3 TW MgMn pH DOD X log (UFC/mL) Costo
1 0 O 0 O 10 5,85+0,01 0,37+0,01 0,16+0,01 8,0410,01 1,49+0,04
2 0 O 0 0,5 0 5,99+0,01 0,35%0,01 0,15+0,01 8,01+0,01 3,88+0,11
3 0 0125 O 0 6,31+0,01 0,11+0 0,0410 7,51+0,01 4,1640,18
4 0 0 125 05 10 6,15+0,01 0,2210,01 0,09+0 7,80£0,01 10,88+0,49
5 0 5 0 o 0 5,43+0,12 0,90+0,02 0,38+0,01 8,42+0,01 2,74+0,07
6 0 5 0 0,5 10 4,89+0,06 1,37+0,02 0,59+0,01 8,60+0 3,18+0,05
7 0 5125 O 10 5,81+0,09 0,72+0,07 0,31+0,03 8,32+0,04 4,91+0,47
8 0 51,25 05 0 5,74+0,08 0,82+0,09 0,35+0,04 8,3740,05 5,29+0,61
925 0 0 O 0 5,36+0,06 1,33%0,01 0,57+0 8,59+0 0,9210,01
10 25 O 0 0,5 10 4,89+0,03 1,55+0,07 0,67+0,03 8,65+0,02 2,01+0,09
11 25 0125 O 10 5,55+0,02 1,08+0,09 0,46+0,03 8,49+0,03 2,10+0,17
12 2,5 0 1,25 0,5 0 6,23+0,06 0,31+0,02 0,13+0,01 7,96+0,03 9,81+0,78
13 25 5 0 O 10 4,83+0,01 2,19+0,06 0,9+0,02 8,80+0,01 1,94+0,05
14 25 5 0 0,5 0 5,02+0,04 1,83+0,06 0,78+0,02 8,72+0,01 2,70+0,09
15 25 5125 O 0 4,82+0,01 2,06+0,04 0,89+0,01 8,7810,01 2,02+0,04
16 2,5 5 1,25 0,5 10 4,40+0,04 2,88+0,09 1,24+0,04 8,92+0,01 2,11+0,06
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Tabla 8: Estimaciones y errores estandares (SE) del modelo lineal utilizado para
determinar el efecto de extracto de levadura, triptona, Na,COs, Tween 80 y solucion Mg-
Mn, en el desarrollo de L. rhamnosus 64 en permeado de suero de queso.

Efecto Coeficiente + SE p-valor*
CONSTANT 8,377+0,006 0,000
X1 (Extracto de levadura) 0,241+0,006 0,000
X, (triptona) 0,244+0,006 0,000
X3 (Na,CO0s) -0,104+0,006 0,000
X4 (Tween 80) 0,006%0,006 0,331
Xs (Solucién Mg-Mn ) 0,079+0,006 0,000
X1* X, -0,052+0,006 0,000
X1* X3 0,026+0,006 0,000
X1* Xq -0,057+0,006 0,000
X1* Xs 0,025%0,006 0,001
Xo* X3 0,084+0,006 0,000
X2* Xg 0,032+0,006 0,000
Xo* Xs -0,035+0,006 0,000
X3 * Xy -0,012+0,006 0,063
X3 * Xs 0,035+0,006 0,000
Xa * Xs 0,036%0,006 0,000

Es estadisticamente significativo cuando *p-valor < 0,05
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Tabla 9: Ensayos confirmatorios del disefio factorial fraccional (corridas 17-24 en

permeado de suero de queso diluido suplementado con: extracto de levadura (YE, g/L),
triptona (TRY, g/L), carbonato de sodio (CO3, g/L), Tween 80 (TW, mL/L), y solucién Mg-
Mn, (mL/L). La media y el error estandar se muestran para DOD (calculado como el
producto de DO por la dilucién necesaria para llevar DOgsonm por debajo de 0,7), biomasa
estimada (X, g/L) recuentos estimados, log (UFC/mL) y costo estimado (€ / 10** UFC).

Run

17

18

19

20

21

22

23

24

YE TRY CO3 TW MgMn

2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
1,25
1,25

0

5125 05
2,5 0 0
2,5 0 05
2,5 0 0,25
2,5 1,25 0

5 0 0,25
2,5 0 05

5 0 05

10

0

10

10

10

pH
4,27+0,03
4,82+0,03
4,24+0,01
4,19+0,01
4,83+0,04
4,2040,01
4,3610,01

4,36+0,05

DOD
3,27%0,09
2,40+0,08
3,09+0,02
3,16%0,03
2,34+0,06
3,20+0,05
3,06+0,08

2,9+0,14

X log (UFC/mL)

1,41+0,04
1,03+0,03
1,33+0,01
1,3610,01
1,00+0,02
1,38+0,02
1,32+0,03

1,25+0,06

8,98+0,01
8,84+0,01
8,95+0,01
8,96+0,01
8,83+0,01
8,97+0,01
8,9510,01

8,92+0,02

Costo
1,85+0,05
1,02+0,03
1,41+0,01
1,08+0,01
1,25+0,03
1,2610,02
1,2240,03

1,51+0,07
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3.2. Cinética de crecimiento durante la fermentacion a pH controlado.

Para evaluar la cinética de crecimiento se realizaron fermentaciones en el medio
formulado seleccionado (Run 20), en anaerobiosis (N;) y a pH 6 usando como solucidn
neutralizante Na,COs/NaOH. Estas condiciones se determinaron luego de ensayos
preliminares, en los cuales se compararon los efectos de pH (6,0 o 6,5), agente
neutralizante (Na,Co/NaOH o NH4OH) o la utilizacién de 5 g/L de triptona. En las Figuras
14, 15, 16 y 17 se muestran ejemplos de cinéticas de crecimiento (InX/X0), donde se
observa el efecto de las distintas variables implicadas en la fermentacién. Se realizaron
fermentaciones en condiciones anaerdbicas (flujo de N,; 8 réplicas) y aerdbicas (flujo de
aire, 2 réplicas ya que en esta condiciéon el desarrollo de L. rhamnosus 64 no fue
satisfactorio) y se monitored el agregado de base en todas las fermentaciones, mientras
que la cinética de crecimiento fue monitoreada (medicién de DOsgonm a intervalos de 1h,
recuentos y determinacidn de biomasa al final de la fermentacion) en dos fermentaciones

bajo cada condicién.

El monitoreo del agregado de base (In meq base/L) proporciond estimaciones
satisfactorias (R* = 0,92) de biomasa y viabilidad (log UFC/mL) por lo tanto, los valores de
células viables estimados fueron utilizados para modelar la cinética de crecimiento
siguiendo el modelo D de Baranyi y Roberts (1994). Este modelo proporciond una
reconstruccién satisfactoria de los datos experimentales (R > 0,99). En la Tabla 10 se
muestran parametros de crecimiento y rendimientos de las fermentaciones en

anaerobiosis y aerobiosis.

Las condiciones aerébicas dieron como resultado una significativa reduccion (p <
0,001) de la velocidad de crecimiento (Uumax), del rendimiento de biomasa y un menor
recuento final. El tiempo medio de generacion en la fase de crecimiento exponencial fue
de 1,95 h y 2,37 h en condiciones anaerdbicas y aerdbicas, respectivamente. Las
fermentaciones en condiciones de anaerobiosis fueron mads rapidas y eficientes por lo

tanto las demas cinéticas se realizaron en anaerobiosis.

No se observaron diferencias entre pH 6 y pH 6,5, por lo que se selecciond pH 6 ya

gue se observo una fase de latencia (lag) menor comparada con pH 6,5. Para mantener el
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pH en 6 se utilizé Na,C03 (211,96 g/L) / NaOH (160 g/L) ya que favorecid la produccién de
biomasa (3,04 g/L) y el recuento de células viables 1,09x10"° UFC/mL en comparacién con
NH;OH (4 N), donde se observé una biomasa de 2,55 g/L y un recuento de células viables

de 8x10° UFC/mL respectivamente.

En la comparacion entre Run 20 vs Run 20M (con 5 g/L de triptona) el objetivo fue
evaluar el efecto de incrementar la fuente nitrogenada del medio de cultivo, en este caso
triptona. En la Figura 17 se observa que no hubo diferencias en la cinética de crecimiento
de L. rhamnosus 64, no se observé ninguna ventaja sobre el desarrollo de la cepa al

incrementar el contenido de triptona en la composicién del medio de cultivo.

Al final de las fermentaciones en anaerobiosis (pH 6) el contenido promedio de
lactosa fue menor a 0,3 g/L y el contenido de L - 4cido lactico fue del 94% del acido lactico
total, mientras que en la mitad de la fase exponencial fue sélo del 70% (datos no
mostrados). El acido acético siempre estuvo por debajo del limite de deteccién (0,02 g/L).
Las fermentaciones fueron altamente reproducibles (excepto la fase lag, la cual dependia

del estado fisiolégico del indculo).
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Tabla 10: Pardmetros cinéticos para las fermentaciones realizadas en anaerobiosis (AN,

promedio y error estandar de 6 fermentaciones) y en aerobiosis (AE, promedio y error

estandar de 2 fermentaciones). Tasa mdxima de crecimiento especifico (umax), duracién

de la etapa de latencia (lag), porcentaje del sustrato consumido (%), rendimiento (Yx/s

rendimiento de la biomasa, sustrato g/g, Yps rendimiento del acido lactico, sustrato g/g),

biomasa final (Xmax Y recuento de células viables (log UFC/mL). Con la excepcidon del % de

sustrato consumido y Yps, las diferencias entre AN y AE fueron siempre significativas (p <

0,001).

Mmax (h-l) Iag (h-l) % YX/S YP/S Xmax

log(UFC/mL)

AN 0,355+0,004 2,56+0,61 99,16+0,04 0,11+0,01 0,93+0,01 3,05+0,04

AE 0,292+0,004 2,29+0,07 99,14+0,03 0,08+0,01 0,93+0,01 2,82+0,01

10,06+0,01

9,66+0,16
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time (h)

Figura 14: Cinéticas de crecimiento de L. rhamnosus 64 en medio de cultivo Run 20:

permeado de suero diluido adicionado de 2,5 g/L de extracto de levadura, 2,5 g/L de

triptona, 0,25 mL/L de Tween 80 y 5 mL/L de solucion Mg/Mn, en aerobiosis (AE) y

anaerobiosis (AN) a pH 6 controlado con la adicion de NaOH/Na,Cos.
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Figura 15: Cinéticas de crecimiento de L. rhamnosus 64 en permeado de suero formulado

(Run 20), en anaerobiosis a pH 6, utilizando diferentes agentes de control de pH.
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Figura 16: Cinéticas de crecimiento de L. rhamnosus 64 en permeado de suero formulado

(RUN 20), en anaerobiosis a diferente pH, con la adicién de NaOH/Na,Cos
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Figura 17: Cinéticas de crecimiento de L. rhamnosus 64 en distintos medios de cultivo. Run
20: permeado de suero con 2,5 g/L de extracto de levadura, 2,5 g/L de triptona, 0,25 mL/L
de Tween 80 y 5 mL/L de solucion Mg/Mn y RUN 20 M permeado de suero con 2,5 g/L de
extracto de levadura,5 g/L de triptona, 0,25 mL/L de Tween 80 y 5 mL/L de soluciéon
Mg/Mn.

3.3. Efecto de la aplicacion de estrés moderado en la supervivencia al desafio

térmico y oxidativo.

Con el fin de evaluar el efecto del crecimiento aerdbico (AE) o anaerdbico (AN)
sobre la respuesta al estrés, las células en fase estacionaria temprana fueron sometidas a
los desafios térmico (HC, del inglés heat challenge) u oxidativo (OC, del inglés oxidative
challenge) (Fig. 18). Los desafios oxidativo, térmico y osmotico son los factores principales
de estrés a los que se enfrentan los microorganismos durante el secado spray
(Peighambardoust y col., 2011). El estudio de la respuesta al desafio térmico y oxidativo
fue una manera simplificada de analizar, separadamente, la respuesta de la cepa en

estudio a los factores de estrés encontrados durante el secado spray. L. rhamnosus 64 fue
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mas sensible al OC que al HC, bajo las condiciones evaluadas, independientemente del
hecho que la produccién de biomasa fuese aerdbica o anaerdbica. La fermentacion
anaerdbica produjo células mas tolerantes a ambos desafios. Estos resultados son
contrarios a los que se informaron para Lactobacillus plantarum WCFS1 (Zotta y col.,
2012). Sin embargo para L. plantarum (Parente y col., 2010; Zotta y col., 2013) y para
Lactobacillus casei (Zotta y col., 2014) la respuesta a distintos tipos de estrés fue
dependiente de la cepa. Guilbaud y col., (2012) evaluaron varias cepas de Lactobacillus
sakei e informaron que la resistencia al estrés oxidativo era extremadamente variable,
incluso dentro de una misma especie. La capacidad de los lactobacilos para usar el oxigeno
como receptor final en una cadena de transporte de electrones, o de utilizarlo a través de
la ruta del piruvato oxidasa/acetato quinasa, es variable (Liu, 2003; Pedersen, y col., 2012;
Zotta, y col., 2013; Zotta y col., 2014) y aun cuando el crecimiento en aerobiosis a veces
puede mejorar el rendimiento y la tolerancia al estrés oxidativo, el efecto es cepa

dependiente.
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Figura 18: Efecto del desafio térmico (Heat 55°C, 15 min) y oxidativo (Ox 0,04 mmol/L
H,0,, 15 min, 37°C) en la supervivencia de L. rhamnosus 64 cosechado en fase
estacionaria temprana y desarrollado en permeado de suero de queso diluido y formulado
(Run 20), bajo condiciones aerdbicas (AE) o anaerébicas (AN). Luego del desafio, las
células sobrevivientes fueron enumeradas en WMA + cisteina (células viables + células
danadas subletalmente, barras blancas) y en WMA pH 5.5 (células viables, barras grises). A

mayor altura de la barra, mayor resistencia de la cepa al desafio en particular.

La supervivencia a los dos desafios fue significativamente mayor (p = 0,02) en el
caso de células cultivadas en anaerobiosis respecto al cultivo en aerobiosis. El recuento de
células viables se realizd en WMA a pH 5,5 y el recuento total de células viables + células
dafiadas subletalmente (injuriadas) se realiz6 en WMA + cisteina. La supervivencia al HC
fue significativamente mayor con respecto a la sobrevida al OC tanto en aerobiosis como
en anaerobiosis (p < 0,001). La fraccion de células dafiadas (0,39 — 0,41) no fue

significativamente diferente entre los desafios y las condiciones de cultivo (Fig. 18).

Se evaluaron los efectos de la aplicacion de tratamientos moderados de estrés
acido (37°C, pH 5, 1 h) y térmico (45°C, pH 6, 1 h) en células desarrolladas en anaerobiosis

y cosechadas en fase exponencial y estacionaria, sobre la supervivencia a los desafios
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térmicos (HC) y oxidativo OC (Fig. 19). Las variables estudiadas y sus interacciones (fase de
crecimiento - estrés moderado) afectaron significativamente (p < 0,001) el nimero total
de células sobrevivientes (recuento en WMA + cisteina). Las células en fase estacionaria
presentaron mayor resistencia que las células cosechadas en fase exponencial. En
particular, se observdé mayor supervivencia al desafio térmico (log N/No=-0,6) cuando se
aplicé un estrés térmico a células cosechadas en fase estacionaria. Corcorany col., (2004)
demostraron que las células de L. rhamosus en fase estacionaria fueron mas resistentes al
secado spray y al almacenamiento a 4°C, 15°C y 37°C que las células cosechadas en fase

exponencial.

La supervivencia al HC de las células sometidas a estrés moderado acido fue
considerablemente mds alta en fase estacionaria respecto a su control (células no
expuestas a un estrés moderado), pero no asi para las células en fase exponencial. Parte
de la poblacién celular fue daifiada en forma subletal y fue incapaz de formar colonias en
un medio acidificado (WMA pH 5,5). En fase exponencial, si bien el recuento en WMA
acidificado (pH 5,5) fue mas alto para las células sometidas a estrés térmico comparado
con el recuento de las células control, o de las células con estrés acido (p < 0,001), la

supervivencia no fue, bajo ninguna condicidn, significativamente diferente.

El desafio oxidativo (OC) fue considerablemente mas letal que el térmico. La
supervivencia mas alta (log N/Ng = -1,9) se observd en células en fase estacionaria con
estrés acido, mientras que la mas baja (log N/Ng= -3,1) en células en fase exponencial con
estrés térmico. Tanto la fase de crecimiento (estacionaria > exponencial) como el estrés
moderado (acido > control > térmico) tuvieron un efecto significativo (p < 0,001) sobre el
total de la supervivencia al OC, mientras que la interaccién entre las variables no fue
significativa. La proporcién de células dafiadas fue significativamente (p < 0,001) mds baja
para las células en fase exponencial adaptadas al calor y al 4cido que para las células no

tratadas.
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Figura 19: Efecto del desafio térmico (Heat) (55°C, 15 min) y oxidativo (Ox) (0,04 mmol/L
H,0,, 15 min, 37°C) en la supervivencia de células de L. rhamnosus 64 cosechadas en fase
exponencial (E) o en fase estacionaria temprana (S), cultivadas en permeado de suero
formulado bajo condiciones anaerdbicas y sometidas (adaptacion) a estrés moderado
(adaptation) con acido (acid) (HCI 3M) (pH 5, 1h) o a estrés moderado con calor (heat)
(45°C, 1h), o sin aplicacién de estrés (none). Luego del desafio, las células sobrevivientes
fueron enumeradas en WMA + cisteina (células viables + células dafiadas subletalmente,
barras blancas) y en WMA pH 5.5 (células no injuriadas, barras grises). A mayor altura de

la barra, mayor resistencia de la cepa al desafio en particular.
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De los resultados obtenidos se puede determinar que para las células cosechadas
en fase estacionaria temprana, fue mas efectiva la aplicacion de un estrés térmico
moderado que un estrés oxidativo para prevenir parcialmente el dafio causado en el
desafio con calor. Esto coincide con el hecho generalmente aceptado segun el cual la
exposicidon previa a un factor de estrés, en un nivel subletal, induce una mayor resistencia
a posteriores exposiciones a niveles mas altos del mismo estrés (Bunning y col., 1990;
O'Driscoll y col., 1996). La mayor resistencia de células cosechadas en fase estacionaria se
ha asociado con la adaptacion al estrés por la limitacién de nutrientes (van de Guchte y
col., 2002; Santivarangkna y col., 2007) y por la proteccion cruzada conferida por el bajo
pH alcanzado durante el crecimiento en condiciones de pH no controlado (Silva y col.,

2005a).

3.4. Cinética de inactivacion por calor en células expuestas a estrés acido

moderado.

Debido a que se observd una mayor sensibilidad al desafio térmico de células
expuestas a estrés dcido moderado respecto al estrés térmico, se profundizé el analisis de
la inactivacidén por calor mediante el estudio de la cinética implicada en este fendmeno.
Dado que Ila cinética de inactivacion de bacterias no formadoras de esporas
frecuentemente es del tipo no lineal, la cinética de inactivacién durante los desafios con
calor u oxidativo de células sometidas previamente o no a estrés acido moderado se
ajusté usando el modelo de Weibull: log (N/No) = 2,303 (t/a@)B. El parametro a es el
tiempo caracteristico de inactivacion (cuanto mas bajo, mas rapidamente disminuye la
poblacidon de sobrevivientes) en tanto el parametro f es un pardmetro de forma: < 1
indica una curvatura ascendente, esto es, una cola; > 1 indica una curvatura descendente
esto es, un hombro; 1 indica que el modelo se reduce al modelo cldsico exponencial para
muerte celular. El tiempo para alcanzar la reduccién decimal d (t4) puede calcularse con: tq4
a.l —In(10°I )]B . Tanto para desafios con calor como para el oxidativo la cinética de
inactivaciéon fue marcadamente no lineal con una curvatura ascendente (Fig. 20). El
modelo Weibull (Tabla 11) proporciond un ajuste satisfactorio para la mayoria de las
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curvas de inactivacién (con R? qgue va desde 0,94 a 0,98 y cuadrado medio residual, RMS,

yendo de 0,09 a 0,08).

Los valores B fueron <1 (debido a la curvatura ascendente) mostrando la existencia
de variabilidad en la tolerancia dentro de la poblacion. El estrés moderado con dacido
aumentd la resistencia tanto en la poblacién total como en la dafiada (segun lo
determinado por valores mayores a y t4) al HC, pero tuvo, en general, un efecto menor

en la tolerancia al OC en términos de parametros de la curva de inactivacion.

Tabla 11: Pardmetros estimados (+ error estdndar) del modelo de Weibull para
supervivencia luego del desafio con calor (HC) u oxidativo (OC) en células de L. rhamnosus
64 (producidas en run 20 en anaerobiosis y pH6) cosechadas en fase estacionaria,
sometidas (o no: control) a estrés moderado con acido (1h, pH 5, 37°C). El recuento celular
se realizé en WMA + cist. y en WMA pH 5,5. El cuadrado de la media residual (RMS), R® y
tiempo para reducir la poblacidn en un 99% (t,p, min) estan indicados. Sélo se muestran

los digitos significativos.

Medio de

cultivo Estrés Desafio Alpha beta RMS R? top
WMA+cys No H 3,4%0,5 0,74+0,05 0,014 0,980 27,2
WMA+cys Acido H 5,08+0,04 0,89+0,05 0,009 0,983 28,3
WMA pH 5,5 No H 2,8+0,4 0,69+0,05 0,017 0,974 25,8
WMA pH 5,5 Acido H 3,0+0,3 0,78t0,04 0,080 0,986 27,5
WMA+cys No OX 0,9+0,3 0,50+0,06 0,035 0,957 19,7
WMA+cys Acido OX 1,00+0,3 0,51+0,05 0,035 0,954 19,0
WMA pH 5,5 No OX 0,6%0,2 0,47%0,06 0,047 0,951 16,0
WMA pH 5,5 Acido OX 0,6+0,3 0,48t0,06 0,059 0,935 15,7
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Figura 20: Curva de supervivencia de L. rhamnosus 64 en fase estacionaria temprana,
durante el desafio con calor (Fig. a, 55°C 15 min) y el desafio oxidativo (Fig. b, 37°C, 0,04
mol/L H,0,). e: control; A: estrés moderado con acido (pH 5, 1 h). Simbolos vacios: total
de sobrevivientes (células cultivables + células danadas subletalmente) enumeradas en
WMA + cisteina; simbolos cerrados: células viables en WMA pH 5,5. Las lineas muestran el

ajuste del modelo de Weibull.
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3.5. Secado spray en suero de queso y estrés térmico.

Se ha demostrado que la matriz o medio utilizado como soporte durante el secado
spray puede tener una marcada influencia sobre la supervivencia y la estabilidad durante
el almacenamiento de los cultivos probidticos (Meng y col., 2008). Si bien en el Capitulo 1
se determiné que la matriz suero de queso — almidén era adecuada para el secado spray
de la cepa en estudio, en esta etapa del trabajo fueron evaluadas otras combinaciones
(utilizando como principal material de pared suero de queso) de modo de ampliar el
conocimiento sobre posibles matrices de secado. Se observaron distintas capacidades de
supervivencia para los diferentes ingredientes utilizados (almidén, goma ardbiga, WPC80 o
maltodextrina) en combinacidn con suero de queso, siendo el almidén y la goma ardbiga
los mds adecuados con una reduccion de la viabilidad celular post secado de
aproximadamente 0,5 drdenes log. (Fig. 21). Las diferencias intrinsecas en las
temperaturas de transicion vitrea de los ingredientes usados podria relacionarse con la
diferencia en la capacidad de proteccién de la viabilidad celular, como indicaron Carvalho
y col.,, (2004) y Aschenbrenner y col., (2012) al estudiar la estabilidad de BAL

deshidratadas.
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Figura 21: Sobrevida (expresada como muerte celular: diferencia de los logaritmos de
UFC/mL antes y después del secado spray de L. rhamnosus 64 cosechado en fase
estacionaria temprana, secado spray en suero de queso 10% (p/v) combinado con 10%

a,b,c

(p/v) de goma arabiga, almidén, WPC80, o maltodextrina. Barras con diferente letra

son significativamente diferentes (p < 0,05).

En el Capitulo 1 no se observaron diferencias en la sobrevida al secado spray
cuando la biomasa de la cepa se produjo a pH libre en el medio formulado M2 vy se
deshidraté en suero de queso — almiddn. En esta parte del trabajo, la biomasa se produjo
en permeado de suero formulado y a pH constante, observdandose una pérdida de
viabilidad celular al secado spray en la misma matriz de aprox. 0,5 érdenes logaritmicos.
Por un lado, la mayor resistencia observada en el Capitulo 1 podria deberse al hecho de
haberse producido la biomasa a pH libre, donde la exposicién natural a un factor de
estrés, como lo es la acidez lactica, podria haber inducido resistencia cruzada a otro factor
de estrés, como lo es el secado spray. Adicionalmente, Saarela y col. (2003) observaron
gue la resistencia a la digestion gastrica simulada en lactobacilos, dependia de la
composicidon del medio de cultivo donde se habia producido la biomasa, debido a Ila
incorporacion citoplasmatica y en la membrana y pared celular de determinados

ingredientes del medio de cultivo. En este contexto, la diferencia en resistencia al secado
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spray de la cepa en estudio podria deberse al hecho de haberse desarrollado en medio

formulado M2 (Capitulo 1) respecto al permeado de suero formulado (este Capitulo).

Durante el almacenamiento (Fig. 22), la menor reduccién en el numero de células
viables se observé para suero de queso - almidén (0,6 6rdenes log) y suero de queso-
WPC80 (0,5 ordenes log) en el dia 60. En este sentido, la pérdida de viabilidad celular de L.
rhamnosus 64 a corto plazo (2 meses) observada en esta parte del trabajo, fue del mismo
orden (aproximadamente medio 6rden logaritmico) que la observada en el Capitulo 1

cuando la misma cepa fue producida a pH libre en el medio formulado M2.

A los 120 dias, la combinacién suero de queso-WPC80 tuvo una menor reduccion

(0,5 6rdenes log) que el resto de las matrices utilizadas.

11,00 -
10,50
10,00

9,50

9,00

log UFC/g

8,50
8,00

7,50

7,00

Almidon Goma Arabiga  Maltodextrina WPC 80

Figura 22: Recuentos de células viables de L. rhamnosus 64 secado spray en suero de
queso 10% (p/v) combinado con 10% (p/v) de goma arabiga, almidén, WPC80 o

maltodextrina, luego de O (m), 30 (m), 60 (m) y 120 () dias de almacenamiento a 5°C.
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Los resultados obtenidos hasta este punto, junto a algunos aspectos practicos que
deben ser tenidos en cuenta a escala industrial (facilidad de manejo de los ingredientes,
disponibilidad, solubilidad, costo, entre otros), y que podrian condicionar un futuro
escalado, fueron considerados en conjunto para elegir un tratamiento de estrés moderado
y una matriz para el secado por pulverizacién. Tomando en cuenta la supervivencia a la
deshidratacion y al almacenamiento durante 120 dias, y al mismo tiempo el menor costo
del almiddn respecto del WPC80, se selecciond el empleo del suero de queso y almidén
(20% de sélidos totales, relaciéon 1:1). En cuanto a la aplicacién de diferentes tipos de
estrés, se eligi6 el estrés por calor en lugar del acido ya que demostré tasas
razonablemente similares en la supervivencia al desafio con calor (Fig. 19). Ademas, a
mayor escala, la aplicacion de un estrés por calor moderado es tecnoldgicamente mds
factible que la acidificacién y neutralizacién de las suspensiones celulares antes del secado
por pulverizacién, ya que no se recomienda llevar adelante la deshidratacién a pH bajo
porque el polvo obtenido presentaria caracteristicas indeseables como pegajosidad

(Bylund, 1995).

El efecto de la aplicacién de un estrés térmico moderado a la biomasa en el
fermentador, sobre la viabilidad de los cultivos deshidratados por secado spray en
solucién de suero de queso-almiddn, se observan en la Figura 23. Si bien se observa una
muerte celular de aprox. 0,6 6rdenes log luego del secado spray independientemente de
la aplicacién del tratamiento térmico moderado, el efecto positivo de este tratamiento
sobre la reduccién de la muerte celular se comienza a observar a partir de los 60 dias de
conservacion, incrementandose la diferencia de muerte celular con y sin tratamiento
térmico a medida que avanza el tiempo de conservacion, siendo la muerte celular del
doble de magnitud hacia los 180 dias en los cultivos control respecto a los tratados

térmicamente.
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Figura 23: Sobrevida (expresada como muerte celular) de L. rhamnosus 64 secado spray en
suero de queso-almiddn (10% - 10% p/v) y conservado a 5°C. Las células fueron sometidas

(=) o no (=) a un estrés térmico moderado (45°C, 1 h) previo al secado spray.

Con el objeto de determinar si condiciones mds severas de calor o acido, o la
aplicaciéon combinada de estos factores de estrés, mejorarian la supervivencia al secado
spray de células en fase estacionaria, se aplicd un tratamiento térmico de 52°C por 15 min,
un tratamiento acido (pH 4, 60 min, 37°C) o una combinacién de ambos (52°C, 15 min, pH
4) previo al secado spray en suero de queso - almidén (20% de sdélidos totales, relacién
1:1). Se observé una mayor mortalidad de células luego del secado spray comparado con
la aplicacion de menores niveles de estrés, estudiado previamente. Ademas, el estrés
acido y la combinacion estrés acido y térmico indujeron reducciones muy significativas en
los recuentos de células viables (Tabla 12), por lo que no se considerd esta alternativay no

se monitored la viabilidad durante la conservacion de los cultivos.
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Tabla 12: Efecto de la aplicacién de un estrés térmico (52°C, 15 min), acido (pH 4, 60 min,
37°C) o la combinacién de ambos (52°C, 15 min, pH 4) sobre la sobrevida de L. rhamnosus

64 al secado spray en suero de queso —almidén (10% - 10% p/v).

Muerte celular (diferencia en log UFC/ mLantes y después del secado spray)

Control Térmico Acido Combinado

1,21+0,18° 1,73+0,11° 2,17+1,72°¢ 2,05+0,42°¢

2b¢ Media + desviacidn estandar. Valores con diferentes letras indican diferencia

significativa (p < 0,05).
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4. CONCLUSIONES PARCIALES.

La suplementacién de permeado de suero con extracto de levadura, triptona,
Tween 80, Mg-Mn permitié la produccion de aproximadamente 10" UFC/mL de células de
L. rhamnosus 64 en fermentaciéon a pH 6 controlado, en anaerobiosis. Para todas las
condiciones evaluadas, las células de la cepa en estudio fueron mads sensibles al desafio
oxidativo que al desafio térmico. La tolerancia al desafio térmico y oxidativo fue aun
menor en L. rhamnosus 64 cuando la cepa fue desarrollada en aerobiosis y cosechada en
fase exponencial. La incubacidn anaerébica, la cosecha de células en fase estacionaria de
desarrollo y la aplicacidn de un estrés térmico moderado resultaron efectivos para reducir
la muerte celular al desafio con calor. En cuanto a las estrategias tecnoldgicas evaluadas
para mejorar la performance de la cepa durante el proceso de deshidratacion vy
conservaciéon en el tiempo, la utilizacién de diferentes matrices permitié determinar la
posibilidad de avanzar en la microencapsulacion de L. rhamnosus 64 en suero de queso y
almidon. La aplicacién de un estrés térmico moderado, directamente sobre la biomasa en
fermentador, tuvo un efecto positivo sobre la viabilidad celular a los 180 dias de
almacenamiento del cultivo deshidratado. La pérdida de viabilidad celular durante la
conservacion a largo plazo (180 dias) fue de aproximadamente 1,2 drdenes log y tuvo una
componente inmediata debido al secado spray (de aprox. 0,6 érdenes log) y otra

componente de muerte celular a lo largo del almacenamiento de igual magnitud.
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Capitulo lll: Estudio de la capacidad funcional in vivo de L.
rhamnosus 64 y efecto del secado spray.

104



1. INTRODUCCION.

El cuerpo humano se encuentra intimamente asociado con billones de
microorganismos, principalmente bacterias, que forman parte de la microbiota comensal.
La presencia y la actividad de dichas bacterias son de vital importancia para el individuo,
pues de ellas depende la salud y el bienestar del ser humano (De Preter y col., 2011). En
particular, el tipo de bacterias que colonizan el intestino de los recién nacidos va a
determinar la modulacidon de su sistema inmunitario pues actlan como importantes
estimulos antigénicos en el proceso de maduracidon de la respuesta inmune intestinal
(Tiihonen y col., 2010). En el tracto intestinal ocurren el mayor numero de interacciones
entre el sistema inmunitario del huésped y los componentes de la microbiota. Una de las
caracteristicas clave del sistema inmunitario intestinal es la habilidad de distinguir entre
bacterias simbidticas y patogénicas y por ello, proteger frente a la infeccion mientras
actua modulando respuestas inflamatorias exacerbadas frente a la microbiota residente

(Fengy Elson, 2011).

Para el correcto funcionamiento y defensa del organismo, es necesario que se
establezca un equilibrio entre el sistema inmunitario intestinal y la microbiota (Van den
Abbeele y col.,, 2011). La alteracién de este balance desencadena desdrdenes
inflamatorios crénicos (Hansen y col., 2010) como la enfermedad inflamatoria intestinal y
alergias alimentarias. La microbiota intestinal tiene un efecto condicionador sobre la
homeostasis del intestino, entregando senales que regulan el epitelio, el sistema inmune

de la mucosa y la actividad neuromuscular del intestino (Quera y col., 2005).

Los probidticos pueden contribuir al bienestar y la salud del hospedador, ya que
estos microorganismos representan una herramienta efectiva en el control y prevencién
de ciertas enfermedades (Kim y col., 2006), al menos de forma parcial. Se han propuesto
varios mecanismos por los que estos microorganismos, que actlan principalmente en el
tracto gastrointestinal, podrian ser capaces de tratar o prevenir desérdenes intestinales,

como la reduccion del pH, la contribucion a la reparacién de la mucosa (Hickson y col.,
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2007), competicion con patdégenos, secrecion de sustancias antimicrobianas y la
estimulacion del sistema inmunitario (Servin, 2004). Estos mecanismos de interaccion
huésped-microorganismos implican un contacto fisico entre ellos y el epitelio intestinal,
via adhesidon a la mucosa y a células epiteliales para la estimulacién de la secreciéon de
mucus, produccion de moléculas de defensa y refuerzo de la barrera intestinal
(interaccidn sistema inmunitario-bacteria); también un contacto bacteria-bacteria via la
exclusién e inhibicién de patégenos por secrecidn de sustancias antimicrobianas vy
competicion por nutrientes (Collado y col., 2010).

Los probidticos pueden actuar sobre la componente innata del sistema inmune
mediante la activacion de células como los fagocitos, macrdfagos y las células natural killer
(NK), que se espera tengan un efecto inhibidor contra infecciones y ciertos tipos de
canceres. Por otro lado también pueden controlar respuestas inmunitarias exacerbadas,
ejerciendo un efecto inhibidor o moderador sobre enfermedades inflamatorias del
intestino, alergias y enfermedades autoinmunes. Multiples mecanismos se han propuesto
para dar cuenta de la expresidn de las actividades antiinflamatorias, incluyendo: la
inhibicién de la produccién de mediadores proinflamatorios, tales como IL-8, induccién de
la produccién de citoquinas anti-inflamatorias, tales como IL-10, y la induccidn de células T
reguladoras (Chiba y col., 2009). Mas alld del sistema inmune asociado a la mucosa
intestinal, los probidticos influyen positivamente en la composicidn y la actividad de los
microorganismos en el intestino y ayudan a mantener un equilibrio benéfico de la
microbiota intestinal (Malaguarnera y col., 2012). Se considera que las bacterias
probidticas, administradas por via oral, interaccionan con el sistema inmune ingresando a
través de las células M ubicadas en el epitelio que cubre las placas de Peyer (PP) para
interactuar con macrdfagos y células dendriticas (CDs), por otro lado las CDs en la ldmina
propia de la mucosa extienden sus dendritas para muestrear microorganismos
intraluminales, y finalmente los probidticos luminales estimulan a las células epiteliales
para la produccién de factores humorales que afectan indirectamente a las células del
sistema inmune intestinal (Chiba y col., 2009). Muchos de los efectos inducidos por los

probidticos dependen de la interaccién del microorganismo con la célula dendritica, dada
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la capacidad que tiene de polarizar la respuesta inmunoldgica adaptativa. El efecto sobre
la maduracién de esta célula presentadora de antigeno y en su produccidn de citoquinas
depende de la cepa probidtica, observdandose casos de inhibicién o estimulacion de la
produccién de citoquinas IL-10 e IL-12, lo cual puede favorecer un estado de tolerancia o

una respuesta inmune Th1, respectivamente (Fink y col., 2007).

Las bacterias comensales proveen una resistencia contra la colonizacién de
potenciales patégenos mediante la ocupacidon de los nichos disponibles (inhibicién
competitiva de los sitios de unién) y a través de factores de regulacién autogénica (sintesis
de acidos grasos, perdxido de hidrogeno y bacteriocinas) (Schmid y col., 2006). Ademds,
influencian profundamente el desarrollo de los componentes humorales del sistema
inmune de la mucosa intestinal: el nimero de células productoras de IgA aumenta
progresivamente en respuesta al establecimiento de la microbiota (O’Hara y Shanahan,
2006). Algunos probidticos poseen potentes propiedades antibacterianas y antivirales
(incluyendo la estimulacién de la produccidn de interferdn). La actividad antibacteriana de
los probidticos puede derivar de la secrecién directa de bacteriocinas, la elaboracién de
proteasas dirigidas contra las toxinas bacterianas o a través de su capacidad para
adherirse a las células epiteliales y por lo tanto excluir patégenos (Quigley y Flourie, 2007).
El efecto benéfico depende de la cepa utilizada, la dosis, la forma de administracidn, el
formato tecnoldgico y la matriz en la que se lo administra, asi como de caracteristicas

inherentes al huésped (Aureli y col., 2011).

Debido a que los procesos industriales de fabricaciéon de cultivos deshidratados, ya
sea para utilizarlos como suplementos farmacéuticos o para incorporarlos en alimentos,
pueden alterar significativamente las propiedades estructurales y funcionales de los
microorganismos probidticos (laconelli y col., 2015), se requieren estrategias para
preservar a largo plazo la viabilidad y funcionalidad de estas bacterias, ya que se demostré
gue los procesos de secado pueden afectar la capacidad inmunomoduladora de ciertas

cepas de bacterias probidticas (Paezy col., 2013; laconelli y col., 2015).
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OBJETIVO.
El objetivo de este capitulo fue evaluar la funcionalidad de L. rhamnosus 64
mediante ensayos in vivo utilizando la cepa como cultivo fresco o deshidratada por secada

spray en suero de queso — almiddn.
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CAPITULO lll-a: Capacidad inmunomoduladora en intestino.
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1. INTRODUCCION.

En los ultimos 20 afios el uso de probidticos ha proliferado considerablemente y se
han obtenido importantes avances en la seleccidn y caracterizacion de cultivos especificos
y en la comprobacion de los efectos benéficos que presenta el consumo de los mismos
para la salud (Floch, 2014). De estos estudios, cepas especificas de los géneros
Bifidobacterium y Lactobacillus han recibido la mayor atencién por su versatilidad para el
manejo industrial y sus efectos funcionales, principalmente a nivel de la mucosa intestinal,
y se han reportado numerosos ensayos in vitro en lineas celulares e in vivo en animales,
seguidos en algunos casos de ensayos clinicos en humanos. De los ensayos en animales, el
modelo murino es ampliamente utilizado para estudios de inmunomodulacién a nivel
intestinal y se ha reportado un considerable nimero de estudios en los que la
administraciéon de determinadas cepas de lactobacilos y bifidobacterias aumentaron la
produccién de IgA secretoria en el lumen, el nimero de células productoras de IgA o bien
produjeron modificaciones en los perfiles de citoquinas (Vinderola y col., 2007, de Moreno
de LeBlanc y col., 2008, Mileti y col., 2009, Castillo y col.,, 2011, Souza y col., 2012).
Ademads se han explorado tanto el beneficio inmunolégico como los mecanismos
involucrados, utilizando una gran variedad de marcadores inmunoldgicos como
inmunoglobulinas (IgA, 1gG), receptores tipo Toll (sitios de reconocimiento de antigenos),
marcadores de integridad de la mucosa, marcadores de la inmunidad innata (células NK,
fagocitos, neutrdfilos, monocitos) y citoquinas (pro y anti-inflamatorias) (Malaguarnera y

col., 2012).

Se ha descrito que los probidticos pueden modular la respuesta inmune en
animales y humanos no sélo a nivel de la mucosa intestinal, sino también a nivel
sistémico. Dadas sus propiedades inmunomoduladoras, actualmente se evalua la utilidad
de los probidticos en el manejo preventivo o terapéutico de enfermedades inflamatorias.
El consumo de probidticos podria tener un efecto positivo en la salud humana en algunas
situaciones que pueden alterar el balance de la microbiota intestinal e influir en la
respuesta inmune del individuo, tales como la alimentacién con férmulas infantiles, el

tratamiento con antibiéticos, los cambios fisioldgicos relacionados con el envejecimiento,

110



las enfermedades gastrointestinales y el estrés (Nova y col., 2007). Los mecanismos de
interaccion de los probidticos con las células del sistema inmune son diversos. En el caso
de las bacterias acido lacticas, se ha observado que pueden ser captadas por las células M
presentes en el epitelio y facilitar la estimulacion del tejido linfoide asociado a la mucosa

intestinal (Fink y col., 2007).

Debido a que la mucosa del tracto gastrointestinal es una de las mayores interfaces
entre el hospedador y el ambiente, ésta es sometida continuamente a una alta carga
antigénica. Su tejido linfoide asociado (GALT, segun su sigla en inglés) debe ser capaz de
montar respuestas protectoras contra los organismos invasores y al mismo tiempo
mantener un estado de no respuesta o tolerancia hacia los antigenos de su entorno,
propios o no dafinos, como las bacterias comensales y los antigenos dietarios (Suzuki y
col., 2007). Para ser capaz de responder a estas necesidades del organismo, la respuesta
inmune de la mucosa difiere de la respuesta inmune humoral sistémica en varios
aspectos. En primer lugar, la inmunoglobulina A (IgA) es el isotipo de anticuerpo
predominante en la mucosa intestinal, es producida por las células B de la Idmina propia
una vez diferenciadas a células plasmaticas, secretada en forma de dimero y transportada
a través del epitelio mucoso por una proteina receptora de inmunoglobulinas poliméricas,
también conocida como componente secretorio (CS). La IgA actua previniendo que
antigenos luminales penetren la superficie intestinal, siendo capaz de neutralizar toxinas y
organismos infecciosos ademas de regular la composicién de la microbiota intestinal y
limitar la inflamacién local inducida por algunos patrones moleculares asociados a

patégenos (Wershil y Furuta, 2008).

La IgA es uno de los factores de defensa humoral mas importante de las superficies
mucosas (Lamm y col., 2002). El estudio de la capacidad de cepas de bifidobacterias y
bacterias lacticas de promover la proliferacién de células productoras de IgA o la excresiéon
de IgA secretoria es una medida de su funcionalidad y las convierte en candidatas para
emplearse como cultivos probidticos por la relacion positiva entre IgA y defensas

naturales (Perdigén y col., 2004).
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OBJETIVO.

En este capitulo se evalué en un modelo in vivo, la capacidad de L. rhamnosus 64
de estimular la respuesta inmune mediada por IgA, citoquinas y actividad fagocitica. La
cepa se administré como cultivo fresco y secado spray, para analizar la influencia del
proceso de deshidratacion y determinar si el perfil funcional de la cepa se modifica con el

mismo.

2. MATERIALES Y METODOS.
2.1. Microorganismo.

Se utilizé L. rhamnosus 64 como cultivo fresco y secado spray en suero de queso -
almidén 20% (p/v). Las condiciones de secado spray utilizadas fueron T° entrada: 140°C, T°
salida: 80°C, caudal de alimentacidon: 6 mL/min (mini secadero spray Biichi B-290). El
cultivo fresco para administrar via oral a los ratones se prepard diariamente a partir de un
cultivo overnight (16 h) de la cepa lavado dos veces con PBS (6000 rpm, 10 min, 5°C) y
resuspendido en suero de queso - almidén (20% (p/v). El cultivo secado spray en suero de
queso - almiddén 20% (p/v) se prepard reconstituyendo el cultivo deshidratado al 20% (p/v)
en PBS estéril. La suspensién se incubd 15 min en bafio maria a 37°C para su disoluciéon

completa, con intervalos de agitacion en vortex.

2.2. Animales y alimentacion.

Se utilizaron 45 ratones machos BALB/c de 6 semanas de edad (20 + 1 g)
provenientes de la colonia cerrada del Centro de Medicina Comparada del Instituto de
Ciencias Veterinarias del Litoral (IciVet-Litoral) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional del Litoral (Esperanza, Santa Fe). Los animales se alojaron en el

bioterio del INLAIN (UNL-CONICET) en cajas de pldstico transparentes en grupos de 5
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animales/jaula y se mantuvieron a 21 + 1°C, con una humedad ambiente de 55 * 2%, y
ciclo luz/oscuridad de 12 h. Los animales recibieron ad libitum alimento balanceado
convencional (Cooperacidn, Buenos Aires, Argentina) y agua de red y se aclimataron por
un periodo de 7 dias previos al ensayo. Los animales fueron tratados segun la Guia para el
Uso y Cuidado de Animales de Experimentacion del National Institute of Health (NIH, USA)
y los ensayos fueron aprobados por el Comité de Etica para la Experimentacién con
Animales de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNL (Esperanza, Santa Fe,

Argentina).

Se administré la cepa L. rhamnosus 64 por intubacién intragastrica (10°
UFC/dia/animal) durante 3, 6 y 10 dias consecutivos como cultivo fresco o secado spray en
suero de queso - almiddn y reconstituido al 20% (p/v) de sdlidos totales. Como control se
utilizdé un grupo de animales intubados diariamente y durante 10 dias con suero de queso
- almiddén 20% (p/v). Al final del periodo de alimentacién, los animales fueron pesados,
anestesiados intraperitonealmente con un cocktail (0,2 mL/animal) de ketamina/ xilacina/

acepromacina y sacrificados por dislocacion cervical.

2.3. Actividad fagocitica y cuantificacion de IgA secretoria en contenido

intestinal.

Se obtuvieron macrofagos peritoneales por lavado de la cavidad peritoneal para
determinar la actividad fagocitica (ensayo de fagocitosis) y el fluido de intestino delgado
(lavado por triplicado del intestino delgado) para evaluar la concentracién de IgA

secretoria (ELISA).

2.3.1 ACTIVIDAD FAGOCITICA.

Los macréfagos peritoneales se obtuvieron por lavado de la cavidad peritoneal con
5 ml de PBS (estéril) conteniendo 10 U/mL de Heparina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
U.S.A.) y 0,1% (p/v) de albumina sérica bovina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.). La
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suspension de macréfagos se centrifugd (500 x g, 10 min, 5°C), se lavd con el mismo

buffer y se ajustd la concentracién a 10° macréfagos/mL en cdmara de Neubauer.

Una suspension de Candida albicans (10’células/mL) fue inactivada térmicamente
(100°C, 15min) y opsonizada mediante agregado de 10% (v/v) de suero sanguineo de
ratén e incubacién por 15 min a 37°C. Se mezclaron 100 pL de la suspensién de
macréfagos con 100 pL de la suspension de levadura opsonizada y se incubd en bafio
termostatizado durante 30 min a 37°C. El porcentaje de fagocitosis se expresé como el %
de macréfagos activados (aquellos con al menos una célula de levadura fagocitada)
después de contar al menos 100 células de macréfagos usando un microscopio dptico

(Nikon Eclipse).

2.3.2 CUANTIFICACION DE IGA SECRETORIA EN CONTENIDO INTESTINAL.

Se recuperd el contenido intestinal presionando suavemente el intestino delgado
desde el duodeno al ileo distal, se peso y se diluyd 1:4 en PBS suplementado con 1% (v/v)
de un cocktail inhibidor de proteasas (P8340, Sigma, St. Louis, MO, USA). Luego de
centrifugarse (2000 x g, 30 min, 4°C) se recogi6 el sobrenadante y se congeld a -70°C para
cuantificacién de IgA-S por ELISA de captura, segun Rodriguez y col. (2000), utilizdndose

un anticuerpo anti-IgA de ratén obtenido en cabra (M-8769, Sigma).

2.4. Enumeracion de células productoras de IgA.

Se removieron porciones de intestino delgado, se fijaron en solucién de
formaldehido bufferada, se deshidrataron en una serie de alcohol y xilenos y se incluyeron
en parafina, segun Vinderola y col. (2005). El nimero de células productoras de IgA (IgA+)
se determind en cortes histolégicos de ileo (excluyendo placas de Peyer) mediante
inmunofluorescencia directa, empleando un anticuerpo monoespecifico anti-cadena a de
IgA de ratén (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) conjugado con isotiocianato de

fluoresceina (Matar y col., 2001). Los cortes fueron desparafinados y rehidratados en una
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serie de concentraciones decrecientes de etanol (desde alcohol absoluto a alcohol 70°), y
luego tratados con una dilucion (1/100) del anticuerpo en PBS e incubados en oscuridad a
37°C durante 30 minutos. Luego las muestras fueron lavadas dos veces en buffer PBS y
examinadas con un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse, utilizando una ldmpara
de mercurio). Los resultados se expresaron como numero de células positivas (células
fluorescentes)/10 campos y se reportaron como el promedio de tres recuentos, cada uno

en un corte histoldgico diferente, para cada animal.

2.5 Determinacion de citoquinas.

Se obtuvieron porciones de intestino delgado y grueso (80 - 120 mg) y se
almacenaron congeladas (-70°C) para la determinacion de citoquinas. Las muestras fueron
homogeneizadas (Ultra Turrax T8, lka Labortechnik, Staufen, Alemania) en buffer PBS
conteniendo 1% (v/v) un cocktail de inhibidor de proteasas (Sigma), EDTA (10 mmol/L,
Sigma) y Tween 20 (0,05% v/v, Sigma) y en una proporcion de 1 mL PBS/100 mg tejido. Los
homogenatos fueron luego centrifugados (10000 rpm, 10 min, 4°C) y los sobrenadantes
fueron recogidos y almacenados a -70°C para la cuantificacion de citoquinas. La
concentracion de IL-2, IL- 6, IL-10, IFN-g y TNF-a se determiné por ELISA utilizandose
anticuerpos comerciales (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA) y de acuerdo a

los procedimientos suministrados por el fabricante.

3. RESULTADOS Y DISCUSION.

La realizacién de estudios in vivo para evaluar la seguridad y funcionalidad de
nuevos aislamientos de potenciales probidticos para consumo humano es un prerrequisito
para el desarrollo de alimentos funcionales o suplementos farmacéuticos probidticos
(FAO/WHO, 2002). En relacién a la activacion de la respuesta inmune se evaluaron: la
actividad fagocitica de macréfagos peritoneales (medida de la respuesta inmune

sistémica), niveles de IgA secretoria en contenido intestinal y el nimero de células
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productoras de IgA en l[dmina propia de intestino delgado y la concentracion de citoquinas

en homogenato de intestino (medidas de la respuesta inmune local).

3.1. Actividad fagocitica de macrofagos peritoneales.

La actividad fagocitica de macrofagos peritoneales es un parametro util para
evaluar la activacién de la respuesta inmune innata en sitios distantes al intestino cuando
se administran probidticos. Cuando se evalud el efecto de la administracién oral de L.
rhamnosus 64 a ratones BALB/c se observé un aumento significativo (p = 0,000) de la
actividad fagocitica de macroéfagos peritoneales (Fig. 24) en los animales que recibieron el
cultivo fresco (23,3 + 1,8%) o secado spray (21,6 + 1,7%) durante 3 dias consecutivos,
respecto al control (12,4 + 0,8%). No se observaron diferencias en los valores de % de
fagocitosis en relacién al hecho de haber administrado la cepa como cultivo fresco o

secado spray

El consumo de L. gasseri y L. coryniformis por 2 semanas aumenté la actividad
fagocitica de monocitos o neutréfilos en sujetos saludables (Vanderhoof y col., 1999).
Mientras que la eliminacion de alimentos fermentados en la dieta de voluntarios sanos
por dos semanas disminuyd la actividad fagocitica de leucocitos (Yan y col., 2004). Al
respecto, es importante tener en cuenta la dosis consumida porque es un factor
determinante en los efectos deseados (Yan y col., 2004). Resulta de interés destacar el
caracter de “inmediatez” y la relativa corta duracion de la respuesta inmune sistémica
inducida, en relacion a la respuesta local observada en intestino para IgA (ver resultados
mas adelante), fendmeno que ya habia sido observado en trabajos previos (Vinderola y
col., 2005). En el presente trabajo y en el trabajo referenciado, la activacién de los
macréfagos tuvo lugar a corto plazo (luego de 3 dias del comienzo de la administracion de
la cepa en estudio) y retorné al estado de homeostasis o equilibrio, también rapidamente,

a diferencia de lo que se observé para la IgA (Fig. 25).
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Figura 24: Actividad fagocitica de macrdéfagos peritoneales en animales que recibieron el
cultivo de L. rhamnosus 64 fresco o secado spray durante 3 (=), 6 (=) y 10 (=) dias
consecutivos, respecto al control de bioterio. Valores promedio + SEM.

3.2 Cuantificacion de IgA intestinal.

La inmunoglobulina A (IgA) es el isotipo mas abundante a nivel de las mucosas y su
funcién principal en el intestino es ejercer la exclusion inmune de patégenos y proteinas
extrafias mediante una cooperacién intima con los mecanismos de inmunidad innata no
especificos (Macpherson y col., 2001). Un aumento en sus niveles es una caracteristica
deseada luego de la administracion de microorganismos que se espera ejerzan efectos
probidticos. En este sentido, se determind la concentracion de IgA secretoria total (ELISA)
en contenido de intestino delgado (Fig. 25). Se observé un aumento significativo, respecto
al control (51,7 £ 9,9 ug/mL), de IgA secretoria en animales que recibieron el cultivo fresco
durante 6 dias (121,2 + 6,0 ug/mL) y 10 dias (97,4 + 9,9 ug/mL) consecutivos (p = 0,000 y
0,021, respectivamente) y en animales que recibieron el cultivo secado spray durante 3

dias consecutivos (102,6 + 19,8 ug/mL) (p = 0,01).
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Figura 25: IgA secretoria en fluido intestinal de animales que recibieron el cultivo de L.
rhamnosus 64 fresco () o secado spray (=) durante 3, 6 y 10 dias consecutivos, respecto
al control de bioterio () y de animales control (=) que recibieron soluciéon de suero de
queso-almiddn (20% p/v). Valores promedio + SEM.

En este caso, si bien ambas formas de administracion lograron el aumento
de niveles de IgA-S a nivel intestinal, la dinamica fue diferente y dependiente del
tratamiento tecnoldgico, es decir, el hecho de que el cultivo haya sido administrado fresco
(aumento para 6 y 10 dias de administraciéon) o secado spray y reconstituido (3 dias de
administracion). Este cambio en la cinética de produccion de IgA fue observado
previamente tanto para microorganismos probidticos (Pdez y col., 2013) como para
ingredientes solubles secados spray (Burns y col.,, 2010). Si bien la naturaleza de esta
modificacidon de la respuesta del cultivo fresco respecto al secado spray no ha sido
determinada, podria tener que ver con cambios conformacionales que sufririan las
proteinas de la pared celular de las cepa luego del secado spray, lo que condiciona su
capacidad de interaccién con las células presentadoras de antigeno, modificando su efecto
sobre la respuesta inmune. A pesar de desconocer los mecanismos, estos resultados
ponen de manifiesto la necesidad de llevar adelante los estudios funcionales con la cepa
bajo el formato tecnoldgico en cuestion, ya que la funcionalidad es susceptible de ser

modificada por tratamientos tecnolégicos (Vinderola y col., 2001), en particular los
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procesos de deshidratacion (laconelli y col., 2015), respecto a la observada para cultivos

frescos obtenidos en condiciones de laboratorio.

El estudio por inmunohistoquimica del nimero de células productoras de IgA (Fig.
26) demostré que L. rhamnosus 64 fue capaz de inducir la proliferacidon de células IgA+ a
nivel de la lamina propia a lo largo del intestino. Tanto el cultivo fresco como el secado
spray fueron capaces de inducir un aumento significativo del N2 de células IgA+ respecto a
los controles (p < 0,05), para todos los periodos de administracion evaluados. No se

observaron diferencias significativas entre los dias de administracién ni entre el cultivo

fresco y secado spray.
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Figura 26: Efecto de la administracion oral de L. rhamnosus 64, durante 3 (m), 6 (=) y 10 ()
dias consecutivos, como cultivo fresco o secado spray (y reconstituido) en el nimero de
células productoras de IgA en lamina propia de intestino delgado (ID) de ratones BALB/c,
comparado con ratones control de bioterio (+) y de animales control (") que recibieron
solamente la matriz de secado. Valores promedio + SEM.

Si bien la promocién de IgA a nivel intestinal es un pardmetro de interés para
determinar la capacidad funcional de un cultivo potencialmente probidtico, no ha sido

propuesto hasta el momento un protocolo estandarizado para tal fin ni si es mas conveniente

gue se determine mediante la cuantificacion por ELISA de IgA-S o el conteo por
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inmunohistoquimica de la proliferacidn de células productoras de igA a nivel de ldmina propia
de intestino. Mientras el test de ELISA cuantifica los niveles de IgA-S (dimérica) soluble en el
contenido intestinal, la inmunohistoquimica cuantifica células plasmaticas que poseen la
molécula de IgA como receptor de membrana y que son las responsables de secretar las
moléculas de IgA hacia el lumen intestinal (Macpherson y col., 2012). Si bien la proliferacién
de esta poblacién celular en la [dmina propia de la mucosa y la excrecién de IgA dimérica hacia
la luz del espacio intestinal (lumen) son dos fendmenos ligados o consecuentes, no se han
reportado estudios de este fendmeno utilizando ambas metodologias al mismo tiempo (ELISA
e inmunohistoquimica). En este trabajo, se observd aumento del ndmero de células
productoras de IgA en intestino delgado tanto para el cultivo fresco como para el cultivo
secado spray para los 3 periodos de administracion evaluados, sin embargo, esto se tradujo en
un aumento de la IgA-S en intestino delgado para los 6 y 10 dias de administracion del cultivo
fresco o para 3 dias de administracién del cultivo secado spray. Esta falta de correlacion
directa entre una forma y otra de cuantificar el fenémeno tampoco posee un mecanismo claro
hasta el momento, aunque podria estar ligado en parte al hecho de que la vida media de las
células plasmaticas IgA+ es de aproximadamente 5 dias en la lamina propia (Cerutti y col.,
2008), mientras que la igA-S esta mas condicionada al arrastre y eliminacion en heces debido a
los movimientos peristalticos. De todos modos, se subraya una vez mas la importancia de
realizar los estudios funcionales con el formato tecnoldgico del cultivo en desarrollo como asi
también el hecho de emplear la mayor cantidad de herramientas posibles para estudiar un
mismo fendmeno desde diferentes puntos de vista, el cual podria interpretarse de forma
diferente segln se use una técnica (ELISA) u otra (inmunohistoquimica). Cabe sefialar que la
utilizacidon de otras técnicas, como la citometria de flujo en poblaciones celulares aisladas de
[dmina propia o la RT-PCR de mRNA, podrian incluso revelar otros aspectos funcionales de la
cepa, y la influencia de su formato tecnolégico, que podrian pasar desapercibidos empleando

las técnicas utilizadas en esta parte del estudio.

3.3 Determinacion de citoquinas.

Las citoquinas (también denominadas citocinas) son péptidos de bajo peso

molecular que regulan la funcién de las células inmunes que las producen y actian
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ademas sobre otras poblaciones celulares. Son los agentes responsables de Ia
comunicacion intercelular, inducen la activacién de receptores especificos de membrana,
poseen funciones de proliferacién y diferenciacidon celular, quimiotaxis, crecimiento y
modulacion de la secrecion de inmunoglobulinas. Son producidas fundamentalmente por
los linfocitos y los macréfagos activados, aunque también pueden ser producidas por
leucocitos polimorfonucleares, células endoteliales y epiteliales, adipocitos, células del
tejido muscular (miocitos) y del tejido conjuntivo. Mas alla de la activacién de macroéfagos
peritoneales y la induccion de aumentos de los niveles de IgA, la administracion de
microorganismos probidticos tiene efecto sobre las citoquinas, aunque en este caso es
mas compleja la relacion entre la administracion de los probidticos y la expresién de
citoquinas, no existiendo siempre una correlacion directa esperable o deseable que
sugiera un efecto benéfico. Uno de los principales mecanismos de proteccion de los
probidticos frente a infecciones gastrointestinales, es via la modulacién de citoquinas pro-
inflamatorias (como IFN-y y TNF-a), y en el caso de patologias inflamatorias, la induccién
de la sintesis de citoquinas reguladoras o anti-inflamatorias, como la IL-10 (Mileti y col.,
2009). Los niveles de IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-6, IL-10, fueron evaluados en homogenatos de
intestino delgado (ID) e intestino grueso (IG) mediante ELISA. En intestino delgado no se
observaron diferencias significativas para IL-2, IL-6 e IL-10, para ninguno de los periodos
de administracion evaluados (3, 6 y 10 dias) cuando se administrd el cultivo fresco o
secado spray, respecto al control (Fig. 27). La expresidon de TNF-a fue significativamente
menor al control de bioterio (3477 + 277 pg/g) después de administrar el cultivo fresco
por 10 dias (1675 + 364 pg/g) y el cultivo secado spray por 3 dias (1938 + 422 pg/g) (p =
0,006 y 0,019 respectivamente) (Fig. 27). La sintesis de IFN-y en el grupo control de
bioterio fue de 88,5 * 25,4 pg/g y se observd un aumento significativo cuando se
administré el cultivo fresco (262,5 + 43,2 pg/g) y secado spray (292,8 + 52,7 pg/g) durante
10 dias consecutivos (p = 0,058 y p = 0,012 respectivamente) (Fig. 27).
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Figura 27: Efecto de la administracion oral a ratones BALB/c de L. rhamnosus 64, durante 3
(m), 6 (m) y 10 dias (1), como cultivo fresco (CF) o secado spray (CSS), sobre la expresion de
citoquinas (ELISA) en homogenatos de intestino delgado, respecto a animales control de
bioterio (CB) o animales control que recibieron solamente la matriz de secado (CM).

Valores promedio + SEM.
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Figura 27: Efecto de la administracion oral a ratones BALB/c de L. rhamnosus 64, durante
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3 (m), 6 (m) y 10 dias (), como cultivo fresco o secado spray (reconstituido), sobre la
expresion de citoquinas (ELISA) en homogenatos de intestino delgado. Valores promedio +

SEM (continuacién).

En intestino grueso, no se observaron diferencias significativas para IL-2 e IL-6 cuando se
administré el cultivo fresco o secado spray. La expresidon de IL-10 fue significativamente
mayor a los 3 (p = 0,043), 6 (p =0,017) y 10 dias (0,031) de administracién de la cepa como
cultivo fresco y como cultivo secado spray el aumento significativo de esta citoquina

regulatoria se observo a los 3 dias (p = 0,049) de administracion (Fig. 28). IL-10 es una de

123



las citoquinas mas frecuentemente analizadas cuando se estudia el perfil
inmunomodulador de una cepa probidtica, ya que si bien muchas veces se la considera
anti-inflamatoria (de Kivit y col., 2014), en realidad se trata de una citoquina reguladora
qgue puede ser producida por distintas células inmunoldgicas como las células Treg y
conducir, no a una respuesta inmune humoral o celular, sino también al desarrollo de
tolerancia oral (Johansson y col., 2012, Rescigno y col., 2013). El aumento de su expresion
se relaciona positivamente con el potencial de controlar o moderar procesos inflamatorios
intestinales in vivo como la inflamacidn intestinal o diversos tipos de diarrea (Foligné y
col., 2007; Paul y col., 2012). El aumento de IL-10 también fue reportado por Castillo y col.
(2011) luego de alimentar ratones durante 7 dias con L. casei CRL 431. El tratamiento
activo con probidticos induce cambios en la respuesta inmune de personas con
enfermedad inflamatoria intestinal, caracterizada por una disminucién en el nimero de
monocitos y células dendriticas productoras de IFN-y un aumento de la secrecién de IL-10
y TGFb (Pathmakanthan y col., 2004). Una revisién de resultados de ensayos en humanos
mediante meta-analisis concluyd que el tratamiento con probidticos puede ser efectivo
para pacientes con trastornos inflamatorios como colitis ulcerosa durante el periodo de

remision (Sangy col., 2010).
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Figura 28: Efecto de la administracion oral a ratones BALB/c de L. rhamnosus 64, durante 3

(m), 6 (m) y 10 dias (=), como cultivo fresco o secado spray (reconstituido), sobre la
expresion de citoquinas (ELISA) en homogenatos de intestino grueso respecto a animales
control de bioterio (CB) o animales control que recibieron solamente la matriz de secado

(CM). Valores promedio + SEM.
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Figura 28:Efecto de la administracion oral a ratones BALB/c de L. rhamnosus 64, durante 3
(m), 6 (m) y 10 dias (=), como cultivo fresco (CF) o secado spray (CSS), sobre la expresion de
citoquinas (ELISA) en homogenatos de intestino grueso, respecto a animales control de
bioterio (CB) o animales control que recibieron solamente la matriz de secado (CM).

Valores promedio + SEM (continuacion).
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En relacién a la expresion de las citoquinas pro-inflamatorias IFN-y y TNF-a, se observo
una disminucion significativa (p < 0,05) para la cepa administrada como cultivo fresco o
secado spray para todos los dias de administracion, sin diferencias entre tratamientos o
entre periodos de administracion (Fig. 28). Esta disminucién de la respuesta inflamatoria
podria ser de utilidad en un cuadro de infeccién intestinal por patégenos alimentarios
como Salmonella enterica serovar. Typhimurium, la cual induce una fuerte respuesta
inflamatoria a nivel intestinal (Watson y Holden, 2010). El rol del IFN-y en la respuesta
inmune desencadenada contra Sa/monella Typhimurium es complejo, debido a que su
participaciéon es también fundamental en los primeros momentos posteriores a la
infeccion para activar a los macréfagos y desencadenar la respuesta inflamatoria (Lapaque

y col., 2009).

Para evaluar el impacto de los procesos de deshidratacion sobre las caracteristicas de los
cultivos probidticos, la supervivencia bacteriana ha sido el parametro clasico para
determinar la resistencia al proceso luego de la rehidratacion. Sin embargo, los estudios
sobre el impacto de los procesos de secado sobre la viabilidad de los microorganismos a
menudo no tienen en cuenta aspectos relacionados a la funcionalidad, mas alld de Ila
viabilidad celular. De hecho, la simple supervivencia de las bacterias probidticas al proceso
de deshidratacién no necesariamente se correlaciona directamente con la preservacién de
sus efectos beneficiosos. Estudios previos han mostrado que la misma cepa probidtica,
producida y/o preservada bajo diferentes condiciones de almacenamiento, puede
presentar diferentes respuestas en relacion a su susceptibilidad a las condiciones adversas
del TGI, su capacidad de adherirse al epitelio intestinal o su capacidad
inmunoestimuladora, modificandose su funcionalidad aunque se mantenga su viabilidad
(Saarela y col., 2009; Vinderola y col., 2012). Los resultados obtenidos en esta parte del
trabajo se alinean con lo publicado por varios autores que evaluaron la funcionalidad en
un modelo in vitro y/o in vivo, donde el efecto del proceso de deshidratacion modificé la
funcionalidad de estos cultivos en alguno de los parametros medidos (Makinen y col.,
2012; Paez y col., 2013; laconelli y col., 2015). Por lo que, la realizacién de los estudios de

funcionalidad en el formato tecnoldgico o en la matriz alimentaria utilizada como
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vehiculo, permitirdn una estimacion mds apropiada de la funcionalidad del cultivo
respecto a las observaciones que se puedan hacer empleando para los ensayos in vivo los

cultivos obtenidos en condiciones de laboratorio.
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CONCLUSIONES PARCIALES.

L. rhamnosus 64 posee la capacidad de estimular las defensas intestinales,
mediadas por la IgA en un modelo animal, y en sitios distantes al intestino, como es la
cavidad peritoneal, a través de la promocion de la actividad fagocitica de macrdgafos
residentes en este sitio anatémico. Por otro lado, el tratamiento tecnoldgico aplicado
modificd la expresion de estos pardmetros y de los perfiles de citoquinas. La promocién de
la actividad de macrégafos y de IgA, junto a la modificacién de los perfiles de citoquinas no
constituyen en si mismo un efecto benéfico de la administracion de bacterias probidticas,
sino tal vez un pre requisito para inducir algin efecto benéfico tangible. En este sentido,
es conveniente, una vez observadas estas propiedades, la aplicacion de modelos murinos
de patologias intestinales para poner en evidencia la verdadera capacidad probidtica de la
cepa en estudio, mas alla de sus propiedades inmunomoduladoras bdsicas. Por otro lado,
a priori, 'y sin haber relacionado las modificaciones de las propiedades
inmunomoduladoras de la cepa con alguna patologia intestinal en concreto, no es posible
predecir si estas modificaciones por tratamientos tecnoldgicos son positivas o no para la

funcionalidad de la cepa, aspectos que seran abordados en los préximos dos apartados.

129



CAPITULO Ill-b: Estudio de la capacidad de proteccion de L.
rhamnosus 64 en un modelo de salmonelosis.
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1. INTRODUCCION.

El género Salmonella forma parte de la familia Enterobacteriaceae y estd integrado
por bacilos Gram negativos anaerobios facultativos. Poseen las caracteristicas generales
de las enterobacterias: son microorganismos fermentadores de glucosa, catalasa

positivos, oxidasa negativos y suelen ser méviles (de Jong y col., 2012).

La infeccién con Salmonella generalmente se origina por el consumo de alimentos
contaminados. Una vez ingerida, la bacteria se propaga rdpidamente a lo largo del tracto
gastrointestinal y penetra la mucosa a través de tres rutas: (i) invasién preferencial de las
células M (células epiteliales especializadas) ubicadas en los domos de las placas de Peyer,
(ii) invasidn activa de enterocitos, y (iii) a través de las células dendriticas que extienden
sus dendritas a través de las células epiteliales hacia el lumen intestinal (Pontier-Bres y
col., 2014). Salmonella enterica puede invadir un gran espectro de hospedadores
causando tanto infecciones agudas como croénicas a través de su habilidad de replicarse y
persistir tanto dentro de las células epiteliales (no fagociticas) como dentro de células
fagociticas (células dendriticas, neutrdfilos y macréfagos) del sistema inmune innato del
hospedador. Una caracteristica comun de la salmonelosis es una marcada respuesta
inflamatoria desencadenada por el sistema inmune innato del hospedador (Hurley y col.,

2014).

Mientras algunos serotipos son capaces de producir enfermedades con diversas
caracteristicas en distintas especies hospedadoras, otros serotipos si son especificos,
como S. enterica serovar Typhi en el caso del hombre. La infeccién con Salmonella o la
enfermedad asociada con ella, salmonelosis, es a menudo caracterizada por una enteritis.
En ratones, por ejemplo, la respuesta a una infeccion con Salmonella enterica serovar.
Typhimurium usualmente estd marcada por una infiltracidn moderada de la mucosa
intestinal y una marcada infeccidon sistémica asociada con lesiones en higado y bazo por su

traslocacion a estos drganos (Santos, 2014).

Una caracteristica observada de la respuesta inmune contra Salmonella es la
produccién de IFN-y por parte de las células natural killer (NK) en los primeros estadios de

la infeccidn, y por parte de células Thl y Th2 en etapas posteriores (Spees y col., 2014).
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Ademas, los macrdfagos activados también producen citoquinas como IL-18 e IL-12, las
cuales desencadenan la produccion dependiente de IFN-y de células Th1 especificas (Patel
y Mc Cormick, 2014). También se ha descripto el efecto de la IgA secretoria en la infeccion

con Salmonella, neutralizando al patégeno (Patel y Mc Cormick, 2014).

Se han establecido modelos murinos de salmonelosis para estudiar la patogénesis
de la fiebre tifoidea, utilizandose distintas cepas de una especie estrechamente
relacionada, S. enterica serovar Typhimurium (Watson y Holden, 2010). El modelo murino
es ampliamente utilizado no sélo para estudiar los mecanismos de la patogénesis
(Mastroeni y Sheppard, 2004), sino también para estudiar la capacidad de bacterias
probidticas en la prevencién o tratamiento de infecciones entéricas causadas por
Salmonella (Gill y col., 2001; Truusalu y col., 2008; Castillo y col., 2011; Zacarias y col.,
2014). El amplio rango de virulencia entre distintas cepas de S. enterica presentes en la
naturaleza (Heithoff y col., 2012) explicaria el amplio rango de dosis infectivas reportadas
en ratones (10> a 10" UFC/ratén) (Suitso y col., 2010). La infeccién también depende de la

sensibilidad de la cepa de ratén utilizada.

Para estudiar los efectos de un cultivo probidtico sobre la prevencion de infeccion
por Salmonella, es posible utilizar un modelo de sobrevida o uno de traslocacién, como ha
sido abordado en un trabajo de nuestro grupo (Zacarias y col., 2014). En el modelo de
sobrevida, se monitorea la supervivencia a una infeccién con Salmonella en animales que
recibieron previamente el cultivo probidtico en estudio, respecto a animales control,
solamente infectados con el patdgeno. Este es un modelo operativamente sencillo, pero
del cual se obtiene relativamente poca informacion (% de sobrevida) y no se puede
obtener evidencia de la magnitud de la infeccidn/proteccion ni sobre los mecanismos
involucrados en la proteccién contra la infeccion. El modelo de traslocacion es mas
complejo, laborioso y honeroso. En este modelo los animales se sacrifican a los 4-5 dias
post-infeccidn con el patégeno (luego de haber recibido por via oral el probiético en
estudio), y permite cuantificar los niveles del patégeno en los oérganos internos
(traslocacion a higado, bazo, sangre, nddulos linfoides mesentéricos), ademds de

cuantificar en diferentes tejidos (fluido intestinal, sangre, homogenatos de intestino), los
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niveles de IgA y citoquinas, de modo de comprender y caracterizar el proceso de infeccién
(en animales control) y de proteccidon (en animales tratados) contra el patégeno. Una
aproximacion razonable es aplicar en primer lugar el modelo de sobrevida (menos
complejo, mas rapido y econdmico) y, si se observan resultados alentadores, repetir el
estudio aplicando el modelo de traslocacion (mds complejo, pero que provee mas
informacién). Considerando que la capacidad de aumentar la IgA en la mucosa intestinal
luego de la administracién oral de bacterias lacticas ha sido relacionada con la proteccién
frente a una infeccidon con Salmonella (Vinderola y col., 2007), resultado que se observd

en el capitulo anterior mediante ELISA (IgA-S) e inmonohistoquimica (células IgA+).

OBJETIVO.
El objetivo de este capitulo fue determinar la capacidad de proteccidon de L.

rhamnosus 64 contra una infeccién entérica por Salmonella.

2. MATERIALES Y METODOS.
2.1. Microorganismos.

Se utilizé L. rhamnosus 64 como cultivo secado spray en suero de queso - almidén
20% (p/v). Las condiciones de secado utilizadas fueron T° entrada: 140°C, T° salida: 80°C,
Caudal de alimentacién: 6mL/min (mini secadero spray Biichi). El cultivo secado spray en
suero de queso - almidén 20% (p/v) se reconstituyd al 20% (pv) en PBS, con incubacién a

37°C durante 15 min y agitacion periddica en vortex para rehidratacién y disolucién total.

Para el desafio con el patdégeno en ratones se utilizd Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium Malbrdn. Se obtuvieron cultivos overnight del patégeno en
caldo Infusién Cerebro Corazdn (Britania, Buenos Aires, Argentina) incubados 18 h a 37°C

en condiciones de aerobiosis.
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2.2. Animales y alimentacion.

Se utilizaron 30 ratones machos BALB/c de 6 semanas de edad (20 + 1 g)
provenientes de la colonia cerrada del Centro de medicina comparada del Instituto de
Ciencias Veterinarias del Litoral (IciVet — Litoral) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de
la Universidad Nacional del Litoral (Esperanza, Santa Fe). Los animales se alojaron en el
bioterio del INLAIN (UNL-CONICET) en cajas de pldstico transparentes en grupos de 5
animales/jaula y se mantuvieron a 21 * 1 °C, con una humedad de 55 + 2%, y ciclo
luz/oscuridad de 12h. Los animales recibieron ad libitum alimento balanceado
convencional (Cooperacién, Buenos Aires, Argentina) y agua de red y se aclimataron por
un periodo de 7 dias previos al ensayo. Los animales fueron tratados segln la Guia para el
Uso y Cuidado de Animales de Experimentacion del National Institute of Health (NIH, USA)
y los ensayos fueron aprobados por el Comité de Etica para la Experimentacién con
Animales de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNL (Esperanza, Santa Fe,

Argentina).

Los ratones (15 animales/grupo) recibieron durante 10 dias consecutivos 10®
UFC/dia/animal del cultivo secado spray. El grupo control se intubd diariamente y durante
10 dias con suero de queso + almidén 20% (p/v). Debido a que el bioterio del ICiVet puede
asegurar la provisiéon de hasta 30 animales de peso y edad homogéneos por partida, y
para no disminuir la potencia estadistica del ensayo al reducir el tamafio de la muestra de
cada grupo, se decidid establecer un grupo control y un grupo tratado con la cepa secada
spray, a expensas del grupo con la cepa como cultivo fresco, ya que el interés principal de
este primer ensayo exploratorio era determinar la capacidad de la cepa, en el formato
tecnolégico secado spray, de prevenir una infeccién intestinal por Salmonella. Al dia 11,
los animales fueron desafiados con una Unica dosis infectiva de 10° UFC/ml de Salmonella
Typhimurium Malbrdn, por intubacion intragdstrica. Se determind diariamente el peso de
los animales post-infeccion y se monitored diariamente la sobrevida a la infeccién, los

resultados se expresaron como porcentaje de sobrevida.
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2.3. Analisis estadistico.

Los datos (% de sobrevida) de los ensayos de mortalidad fueron evaluados por el test Log

Rank.

3. RESULTADOS Y DISCUSION.

No se observaron diferencias significativas en la sobrevida a la infeccién entre el
grupo control y el grupo que recibié L. rhamnosus 64 como cultivo secado spray (Fig. 29).
En general, en estos modelos de infeccidn se utiliza una dosis infectiva moderada que
permita una sobrevida del grupo de control de infeccién del 20-40% (Vinderola y col.,
2007; de Moreno de Leblanc y col., 2010), Sin embargo, en este ensayo se observd una
baja sobrevida del grupo control respecto a otros estudios, lo cual podria sugerir que la
dosis infectiva fue tal vez demasiado alta como para permitir que el probidtico contribuya
a resolver la infeccidn. Zacarias y col., (2014) reportaron variabilidad de la sobrevida ante
una misma dosis infectiva de Salmonella. En el estudio de referencia, la misma dosis
infectiva de la misma cepa de Salmonella (10° UFC/ratén) indujo diferentes porcentajes de
sobrevida a la infecciéon en los animales control (50%, 40% 6 0%, en los ensayos de

mortalidad).
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Figura 29: Sobrevida (%) de ratones control (A ) y de animales que recibieron durante 10
dias un cultivo de L. rhamnosus 64 secado spray (m), a una infeccion con Salmonella

Typhimurium Malbran.

El rango de dosis infectiva para las distintas cepas de Salmonella ser. Typhimurium
puede ser muy amplio y variable dependiendo del modelo animal utilizado (Suitso y col.,
2010; Zacarias y col., 2014). Si bien las razones de esta variabilidad en los modelos
aplicados no se conoce, podria deberse al hecho de que el proceso infectivo de
Salmonella en ratones es considerado un proceso dindmico y heterogéneo y dependiente
de multiples variables que afectan al hospedador (Watson y Holden, 2010). Incluso Bellet
y col. (2013) han descripto la influencia de los ritmos circadianos en la respuesta inmune
frente a la infeccién con Salmonella, debido a la expresién diferencial de genes con los
ciclos de luz y oscuridad. Ademads, no se puede descartar cierta variabilidad debido a la
posible contaminacién cruzada con Salmonella debido a la coprofagia en los ratones
albergados en la misma jaula luego de la infeccidn. Esta variabilidad en la sobrevida fue
también observada en ratones libres de gérmenes y convencionales en este modelo de
infeccién (Silva y col., 1999; Maia y col., 2001; Lima-Filho y col., 2004; Silva y col., 2004;
Martins y col., 2005; Martins y col., 2007; Martins y col., 2009; Martins y col., 2010).
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Al no haberse observado diferencias en los porcentajes de sobrevida ni en la
velocidad de muerte entre el grupo control y tratado, se decidié no profundizar en este

modelo.

4. CONCLUSIONES PARCIALES.

En este ensayo de salmonelosis no se observd efecto de L. rhamnosus 64 como
cultivo secado spray sobre la prevencion de la mortalidad respecto a animales control,
este resultado podria atribuirse a un elevado nivel de infeccién, considerando la baja
sobrevida del grupo control, respecto a otros trabajos donde se logré una sobrevida de

aproximadamente el 30% o a una falta de capacidad protectora intrinseca de la cepa.
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CAPITULO Ill-c: Estudio de la capacidad de proteccion de L.
rhamnosus 64 en un modelo de inflamacion intestinal de colitis
aguda.
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1. INTRODUCCION.

El tracto gastrointestinal humano es un ecosistema complejo en donde coexisten
bacterias residentes y de transito. Esta microbiota cumple importantes funciones
fisioldgicas y metabdlicas incluyendo el mantenimiento del sistema inmune asociado al
intestino (Purchiaroni y col., 2013). El desequilibrio de la microbiota intestinal conduce a
un deterioro de la funcidon inmunoldgica del intestino y puede derivar en enfermedades
gastrointestinales crénicas, entre ellas la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) (Duboc y
col., 2013). Existen estudios referidos a la utilizacion de probidticos como tratamiento
adyuvante de numerosas enfermedades que afectan el tracto gastrointestinal, como
diarrea, Ell, cancer, infeccion con Helicobacter pylori, alergias e intolerancia a la lactosa

(Hill'y col., 2014; McFarland, 2014; Narbona Lépez y col., 2014; Chavez-Tapiay col., 2015).

Las propiedades de los probidticos para aliviar los sintomas de la Ell implican la
capacidad de restaurar la diversidad de la microbiota, el antagonismo contra los
patdgenos, las mejora de la produccién de moco, la estimulacion de la proliferacion
epitelial, la modulacién de la permeabilidad intestinal y la mediacion de los efectos pro-

inflamatorios (Scaldaferri y col., 2013 Chavez-Tapiay col., 2015).

En la actualidad se utilizan distintos modelos de colitis para evaluar la
actividad anti-inflamatoria de potenciales probidticos, principalmente de aquellas cepas
capaces de inducir de IL-10 en cultivos celulares o en estudios de inmunomodulacién in
vivo (Foligne y col., 2007). En muchos casos, se cuantifica la reduccién de la inflamacién
inducida quimicamente por TNBS (trinitrobenzene sulfonic acid) o DSS (dextran sulfate
sodium) (Claes y col., 2011; Foligné y col., 2015). Estos modelos son en su mayoria
modelos agudos, mientras que los modelos de inflamacién crénica son menos comunes y
se basan en dosis menores de estas sustancias, repartidas en un periodo de tiempo. Cada
modelo tiene su propia especificidad y algunas intervenciones pueden tener efectos
opuestos en diferentes modelos. Mientras que el TNBS provoca un proceso inflamatorio
gue recluta células T, en el modelo con DSS se inducen principalmente alteraciones en la

barrera epitelial (Foligne y col., 2010a).
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El TNBS es un compuesto altamente reactivo que en contacto con la
mucosa intestinal provoca lesiones necréticas y transmurales. Se ha sugerido que la
capacidad lesiva del TNBS es debida a los metabolitos reactivos de Oxigeno que se
producen en el intestino por la accion de macrofagos y neutréfilos activados por la gran
variedad de estimulos procedentes del lumen intestinal. Las lesiones intestinales
obtenidas mediante este procedimiento experimental evolucionan hacia una fase mas
cronica de inflamacion con un prominente infiltrado de células mononucleares y presencia
ocasional de granulomas. Es frecuente observar Ulceras, engrosamiento de la pared
intestinal y reduccién de la longitud del colon en los animales tratados con TNBS (Morris y
col., 1996). Teniendo en cuenta que los modelos inflamatorios de colitis inducida TNBS
afectan al colon y que en los estudios de inmunomodulacion se observé un aumento

significativo de la sintesis de IL-10 en intestino grueso por parte de la cepa en estudio.

OBJETIVO.
El objetivo de este capitulo fue evaluar el efecto de la administracidon oral de L.
rhamnosus 64 como cultivo fresco y secado spray, frente a un modelo de colitis aguda

inducida quimicamente por TNBS.

2. MATERIALES Y METODOS.
2.1. Microorganismo.

Se utilizé L. rhamnosus 64, administrada oralmente, como cultivo fresco y secado
spray (reconstituido). La suspensién celular del cultivo fresco se prepard diariamente a
partir de un cultivo overnight (18h, 37°C, aerobiosis) de la cepa, el cual se lavé con
solucién PBS (6000 rpm, 15 min, 8°C), y se resuspendid en suero de queso - almidén (20%
p/v). Para la administracién del cultivo deshidratado, se reconstituyd de la misma manera

gue en el Capitulo lllb.
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2.2. Animales y alimentacion.

Se utilizaron 30 ratones machos BALB/c de 6 semanas de edad (20 + 1 g)
provenientes de la colonia cerrada del Centro de Medicina Comparada del Instituto de
Ciencias Veterinarias del Litoral (IciVet — Litoral) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de
la Universidad Nacional del Litoral (Esperanza, Santa Fe). Los animales se alojaron en el
bioterio del INLAIN (UNL-CONICET) en cajas de pldstico transparentes en grupos de 5
animales/jaula y se mantuvieron a 21 + 1 °C, con una humedad de 55 + 2%, y ciclo
luz/oscuridad de 12h. Los animales recibieron ad libitum alimento balanceado
convencional (Cooperacién, Buenos Aires, Argentina) y agua de red y se aclimataron por
un periodo de 7 dias previos al ensayo. Los animales fueron tratados segln la Guia para el
Uso y Cuidado de Animales de Experimentacion del National Institute of Health (NIH, USA)
y los ensayos fueron aprobados por el Comité de Etica para la Experimentacién con
Animales de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNL (Esperanza, Santa Fe,
Argentina). Se administré la cepa L. rhamnosus 64 por intubacién intragastrica (2x10°
UFC/dia/animal) durante 5 dias previos a la administracion de TNBS. Durante el estudio se

registro el peso corporal de los animales.

2.3. Induccion de colitis aguda por TNBS.

Se utilizd6 un modelo murino estandarizado (Foligné y col., 2006), donde se
indujeron  niveles moderados de inflamacién en ratones anestesiados
intraperitonealmente con un cocktail (0,2 mL/animal) de ketamina/xilacina/acepromacina.
Se administré TNBS (Sigma) en una dosis de 100 mg/kg de peso corporal disuelta en una
solucién de 0,9% de NaCl/ etanol (50/50, v/v) en un volumen de 50 pL de la solucién por

animal por via rectal.

2.3.1 EVALUACION MACROSCOPICA DE LA COLITIS.
Tres dias después de la induccién de colitis los animales fueron pesados,

anestesiados  intraperitonealmente con un cocktail (0,2 mL/animal) de
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ketamina/xilacina/acepromacina y sacrificados por dislocacién cervical. Se retiré el colon,
se eliminaron restos de grasa y tejido mesentérico, se abrié cuidadosamente de forma
longitudinal y se realizé6 un lavado del interior del colon con PBS para la remocién de
restos de materia fecal. El colon se midi6 y se evalud el dafio y la inflamacion segun los
criterios de Wallace (Wallace y col., 1989). Este criterio califica macroscépicamente (Fig.
30) (puntuaciones que van de 0 a 10) y refleja (i) la intensidad de la inflamacion, (ii) el

engrosamiento de la mucosa coldnica, y (iii) el grado de ulceracion (Foligné y col., 2006).

Figura 30: Evaluacion del dafio e inflamacion del colon segun score de Wallace.

2.4. Tratamiento estadistico.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism versién 6.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Las comparaciones entre los grupos de estudio
fueron determinados con las pruebas de Mann-Whitney los resultados se representaron

como medianas (IC). El criterio de significacién estadistica que se adopté fue p < 0,05.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION.

En modelos in vivo, diferentes cepas probidticas han demostrado la capacidad de
promover las defensas inmunolégicas en animales sanos (Diaz-Ropero y col., 2006),
potenciando parametros pertenecientes tanto a la inmunidad natural como adquirida.
Estas observaciones podrian explicar el papel protector de estas cepas en el modelo
animal de infecciéon por Salmonella (Olivares y col., 2006), o de reducir la respuesta
inflamatoria observada en modelos de enfermedad inflamatoria intestinal en ratones
(Peran y col., 2007). A pesar de ello, la eficacia o la potencia de cada probidtico es una
caracteristica especifica de cada cepa en particular y, por ello, no es posible generalizarla a

otras cepas de la misma especie.

En este capitulo se evalud el efecto de la administracion oral de L. rhamnosus 64
durante 5 dias en un modelo de colitis aguda inducida quimicamente (TNBS) en ratones
BALB/c. Tras el sacrificio de los animales, tres dias después de la administracién de TNBS,
se realizé un examen macroscépico del grado de inflamacién segun el score de Wallace

(Wallace y col., 1989).

La evaluacién macroscdpica de los tejidos permitié observar que en el grupo de
animales control tuvo lugar un engrosamiento de la pared del intestino grueso, al igual
gue en el grupo que recibid el cultivo fresco de L. rhamnosus 64. El tejido colénico mostré
mayores zonas de ulceracién y necrosis respecto al grupo de animales que recibié el
cultivo de L. rhamnosus 64 secado spray. Los animales tratados con el cultivo secado spray
presentaron un grado de inflamacién menor que los tratados con el cultivo fresco
(p=0,0018) y que los del grupo control (p=0,043) (Fig.31). La administracion del cultivo
secado spray produjo un efecto también en la longitud del colon. El acortamiento de colon
fue significativamente mayor en los ratones del grupo control respecto al grupo que
recibid el cultivo secado spray (p=0,044) (Fig. 32). Foligne y col., (2015) observaron que
administrando una combinacién de cepas probidticas en un modelo de colitis inducida por
DSS, se observé una tendencia pero sin reduccién significativa de algunos de los

marcadores inflamatorios como la longitud del colon.
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En cuanto al peso de los animales luego de la administracion de TNBS, no se
observaron diferencias significativas entre los grupos evaluados (Fig. 33), coincidiendo con
lo publicado por Preising y col., 2010. Segun Philippe y col. (2011) los animales tratados
con B. bifidum S17 mostraron una tendencia hacia la inhibicidon parcial de la pérdida de
peso inducida por TNBS, aunque este efecto no alcanzé a ser significativo, probablemente
porque en el modelo de colitis aguda el periodo entre la administracién y el sacrificio es

corto.
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Figura 31: Score macroscépico (Wallace) luego de la administraciéon de L. rhamnosus 64,
como cultivo fresco o secado spray en un modelo de colitis (TNBS) en ratones. *Diferencia
significativa respecto al control ** Diferencia significativa entre los cultivos fresco y

secado spray.
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Figura 32: Longitud del colon (cm) luego de la administracién de L. rhamnosus 64 fresco o

secado spray en un modelo de colitis (TNBS) en ratones. *Diferencia significativa respecto

al control ** Diferencia significativa entre cultivo fresco y secado spray.
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Figura 33: Pérdida de peso en animales control y en aquellos que recibieron L. rhamnosus

64, como cultivo fresco y secado spray, luego de 3 dias de la administracion intrarectal de

TNBS.
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Si bien estos estudios son preliminares y deberian profundizarse evaluando indices
microscopicos de inflamacién (test de Ameho) y la expresion de citoquinas inflamatorias y
reguladoras en tejido coldnico, es posible observar que la administracidon oral de L.
rhamnosus 64, como cultivo secado spray, produjo un efecto protector frente a la colitis
inducida por TNBS. Un mecanismo, a verificar, que puede haber contribuido al aumento
en la proteccion es la induccidén de IL-10 en intestino grueso observada para la cepa en
este trabajo de Tesis, la cual es una citoquina con efectos regulatorios y anti-inflamatorios
(Paul y col., 2012). Una posibilidad que no debe desestimarse también es que, al ajustar la
dosis administrada de L. rhamnosus 64 segun la cantidad de bacterias viables, y al tener el
cultivo secado spray una cierta fraccion de células inactivadas por calor inherente al
proceso de secado spray, los animales que recibieron el cultivo deshidratado hayan
recibido una dosis mayor de células totales (viables y no viables), que aquellos animales
del grupo que recibieron el cultivo fresco. Numerosos reportes indican que si bien Ila
viabilidad es una condicién para que un cultivo sea considerado probiético, las células no
viables también contribuyen parcialmente al efecto probiético (Ouwehand y Salminen

1998; Galdeano y Perdigén 2004; Lahtinen, 2012).
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4. CONCLUSIONES PARCIALES.

Si bien los resultados son limitados y deberia profundizarse el estudio ampliando la
cuantificacién a otros parametros histoldgicos y quimicos, se observd que Ia
administraciéon de L. rhamnosus 64, como cultivo secado spray, podria tener un papel

moderador de procesos inflamatorios intestinales.
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CAPITULO IV: Produccién de L. rhamnosus 64 deshidratado por
secado spray a escala piloto e industrial y aplicacion
tecnoldgica.
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INTRODUCCION.

Los alimentos adicionados de microorganismos probidticos, ademds de cumplir con
la funcidn de ser vehiculo de los mismos, pueden contribuir a amortiguar su paso a través
del tracto gastrointestinal por su capacidad buffer y pueden a la vez contener otros
ingredientes funcionales como componentes bioactivos que podrian interactuar con los
probiéticos y modificar benéficamente su funcionalidad y eficacia (Ranadheera y col.,

2010).

La microencapsulacidon es un concepto importante para el mantenimiento de la
viabilidad celular durante la produccién, almacenamiento y consumo de alimentos con
microorganismos  probidticos microencapsulados. La inclusion de probidticos
microencapsulados en alimentos plantea todavia desafios que tienen que ver con la
correcta incorporacidon a la matriz, que no tengan lugar fendmenos de separacién de
fases, que la microcdpsula no sea percibida por el consumidor al momento de ingerir el
alimento y que el probiético sea liberado al medio en el momento oportuno (De Prisco y

Mauriello 2016).

Para mejorar la robustez tecnolégica y el paso por el tracto gastrointestinal de los
microorganismos probidticos se han aplicado diferentes estrategias, como una cuidadosa
seleccion de aquellas cepas con mayor aptitud tecnolégica, el uso de ingredientes
protectores de la viabilidad, la adaptacidn a niveles subletales de un estrés fisico o
guimico o la manipulacidn genética, entre otras (Gueimonde y Sanchez, 2012). En cuanto
a la tecnologia utilizada para preservar la funcionalidad de los microorganismos
probidticos, la microencapsulacién aparece como una opcidn muy favorable. En este
sentido, la tecnologia adoptada es de suma importancia, asi como la seleccién de los
materiales de encapsulacién, ya que las propiedades morfoldgicas y funcionales de las
capsulas (tamafio, morfologia, textura, porosidad, momento de la liberacion, entre otras)
influyen en el éxito de la proteccién y en la liberaciéon oportuna de los probidticos. Los
biopolimeros de calidad alimentaria como alginato, quitosano, pectina, almiddn,
carragenano y proteinas de leche son las matrices mas investigadas y utilizadas para la

encapsulacion de células debido a su eficacia en la proteccion de los probidticos a varias
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condiciones de estrés, como la acidez gdstrica y las sales biliares (De Prisco y Mauriello

2016).

Si bien la industria lactea ha sido pionera en la introduccién de probidticos en
alimentos, principalmente leches fermentadas y queso (Sanchez y col., 2012), en la
actualidad una amplia gama de productos alimenticios, incluyendo alimentos para
lactantes, bebidas lacteas y productos no lacteos como cereales para desayuno, productos
carnicos, chocolate y jugos de frutas, han sido evaluados como posibles vehiculos (Saarela
y col., 2006; Burgain y col., 2011 Soukoulis y col., 2013, Barbosa y col., 2016). Muchos de
estos productos no se han desarrollado de manera comercial, ya que algunas tecnologias
de encapsulacién utilizadas en el ambito de la investigacion, requieren de pasos y/o
procesos especificos sofisticados que dificultan su escalado y aumentan el costo,
resultando inviable en la industria de alimentos. En este sentido, el secado spray de
microorganismos probidticos es una tecnologia de microencapsulacién sencilla y factible

de ser aplicada a nivel industrial.

OBJETIVO.
El objetivo de este capitulo fue avanzar en el escalado del proceso de secado spray
de L. rhamnosus 64 y evaluar el agregado de la cepa, secada spray, a miniquesos blandos

reducidos en grasas.
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CAPITULO IV-a: Secado spray piloto de L. rhamnosus 64.
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1. INTRODUCCION.

La deshidratacion es una forma comun de aumentar la estabilidad de ciertos
alimentos durante el almacenamiento y facilitar su manipulaciéon. En la actualidad,
diferentes productos y subproductos lacteos deshidratados son ampliamente
comercializados y presentan un interés particular en la industria alimentaria. La tecnologia
de secado por pulverizacion implica la transformacién de concentrados lacteos en una
gran cantidad de pequefias gotas, que estan expuestas a un flujo rdpido de aire caliente y
a medida que entran en la cdmara de pulverizacién, el agua se evapora y las gotas se
convierten en particulas de polvo (Nikolova y col., 2015). La superficie de las particulas
obtenidas es una de las caracteristicas mds importantes, ya que interactia directamente
con el medio ambiente, principalmente el agua y el aire, durante las operaciones de

almacenamiento y rehidratacion del cultivo (Jonesy col., 2013).

La utilizaciéon de bacterias probidticas en productos lacteos fermentados (leches
fermentadas y quesos) plantea, entre otras cosas, la necesidad del mantenimiento de la
viabilidad de las mismos hasta el consumo y un sistema muy organizado de
almacenamiento y distribucion que garantice la cadena de frio (Champagne y Gardner,
2005; Ross y col.,, 2005). Aunque el secado spray puede inducir estrés térmico en
microorganismos térmicamente labiles, en los Ultimos afios, y debido principalmente a su
bajo costo, se ha propuesto como una tecnologia de potencial interés para la produccién
de cepas especificas de diferentes especies del género Lactobacillus y Bifidobacterium,
como starters y cultivos probiodticos adjuntos deshidratados (Burgain y col., 2011). Ademas
de las diferentes estrategias de microencapsulacidn, el uso de agentes protectores para
microencapsular probidticos es un area también ampliamente investigada (Champagne y

col., 1991; Anal y Singh, 2007, Chavez y col., 2011, Anekella y Orsat 2014).

Las matrices de encapsulacién incluyen una variedad de materiales como goma
arabiga, alginato, gelatina, maltodextrina, pectina, leche descremada en polvo, almidén y
proteinas de suero (como WPC y WPI), entre otros (De Castro y col.,, 2012). Estas
sustancias desempefian un papel clave en el proceso de secado, ya que protegen a los

microorganismos durante la deshidratacion y pueden dar lugar a diversos tipos de
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morfologia de las particulas (Sadek y col., 2015), lo que esta relacionado con la estabilidad
del probidtico durante el almacenamiento y la liberacién del mismo en el alimento o en el
tracto intestinal.

En la prdactica, muchas veces la seleccién de la matriz de encapsulacién y
condiciones de secado spray se realiza por procedimientos de prueba y error, esta forma
de trabajo implica mayor tiempo, produce mayores costos y no asegura estar trabajando
en las mejores condiciones (Mufioz-Celaya y col 2012). La metodologia de superficie de
respuesta permite conocer cémo influyen las principales variables del proceso de secado
sobre la viabilidad de los probiéticos o para hacer un analisis metddico sobre la efectividad
de las diferentes matrices de secado (Behboudi-Jobbehdar y col., 2013; Anekella y Orsat,
2014; Shokri y col., 2015). A pesar de las numerosas publicaciones referidas a la
deshidratacién de bacterias probidticas, aun no se encuentra disponible una tecnologia de
secado que se adapte para la produccion de cualquier probiético deshidratado, y tampoco
un material de encapsulacién universal que asegure la viabilidad independientemente del

microorganismo utilizado (Makinen y col., 2012).

OBJETIVO.

El objetivo de esta parte del trabajo fue evaluar el efecto de un tratamiento
térmico previo sobre la sobrevida al secado spray y durante la conservacién, incluyendo
ahora en la optimizacién el nivel de células viables, y avanzar en el escalado piloto de la

produccién de cultivos deshidratados por secado spray de L. rhamnosus 64.
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2. MATERIALES Y METODOS.
2.1 Microorganismo.

Se utilizé la cepa L. rhamnosus 64, la cual se reactivd a partir de stocks congelados
(-70°C) en MRS - glicerol 18% (p/v), y se utilizdé luego de tres sucesivos repiques. Los
cultivos overnight (16 h, 37°C) de la cepa se obtuvieron en caldo MRS (Biokar, Beauvais,

Francia).

2.2 Optimizacion de las condiciones de secado spray para obtener la mayor

supervivencia de L. rhamnosus 64.

En este ensayo se trabajo con la metodologia de superficie de respuesta que, como
se observo en los Capitulos 1y 2, permite, de forma mas efectiva que si se hiciera prueba
— error, analizar de una manera sistemdtica el efecto de las variables del proceso de

secado spray (Krishnaiah y col., 2012), sobre la supervivencia del microorganismo.

La produccién de biomasa de L. rhamnosus 64 se llevd a cabo en un fermentador
de 2 L (Sartorius Biostat A plus) inoculado (1% v/v) con un cultivo overnight (16 h, 37°C) de
la cepa. La fermentacion se llevé a cabo en el medio de cultivo optimizado (Run 20),
compuesto por permeado de suero de queseria reconstituido (9% p/v) (Arla Foods,
Portefia, Cérdoba, Argentina) suplementado con 2,5 g/L de extracto de levadura, 2,5 g/L
de triptona y 5 mL/L de solucion Mg-Mn (MgSO, 2% p/v y MnSO,4 0,4% p/v). La
fermentacion se realizé bajo condiciones de anaerobiosis con flujo de CO, (0,2 L/min) y
agitacién 200 rpm, manteniéndose a pH 6 controlado por la adicién automatica de una

solucién estéril de Na,C03(211,96 g/L) - NaOH (160 g/L).

Se realizd la optimizacion de las condiciones de secado spray en un secadero spray
Bichi B-290 (Flawil, Suiza) utilizando como matriz de secado suero de queso — almidén
(20% p/v de sdlidos totales, relacién 1:1). En general las variables de proceso que influyen
en las caracteristicas del producto son: condiciones de atomizacién, tipo de flujo de aire
(co-corriente vs. contra-corriente), temperatura de entrada, caudal de alimentacion y el

tiempo de contacto entre la particula y aire caliente (Masters, 1991).
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La sobrevida al secado spray se evalué utilizando la férmula:
Sobrevida (%) = 100 x N/Ng

Donde No. representa el nimero de bacterias viables antes del secado (UFC/mL) y N:

representa el nimero de bacterias viables post secado (UFC/mL) (Gardiner y col., 2000).

Para conocer el efecto de las variables del proceso sobre la supervivencia al secado
spray de L. rhamnosus 64, se incorpord, respecto a lo hecho en Capitulos anteriores, una
variable independiente adicional (ademas de temperatura de entrada y flujo de aire): el
caudal de alimentacidn. La principal variable de respuesta evaluada fue la supervivencia
de la cepa (ademdas de la humedad y la temperatura de salida). Para optimizar este
proceso se llevd a cabo un disefio central compuesto, las variables y los niveles analizados

se pueden observar en la Tabla 13.

Tabla 13: Diseio central compuesto utilizado para optimizar la sobrevida al secado spray
de L. rhamnosus 64 en una solucidn de suero de queso — almidén (20% p/v, relacion 1:1)

mediante la metodologia de superficie de respuesta.

Niveles de las variables

Variables
Independientes Variable 1 0 -1
Flujo delalre X1 50 40 30
(mm’)
Caudal de
alimentacion (%)* X2 25 20 15
Temperatura de X3 130 120 110

entrada (2C)
Ymm de columna: 50 mm equivalen a 601 L/h; 40 mm a 473 L/h; y 30 mm a 357 L/h.

2Caudal de alimentacién: 25% = 7,5 mL/min; 20% = 6 mL/min; 15% = 4,5 mL/min.

2.3 Efecto de la aplicacion de un estrés térmico moderado en el fermentador y/o

en la solucion de secado sobre la viabilidad.

Segln lo expuesto en el capitulo 2 de esta tesis y lo publicado por Teixeira y

col.(1994) y por Gouesbet y col. (2002), la aplicacidon de un nivel moderado de calor puede
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inducir resistencia a mayores temperaturas, de manera que permite a los
microorganismos, después de un choque de calor no letal, tolerar un segundo estrés
térmico de mayor intensidad. Se evalué el efecto de un estrés térmico moderado (45°C, 1
h), aplicado sobre la biomasa producida en el fermentador y/o en las células

resuspendidas en la solucién de secado.

Se produjo biomasa de L. rhamnosus 64 en un fermentador de 2 L (Sartorius
Biostat A plus) inoculado (1% v/v) con un cultivo overnight (16 h, 37°C). Como medio de
cultivo se utilizd6 permeado de suero de queseria reconstituido (9% p/v) (Arla Foods,
Portefia, Cérdoba, Argentina) suplementado con 2,5 g/L de extracto de levadura, 2,5 g/L
de triptona y 5 mL/L de solucién Mg-Mn (MgSO; 2% p/v y MnSO,; 0,4% p/v). La
fermentacion se realizd bajo condiciones de anaerobiosis con flujo de CO, (0,2 L/min,
agitacién 200 rpm), manteniéndose a pH 6 constante por adicion automadtica de una
solucién estéril de Na,COs (211,96 g/L) / NaOH (160 g/L). De cada fermentacién se
tomaron 4 alicuotas de 400 mL y se llevd a cabo el procedimiento que se presenta en la
Figura 34. Todas las muestras se secaron spray en una solucién de suero de queso -
almidén (20% p/v, relacion 1:1) con las condiciones de secado optimizadas segun el item
anterior (temperatura de entrada 130°C, temperatura de salida 79°C, caudal de
alimentacion 15 (4,5 mL/min) y flujo de aire de 40 mm (473 L/h). La viabilidad celular se
determind por recuentos en agar MRS (Biokar) (48 h, 37°C, aerobiosis) previo y posterior

al secado spray.
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Figura 34: Diagrama de trabajo para la aplicacién de estrés térmico moderado (45°C, 1 h)
sobre la biomasa de L. rhamnosus 64 directamente en el fermentador y/o sobre las células

resuspendidas en la solucién de secado.



2.4 Secado spray a escala piloto de L. rhamnosus 64.

Esta actividad se realizé en el Laboratorio de Productos Funcionales de la Facultad
de Zootecnia e Ingenieria de Alimentos de la Universidad de San Pablo (Pirassununga,
Brasil) y bajo la supervisién de la Dra. Carmen Favaro-Trindade. Debido a la imposibilidad
de producir biomasa en fermentador en el lugar de trabajo, para estos ensayos, se
obtuvieron cultivos de la cepa en estudio en botellas de 1 L a pH libre utilizando el medio
de cultivo optimizado basado en permeado de suero de queso (Run 20) (37°C, 18 h,
aerobiosis). La biomasa producida se centrifugé (5000 rpm, 15 min, 52C) y se resuspendio
en 1 L de diferentes soluciones de secado con 20% de sélidos totales (Tabla 14). Previo al
secado, a las muestras correspondientes se les realizd el tratamiento térmico (TT) 45°C
durante 1 hora sobre la matriz de secado para evaluar el efecto sobre las microcapsulas.
La deshidratacion se realizd6 en un secadero spray escala piloto LABMAQ (Fig. 35). Las
condiciones de secado fueron: temperatura de entrada: 125°C, temperatura de salida:

75°C, caudal de alimentacidn: 20 mL/min (sugeridas por la experiencia previa del grupo).

Tabla 14: Matrices de secado utilizadas para deshidratar L. rhamnosus 64 en un secadero

spray piloto (LABMAQ).

Matriz de secado 20% de sélidos totales, en relacién:
Suero de queso — almidén. 1:1
Suero de queso — almidén — WPC. 2:1:1
Suero de queso — WPC — maltodextrina. 2:1:1
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Figura 35: Secadero spray escala piloto LABMAQ (FZEA, Universidad de San Pablo, Brasil).

2.4.1 CARACTERIZACION DE LAS MICROCAPSULAS.

Se determind la morfologia de las microcapsulas mediante microscopia electrénica
de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) empleando un microscopio Tabletop Hitachi
(Tokio, Japdn) TM 3000, con el programa TM 3000. Las muestras se adhirieron con una
cinta de doble faz sobre portamuestras cilindricos, se metalizaron con una capa de oro y

se examinaron empleando un voltaje de aceleracién de 20 kV.

La actividad de agua (ay) se determind mediante un equipo AQUALAB (Decagon
Devices, Pullman, EUA) (Fig. 36). La humedad se determiné mediante un analizador

halégeno de humedad modelo MB 35 - Ohaus (Ohio, Estados Unidos).
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Figura 36: Equipamiento para la determinacién de a,, (AQUALAB).

El tamafio y distribucion de tamafio de las particulas se evalué con un analizador
de particulas por difraccién laser SALD -201V, Shimadzu (Tokio, Japon) (Fig. 37). Se utilizd

etanol como medio de sedimentacidon y 30 mg de muestra.

Figura 37: Equipamiento para determinacion de tamafio y distribucién de particulas.

2.5. Secado spray a escala industrial de L. rhamnosus 64.

Se produjo biomasa de L. rhamnosus 64 en dos fermentadores Sartorius Biostat A

plus (5 L), utilizando las condiciones del item 2.3. Los fermentadores se inocularon (1%
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v/v) con un cultivo overnight (16 h, 37°C) de la cepa en el mismo medio de cultivo. La
biomasa producida se concentrdé utilizando una centrifuga continua CEPA (New Brunswick,
USA), y se re suspendié en 10 L de la matriz de secado correspondiente a los ensayos

realizados.

El secado spray se realizd en la planta industrial de la empresa Galaxie S.A.
(Sarandi, Buenos Aires, Argentina). Se utilizé un secadero spray Galaxie Modelo 1612 (Fig.
38), el cual es el modelo mas pequefio de la linea de secaderos spray industriales
producidos por esta empresa. Por cuestiones de tiempo, distancia y costo, se realizaron

dos ensayos, los cuales podrian considerarse como exploratorios o preliminares.

En el primer ensayo se realizé el secado spray de L. rhamnosus 64 resuspendido en
10 L de suero de queso - almidén (20% p/v, relacion 1:1), los rangos de temperatura de
entrada utilizados fueron TE: 170° - 186°C, para obtener un rango de temperaturas de
salida que oscilé entre 71 — 88°C. Si bien a menor escala se trabajé a temperaturas de
entrada inferiores, el equipo disponible a nivel industrial no poseia las caracteristicas de
ajuste fino de los equipos de laboratorio, y por lo tanto no fue posible estabilizarlo a
menores temperaturas de entrada que las que se utilizaron. Se conservaron muestras de
todas las condiciones obtenidas para determinar el efecto de la temperatura de salida. Se
determind la viabilidad pre y post-secado en agar MRS (37°C, 48 h, anaerobiosis) y la
supervivencia a los 180 dias de almacenamiento a 5°C de los polvos obtenidos, envasados

al vacio en bolsas adecuadas para el producto (Cryovac, Buenos Aires, Argentina).

En el segundo ensayo, se utilizd un cultivo de L. rhamnosus 64 con tratamiento
térmico previo (45°C 1h, aplicado sobre la biomasa en el fermentador), el cultivo de la
cepa en estudio fue deshidratado en dos matrices de secado (20% p/v de sélidos totales):
suero de queso - almiddn (1:1) y suero de queso - WPC - maltodextrina (2:1:1). Se utilizd
una temperatura de entrada de 173°C, y una temperatura de salida de 79°C. Se determind
la viabilidad en agar MRS (37°C, 48h, anaerobiosis) antes y después del secado spray vy
luego de la conservacidon a 5°C durante 180 dias de los polvos obtenidos, envasados al

vacio.
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Figura 38: Secadero spray industrial Galaxie modelo 1612.

2.6. Analisis estadistico.

Los parametros de secado se optimizaron mediante la metodologia de
superficie de respuesta (RSM), utilizando un disefio central compuesto (DCC).El ajuste de
los modelos se hizo por la metodologia de los minimos cuadrados, y el riesgo de error

asumido fue de a=0,05. Los paquetes estadisticos utilizados fueron R (3.1.2) y SAS 9.2.

3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1. Optimizacion de las condiciones de secado spray para obtener la mayor

supervivencia de L. rhamnosus 64.

A pesar de la amplia demanda de probidticos de bajo costo, el uso de secado spray
como tecnologia para su produccion es aun un desafio debido al impacto negativo que
puede tener sobre la integridad celular durante el proceso de deshidratacién y a lo largo

de la conservacion (Behboudi-Jobbehdar y col., 2013). Con el objeto de asegurar la
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estabilidad del producto durante el almacenamiento se debe encontrar una solucién de
compromiso entre mantener la viabilidad de los microorganismos probidticos (menor
temperatura de salida posible) y obtener una humedad adecuada (mayor temperatura de
salida posible). Un calentamiento excesivo durante el secado (alta temperatura de entrada
y de salida, baja velocidad de alimentacion) puede conducir a un dafo celular térmico
sobre las macromoléculas microbianas (proteinas y acidos nucleicos), la modificacion del
estado fisico de la membrana citoplasmatica y la peroxidacidon de la membrana lipidica
(Soukoulis y col., 2013). Por otro lado, se requieren altas temperaturas para evaporar el
agua a lo largo del proceso y obtener un porcentaje de humedad entre 4 - 6 % que
garantice la estabilidad de los cultivos deshidratados durante el almacenamiento (Zayed y
Roos, 2004; Ananta y col., 2005).

En el Capitulo 1 de este trabajo se realizé la optimizacién del secado spray de la
matriz suero de queso — almidén (sin agregado de células viables), priorizando las
variables humedad (4 - 6%) y temperatura de salida (< a 85°C para promover una mayor
supervivencia de los microorganismos probidticos). La temperatura de entrada del aire de
secado puede influir en la eficiencia de secado, en el contenido de agua residual y las
propiedades del producto final, este pardmetro junto con la alimentacidon y el flujo de aire
de secado, son responsables de |la evaporacion del agua. Por otro lado, la temperatura de
salida responde a la temperatura de entrada, al flujo de aire, al caudal de alimentacidony a
la cantidad de sdlidos. Esta interdependencia de las variables es lo que hace que controlar

el proceso sea una cuestion compleja (Cal y Sollohub, 2010).

En la optimizacion realizada en este capitulo se evalué el porcentaje de
supervivencia como la principal variable de respuesta. El flujo de aire y la temperatura de
entrada mostraron un efecto sobre la supervivencia de L. rhamnosus 64 (Fig. 39), mientras
gue no se observé influencia del caudal de alimentacion (CA), ni interaccién entre los 3
factores evaluados (p = 0,054). De todas formas el CA es un pardmetro a controlar ya que
afecta la temperatura de salida, la humedad e indirectamente influye sobre la viabilidad
de los microorganismos y la estabilidad del producto a largo plazo. Si la temperatura del

aire de entrada se mantiene constante, por ejemplo, una disminucidon en el CA se

163



traducird en un aumento de la temperatura de salida (Oliveira y Petrovick, 2009) mientras
gue un aumento podria provocar el secado incompleto y el pegado del material en las

paredes de la cdmara de secado o el cicldn.

Segun el modelo de superficie de respuesta, la mdxima supervivencia se obtuvo
utilizando una temperatura de entrada 120°C, un flujo de aire de 38 mm (450 L/h) y un
caudal de alimentacion de 25% (7,5 mL/min) (Fig.39), pero estas condiciones no fueron las
Optimas para la humedad (Fig. 40). Behboudi-Jobbehdar y col. (2013) obtuvieron menos
pérdida de viabilidad de L. acidophilus NCIMB 701748 cuando aumentaron el caudal de
alimentacion de 6 a 7,5 mL/min, pero al aumentar el caudal de alimentaciéon a 9 mL/min

no hubo una mayor termoproteccién y se observé un impacto perjudicial sobre la a.

La temperatura del aire de salida no es un pardmetro independiente, ya
que depende en mayor o menor medida de muchos otros pardmetros del proceso tales
como la velocidad de flujo de aire (Wang y col., 2004), las condiciones de entrada de aire
(humedad y temperatura) (O'Riordan y col.,, 2001, Sunny-Roberts y Knorr 2009), la
velocidad de alimentacién (Gardiner y col., 2000, Lian y col., 2002), la concentracién de
sélidos, asi también como del tamano de la gota (Boza y col., 2004, Santivarangkna y col.,
2007). En este ensayo el CA tuvo un efecto significativo sobre la temperatura de salida (p =
0,0311), a medida que aumentd el mismo de 15% a 20% (con una temperatura de entrada
y flujo de aire constante, 130°C y 40 mm respectivamente), se observé una disminucién de

la temperatura de salida de 80°C a 75°C.

Cuando se evalué el efecto de la temperatura de entrada, flujo de aire y CA
sobre la humedad, se observd una interaccidn significativa entre los 3 factores (p =
0,00196). El CA tuvo una gran incidencia sobre el porcentaje de humedad de los polvos

obtenidos (p = 0,02691).

Debido a que el CA no tiene un efecto significativo sobre la supervivencia (p =
0,1502), se lo utilizé al 15% (4,5 mL/min) para obtener un porcentaje de humedad
adecuado (Fig. 41). Las condiciones optimizadas finalmente fueron, temperatura de

entrada 130°C, flujo de aire 38 mm (450 L/h) y CA 15% (4,5 mL/min), logrando un
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porcentaje de humedad de 4 — 4,5% y una supervivencia de 80 — 90% (ver la tabla de

condiciones de secado segun el disefio de superficie de respuesta en Anexo Il).

Las condiciones optimizadas en el capitulo 1 para secar spray suero de queso — almidén
(sin L. rhamnosus 64) determinaron una temperatura de salida menor a 85°C y la
obtencién de un polvo con humedad de 4 - 6% (p/p) al utilizar una temperatura de
entrada de 145-155°C, flujo de aire 30 mm (357 L/h) y un caudal de alimentacién de 4,5
mL/min. Las diferencias entre las condiciones de secado de la solucion suero de queso —

almidoén incluyendo o no a la cepa, se observan en la Tabla 15.

Tabla 15: Condiciones optimizadas para el secado de suero de queso — almiddn con la

adicion o no de L. rhamnosus 64.

Solucién de secado TE TS FA CA
Suero de queso - almidén 145°C < 85°C 30 mm 15 %

Suero de queso - almidon

L.rh 4
con L. rhamnosus 6 130°C 75°C 38mm 15 %

TE: temperatura de entrada; TS: temperatura de salida; FA: flujo de aire (mm de columna);
CA: caudal de alimentacién (%).

Ymm de columna: 30 mm a 357 L/h; 38 mm 450 L/h..

2Caudal de alimentacién: 15% = 4,5 mL/min.

Hamsupo y col. (2005) obtuvieron tasas de supervivencia mas altas de L. reuteri
KUB-AC5 a 70°C de temperatura de salida con una variacién de la supervivencia del 83-
93% dependiendo del medio de cultivo. La supervivencia de una cepa termosensible de L.
paracasei durante el secado por aspersion oscilé entre el 97% (con temperatura de salida
70-75 °C) a 0% (temperatura de salida 120°C) (Gardiner y col., 2000). Otras cepas de
lactobacilos secadas spray en leche descremada con una temperatura de salida de 85°C
registraron pérdidas de viabilidad de 0,16 a 0,95 érdenes log, evidenciando la cepa

dependencia de este fenédmeno (Paez y col., 2012).
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Flujo de aire (mm)

105 110 115 120 125 130 135

Temperatura de entrada (°C)

Figura 39: Supervivencia (%) de L. rhamnosus 64 al secado spray. Efecto de la temperatura

de entrada y el flujo de aire, con un caudal de alimentacion constante (15% = 4,5 mL/min).
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Figura 40: Efecto de la temperatura de entrada y el flujo de aire, con un caudal de

alimentacion constante (25% = 7,5 mL/min) sobre el porcentaje de humedad.
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Figura 41: Grafico de contorno donde la variable respuesta es la humedad (lineas color

naranja) con un caudal de alimentacion constante 15% (4,5 mL/min).
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3.2 Efecto de la aplicacion de un estrés térmico moderado sobre la sobrevida de

L. rhamnosus 64 deshidratado en suero de queso - almiddn.

Algunas veces las aplicaciones industriales requieren una cepa especifica que, por
sus propiedades, no puede ser reemplazada con otra alternativa de mayor tolerancia al
estrés. En estos casos la pre-adaptacién o la aplicacion de un pre-tratamiento térmico
puede ser una opcion para incrementar la supervivencia celular contra condiciones
adversas (Fu y Chen, 2011). Por lo general, un aumento de temperatura de 10 °C por
encima de la temperatura éptima de crecimiento conduce a un shock térmico (Teixeira y
col., 1994). En estudios previos se evalud la pre-adaptacién (52°C, 15 min) de las células al
calor como inductora de respuesta ante el shock térmico, aplicado sobre el medio de
cultivo MRS y sobre leche descremada a fin de mejorar la supervivencia celular durante el
secado spray (Desmond y col.,, 2001; Desmond y col., 2004). Segln los resultados
obtenidos en el Capitulo 2 de esta tesis la muerte celular post secado spray en muestras
qgue recibieron la aplicaciéon de un estrés térmico moderado en el fermentador a 52°C
durante 15 min o 45°C durante 1h fue de 1,73 + 0,11 log UFC/mL y de 0,66 + 0,21 log

UFC/mL respectivamente.

En este ensayo se evalud el efecto de la aplicacion o no de un estrés moderado
(45°C, 1h) sobre el medio de cultivo (Run 20) y/o sobre la matriz de secado (suero de
queso — almiddn, 20 % p/v) post secado spray (Fig. 42) y durante el almacenamiento de L.

rhamnosus 64.

En la Fig. 42 se observa que la aplicacidon del tratamiento térmico no tuvo un efecto

protector sobre la supervivencia al secado spray.
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Figura 42: Muerte celular (diferencia de los logaritmos de UFC/mL antes y después del
secado spray de L. rhamnosus 64 en suero de queso - almidén (20% p/v), luego de la
aplicacion de un doble estrés térmico moderado (45°C, 1h) al cultivo en el fermentador y
en la matriz de secado (m), solo a la biomasa en el fermentador (m), sélo a la biomasa

resuspendida en la matriz de secado (=), respecto a un control sin tratamiento térmico

(m).

En la Fig. 43 se observa que todos los tratamientos tuvieron una pérdida de
viabilidad significativa a través del tiempo (p < 0,05), pero el comportamiento fue
diferente segun el tratamiento evaluado. No se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos sobre la viabilidad durante la conservacién de los polvos a 5°C a tiempo

0, 60y 120 dias, pero esta diferencia se manifesto a los 180 dias.
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Figura 43: Recuento de células viables de L. rhamnosus 64 durante la conservacion a 5°C
de cultivos deshidratados por secado spray en suero de queso - almidéon (20% p/v,
relacién 1:1), luego de la aplicacion de un doble estrés térmico moderado (45°C, 1h) al
cultivo en el fermentador y en la matriz de secado (¢), sélo a la biomasa en el fermentador
(m), sélo a la biomasa resuspendida en la matriz de secado ( 4 ), respecto a un control sin
tratamiento térmico (e). Diferentes letras en los simbolos indican diferencias significativas

a los 180 dias (p < 0,05).

Para analizar mejor esta diferencia, los resultados obtenidos a los 180 dias de
conservacion se presentan en la Fig. 44. Cuando el estrés térmico se aplicé directamente
sobre la biomasa en el fermentador (BCTT) hubo diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,0001) respecto a los cultivos que recibieron el doble tratamiento
térmico (en la biomasa en el fermentador y en la matriz de secado). Cuando el

tratamiento se aplicé sdlo sobre la matriz de secado (BSTT), la supervivencia fue
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significativamente menor (p = 0,0205) que en los cultivos que no recibieron tratamiento

(control) y que el cultivo que recibio el tratamiento térmico en el fermentador.

9,5 -
p < 0,001 p = 0,0205

log UFC/g
0o
(0] (03]
|_|
'—'

N
w
|

BCTT BSTT

Figura 44: Recuento de células viables de L. rhamnosus 64 a los 180 dias de conservacién a
5°C. BCTT: biomasa con tratamiento térmico en el fermentador, BSTT: biomasa sin
tratamiento térmico en el fermentador. Tratamiento térmico en la matriz de secado (m),

matriz de secado sin tratamiento térmico ().

La aplicacion de un estrés térmico moderado (45°C, 1h) sobre la biomasa en el
fermentador (directamente sobre el medio de cultivo), tuvo un efecto positivo a los 180
dias de almacenamiento (Fig. 44), a pesar de ser moderado, es un indicador de la
factibilidad de aplicacién de estos tratamientos y los resultados demuestran que la
efectividad se observd al ser aplicado directamente en el fermentador y no en la biomasa
una vez resuspendida en la matriz de secado. Ademds se observa que un doble
tratamiento térmico resultd perjudicial. Estos resultados coinciden con lo reportado por

Desmond y col. (2001); Gardiner y col. (2002); Anekella y Orsat, (2013) quienes postulan
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gue en funcién de los medios de adaptacién, un tratamiento térmico subletal puede
aumentar la supervivencia de lactobacilos notablemente, durante y después del secado
spray. Gardiner y col., (2000) Corcoran y col., (2004) y Paez y col., (2012) aplicaron un
shock térmico (52°C, 15 min) en leche descremada reconstituida. Anekella y Orsat, (2013)
aplicaron un shock térmico (50°C y 52,5°C por 12 min para L. acidophilus y L. rhamnosus,
respectivamente) en MRS y en jugo de frambuesa. El medio MRS fue mejor que el jugo de
frutas (para las dos cepas evaluadas) como medio para aplicar el pre tratamiento. Segun lo
expuesto, y lo observado en los Capitulos 1 y 2 al producir la biomasa en el medio
formulado M2 o en Run 20, la composicién de los medios en el que se adaptan los
microorganismos pueden influir en la resistencia de las células expuestas a altas
temperaturas y tienen un efecto significativo sobre la supervivencia (Teixeira y col., 1994;
Teixeira y col., 1995; Desmond y col., 2001; O'Riordan y col., 2001; Corcoran y col., 2004
Anekella y Orsat, 2013).

En base a los resultados presentados se puede concluir que la adaptacién térmica
(45°C, 1h) aplicada directamente en el fermentador ejerce una proteccion mas efectiva,
gue cuando se realiza sobre la solucién de secado, durante el almacenamiento de L.
rhamnosus 64 secado spray a largo plazo. Una hipdtesis podria relacionar esta efectividad
con el menor contenido de sdlidos totales del medio de cultivo en el fermentador (10% de
sélidos totales), respecto a la matriz de secado (20% de sdlidos totales). En el caso de la
matriz de secado, la misma carga térmica podria haberse “diluido” por el mayor contenido
de sdlidos respecto al medio de cultivo en el fermentador, y ser entonces menos efectiva
sobre las células, ya que parte de la misma fue absorbida por las macromoléculas del
suero de queso y el almiddn y se perdid asi efectividad o carga térmica sobre las células

alli resuspendidas.
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3.3 Secado spray a escala piloto de L. rhamnosus 64.

En este ensayo se deshidratd L. rhamnosus 64 en un secadero spray piloto y se
evaluo el efecto de un tratamiento térmico moderado sobre la matriz de secado utilizando
diferentes materiales de pared. Se evalué la morfologia de las microcdpsulas y la

supervivencia al secado y durante el almacenamiento.

El uso de ingredientes macromoleculares del tipo proteinas y carbohidratos ha sido
sugerido para estabilizar a los microorganismos durante el almacenamiento,
principalmente debido a su capacidad de afectar las propiedades fisicoquimicas de las
matrices deshidratadas, es decir, la actividad de agua, contenido de humedad vy la
temperatura de transicién vitrea, entre otras (Fu y Chen 2011; Santivarangkna y col.,
2011). Aunque matrices de secado tales como maltodextrina, almidén hidrolizado,
oligosacadridos, fibra dietética y azUcares se han utilizado para estabilizar una amplia gama
de bacterias probidticas, el impacto de componentes lacteos como lactosa, caseina y

proteinas de suero ha sido menos estudiado (Soukoulis y col., 2013).

En este trabajo de tesis se utilizd el suero de queso como el principal material de
pared de las microcapsulas como forma de valorizar este subproducto lacteo. Segun De
Castro y col. (2012) el suero ha demostrado ser un buen agente de encapsulacién para
mantener la viabilidad de Bifidobacterium lactis Bb-12. Ademads de la temperatura de
salida, el material de encapsulacion y el contenido de sdlidos tienen un efecto directo

sobre la estabilidad de las microcdpsulas.

Ademas del suero de queso, se planted la adicién de almidén como material de
pared ya que se demostréo que la matriz leche descremada con adicion de almidén
mejoraria no sélo la supervivencia de los microorganismos, sino también las
caracteristicas del producto (Menshutina y col., 2010; Paez y col., 2013). La matriz suero

de queso — almiddn (20% p/v, relacién 1:1) se tomd como referencia para la mayoria de
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los ensayos realizados en esta tesis. La incorporacién de un tercer material de pared
(maltodextrina, WPC) fue para favorecer una relacidn proteina — carbohidrato (1:1) entre
los materiales secundarios de pared que se propone como una condicién favorable para la
supervivencia de las bacterias probiodticas (Chavez y Ledeboer, 2007; Soukoulis y col.,
2013). En la seleccion de materiales de pared para encapsular, la maltodextrina es una
buena opcién teniendo en cuenta el bajo costo y la efectividad, ademas por su
caracteristica para reducir propiedades como el “caking” (presencia de particulas
aglomeradas, polvo compactado) y “stickiness” (pegajosidad), dos defectos que aparecen
durante el secado spray, sobretodo en productos con alto contenido de lactosa (Anekella
y Orsat, 2013). La utilizacién de WPC se basa en su efecto protector demostrado para las
proteinas de suero. Riveros y col. (2009) reportaron que al comparar leche descremada en
polvo con permeado de suero, cuyo componente principal es lactosa, la supervivencia de
L. acidophilus en idénticas condiciones de secado se redujo a la mitad cuando se
deshidraté en permeado de suero de queso. Ademas, las proteinas del suero son en la
actualidad un componente importante de la dieta humana, estan presentes en una gran
variedad de alimentos y han recibido una considerable atencién por ser utilizadas como
matrices adecuadas para el suministro de compuestos bioactivos y como potenciales
precursores de biopéptidos que se pueden formar incluso durante la digestion (Ramos y

col., 2015).

3.3.1. CARACTERIZACION DE LAS MICROCAPSULAS.

La caracterizacidon de las matrices deshidratadas es un aspecto relevante ya que la
obtencién de sistemas de forma y tamafio homogéneo facilita su manipulacién y
aplicaciéon como ingredientes en alimentos. De acuerdo con la literatura disponible sobre
el secado por pulverizacién, diferentes proteinas pueden dar lugar a diversos tipos de

morfologia de particulas (Chan, y col., 2009; Shi, y col., 2011; Sadek y col., 2015).

Para analizar las caracteristicas morfolégicas de las cdpsulas, se recurre

normalmente a técnicas de microscopia dptica y microscopia electrdnica de barrido (SEM)
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gue también permiten detectar la posible agregacion de las particulas, asi como
determinar el tamafio de las mismas. El analisis SEM ha sido empleado frecuentemente
para examinar las propiedades de superficie y la estructura de un gran numero de
materiales en el campo de los alimentos. En esta técnica, un haz de electrones es utilizado
para escanear la superficie de la muestra, los cuales se detectan posteriormente dando
informacién acerca de la topografia y morfologia del material. Las muestras deben

encontrarse libres de humedad y debe someterse a alto vacio.

Previo al proceso de secado spray, los agentes encapsulantes presentaron formas
irregulares y de tamafios menores a 100 um (Fig. 45), mientras que luego de la
deshidratacion se obtuvieron esferas irregulares, de tamafio aproximado < 12 um (Figuras.

46 a 49).

20040521 1433 NL D43 =500 200 um

Suero de queso

200 um

Almiddn

Figura 45: Morfologia de las matrices (polvos) utilizadas para deshidratar L. rhamnosus 64

(suero de queso, almidén, WPC y malltodextrina) mediante secado spray.

175



El tamafio de las particulas es importante, ya que particulas de mayor tamaio
requieren mayores tiempos de secado con la consecuente inactivacion térmica del
microorganismo que contiene (Peighambardoust y col., 2011). El tamafio de las
microcapsulas debe ser lo suficientemente grande como para lograr un buen efecto de
proteccion y a la vez lo suficientemente pequeio como para que las capsulas no sean
sensorialmente perceptibles. Mientras que algunas microcdpsulas con diametros de
alrededor de 1 mm no se pueden detectar sensorialmente en salchichas o queso, estos
tamafios de cdpsulas tienen un efecto adverso sensorial en productos fluidos como el
yogur (Heidebach y col., 2011), en el caso de que sean microcdpsulas elaboradas con
materiales insolubles en medio acuoso. Para los productos lacteos, un tamano de
aproximadamente 100 um es generalmente considerado como el umbral para evitar
impactos negativos sobre las propiedades sensoriales en la mayoria de los productos

(Hansen y col., 2002, Heidebach y col., 2011).

Luego del secado spray, se observd un cambio en la morfologia de los
componentes, coincidiendo con Wrolstad y col., (2012). En las muestras con almiddn de
maiz se observd la aglomeracién de las particulas (Fig. 47) en contraste con el uso de
maltodextrina que presentd granulos mas dispersos (Fig. 49). El tamaifio medio de las
microparticulas obtenidas con la matriz suero de queso - almiddn sin TT fue de 3,29 um,
mientras que con el TT fue de 5,25 um, esta diferencia se podria atribuir a que el
tratamiento térmico desnaturalizé las proteinas de suero favoreciendo la aglomeracion de
las microparticulas. Segin De Castro y col. (2012) la desnaturalizacidon por calor de las
proteinas de suero de leche influye en las caracteristicas de emulsificacién y por lo tanto
en las propiedades de microencapsulacién. Se demostrd que el secado por pulverizacion
da lugar a la desnaturalizacion y a la agregacién de proteinas de suero, lo que mejora su
adsorcién en la interfase y se forma una capa delgada, de tipo gel, como se observa en la

Fig. 46.
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18 -0925 2014/05/13  15:53 NL D4.8 x50k  20um

Figura 46: Microcapsulas de en suero de queso — almidén 20% (p/v) conteniendo L.

rhamnosus 64.

Se observd por microscopia electrénica de barrido la formacion de las
microcdpsulas y la aglomeracién de las mismas (Fig. 47). Hubo un efecto importante del
tratamiento térmico, sobre la matriz suero de queso - almiddn, lo cual se observa como un
comportamiento bimodal en el grafico de distribucion y tamafio de particulas (Fig. 47). En
general este tipo de distribucion se presenta en polvos secados spray con mayor peso
especifico, las particulas mas pequeiias se incluyen en los huecos entre las microcapsulas

mas grandes, lo que se traduce en un mayor rendimiento del secado (Tonon y col., 2008).
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Figura 47: Microscopia SEM de microcdpsulas de L. rhamnosus 64 obtenidas en suero de
queso - almidén (20% p/v, relacién 1:1) sin tratamiento térmico (a) y con tratamiento
térmico (b). Tamanfo y distribucidn de microparticulas obtenidas sin tratamiento térmico

(=) y con tratamiento térmico (m).

Sadek y col. (2014) observaron dos tipos de morfologia que fueron claramente
identificadas bajo condiciones de secado spray controladas (mediante monodisperse spray
dryer: MDSD), esta tecnologia permite producir particulas uniformes mediante el secado
de gotas monodispersas en un flujo de aire caliente y seco. En el trabajo referenciado se
investigaron siete mezclas con diferentes proporciones de proteinas de suero y caseinas.
Las particulas de las micelas de caseina se observaron arrugadas y densas, mientras que

las particulas de las proteinas de suero de leche eran esféricas y huecas.
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En la Fig. 48 se observa el tamafio de las particulas obtenidas al deshidratar L.
rhamnosus 64 en suero de queso - almidén - WPC (20% p/v, relacion 2:1:1) con y sin la
aplicacion de un tratamiento térmico (el tamafio promedio de las particulas fue de 1,28 y
2,37 um respectivamente). En general se obtuvieron microcdpsulas esféricas con
concavidades y deflaciones en la superficie. En la matriz que recibié el tratamiento
térmico (Fig. 48 — b) se observaron fisuras, coincidiendo con Sadek y col. (2015) quienes
utilizando la proteina de suero de queso obtuvieron particulas esféricas, suaves y con

fisuras.

2014/04/01 16:57 NL D4.7 x3.0k  30um B6-4396 2014/04/01 17:09 NL D4.7 x3.0k  30um
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1,1 14 19 25 34 45 6,1 8,1 10,814,419,325,834,5

Tamaiio de particulas (um)

Figura 48: Microscopia SEM de microcdpsulas de L. rhamnosus 64 obtenidas en suero de
queso - almidén - WPC (20% p/v, relacion 2:1:1) sin tratamiento térmico (a) y con
tratamiento térmico (b). Tamafno y distribucidn de microparticulas obtenidas sin

tratamiento térmico (=) y con tratamiento térmico (m).
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En la Fig. 49 se observan las microparticulas obtenidas cuando la cepa en estudio
se deshidraté en suero de queso - WPC - maltodextrina (20% p/v, relacién 2:1:1) con y sin
la aplicacién de un tratamiento térmico (45°C, 1h previo al secado y aplicado sobre la
matriz de secado). La aplicacidn o no de este tratamiento, no tuvo efecto sobre el tamafio
de particula (1,62 y 1,4 um, respectivamente). Las microcapsulas se caracterizaron por
presentar forma esférica con concavidades y deflaciones en la superficie, pero sin
evidencia de grietas o fisuras. También se observé el efecto “flat ball” (bola plana) (Fig. 49
— a) el cual se ha informado en estudios anteriores y que esta directamente relacionado
con las condiciones durante el secado, en particular con la penetracidon de calor y la
evaporacion del agua y el disefio de la cdmara de secado (Barbosa-Canovas y col., 2005).
No hubo un efecto del tratamiento térmico sobre esta matriz, tampoco se evidenciaron

diferencias en el tamafio y la distribucién de particulas.
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Figura 49: Microscopia SEM de microcapsulas de L. rhamnosus 64 obtenidas en suero de
queso - WPC - maltodextrina (20% p/v, relacién 2:1:1) sin tratamiento térmico (a) y con
tratamiento térmico (b). Tamafio y distribucion de microparticulas obtenidas sin

tratamiento térmico (=) y con tratamiento térmico (m).

La actividad de agua (ay) indica la cantidad de agua libre en una muestra (no ligada
quimica ni fisicamente), es decir el agua de la muestra disponible para ser usada por los
microorganismos u otros agentes destructivos. Junto con la presencia de oxigeno, son
factores que afectan negativamente a la supervivencia de los probidticos durante el
almacenamiento, influyendo tanto en el desarrollo bacteriano como en la reactividad

guimica y enzimatica de la matriz (Anal y Singh, 2007; Anekella y Orsat, 2014). El agua
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residual es esencial en células deshidratadas para mantener la conformacién de la
proteina para su actividad enzimatica, los lipidos de la pared celular, la estabilidad de la
membrana estructural, ribosomas, etc. (Peighambardoust y col.,, 2011). Los polvos
obtenidos en este ensayo, independientemente de la matriz utilizada, presentaron una a,
de 0,2 - 0,3 y se obtuvieron valores de humedad admisibles que oscilaron entre 3,6 y

5,2%.

El uso de carriers protectores y la exposicidn de las células a niveles moderados de
estrés pueden ejercer sobre los microorganismos un efecto protector durante el secado
spray y el almacenamiento (Prasad y col., 2003; Strasser y col., 2009). En este trabajo, se
evalud la aplicacién de un tratamiento térmico (TT) en la matriz previo al secado spray, la
supervivencia al secado y la conservacién en el tiempo de L. rhamnosus 64 deshidratado

en distintas matrices.

La supervivencia al proceso de secado de L. rhamnosus 64 (Fig. 50) fue diferente
estadisticamente segun la matriz de secado utilizada (p < 0,05) y solo en las matrices suero
de queso — almiddn y suero de queso — WPC — maltodextrina, el tratamiento térmico tuvo
un efecto significativo (mayor muerte celular). Cuando se deshidraté en suero de queso —
almidén — WPC, la muerte celular fue mayor (1,43 log UFC/mL) respecto a las otras
matrices evaluadas: 0,38 y 0,72 log UFC/mL en suero de queso — almidén y suero de
gueso — WPC — maltodextrina, respectivamente. En estas ultimas el tratamiento térmico

tuvo un efecto negativo sobre la supervivencia al proceso de secado spray.
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Figura 50: Muerte celular (diferencia de los logaritmos de UFC/mL antes y después del
secado spray) de L. rhamnosus 64 secado spray en suero de queso combinado con
almidén, WPC, o maltodextrina con la aplicacién de un tratamiento térmico (=) o no (m)
sobre la matriz de secado. Diferentes letras indican diferencias significativas entre las

matrices (p < 0,05). “indica diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).

Luego del almacenamiento a corto plazo (45 dias), practicamente no se observaron
pérdidas de la viabilidad celular cuando se deshidraté en suero de queso — almidén — WPC
sin tratamiento térmico. Luego del almacenamiento durante 180 dias (Fig. 51), la menor
reduccion en el numero de células viables se observd para la matriz suero de queso —
almidén — WPC sin tratamiento térmico (2,01 * 0,26 6rdenes log UFC/g) mientras que
cuando lo recibié la pérdida de viabilidad celular fue de 3,11 * 0,29 log UFC/g. Esto
confirma los resultados obtenidos en el punto 3.2 de este Capitulo donde se observé que
la pérdida de viabilidad fue mayor (respecto a las muestras que no recibieron el
tratamiento térmico y las que lo recibieron en el fermentador) cuando el tratamiento
térmico se aplico sobre la matriz de secado. Cuando L. rhamnosus 64 se deshidratd en

suero de queso — almidén se observd una perdida en la viabilidad celular del cultivo con
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tratamiento térmico y sin tratamiento térmico de 2,22+ 0,17 y de 2,58 + 0,14 érdenes log
UFC/g respectivamente, sin diferencias significativas. La reduccién del nivel de células
viables en suero de queso — WPC — maltodextrina con tratamiento térmico y sin

tratamiento térmico fue de 2,98 + 0,21y 2,8 £ 0,25y orden log UFC/g respectivamente.

Estos resultados permitieron seleccionar como las mejores opciones para la
deshidrataciéon de L. rhamnosus 64 a escala piloto, a las matrices suero de queso —
almidoén y suero de queso — WPC — maltodextrina (sin tratamiento térmico sobre la matriz
de secado), donde se observaron pérdidas de viabilidad celular menores a medio orden
logaritmico, y ademas debido a que durante la evaluacion morfolégica de las
microcdpsulas no se observaron particulas quebradas, tuvieron la mejor supervivencia al
secado, aunque un comportamiento durante la conservacién en el tiempo sobre el cual se

deberia trabajar aun para minimizar la pérdida de viabilidad.
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Figura 51: Viabilidad durante el almacenamiento a 5°C de L. rhamnosus 64 deshidratado a
escala piloto en suero de queso - almidéon 20% (a), suero de queso - almidén - WPC (b) y
suero de queso — WPC - maltodextrina (c) con la aplicacidn de tratamiento térmico (A) o

no (m) sobre la matriz de secado.
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Cabe aclarar que en esta parte del trabajo, la produccién de biomasa se realizé en
botellas de cultivo y a pH libre. La produccién de biomasa en fermentador a pH 6
controlado tiene por objeto maximizar los niveles de células viables obtenidos ya que, al
no descender el pH, no hay una inhibicién de la actividad metabdlica por acidez como
sucede en general para el género Lactobacillus gradualmente a medida que desciende el
pH. Por otro lado, la exposicidn natural a la acidez desarrollada durante el crecimiento de
BAL, induce mayor tolerancia a factores de estrés posteriores (congelamiento,
deshidratacién, acidez géstrica). En este contexto, la produccion de biomasa a pH libre en
esta parte del trabajo, podria haber inducido mayor tolerancia al estrés que en los
apartados anteriores, ya que a escala piloto, se observaron menos de 0,3 érdenes de
reduccion logaritmica de la viabilidad celular cuando la biomasa se deshidraté en suero de
queso — WPC - maltodextrina. Aunque debido a que los ensayos se realizaron con
diferentes equipos de secado spray, esto es sélo una hipdtesis que requiere de nuevos

disefos experimentales para su confirmacion o rechazo.

3.4 Secado spray a escala industrial de L. rhamnosus 64.

Los resultados obtenidos a escala laboratorio no pueden generalizarse
directamente a los procesos a escala piloto o industrial debido a las diferencias en los
equipamientos utilizados y a los tiempos de los procesos, lo que resulta en variaciones
considerables en los pardmetros operativos (Fu y col., 1994; Fu y Chen, 2011). Mientras
gue el secado spray a escala laboratorio es un proceso discontinuo, donde la pérdida de
material puede ser alta (baja tasa de recuperacion), a mayores escalas este es un proceso

continuo.

Se realizaron dos ensayos de secado spray a escala industrial explorando
condiciones preliminares para evaluar el comportamiento de la cepa en estudio frente a
diferentes condiciones de secado y matrices de encapsulacién. En un primer ensayo se
evalud el efecto de la temperatura de salida. Se observd que, coincidiendo con lo

publicado por Gardiner y col. (2000) y Ananta y col. (2005), a medida que aumento la
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temperatura de salida, aumentd la muerte celular en los cultivos deshidratados obtenidos
(Fig. 52) y disminuyd el porcentaje de humedad (8 — 5,5%). La muerte celular a los 180 dias

(Fig. 53) fue mayor a 2 log UFC/g cuando la temperatura de salida fue mayor a 85°C.

En el segundo ensayo, se trabajé con una temperatura de entrada de 173°C y
temperatura de salida 79°C y se evaluaron dos matrices (20% p/v de sélidos totales): suero

de queso - almiddén (1:1) y suero de queso - WPC - maltodextrina (2:1:1) (Fig. 54).
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Figura 52: Efecto de la temperatura de salida sobre la inactivacién celular al secado spray
industrial de L. rhamnosus 64 en suero de queso - almidén (20% p/v, relacion 1:1). Muerte
celular: Log Ng y N: recuento de células viables (log UFC/mL) antes y después del secado

spray, respectivamente.
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Figura 53: Efecto de la temperatura de salida sobre la supervivencia en el tiempo (180
dias) de L. rhamnosus 64 secado spray a escala piloto en suero de queso - almiddn (20%
p/v, relacion 1:1). Muerte celular: Log Ng y N: recuento de células viables (Log UFC/g) a

tiempo cero y a los 180 dias de almacenamiento a 5°C, respectivamente.

Para este ensayo, la biomasa se produjo utilizando el medio de cultivo optimizado
a pH constante, la misma recibié un tratamiento térmico moderado (45°C, 1h) en el
fermentador y se resuspendid en dos matrices de secado: suero de queso — almidén (20%
p/v, relacion 1:1) y en suero de queso — WPC — maltodextrina (20% p/v, relacion 2:1:1). Se
evalud la viabilidad post secado spray y luego de la conservacion a 5°C (Fig. 54) de los

polvos obtenidos y envasados al vacio, durante 180 dias.

La muerte celular luego del secado spray fue de 2,129 + 0,27 y 1,953 + 0,43 para suero de
queso — almidén y suero de queso — WPC — maltodextrina, respectivamente, sin

diferencias significativas.

El comportamiento en el tiempo fue diferente segin la matriz analizada. Esta
diferencia estadisticamente significativa se manifestoé a los 180 dias (p = 0,0142), la matriz
suero de queso — WPC — maltodextrina, ejercié6 un mayor poder protector durante el
almacenamiento (muerte celular 1,46 log UFC/g) respecto a la matriz suero de queso —

almidén (muerte celular 2,29 log UFC/g).
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Figura 54: Sobrevida de L. rhamnosus 64 secado en un secadero spray industrial en suero

de queso - almidon (m) y suero de queso - WPC - maltodextrina (m).

La viabilidad luego del secado spray en suero de queso — WPC — maltodextrina del
cultivo producido a pH libre (y deshidratado en secadero spray piloto) fue mayor que en el
cultivo producido a pH constante (y deshidratado en secadero spray industrial), lo que
podria deberse a la induccidn de resistencia a factores de estrés por el hecho de haber
desarrollado la biomasa a pH libre, donde el microorganismo se expone naturalmente a la
acidez que produce, pero debido al hecho de que se utilizaron equipos de secado

diferentes, esta hipétesis no puede confirmarse en esta instancia.
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4. CONCLUSIONES PARCIALES

La optimizacion del secado spray permitid conocer el efecto de las variables del
proceso de secado spray sobre la supervivencia de la cepa en estudio, lo que facilité

realizar la deshidratacién de los cultivos probidticos a escala piloto.

La aplicacién del tratamiento térmico tuvo diferentes efectos segln la etapa de
produccidén a la cual se aplicd: sobre la biomasa directamente en el fermentador, sobre la
solucién de secado o en ambas etapas. Se observdé una mayor protecciéon durante el
almacenamiento de los polvos cuando el estrés térmico moderado se aplicé directamente

en el fermentador.

El uso de suero de queso combinado con otros ingredientes mejord la viabilidad
post secado y la supervivencia durante la conservacidn. Las mejores combinaciones fueron
suero de queso — almidén y suero de queso — wpc — maltodextrina, esta ultima tuvo una

mejor performance durante el proceso de secado y el almacenamiento.
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CAPITULO IV-b: Adiciéon de L. rhamnosus 64 deshidratado por
secado spray a miniquesos reducidos en materia grasa.
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1. INTRODUCCION

Los productos lacteos fermentados son matrices alimentarias adecuadas para la
incorporaciéon de microrganismos probidticos, particularmente las leches fermentadas y
los yogures son los productos mas estudiados y aceptados por los consumidores. El queso
fresco es un alimento versatil, adecuado para todos los grupos etarios y proporciona una
valiosa alternativa como alimento probidtico. Tiene ventajas tecnoldgicas respecto a otros
productos lacteos, ya que su estructura cohesiva, pH (cercano a 5) y contenido de grasa
pueden ofrecer una proteccion adicional a las bacterias probidticas durante la vida de

estante del producto y el paso por el tracto gastrointestinal.

El consumo de quesos ha aumentado en muchos paises durante la Ultima década
(Cruz y col., 2009), lo cual proporciona una ventaja adicional para la adiciéon de bacterias
probidticas (Ranadheera y col. 2010). En Argentina el consumo de quesos es elevado (12
kg/afio, MAGyP, 2012), si bien se encuentra por debajo de paises de arraigada tradicion
guesera como Francia, ltalia, Grecia y Espafia, y de Estados Unidos, estd muy por encima
de economias de dimensién comparable, y supera notablemente a los demas paises de

Latinoamérica donde la incorporacién de queso en la dieta es mas reciente.

Durante el proceso de elaboracién de quesos adicionados con bacterias
probidticas, se puede producir una pérdida significativa de células viables en el suero de
queseria (Ong y col., 2006) cuando se produce el corte de la cuajada y el desuerado. Una
alternativa para evitar ésta pérdida, es la aplicacidon de ultrafiltracion de la leche como
forma de aumentar los sélidos totales del producto. Esta tecnologia se aplicdé para la
produccién del primer queso probiético comercial del pais: Bioqueso llolay Vita,
desarrollado con cultivos probidticos comerciales de importacién (Vinderola y col., 2000).
Otra posible solucidn para minimizar el impacto econdmico de esta pérdida seria disponer
de cultivos probidticos de bajo costo, lo que se traduciria en una ventaja econdmica para

la produccién de este tipo de quesos.

Los modelos experimentales que mejor reproducen las condiciones reales de
elaboraciéon y maduracion son los quesos elaborados a escala de laboratorio. Los quesos

miniatura o miniquesos pueden elaborarse bajo condiciones microbioldgicas controladas
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de una manera mas sencilla que a escala piloto, y son reproducibles dado que la
miniaturizacidon permite lograr un mejor control del proceso (Shakeel-Ur-Rehman vy col.,
2001). Se han llevado a cabo numerosos estudios en miniquesos, con diferentes
propésitos, entre ellos pueden citarse el modelo en miniatura para queso Cheddar
(Shakeel-Ur-Rehman y col., 1998; Milesi y col., 2008), el queso de pasta lavada “Saint-
Paulin” (Hynes y col., 2000), el Ch-easy ® (Smit y col., 1995), queso Caciotta (Di Cagno y
col., 2006), quesos de pasta blanda tipo Cremoso Argentino (Milesi, 2007) y los modelos

MicroCheese y ScreenCheese (Engels y col., 2012), entre otros.

El recuento de cepas de bacterias probidticas no es un paso sencillo dentro del
proceso de elaboracion de productos fermentados con adicién de este tipo de
microorganismos, ya que deben diferenciarse de las cepas utilizadas como starters o
cultivos iniciadores. Numerosos medios de cultivo han sido propuestos para este fin (Shah,
1997, Shah, 2000, Roy, 2001). Para la enumeracion de Lactobacillus acidophilus y
Bifidobacterium bifidum en presencia de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, los medios de cultivo propuestos mostraron resultados
variables (Dave y Shah, 1996). Vinderola y Reinheimer (2000) propusieron dos medios de
cultivo: MRS-Bilis y MRS-LP para el recuento de bacterias probidticas, incluidas las cepas
del grupo L. casei, en productos lacteos fermentados argentinos ya que ambos inhiben el

crecimiento de los cultivos iniciadores.

OBJETIVO.
El objetivo de este capitulo fue evaluar la viabilidad de L. rhamnosus 64 en quesos

blandos miniatura reducidos en grasa, adicionado como cultivo deshidratado por secado

spray.
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2. MATERIALES Y METODOS.
Se utilizd la tecnologia de elaboracién tradicional a escala laboratorio. En una
primera etapa se llevd a cabo la produccion de L. rhamnosus 64 deshidratado y luego se

avanzé en la produccién de queso blando (Figura 55).

Produccion de biomasa de L.
rhamnosus 64 en permeado de
suero de queso formulado (Run
20).

Deshidratacién por secado spray
de L. rhamnosus 64 en suero de
queso — almidén (20% p/v,
relacion 1:1).

Adicion a miniquesos
blandos reducidos en
grasa.

Figura 55: Esquema de la adicidon de L. rhamnosus 64 a quesos miniatura reducidos en

grasa.
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2.1 Produccion de L. rhamnosus 64 deshidratado en suero de queso - almidon.

Se obtuvo biomasa de L. rhamnosus 64 en un fermentador de 2 L (Sartorius Biostat
A plus) inoculado (1% v/v) con un cultivo overnight (16 h, 37°C) obtenido en el medio de
cultivo constituido por permeado de suero de queseria reconstituido (9% p/v) (Arla Foods,
Portefia, Cérdoba, Argentina) suplementado con 2,5 g/L de extracto de levadura, 2,5 g/L
de triptona y 5 mL/L de solucion Mg-Mn (MgSO4; 2% p/v y MnSO4 0,4% p/v). La
fermentacion se realizdé bajo condiciones de anaerobiosis con flujo de CO, (0,2 L/min,
agitaciéon 200 rpm), manteniéndose a pH 6 constante por adicién automdtica de una
solucién estéril de Na,CO3 (211,96 g/L) / NaOH (160 g/L). La biomasa se concentrd por
centrifugacién (6000 g, 10 min 5°C), se lavd dos veces con buffer PBS y el pellet se
resuspendid en la solucion de secado constituida por suero de queso — almidén (20% p/v,
relacién 1:1). Posteriormente se deshidraté en un secadero spray escala laboratorio Biichi
B- 290. Las condiciones de secado fueron: temperatura de entrada: 130°C, temperatura

de salida: 80°C, caudal de alimentacién 15% (4,5 mL/min), flujo de aire: 40 mm (473 L/h).

2.2 Elaboracion de quesos blandos miniatura reducidos en materia grasa.

Los quesos blandos miniatura reducidos en materia grasa se elaboraron en el Area
de Procesos del Laboratorio de Calidad de Leche y Agroindustria del INTA EEA Rafaela. Se
elaboraron dos tipos de quesos: 1) queso control, sin adicién de probidticos; 2) queso con
el agregado de L. rhamnosus 64 deshidratado por secado spray. Por cada tratamiento se
hicieron elaboraciones por triplicado. Se realizaron recuentos microbiolégicos en agar
MRS — Bilis (en quesos adicionados de L. rhamnosus 64) y en agar PCA-leche (para
recuento de microorganismos del starter totales en ambos quesos) a 0, 7, 14 y 30 dias de
almacenamiento a 5°C. Se efectuaron dos réplicas completas del ensayo en dias

diferentes, partiendo de leche cruda de similar calidad.

Se realizaron 6 elaboraciones individuales en tinas queseras de 1 L de capacidad.
Para las elaboraciones se utilizé leche cruda (pH 6,65 + 0,05 y acidez 18 + 1°D) procedente

del Tambo Experimental del INTA EEA Rafaela. En primer lugar, todo el volumen de leche
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(40L) se estandarizd hasta una concentracidn de grasa de 1,9 g/100 mL por medio de una
desnatadora (ELECREM, Francia), y se pasteurizé a 65°C por 20 min. La leche
estandarizada y pasteurizada se homogeneizé y distribuyd en las tinas. Una vez que la
leche se enfrid hasta la temperatura de coagulacién (38,5 + 0,5°C), se agregd 250 uL CaCl,
(La Raiz S.A, Cérdoba, Argentina) para alcanzar una concentracion final en la leche de 0,02
% (p/v) y el fermento comercial liofilizado (La Raiz S.A, Cordoba, Argentina) de Lactococcus
lactis y Streptococcus thermophilus (10° UFC/mL de leche). En las elaboraciones
correspondientes, el cultivo deshidratado de L. rhamnosus 64 de (10™° UFC/g) se agregd
junto con el fermento para lograr una concentracién inicial de 10" UFC/ml. Posteriormente
a cada tina se le adicion6 90 uL de enzima coagulante (Quimosina ultra plus, 700
IMCU/mL, La Raiz S.A, Cdérdoba, Argentina). Se monitored el tiempo de coagulacion,
mediante un coagulémetro (INRA, PIGNAT, Francia). Una vez que el codgulo adquirié la
firmeza adecuada se procedié al corte de la cuajada hasta alcanzar un tamafio de grano
adecuado para este tipo de queso (Fig. 56). Posteriormente se agité durante 1 min a 39°C
para realizar un secado suave y se realizé la separaciéon del suero y la cuajada,
introduciendo esta ultima en un minimolde, el cual se colocé en una camara a 37°C (etapa
de acidificacién). Se controld el pH hasta alcanzar 5,1 - 5,2. Los quesos miniatura se
pesaron y salaron en salmuera (3 minutos) y previo al almacenamiento se envasaron al
vacio utilizando una envasadora de mesada (Minimax 430, Rapivac, Argentina) en una
bolsa microperforada (Cryovac, Buenos Aires, Argentina) adecuada para este tipo de
guesos. Por ultimo, los miniquesos se maduraron 20 dias en camara a 4°C. En la Figura 57

se presenta el esquema de elaboracién descripto.
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Figura 56: Coagulacién y corte de cuajada en la elaboracion de quesos miniatura.
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Leche cruda (40L)

¥

Estandarizacion (1,9 g/100 mL)

) 4

Tratamiento térmico (65°C, 20 min)

) 4

Enfriamiento a 38°C £ 0,5 y division de la leche en minitinas (1L c/u)

) 4

Adicion de CaCl; (0,02 % p/v)

Adicién de fermento y cultivo probidtico

P

Adicion de enzima coagulante - Coagulacién (38,5 £ 0,5 °C)

P

Corte de la cuajada

LR

Agitado y secado (39°C, 1 min)

P

Separacion del suero y cuajada

P

Moldeo

P

Salado

P

Envasado

) 4

Maduracién (4°C)

Figura 57: Esquema de elaboracién de miniquesos controles (C) y probidticos (P).
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2.3 Evaluacion de la viabilidad de L. rhamnosus 64.

Para evaluar el desarrollo de L. rhamnosus 64 y del fermento en los quesos
miniatura, se realizaron recuentos a tiempo 0, 7, 14 y 30 dias. Se tomaron 5 g de queso y
se emulsionaron con 45 mL de citrato de sodio estéril 2% (p/v) en stomacher, se realizaron
las diluciones decimales sucesivas de esta suspensidn en agua de peptona de caseina
estéril 0,1% (p/v), y se sembraron en superficie 0,1 mL de cada una en el medio de cultivo
correspondiente.

El recuento de L. rhamnosus 64 se realizé en MRS — Bilis, medio de cultivo selectivo
utilizado para el recuento de lactobacilos probidticos, el cual consiste en agar MRS
adicionado al 1,5% (v/v) de una solucién de bilis bovina al 10% (p/v) (Vinderola y
Reinheimer, 2000). Las placas se incubaron a 37°C durante 48 h. Se corroboré
simultdneamente la ausencia de desarrollo microbiano en este medio de cultivo
(inhibicion del starter) de muestras de miniquesos control (sin adicién de la cepa en
estudio). El recuento de microorganismos totales del fermento (L. lactis y S. thermophilus)
se realizd en el medio de cultivo APC-Leche con incubacién a 37°C durante 48 h (Frank y

col., 1993).

3. RESULTADOS Y DISCUSION.
3.1 - Elaboracion de quesos blandos miniatura reducidos en materia grasa.

El pH (medido luego de la adicién del fermento y del cultivo probidtico) y el tiempo
de coagulacién (TC) mostraron diferencias significativas (p < 0,05) entre las leches
controles y las leches adicionadas con L. rhamnosus 64. Estas Ultimas tuvieron un pH y un
TC menor respecto a las leches que solo contenian el fermento (pH 6,46 + 0,02y TC 6,18 +
1,3 min y pH 6,56 + 0,01 y TC 8,5 + 0,3 min, respectivamente). La disminucién del TC
observada luego de la adicidn del cultivo probidtico es consecuencia del menor pH de la

leche (Ndjera y col., 2003).
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Al inicio de la acidificacion, las cuajadas de los miniquesos con probidticos
presentaron un pH levemente menor que las cuajadas controles, lo que podria ser una de
la contribucién de L. rhamnosus 64 en la fermentacién. Sin embargo, todos los quesos

alcanzaron el pH final (5,1-5,2) en el mismo tiempo (Fig. 58).

6,6 -
6,4 -
6,2 -

pH

5,8 -
56 -
5,4 -

0 60 120 180
Tiempo (minutos)

Figura 58: Cambios de pH durante la acidificacidon de los quesos control (m) y adicionados

de L. rhamnosus 64 ( A) en los minimoldes.

Un comportamiento similar fue observado por Gardiner y col. (1999b), en quesos
Cheddar elaborados a escala piloto utilizando como cultivo probidtico la cepa E. faecium
PR88, la cual sobrevivié y contribuyd al desarrollo de acido durante la fabricacidon del

producto, aunque disminuyendo el tiempo necesario para alcanzar un pH de 5,3.

3.2 Evaluacion de la viabilidad de L. rhamnosus 64.

En la Fig. 59 se presentan los resultados de los recuentos microbiolégicos en los

miniquesos controles y en aquellos adicionados con bacterias probidticas.
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En los quesos control el desarrollo del fermento o starter fue similar al de una
curva de crecimiento estandar, donde hay desarrollo del starter y luego se mantiene
practicamente constante durante la mayor parte del almacenamiento (Briggiler-Marco y
col., 2007). En el caso del miniqueso adicionado de L. rhamnosus 64, a los 14 dias de
almacenamiento se observé un desarrollo de 1,73 + 0,4 6rdenes log UFC/g con respecto al
tiempo inicial (7,54 + 0,12 log UFC/g) y a los 30 dias se observé una disminucion respecto
al nivel de células viables a los 14 dias (9,27 + 0,44 log UFC/g), registrandose un recuento
de 7,99 + 0,24 log UFC/g. Este comportamiento (desarrollo en la matriz del miniqueso
durante la conservacién y posterior reduccién del nivel de células viables) podria ser la
causa de la acidificacién del miniqueso conteniendo la cepa probidtica observada durante
el almacenamiento. En los miniquesos adicionados de L. rhamnosus 64, el pH inicial de 5,2
llegd a un valor de 4 hacia los 30 dias de conservacién a 5°C, observandose el fendmeno
de desuerado del producto, mientras que en los quesos control no hubo desuerado vy el
pH llego a 4,7. El grupo taxondmico de especies denominado L. casei, incluye a esta
especie junto a L. paracasei, L. rhamnosus y L. zeae (Sato y col., 2012) y existen reportes
sobre su capacidad de desarrollo aln a bajas temperaturas. Buriti y col. (2005) evaluaron
la viabilidad de L. paracasei subsp. paracasei LBC82 en un queso fresco Minas fabricado
por acidificacidon directa con acido lactico, observando que esta cepa aumentd 1,61
ordenes log UFC/g respecto al indculo inicial hacia los 21 dias de almacenamiento a 5 °C.
Por otro lado, la capacidad de desarrollo de otra cepa de este grupo taxondmico, L. casej
Al13, a temperaturas de refrigeracién en quesos frescos también se observd en el
producto comercial Bioqueso ilolay Vita, lo cual impartid caracteristicas sensoriales

negativas (Vinderola y col., 2009).
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Figura 59: Recuento microbiolégico total, durante la conservacion a 5°C, de los
microorganismos del fermento starter en quesos controles (A) y en quesos probidticos
(®) y recuento de L. rhamnosus 64 en el queso probidtico (m).

El desarrollo de L. rhamnosus 64 en la matriz del miniqueso durante la
conservacion refrigerada sugiere por un lado la incapacidad de la microcapsula de
mantenerse como tal y aislar al microoganismo de la matriz lactea, debido a que en su
constitucién participan ingredientes solubles en agua (suero de queso y almiddn). Por otro
lado sugiere una elevada actividad de la cepa aun a temperaturas de refrigeracion, por lo
cual se deberian establecer nuevos estudios tendientes a identificar materiales insolubles
a pH acidos para formular las microcapsulas que lo contengan, que permitan mantener a
la cepa aislada en ambientes acidos, como por ejemplo productos lacteos fermentados y
el ambiente estomacal, para ser liberada luego a nivel intestinal donde el pH es de neutro
a alcalino (liberacién controlada). En este contexto, los efectos protectores de los
materiales utilizados en este estudio son limitados. Estas microcdpsulas son solubles en
medios acuosos y sélo tienen un efecto barrera durante el almacenamiento en seco, pero
no en productos alimenticios liquidos y/o durante la digestion gastrointestinal (Heidebach

y col., 2010).
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4. CONCLUSIONES PARCIALES.

L. rhamnosus 64 fue capaz de mantener su viabilidad, y aun desarrollar, en el
queso fresco seleccionado como alimento modelo, aunque su actividad metabdlica
impactd negativamente en las propiedades tecnolégicas del producto (aumento de acidez
y desuerado). La matriz de encapsulacién seleccionada no fue efectiva para mantener
aislado al cultivo en el producto, sin alterar las caracteristicas fisicoquimicas del producto

debido a su desarrollo.

Para la incorporacién de esta u otras cepas en quesos de forma realmente
microencapsulada (aislada de la matriz alimentaria), se deberda avanzar en la seleccién y
secado spray de ingredientes insolubles a pH acidos o aquellos donde la liberacién de las

células del probidtico se produzca por accidn, por ejemplo, de enzimas intestinales.
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Conclusiones Finales.

El secado spray es una tecnologia aun no utilizada a nivel industrial en el pais para
la produccién de cultivos probioticos de uso en alimentos o farmacéutico, a pesar de
contar con la capacidad instalada para hacerlo, lo que ofrece una oportunidad para el
desarrollo de probidticos nacionales. La utilizacién de subproductos lacteos como suero
de queso y permeado de suero de queso, ya sea como medio de cultivo o como matriz de
secado, presenta nuevas posibilidades de uso contribuyendo de forma parcial a la
problematica de su disposicidn final.

El presente trabajo de Tesis tuvo como objetivo obtener cultivos deshidratados por
secado spray de bacterias probidticas autéctonas mediante el aprovechamiento de
subproductos lacteos, y caracterizar, desde el punto de vista tecnoldgico y funcional,

microorganismos de interés industrial para su aplicacién en alimentos.

En primer lugar, se compararon microorganismos probidticos aislados de heces de
neonatos santafesinos e identificados por métodos moleculares como L. paracasei Jp1, L.
rhamnosus 64 y L. gasseri 37. Se observaron comportamientos diferenciales en cuanto al
desarrollo en distintos medios de cultivo (formulados y lacteos) y en sus aptitudes
tecnolégicas (como la resistencia al secado spray y durante el almacenamiento). En
particular L. rhamnosus 64 demostrd ser una cepa robusta, capaz de desarrollar en medios
de cultivo formulados y en medios lacteos, y con resistencia al secado spray en una

solucién de suero de queso - almidén con sobrevida satisfactoria.

Por medio de la suplementacion de permeado de suero con extracto de levadura,
triptona, Tween 80, Mg-Mn, se logré una adecuada produccion de L. rhamnosus 64 en el
fermentador. Se observd que la aplicacion de un estrés térmico moderado previo al
secado spray tuvo un efecto positivo sobre la viabilidad celular durante la conservacion

del cultivo deshidratado.
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Respecto a los estudios funcionales, por medio de ensayos in vivo en distintos
modelos experimentales, se demostré que L. rhamnosus 64 fue capaz de estimular la
respuesta inmunitaria a nivel intestinal mediada por la IgA y en sitios distantes al
intestino, como es la cavidad peritoneal, a través de la promociéon de la actividad
fagocitica de macrégafos residentes en este sitio anatédmico. Por otro lado, el tratamiento
tecnolégico aplicado modificd la expresion de estos pardmetros y de los perfiles de
citoquinas. Frente a modelos murinos de patologias intestinales, en un ensayo de
salmonelosis, la cepa en estudio no tuvo un efecto como cultivo secado spray sobre la
mortalidad, pero la administraciéon oral de L. rhamnosus 64 como cultivo secado spray,

produjo un efecto protector frente a la colitis inducida por TNBS.

Finalmente se estudié la aplicacion de secado spray escala piloto como método de
conservacién de bacterias probidticas, evaludndose viabilidad, aspectos morfoldgicos y
tecnoldgicos del cultivo probidtico en polvo obtenido. Se aplicd un pretratamiento
térmico subletal en el fermentador, previo al secado spray para incrementar la resistencia
térmica intrinseca de la cepa y mejorar la conservacién durante el almacenamiento de los
probidticos deshidratados en diferentes matrices. La estabilidad de los cultivos
deshidratados, la supervivencia al secado spray y la estabilidad durante el
almacenamiento fue dependiente de la matriz de secado utilizada, tanto suero de queso —
almidon como suero de queso — WPC —maltodextrina, demostraron ser matrices
adecuadas para la produccidon de probidticos deshidratados, pero ni la tecnologia ni la
matriz seleccionada fueron eficientes para poder adicionar L. rhamnosus 64 en un queso
fresco sin modificar las caracteristicas organolépticas del mismo.

En su conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis demuestran que
L. rhamnosus 64 posee el potencial tecnoldgico y funcional para ser considerada una cepa
probidtica y avanzar asi con la produccion de cultivos probidticos autdctonos
deshidratados por secado spray a gran escala para su utilizacién en la produccion de

alimentos funcionales.

205



Perspectivas.

En la presente Tesis Doctoral se avanzd en el conocimiento sobre el potencial de

lactobacilos autéctonos y del secado spray para ser utilizados en la industria de alimentos

funcionales. Se analizaron aspectos tecnoldgicos y funcionales, y se obtuvieron resultados

alentadores para la cepa L. rhamnosus 64. Las tematicas sobre las cuales se pretende

avanzar a través de un trabajo posdoctoral son:

1)

2)
3)

El escalado industrial de la produccién de biomasa de la cepa en medios de cultivo
econdmicamente factibles y en fermentadores de escala industrial.

La formulacidn de los polvos para lograr una mejor dispersabilidad y solubilidad.

La profundizacién de los estudios de produccién de biomasa deshidratada y de
estabilidad durante el almacenamiento, mediante la aplicacion de otras
tecnologias o materiales de microencapsulacion que permitan mayor viabilidad a
largo plazo y mantener verdaderamente aislada a la cepa aun en medios acuosos a
pH acidos (productos lacteos fermentados y ambiente estomacal) y permitir su
liberacion controlada a nivel intestinal por cambios de pH o por accidn de enzimas

intestinales.
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Anexo |: Protocolo de evaluacion de microorganismos
probidticos

Codigo Alimentario Argentino (SAGyP N° 22/2011)

Con la denominacidon de Probidticos, se entiende los microorganismos vivos que,
administrados en cantidades adecuadas, confieren beneficios para la salud del
consumidor. Para que una cepa pueda ser utilizada como ingrediente probidtico para
alimentos deberd cumplir con el siguiente protocolo de Evaluacién de un Probidtico como

ingrediente para Alimentos:
I. Requisitos Minimos
1. Identificacion de la cepa (Género/especie/subespecie)

Los analisis para la identificacion de la cepa deberdn ser llevados a cabo por laboratorios
reconocidos por la Autoridad Sanitaria o internacionalmente mediante metodologia

validada.

El método recomendado para la identificacién de las cepas de probidticos por técnicas
moleculares es el de la secuenciacién del 16SrDNA obtenido a partir del 16SrRNA, de
acuerdo con: “Sambrook, J. and D. W. Russell. 2001. Molecular Cloning: A Laboratory

Manual, Third ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY”.
2. Caracterizacién “in Vitro” e “in Vivo”

* Resistencia gastrica: ensayo realizado como indicador de que la cepa podra atravesar la
barrera bioldgica estomacal, arribando viable al intestino. Debera observarse
supervivencia de la cepa en una solucién gastrica simulada, a 37°C y en condiciones

estandarizadas (tiempo y pH).

e Resistencia a bilis: ensayo realizado como indicador de resistencia de la cepa a esta
barrera bioldgica del organismo, presente a nivel de duodeno. Deberd presentar
capacidad de desarrollo en un medio de cultivo adicionado de bilis bovina al 0,3%
(entendida como la concentracion fisioldgica), a 37°C y en condiciones estandarizadas

(medio de cultivo y tiempo).
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» Resistencia a lisozima (opcional): ensayo realizado como indicador de que la cepa podra
sortear esta barrera bioldgica presente en la boca (saliva) e intestino delgado. Debera
presentar capacidad de desarrollo en un medio de cultivo adicionado de lisozima, a 37°Cy

en condiciones estandarizadas (concentracién de lisozima, medio de cultivo y tiempo).

3. Ensayos “in Vivo” e “in Vitro” que demuestren el(los) efecto(s) probidtico(s)
adjudicado(s) debidamente documentados y respaldados en estudios efectuados por

organismos nacionales y/o internacionalmente reconocidos.
4. Seguridad

La cepa probidtica no debe ser riesgosa para la salud. La bacteria no debera presentar o
promover la translocacidon bacteriana (pasaje de bacterias del intestino mas alla de los
nddulos mesentéricos) en las concentraciones en que se encuentra en el alimento. Puede
ser medida sembrando en placas agarizadas muestras de sangre y de homogenizados de
tejidos de nddulos linfaticos mesentéricos, bazo e higado de animales de

experimentacion.
Ademas se realizaran las pruebas complementarias descriptas en el punto Il
Il. Pruebas Complementarias para Garantizar la Seguridad de la Cepa

e Resistencia a antibidticos: ensayo realizado como indicador de la presencia de cepas
portadoras de genes de resistencia. Visto que la diseminacion de antibidtico-resistencia
puede reducir las posibilidades terapéuticas en enfermedades infecciosas, se deberd
determinar la presencia de resistencia transferible en cepas que seran usadas para
consumo humano. Las cepas no deberan ser portadoras de genes de resistencia a
antibioticos.

e Actividad hemolitica: ensayo realizado como indicador de la presencia del factor de
virulencia responsable de actividad hemolitica. Dicho factor es utilizado principalmente
por ciertos microorganismos como fuente de hierro, motivo por el cual causa anemia y

edema. Debera estar ausente en bacterias probidticas.

e Produccion de toxinas: las cepas probidticas no deberan producir toxinas. La toxicidad

de las cepas hacia la mucosa del tracto gastrointestinal es considerada un importante
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aspecto de seguridad. La toxicidad aguda se determina cominmente en ratones, durante
el ensayo en el cual se suministra a los animales una determinada dosis de bacterias
(equivalente a la dosis que contendra el alimento) se observan diariamente posibles
cambios en la actividad y comportamiento de los mismos. Después del ensayo, los
animales son sacrificados para detectar existencia de cambios patoldgicos visibles en

organos (estdmago, porcioén dista) del ileum, cecum y colon).
[1l. Identificacion Comercial de la(s) Cepa(s)

El producto se presentara comercialmente en un envase bromatolégicamente apto cuyo
rotulo indique la identificacién precisa de la(s) cepa(s) que lo componga(n) y la
concentracién de células viables de cada una de ellas (UFC/g) Con la denominacion de
Alimento con Probiéticos, se entiende aquel alimento con una carga de células viables que

debera estar comprendida entre 10° y 10° UFC/g durante su periodo de duracién minima.

“

El producto se rotulara: con probidticos” llenando el espacio en blanco con la

denominacion de venta del alimento correspondiente.

Los alimentos elaborados con probidticos seran autorizados, previa evaluacién
satisfactoria de los ensayos “in Vivo” con el alimento tal cual se va a consumir, que
demuestren la funcionalidad que se le atribuye a la(s) cepa(s) probidtica(s) que contiene,
de una Comisién Evaluadora integrada por profesionales especializados pertenecientes a

la Autoridad Sanitaria o a los que ésta designe a ese efecto para cada caso particular.

La Comisién Evaluadora determinard si es necesario la repeticiéon de los ensayos “in Vivo”
para aquellos alimentos en los cuales se demuestre que una modificacién en la
composicion del alimento, sobre el cual se llevaron a cabo los ensayos “in Vivo”, no altera

el o los efectos probidticos que se intentan demostrar.
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Anexo ll: Condiciones y resultados del modelo de Superficie de

respuesta.

T. Entrada Flujo de Caudal de T.Salida Hum. Supervivencia
(°C) aire alimentacion (°C) (%) (%)
(mm) (%)
1 130 30 15 90 4,12 81,67
2 110 50 25 62 5,73 18,01
3 120 40 20 70 4,95 98,21
4 130 30 25 74 7,75 35,98
5 130 50 25 73 5,15 28,96
6 120 40 20 70 5,93 82,08
7 130 50 15 82 534 91,67
8 110 50 15 69 8,20 70,91
9 110 30 15 71 6,52 77,23
10 | 120 40 20 70 5,46 58,96
11 | 120 40 20 74 511 46,32
12 | 110 30 25 92 6,46 31,67
13 | 120 56 20 70 5,90 15,22
14 | 120 40 20 73 6,80 11,04
15 | 120 24 20 84 5,20 14,14
16 | 120 40 28 61 7,07 41,60
17 | 120 40 20 68 5,97 62,04
18 | 120 40 20 68 536 71,60
19 | 136 40 20 80 5,24 15,76
20 | 104 40 20 57 6,55 11,67

236



