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Resumen

RESUMEN

La tendencia mundial de mejorar el bienestar humano ha impactado no solo en nuevos
tratamientos médicos, farmacos y programas fitness, sino también en el area de los alimentos. En
la cual, ademas de suplir la necesidad de nutricién se busca reducir los riesgos de padecer ciertas
enfermedades que el dltimo siglo se han acentuado en la poblacién a nivel mundial, como por
ejemplo el cancer de colon, diabetes y cardiopatias. Surgiendo asi los llamados Alimentos e
Ingredientes Funcionales (IF), los cuales contienen agentes bioactivos capaces de generar
beneficios en la salud del consumidor.

Dada la demanda, el mercado requiere del desarrollo de procesos para obtener IF seguros,
estables y rentables, siendo una de las técnicas mas empleadas el secado por aspersién, mas
conocido como secado spray y la emulsificacion. Para dichas técnicas, ademas del agente
bioactivo son necesarios ciertos compuestos con cualidades especificas. Es asi que la presente
tesis propone el uso de proteinas de suero lacteo (WPI) y polisacaridos de distinto peso molecular
(PM), denominados Dextranos (DX), para sintetizar Productos de la Reaccion de Maillard (PRM),
que puedan ser utilizados como material de pared en el secado spray y/o como agentes
emulsionantes; y el empleo de cepas potencialmente probidticas autdctonas aisladas en el Instituto
de Lactologia Industrial (INLAIN), Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 (INL1) y Lactobacillus
rhamnosus 73a (L73a), como agentes bioactivos.

La presente tesis plantea la sintesis de PRM mediante el método seco a humedad
controlada y una serie de ensayos destinados a caracterizarlos en cuanto al grado de avance de la
reaccion y la determinacion de sus propiedades fisicoquimicas. Utilizando distintas estrategias de
encapsulacién, los PRM fueron parte del material de pared para producir macroparticulas mediante
secado spray; o bien como agentes emulsionantes para la generacion de miliparticulas
emulsionadas y gelificadas ibnicamente con alginato de calcio y microcapsulas obtenidas al secar
emulsiones mediante un secador spray. Los dos ultimos sistemas involucraban emulsiones, las
cuales fueron analizadas en cuanto a parametros de estabilidad y observadas mediante
microscopia éptica; ademas se determiné la eficiencia de encapsulacion de aceite de canola (AC)
en los encapsulados finales. Los tres sistemas generados fueron caracterizados en cuando a
morfologia mediante microscopia optica o microscopia electronica de barrido, viabilidad celular a lo
largo del proceso de sintesis y durante el almacenamiento; en funcién de la viabilidad frente al

proceso de sintesis, se sometieron las muestras al andlisis de su resistencia frente simulacion
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Resumen

gastrointestinal simulada in vitro y se muestran los resultados pertinentes. Obtenidos algunos
resultados, finalmente se opt6 por determinar la posible capacidad antibacteriana del AC.

La caracterizacion de los WPI/DX determind que existe una relacion entre el aumento del
PM del DX conjugado y la disminucién del grado de avance de la reaccion; se determiné que los
WPI/DX de mayor PM serian mejores agentes emulsionantes luego de analizar los indices de
hidrofobicidad superficial y se mejor6 la capacidad antioxidante de todos los WPI/DX en
comparacién a los compuestos de partida.

Las primeras microcapsulas, que contenian INL1 como compuesto bioactivo y PRM como
materiales de pared, morfolégicamente resultaron ser similares a las encontradas en la bibliografia;
en cuanto a viabilidad celular, si bien el secado spray no tuvo efecto negativo considerable, la
viabilidad a lo largo del tiempo a temperatura ambiente fue menor respecto a la viabilidad
mantenida bajo refrigeracién. En cuanto a la resistencia frente a la digestién gastrointestinal in vitro,
los sistemas que contenian WPI/DX mostraron una leve mejoria frente a sistema control (WPI
incubado).

Las miliparticulas gelificadas idnicamente, que contenian la cepa INL1, presentaron
eficiencias de encapsulacion del AC muy elevadas, pero la viabilidad celular al cabo de tres
semanas disminuyd considerablemente.

Por dltimo, los ensayos llevados a cabo sobre las microcapsulas generadas mediante
emulsificacion y secado spray no permitieron correlacionar los valores de indice de cremado e
indices de actividad emulsionante ensayados sobre las emulsiones con la eficiencia de
encapsulaciéon de AC determinados sobre las microcapsulas. En cuanto a la viabilidad celular de
las dos cepas ensayadas, INL1 y L73a, el proceso de sintesis tuvo un efecto negativo y la
estabilidad a lo largo del almacenamiento a 22 °C no logré mejorar las ensayadas a temperatura de

refrigeracion, lo cual hubiera sido una potencial ventaja.

En conclusion, se lograron obtener y caracterizar los PRM, mejorando las propiedades
funcionales en comparacién a los compuestos de partida y utilizarlos en tres sistemas distintos de
encapsulaciéon con potenciales probi6ticos autéctonos. Se obtuvieron sistemas a escala micro y
milimétrica que podrian ser mejorados optimizando las variables (como ser el reemplazo del AC por
uno con nula o menor capacidad antibacteriana), con el objetivo de mejorar la viabilidad de las
cepas o estabilidad de las emulsiones y finalmente desarrollar ingredientes funcionales que puedan

producirse a nivel industrial.
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Abstract

ABSTRACT

The global trend to improve the human well-being has impacted not only on novel medical
treatments, drugs and fitness programs, but also in the food area. In which, in addition to supply the
need for nutrition, it seeks to reduce the risks of suffering certain diseases that have increased in
the worldwide population the last century, such as colon cancer, diabetes and heart disease. In this
context, emerged the so-called Functional Foods and Ingredients (IF), which contain bioactive
agents capable of generating benefits in the health of consumers.

Given the demand, the market requires the development of processes to obtain safe, stable
and profitable IF, being one of the most used techniques spray drying and emulsification followed by
this process. For these techniques, in addition to the bioactive agent, certain compounds with
specific qualities are needed to use them as wall material or emulsifying agents. Thus, the present
thesis proposes the use of whey proteins (WPI), polysaccharides of different types including
Dextrans (DX) to synthesize Maillard Reaction Products (PRM) and be used as wall material in
spray drying or as emulsifying agents; and the use of isolated native probiotic strains at the Institute
of Industrial Lactology (INLAIN), Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 (INL1) and
Lactobacillus rhamnosus 73a (L73a), as bioactive agents.

This thesis proposes the synthesis of PRM by means of the dry method at controlled
humidity and a series of tests aimed at characterizing them in terms of the degree of progress of the
reaction and the determination of its physicochemical properties. Using different strategies in the
encapsulation process, the PRMs were part of the wall material to produce microparticles by spray
drying; or as emulsifying agents for the generation of ionically emulsified and gelled miliparticles
with calcium alginate and microcapsules obtained by drying emulsions by means of a spray dryer.
The last two systems, which involved emulsions, were analyzed by stability parameters and
observed by optical microscopy, in addition was determined the encapsulation efficiency of canola
oil (CO). All the systems generated were characterized in terms of morphology using optic
microscopy or scanning electron microscopy, cell viability throughout the synthesis process and
during storage. When cell viabilities were satisfactory, was evaluated the resistance to in vitro
gastrointestinal digestion of each system. Obtained some results, finally was necessary to
determine the antimicrobial capacity of CO.

The characterization of the PRMs determined that there is a relationship between the
molecular weight (PM) of dextran (DX) and the degree of progress of the reaction; it was determined
which conjugates would be the best emulsifying agents and the antioxidant capacity was

potentiated against the starting compounds.
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The microcapsules charged with INL1 as bioactive compound and in which PRM were used
as wall material, morphologically proved to be similar to those found in the literature. As for cell
viability, although spray drying had no significant negative effect, the viability over time at room
temperature was lower compared to the viability maintained under refrigeration. While resistance
against in vitro gastrointestinal digestion of the conjugates (WPI / DX) showed a slight improvement
over the control system (WPlIc, incubated WPI).

The ionically gelled milliparticles showed very high CO encapsulation efficiencies, but the
cell viability after 3 weeks decreased considerably.

Lastly, the tests carried out on the microcapsules generated by emulsification and spray
drying did not allow correlating the values of the creaming index and the emulsifying activity index
tested on the emulsions with the AC encapsulation efficiency determined on the microcapsules.
Regarding the cell viability of the two strains tested, INL1 and L73a, the synthesis process had a
negative effect and the stability throughout storage at 22 ° C failed to improve those tested at

refrigeration temperature, which would have been a potential advantage.

In conclusion, it was able to obtain and characterize PRM, improving the functional
properties in comparison with the original compounds, and use them in three different systems of
encapsulation of native probiotics. Were obtained systems at micro and millimeter scale that should
be improved optimizing variables (for example, the replacement of the CO by one with no or less
antibacterial capacity), with the objective of enhancing probiotic viability or emulsion stability and
finally developing functional ingredients that can be applied at industrial level and commercial.
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Alimentos e Ingredientes Funcionales

Luego de la Segunda Guerra Mundial Japdn alcanz6 un notable desarrollo econémico, lo
cual favorecié un aumento considerable en la expectativa de vida. Esto reflejé una poblacion mas
longeva, que presentd un incremento de patologias crénicas no transmisibles a nivel
cardiovascular, y enfermedades tales como cancer, hipertension, osteoporosis, diabetes y
obesidad. Esa situacion implicaba elevados costos para el sistema de salud, por lo que en la
década de los afios ‘80 comenzaron a llevarse a cabo distintas investigaciones bajo un proyecto
gubernamental; el propésito del mismo consistié en indagar y dilucidar posibles funciones de los
alimentos mas alla de la funcion principal nutricional. Fue asi, que bajo ese contexto naci6 el
concepto de Alimentos Funcionales (AF), los cuales son considerados “alimentos que contienen
ingredientes con funciones especificas para la salud y cuyo mensaje o alegacion saludable ha sido
aprobada acerca de sus efectos fisiolégicos en el cuerpo humano”[1].

Por otro lado, tanto en América como en Europa, la continua aparicién de evidencias
cientificas acerca del rol de la dieta y/o sus componentes sobre la salud y el bienestar humano, ha
impulsado la expansién del concepto de nutricién durante las ultimas décadas. Lo cual llevd a
retomar la idea de no solo considerar el valor nutricional de los alimentos, sino también la
capacidad de prevenir diversos tipos de enfermedades. Esta tendencia asociada al consumo de
una dieta mas adecuada, ha favorecido la aparicion de nuevos productos impulsando el desarrollo
tanto de nuevos AF como ingredientes funcionales (IF). Estas novedosas formulaciones se han
convertido en un nicho de mercado para las companias de alimentos, las cuales deben responder a
las crecientes demandas. Algunos ejemplos de AF son los smoothies y yogures[2], [3] que
contienen bacterias probidticas; mientras que algunos IF contienen aceites con alto contenido en
Omega-3[4], compuestos antioxidantes [5] y vitaminas entre otros, y con los cuales pueden
formularse distintos alimentos.

Cabe destacar, que en castellano el concepto de “alimento” suele ser empleado
técnicamente de forma incorrecta, ya que segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacién [6]un “alimento” es una sustancia comestible que aporta energia y/o
nutrientes a la dieta de los animales; mientras que la “‘comida” se considera una sustancia
elaborada, semi elaborada o cruda destinada al consumo humano; incluye bebidas, goma de
mascar y cualquier sustancia que se use en su produccion, preparacién o tratamiento; no incluye
cosméticos, tabaco ni sustancias utilizadas sélo como medicinas. Por lo tanto, el concepto de
“alimento” deberia de utilizarse para referirse al consumo animal y no humano. Sin embargo
pareciera que el concepto de AF, hace referencia a ambos tecnicismos, ya que no solo existen
investigaciones y desarrollos de AF destinados a seres humanos, sino también hacia animales [7].

Por otro lado, a modo de marco tedrico también resulta necesario definir el concepto de

“‘ingrediente alimentario” como uno de los componentes o el constituyente principal de cualquier
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mezcla o combinacién que constituye un alimento comercial [6]. En este caso, también surge la
controversia de tecnicismos, ya que solo se estaria haciendo referencia a ingredientes que forman
parte de la alimentacién animal y no humana.

En esta tesis resulta indispensable aclarar que los “alimentos” e “ingredientes”, enmarcados
dentro de los productos funcionales, tendrian como principal consumidor al ser humano y no a los

animales, a pesar de los tecnicismos previamente presentados.

Dado que los IF pueden ser considerados carriers de agentes bioactivos, en la presente
tesis propone estudiar la encapsulacién de dos cepas distintas de bacterias potencialmente
probiéticas, aceite de canola y conjugados de Maillard como compuestos de interés para lograr

distintas presentaciones de IF.

Microorganismos probiéticos

La Organizacion Mundial de la Salud (WHO) y la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacién y la Agricultura (FAO) definieron en el afo 2002 a los probiéticos como
‘microorganismos vivos que cuando son administrados en dosis adecuadas producen un efecto
benéfico en el consumidor mas alla de la nutricion” [8].

Segun Saarelay col.[9] los microorganismos deben tener caracteristicas especificas para ser
considerados probibéticos, siendo tres los aspectos mas relevantes que definen las especificaciones
a considerar. Es asi que se definen los ejes de 1) Seguridad, 2) Funcionalidad y 3) Aspectos
tecnoldgicos.

En cuanto a la seguridad, dado que los potenciales consumidores son los seres humanos,
las especificaciones los toman como prioridad, estableciendo que:

i. Las cepas aisladas deben de ser preferiblemente de origen humano, y extraidas del
tracto gastrointestinal de un individuo sano, si fueran a usarse en el tracto intestinal.
Sin embargo, Rodriguez, Rojas y Rodriguez [10] también plantean que pueden de
aislarse de la saliva o vagina de mujeres en buenas condiciones de salud.

i. No deben ser microorganismos patégenos.

iii. No deben estar asociados a enfermedades tales como trastornos gastrointestinales
o endocarditis infecciosa.

iv. ~ No deben desconjugar ni deshidrogenar las sales biliares, cuyos efectos son
indeseables en el intestino delgado.

v. Las cepas aisladas no deben tener genes de resistencia a antibiéticos transmisibles.

En segundo lugar, varios son los requerimientos que se deben observar en
microorganismos posibles candidatos a probioticos respecto a la funcionalidad:
i.  Deben ser tolerantes a acidos y jugos gastricos estomacales humanos.
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i. Deben de tolerar las sales biliares.
iii.  Deben de poder adherirse a células intestinales de origen humano y poder colonizar
temporalmente el intestino.
iv.  Deberian de ser inmunoestimulantes, pero sin generar efectos proinflamatorios.
v. Deben presentar actividad antagonista frente a patégenos como Helicobacter pylori,
Salmonella sp., Listeria monocytogenes y Clostridium difficile.
vi.  Presentar propiedades antimutagénicas y anticarcinogénicas.
Si bien el listado anterior es una serie de efectos deseables, técnicamente el Gnico requisito
que se le debe solicitar a un probiotico es que ejerza un efecto benéfico demostrado en un estudio

clinico de eficacia.

Por ultimo, pero sumamente importante ya que de estos aspectos depende la incorporacién
del microorganismo de interés en la matriz alimentaria y su posterior estabilidad, se presentan a
continuacién los aspectos tecnoldgicos:

i. Lacepa aislada no debe modificar las propiedades sensoriales finales en el producto
en el cual se incorporan, y si lo hacen, esas modificaciones deberian de ser
aceptables por el consumidor.

i. Los posibles probidticos deben ser resistentes a fagos.

iii. Deben mantenerse viables durante el procesamiento.
iv.  Ser estables en el producto final y durante el almacenamiento del mismo.
Estas caracteristicas no hacen a su caracter probiético, sino a su potencial de aplicacién en

alimentos o suplementos alimenticios.

Habiéndose planteado las especificaciones de los ejes mas relevantes para que un
microorganismo pueda considerarse probibtico, es que las investigaciones en distintos centros de
investigacion en el mundo comenzaron a centralizarse en el aislamiento y caracterizacion de cepas
bacterianas candidatas a dicha clasificacién. Fue asi, que entre los microorganismos probioticos,
ya estudiados y ampliamente utilizados en la industria de los alimentos, se encuentran
principalmente cepas especificas de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, algunas cepas de
especies de Bacillus, y levaduras como Saccharomyces cerevisiae o S. boulardii, entre otros [10].

Como se menciond previamente, se recomienda aislar cepas potencialmente probiéticas del
tracto gastrointestinal o de la saliva de un individuo sano; o bien de la vagina de mujeres que gozan
de buena salud. Sin embargo hace méas de una década, la leche materna (LM) se convirtié en una
fuente interesante de microorganismos potencialmente probioticos.

Lessen y Kavanagh,[11]plantean que muchas son las investigaciones que demuestran los
efectos positivos de la LM humana no solo sobre el consumo de los infantes (nifios de hasta dos
anos de edad), sino también sobre la salud de la madre lactante. Los beneficios se deben a que la
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LM se considera un fluido bioldgico vivo con muchisimas cualidades dificiles de replicar por parte
de los sustitutos comerciales que existen hoy en dia.

Muchas son las evidencias que demuestran que la LM humana contiene agentes bioactivos
en gran cantidad. Parte de éstos agentes consisten en células inmunes, otros son proteinas,
carbohidratos, grasas, minerales, vitaminas, enzimas y hormonas; y por ultimo, compuestos
derivados de lipidos, proteinas o hidratos de carbono [12]. Los oligosacéaridos de LM constituyen el
tercer grupo de componentes bioactivos de mayor importancia en la misma.

Los derivados de hidratos de carbono, se conocen como oligosacaridos humanos (HMOs,
por sus siglas en inglés), y presentan capacidad anti infecciosa contra patégenos del sistema
gastrointestinal, como por ejemplo Salmonella, Listeria y Campylobacter [13]. Los HMOs juegan un
rol importante en el desarrollo de una microbiota infantil equilibrada y diversa, como también en la
colonizacion de hasta el 90% del intestino, esencial para una apropiada respuesta inmune
adaptativa e innata [14]. Esto se debe a que los HMOs ejercen una presion selectiva sobre el nicho
microbiano del intestino del infante, promoviendo la proliferacién de cepas bacterias especificas,
incluyendo las bacterias acido lacticas (BAL), entre ellas los géneros Lactobacillus y otras bacterias
no clasificadas como BAL, del género Bifidobacterium. Por lo tanto la LM, es una fuente de
bacterias viables procedentes del intestino materno, las cuales son llevadas por las células
dendriticas y macrofagos via el sistema linfatico hasta las glandulas mamarias [15].

A modo de resumen la LM humana, debido a su composicién, presenta propiedades
prebidticas’ y probidticas que pueden modular dos de las fuerzas méas importantes que controlan el
ensamblaje de la comunidad microbiana del intestino del infante, como ser la seleccion de especies
y la disposicion en dicho nicho [16]. Ademas puede afirmarse que los agentes bioactivos
previamente nombrados contenidos en la LM humana, modifican la funcionalidad del tracto
gastrointestinal y el sistema inmune, influyen en el desarrollo del cerebro, convirtiendola en un
alimento sumamente necesario para el crecimiento y desarrollo 6ptimo de los infantes [12]. Incluso,
recientemente Moosavi y col.[17], reportaron que la LM mitiga la programacién de enfermedades
metabdlicas tardias infantiles, otorgando proteccién particularmente frente a la obesidad y la

diabetes tipo Il.

Dada la importancia que recibié la LM, dos grupos de investigadores, uno de origen
finlandés [18] y otro espafol [19], lograron aislar bacterias a partir de dicha matriz, simultanea e
independientemente en el afio 2003. Estudios posteriores, evaluaron que las cepas aisladas tenian
potenciales probiéticos similares a los que presentaban las cepas probiéticas que se utilizaban en

los productos comerciales [20].

"Prebidtico: es un ingrediente fermentado selectivamente que permite cambios, tanto en la composicion y/o actividad en la microbiota
gastrointestinal que confiere beneficios en el bienestar y la salud del consumidor[61].
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En el afno 2008 en el Instituto de Lactologia Industrial (INLAIN, CONICET-UNL) comenzaron
los intentos por aislar bacterias potencialmente probi6ticas a partir de LM humana. Es en este
contexto que se logré aislar y caracterizar la cepa Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1
(INL1). En el ano 2016, también a partir de LM humana lograron aislar la cepa Lactobacillus
rhamnosus 73a (73a), cuyos potenciales probibticos y tecnolégicos fueron plasmados en una
trabajo cientifico que esta siendo evaluado por una revista internacional para su publicacién. Las
cepas nombradas forman parte de los estudios de la presente tesis.

a. Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1

La cepa probidtica INL1 pertenece al género de bacterias Gram-positivas (cuya envoltura
celular comprende la membrana citoplasmatica y una pared celular compuesta por una gruesa
capa de peptidoglucano), presenta morfologia de baston de largo variable y seccién relativamente
constante. Se consideran bacterias no moviles y suelen presentar una estructura caracteristica de

“horqueta” o “Y” que permite reconocerla facilimente al microscopio (Figura 1).

Figura 1. Micrografias electrénicas de barrido (SEM) de Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1
cultivadas durante 22 hs a pH no controlado (a) o a un pH controlado de 5 (b) y 6.5 (c¢).Las flechas blancas
indican una morfologia tipica de las células del género Bifidobacterium.(Micrografias obtenidas de Vinderola y
col. 2012[21]).

Aislamiento

La cepa INL1 se aisl6 en la ciudad de Santa Fe, Argentina, a partir de muestras de LM que
fueron donadas voluntariamente por madres en buenas condiciones de saludy que declararon no
haber consumido ningun tipo de probiético durante el embarazo o después del parto.

Una vez obtenidas las muestras de LM se conservaron a 5 °C, procesaron, diluyeron y
sembraron en MRS-C agar (medio Man- Rogosa y Sharpe, con cisteina; Biokar Diagnostic;
Francia), medio de cultivo selectivo para el aislamiento de bifidobacterias y lactobacilos. Las placas
fueron incubadas y aquellas colonias que presentaron morfologias tipicas del género
Bifidobacterium fueron examinadas mediante microscopia de contraste, aisladas y purificadas
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mediante la reaccién de tincion de Gram, ensayos de movilidad y la actividad de la enzima
catalasa. Se almacenaron congeladas hasta su posterior uso seis presuntas colonias de
bifidobacterias [22].

Identificacion del género taxonémico

Los ADN totales de las presuntas bifidobacterias se obtuvieron utilizando el kit Gen Elute
Bacterial Genomic DNA. Para definir la identidad de los aislados se utilizaron las muestras de AND
purificadas previamente, se amplificaron, secuenciaron y compararon fragmentos de 1.500 pares
de bases con el gen 16S de ARNr (ARN ribosomal), los cuales se conocen para distintas especies
del género Bifidobacterium y se encuentran registrados en bases de datos. Las amplificaciones se
realizaron mediante PCR (Reaccion en cadena de la Polimersa) Gene Amp, utilizando la enzima
Taq ADN polimerasa. Los productos de PCR obtenidos se separaron en geles de agarosa, se
tineron y se visualizaron bajo luz UV. Posteriormente las ampliaciones se purificaron con columnas
MicroSpin y las secuencias de nucle6tidos se determinaron a partir de la extension de un cebador
en el Servicio de secuenciacion de ADN de Macrogen. La identidad de los aislados fueron
verificadas nucleotido por nucleétido utilizando el servicio BLAST de la base de datos NCBI.

Los seis aislados fueron identificados como Bifidobacterium animalis subsp. lactis, segun la
comparacién con el gen 16S del ARNr; sin embargo, dos aislados perdieron gradualmente la
capacidad de crecer en el medio MRS-C y fueron desestimados para los posteriores ensayos[22].

Diversidad genotipica

La diversidad genotipica de los cuatro aislados restantes se analizd mediante la técnica
RAPD-PCR (Amplificacion Aleatoria de AND Polimoérfico mediante PCR), utilizando cuatro primers
arbitrarios y reacciones independientes. Las amplificaciones se llevaron a cabo utilizando
nuevamente la Taq Polymerase; se utilizaron primers especificos de la cepa Bifidobacterium
animalis subsp. lactis Bb-12 (Chr. Hansen) y un tubo sin plantilla alguna como controles positivos y
negativos, respectivamente. Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en
geles de agarosa siguiendo el protocolo estandar.

Uno de los primers evidencié que al menos tres de las cuatro especies aisladas eran
diferentes, pudiendo ser las cepas INL1, INL2 e INL4 o INL5; por otro lado, las distintas cepas
pudieron detectarse en cantidades 1 a 4 Log UFC (unidades formadoras de colonias) [22].
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Caracterizacion tecnoldgica preliminar de las cepas para su utilizaciéon en productos
lacteos

Cepas potencialmente probibticas con poca tolerancia a los pardmetros tecnoldgicos son de
limitado interés para la industria alimentaria si no pueden superar los obstaculos del procesamiento
de alimentos [23]. Por lo tanto, se llevaron a cabo una serie de ensayos preliminares con la
intencion de seleccionar el aislado que presente el mejor rendimiento para luego conducir los
ensayos con animales, respetando el principio de las 3 R’s (reemplazar los métodos existentes,
reducir al minimo nimero de animales necesarios y refinar las metodologias para hacerlas menos
estresantes).

Dado que la congelaciéon es una técnica ampliamente utilizada para preservar la viabilidad y
las propiedades tecnoldgicas de los cultivos comunmente utilizados en la industria lactea, el grupo
de trabajo del INLAIN determiné la capacidad de almacenamiento de las bifidobacterias como
cultivos congelados concentrados.El recuento celular de las suspensiones celulares en el momento
0, antes de la congelacion, vari6 de 9,2 a 9,8 Log UFC/mL.Después de 6 meses de
almacenamiento congelado a -20 ° C o0 -70 ° C, no se detectaron diferencias significativas (P> 0,05)
en la viabilidad celular, variando el recuento celular de los 4 aislamientos evaluados de 8,9 a 9,7
Log UFC/mL y de 9,6 a 9,9 Log UFC/mL, respectivamente.

Para prevenir las condiciones estresantes involucradas en procesos industriales que
podrian afectar la funcionalidad de las bacterias probioticas, normalmente suelen utilizarse como
cultivos adjuntos para la produccion de leche fermentada o quesos. Fue asi que se inocularon
bifidobacterias en leche o leche acidificada (pH 4,5) en niveles que fueron de 9,1 a 9,4 Log
UFC/mL. Luego de 4 semanas de almacenamiento refrigerado a dos pH distintos (6,5 y 4,5),
pérdidas insignificantes en la viabilidad celular se observaron en relaciéon con los recuentos en el
tiempo 0. Se ha informado que la estabilidad de las bifidobacterias en leches fermentadas es
variable y altamente dependiente de la cepa [24].

El uso de cepas probidticas como cultivos iniciadores en la fermentaciéon de alimentos ha
despertado interés en los tecndlogos alimentarios ya que no solo la cepa podria presentar
propiedades funcionales sino también funciones tecnoldgicas permitiendo reducir el tamano del
indculo iniciador. Otro ensayo llevado a cabo con las cepas aisladas en el INLAIN consistié en
determinar la capacidad de crecimiento en leche, ya que muchas cepas probiéticas carecen de
habilidad proteolitica suficiente para obtener nitrogeno a partir de la leche o de las proteinas de
suero. Para lo cual, la capacidad de crecimiento de las cuatro cepas de bifidobacteria se evalu6é en
leche desnatada al 10% junto a diferentes cantidades de extractos de levaduras como fuente
externa de nitrogeno. Los cuatro aislados fueron capaces de crecer a partir del agregado de 0,05%
(p/v) de extracto de levadura alcanzando cada aislado un recuento de 9 Log UFC/mL. A su vez,
dado que los valores de pH fueron descendiendo a medida que la concentracion de levaduras se
incrementaba, resulté de interés determinar los contenidos de acido lactico y acético mediante

24



Introduccién

HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Performance) a partir de los sobrenadantes celulares. La
relaciéon de acido acético/acido lactico para las cepas en leche con 0,05% (p/v) de extracto de
levadura, resultaron ser significativamente menores que la produccion de los cultivos iniciadores
habituales de S. thermophilus Jo1 y L. helveticus 209 bajo las mismas condiciones; hay que
destacar, que el agregado del extracto de levadura, suele conferir un sabor amargo a la matriz,
pero que dependiendo de la concentracidon del extracto las caracteristicas sensoriales del producto
podrian no afectarse. Por otro lado, investigaciones previas demostraron que debido a la gran
capacidad de crecimiento de las bifidobacterias en leche es prometedor su utilizacion como cultivos
iniciadores, aunque algunos desarrollos deben de llevarse a cabo para enmascarar el posible sabor
indeseable que se percibiria en la leche debido a la produccién de acido acético. Motivo por el cual,
distintas estrategias como por ejemplo el agregado de agentes de flavours sintéticos o naturales
podria ser una opcidén para minimizar el posible sabor a vinagre debido a la presencia de dicho
acido.

El secado por aspersion, o también conocido como secador spray es una herramienta
tecnologica ampliamente utilizada en la industria lactea para deshidratar leche, la cual es una
potencial alternativa mas econémica y versatil de escalar a planta industrial, que la liofilizaciéon o
freeze-drying para la produccion de cultivos probiéticos. Dado que los polvos obtenidos por secador
spray contienen altos niveles de bacterias probibticas viables son una presentacién conveniente
para el almacenamiento y transporte de estos cultivos [23]. Es asi, que en el INLAIN se evalué la
resistencia al secado spray de cepas de Bifidobacterium animalis subsp. lactis. Los cuatro aislados,
presentaron una resistencia satisfactoria al proceso de deshidratacion obteniéndose polvos con
contenidos de humedad cercanos al 3,7% y células viables en el orden de 9,1 a 9,5 Log UFC/g.
También evaluaron la viabilidad a lo largo del tiempo durante el almacenamiento, y no encontraron
diferencias significativas a lo largo de seis meses conservados a 5 °C; sin embargo, a temperatura
ambiente los recuentos disminuyeron de 4 a 5 érdenes logaritmicos, segun la cepa en particular.
Por lo tanto, los cultivos de las Bifidobacterium animalis subsp. lactis resultan ser potenciales
candidatos al secado spray, aunque se debe trabajar para mejorar la sobrevida al almacenamiento.

Ademas, los cultivos en polvo obtenidos por secado spray, se sometieron a rehidrataciéon y
se analizaron las estabilidades en agua caliente a diferentes temperaturas (40, 50 y 60 °C), para
simularla preparacion de mamaderas o de comida caliente. A 40 y 50 °C, no encontraron péerdidas
significativas de la viabilidad en las suspensiones celulares ensayadas, no asi a 60 °C, donde las
pérdidas fueron de 2 a 5 6rdenes logaritmicos, dependiendo de la cepa. A esta temperatura se
observd un comportamiento particular de la cepa Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1
cuando se llevaron a cabo los recuentos bacterianos a 60 min: un aumento en los recuentos
bacterianos se observd con respecto a los recuentos llevados a cabo a los 30 min[22]. Ese
comportamiento indicé un recuperamiento parcial de las células luego de ser sometidas al factor de
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stress de la temperatura, lo cual podria de considerarse como una ventaja de la cepa utilizada a lo
largo de esta tesis.

Ensayos en animales

Si se pretende desarrollar un alimento funcional los ensayos en vivo en animales sobre la
funcionalidad y la seguridad de los nuevos aislados bacterianos cuyo consumo se destinaria a
seres humanos es un prerrequisito [8]. EI hecho de que las cepas se hayan aislado de LM, la cual
es administrada por las madres hacia los recién nacidos durante los primero dias de vida, sugiere
que las cepas serian seguras y potencialmente reguladoras de la funcién inmune[25], [26].
Ademas, la especie Bifidobacterium animalis subsp. lactis es una de las especies comunmente
incorporadas en AF por sus diversos efectos benéficos tales como la reduccidén del riesgo de
contraer diarrea por parte de los nifos y aliviar trastornos alérgicos.

Dado que Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1, fue la cepa de mejor resistencia a la
rehidratacion en agua caliente, fue la elegida para llevar a cabo los ensayos in vivo en ratones
BALB/c. El ensayo consistié en una administracion oral de una dosis contante de la cepa (2 x 108
UFC/raton) en leche desnatada al 10% por 3, 6 y 10 dias consecutivos, teniendo un grupo control
al cual de lo administraba la misma matriz pero sin la cepa.

La administracion oral no provocéd efectos secundarios indeseables en cuanto a la
translocacion de enterobacterias al higado. El andlisis de la estructura del intestino no mostr6
infiltraciones de linfocitos, atrofia de las mucosas o sintomas de inflamacién intestinal; como
tampoco cambios en la estructura de los intestinos delgado y grueso.

En cuanto a las propiedades probibticas, se observé un aumento significativo en el numero
de células productoras de IgA en la lamina propia tanto en el intestino delgado como grueso, en
particular en el grupo donde se administré durante 10 dias, el cual evidencié un aumento del 71 %
del pardmetro evaluado. La relevancia de dicho estudio se centra en que las moléculas de IgA en el
intestino tienen la funcién de excluir del sistema inmune a patdégenos y proteinas extrafas junto a la
cooperacién de los mecanismos de defensa innatos y especificos [22].

Posteriormente, se realizaron ensayos de mortalidad y translocacion para determinar el
efecto protector de la cepa Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 frente a Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Typhimurium. Los resultados fueron prometedores, ya que con 10 dias de
administracion de la cepa se redujo tanto la prevalencia como la severidad de la infeccién con
Salmonella. Los efectos observados son consecuencia de diversos mecanismos del sistema
inmune: induccion de IgA secretoria en el intestino, como también un incremento de la interluquina
10 (IL-10), con capacidad anti inflamatoria[27].

En el ano 2017, Burns y col. [28] publicaron los resultados de un estudio llevado a cabo con
la cepa INL1 secada por aspersion y sus efectos sobre la colitis cronica y aguda en ratones

BALC/c. En cuanto al secado spray, y al igual que Loyeau y col. [29], se evidencié una satisfactoria
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capacidad de resistencia al secado por aspersion, con una tasa de supervivencia cercana al 97 %.
Tanto la cepa INL1 como cultivo fresco o secadopor spray en leche reconstituida al 20%,
mantuvieron la capacidad anti inflamatoria en el modelo de colitis.

Por lo tanto, la cepa Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1, en poder actualmente de la
empresa francesa Pileje mediante un acuerdo de transferencia de material biol6gico (208-2020)
para profundizar los estudios de su capacidad probio6tica y propiedades tecnolégicas, se considera
un agente bioactivo de interés para diversificar los estudios de deshidratacion mediante la técnica

de encapsulacién y sus variantes, convirtiéndose en uno de los objetivos de la presente tesis.

b. Lactobacillus rhamnosus 73a

El género Lactobacillusesta constituido por bacterias con morfologia de bastén, no maviles,
no formadoras de esporas, Gram-positivas, que comprenden una parte importante de la microbiota
bacteriana humana y los alimentos fermentados.

En la Figura 2 se muestra una fotografia de la especie a modo representativo.

Figura 2. Imagen de Lactobacillus rhamnosus obtenida de: http://shopblob.blob.core.windows.net/1115-
produtoimagem/zoom-ramos.png

Muchas de las especies de este género son anaerobias facultativas en cuanto al
requerimiento de oxigeno. Durante la fermentacion de la glucosa (fuente de carbono) el producto
principal metabdlico es el acido lactico, mientras que los acidos acético y succinico se producen en
menores cantidades.

Las especies mas comunes aisladas a partir del sistema gastrointestinal humano son
Lactobacillus rhamnosus, L. brevis, L. casei, L. acidophilus, L. plantarum, L. fermentum y L.
salivarius. Sin embargo se han aislado otras especies a partir de placas dentales, saliva, el tracto
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vaginal de mujeres e incluso otros mamiferos. A modo de informacién, mas de 200especies
diferentes de Lactobacillus han sido descriptas[30] y este género serd proximamente reclasificado
taxonémicamente[31].

La cepa utilizada en la presente tesis ha sido aislada y caracterizada recientemente, por lo
que aun no se han publicado los resultados obtenidos. Sin embargo hay caracteristicas
compartidas por cepas de Lactobacillus rhamnosus que permiten suponer que la cepa
Lactobacillus rhamnous 73a (73a) sea un potencial probiético de interés[32].

La cepa 73a pertenece a la misma especie del reconocido probibdtico Lactobacillus
rhamnous GG, el cual es objeto de estudio hace mas de tres décadas[33]. Recientemente,
Szajewskay col. [34] han demostrado que la utilizacion de L. rhamnosus GG para el tratamiento de
diarrea crdénica en nifos reduce la duracién del trastorno gastrointestinal y el tiempo de
hospitalizacion de los pacientes; como también que aumenta la resistencia frente a infecciones
gastrointestinales y respiratorias.

Esta cepa es capaz de inhibir la adhesion a las células del intestino de agentes patégenos
como Clostridium histolyticum y C. difficile como también Salmonella enterica; por otro lado la
combinacién de la cepa L. rhamnosus GG con la cepa LC705 inhibe el crecimiento de
Staphylococcus aureus, E. coliy S. enterica, mientras que la combinacion L. rhamnosus GG, P.
freudenreichiiv y L. plantarum inhiben clostridiosy Listeria monocytogenes. Puntualmente la cepa L.
rhamnosus LC705 suprime el crecimiento de algunas levaduras y mohos[35].

Debido a las propiedades probibdticas de muchas cepas de la especie L. rhamnosus, esta
especiese transformo6 no solo en un compuesto bioactivo de interés para la industria de alimentos
sino también en un cultivo protector, por proporcionar proteccion eficaz frente a microorganismos
patégenos en productos lacteos fermentados como no fermentados, bebidas listas para su
consumo, embutidos secos y ensaladas[35].

En cuanto a la utilizacion de la especie como componente activo para formular IF,
numerosos estudios de investigacion y desarrollo se han llevado a cabo con el objetivo de
protegerla e incorporarla a diversas matrices. Doherty y col. [36] han desarrollado y caracterizado
miniesferas utilizando como material de pared proteinas de suero lacteo (WPI, por sus siglas en
inglés whey protein isolate) con el objetivo de mantener la viabilidad de la cepa frente a estudios de
simulacion gastrointestinal in vitro. Ademads, Liu y col. [37] han implementado el uso de los
Productos de la Reaccion de Maillard(PRM) entre WPI e isomaltooligosacaridos para generar
emulsiones y la técnica de gelificacién en frio con el mismo objetivo de promover la sobrevida

durante el almacenamiento.

En paises desarrollados, mas del 60% del mercado alimentario de AF esta formado por
productos que contienen microorganismos probibticos. Sin embargo, la incorporacion de estos
compuestos bioactivos a productos alimenticios a menudo esta limitada no solo por la baja
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sobrevida de las bacterias a los procesos que intentan incorporarlas a los productos sino también,
por el/los impacto/s que generan en las propiedades organolépticas; es asi que estos factores
plantean nuevos desafios tecnolégicos [38] y re-direccionan el enfoque al desarrollo de IF que
otorguen proteccion y puedan ser incorporados sin efectos indeseables en los alimentos a lo largo
de sus procesos productivos.

Encapsulacion de componentes bioactivos

Los microorganismos probibticos en general han sido propuestos para modular la actividad
de la microbiota del intestino y la inmunidad local o sistémica, para prevenir infecciones entéricas o
ejercer efectos antiinflamatorios; lo cual contribuye al buen funcionamiento y proteccion del tracto
gastrointestinal en animales y humanos. Sin embargo, se ha observado que la influencia de
diversos factores de estrés tales como la acidez gastrica y las sales biliares; las enzimas digestivas,
niveles de oxigeno y el pH; la presencia de inhibidores; la temperatura de almacenamiento y la
composicion de matrices de alimentos pueden traducirse en pérdidas de la viabilidad y capacidad
de supervivencia de los mismos[39] o alteran su funcionalidad sin necesariamente modificar el
namero de células viables. Dados estos factores condicionantes, diversos trabajos se han enfocado
en desarrollar y mejorar estrategias para estabilizar probidticos, siendo una de ellas la
encapsulacién. Dicha técnica podria mejorar la supervivencia de los probiéticos durante su
permanencia en alimentos y/o su paso por el sistema digestivo.

La encapsulacién de componentes de interés, sean moléculas como vitaminas,
antioxidantes 6 microorganismos, consiste en retenerlos en cépsulas de determinado tamafo;
dentro de las cuales los ingredientes sensibles puedan ser fisicamente envueltos por una matriz
denominada “material de pared” [40] que pretende protegerlos de reacciones adversas, oxidacion u
otros cambios quimicos durante el almacenamiento[41]; hacerlos compatibles con algin otro
componente de la formulaciébn, modificar sus propiedades y/o enmascarar caracteres
organolépticos, entre otros[42]. Segun el tamafo de las capsulas obtenidas, las técnicas se
nombran de distinta manera, siendo las mas empleadas las conocidas como microencapsulacion
(escala micrométrica) y nanoencapsulacién (escala nanométrica). En la presente tesis, se aplicaron
distintas técnicas, procesos y equipamientos para dar lugar a microcapsulas, obtenidas por secado
por aspersion (Capitulos 2 y 4); y milicdpsulas (escala milimétrica, Capitulo 3) obtenidas mediante

aspersion y gelificacion iénica.

Estrategias de produccion de capsulas
Diversas estrategias han sido desarrolladas para la producciéon de capsulas. A modo
general pueden ser clasificadas en tres categorias segun la naturaleza que rige el proceso:
v Métodos fisicos: abarcan las técnicas de secado por aspersion, extrusion y

recubrimiento por aspersién.
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v Métodos fisicoquimicos: comprenden la coacervacion simple o compleja e

inclusiénen liposomal.

v Métodos quimicos: hacen referencia a la polimerizacion interfacial e inclusién

molecular.

En la seleccién del método de encapsulacion debe considerarse el tamafo medio de la
particula requerida, las propiedades fisicoquimicas del agente encapsulante y del compuesto de
interés a encapsular, la posterior aplicacion para el encapsulado a obtener, los mecanismos de
liberacion del compuesto y los costos. En el caso de sabores y aromas, en la industria de
alimentos, el secado por aspersién es la técnica mas empleada[43].

a. Secado por aspersion

Dentro de los métodos fisicos, el secado por aspersion o secador spray de una suspension
de componente bioactivo, es el mas utilizado para producir microcapsulas, donde el componente
de interés queda recubierto por el material de pared [44]. Los polvos generados suelen ser de
buena calidad, tener baja actividad de agua (aw), ser de facil manejo y disposicion para el
almacenamiento. Por otro lado, de todos los métodos de encapsulacion existentes, el secado spray
se encuentra desarrollado tecnolégicamente desde escala laboratorio, pasando por la escala piloto
y hasta el nivel industrial, lo que aumenta la factibilidad del escalado de algun desarrollo y su
transferencia al sector productivo.

El equipamiento necesario para el secado spray se encuentra disponible en nuestro pais y
es de uso ampliamente utilizado en la cuenca lechera Argentina. La produccion de leche en nuestro
pais se concentra en las provincias de Cordoba (37%), Santa Fe (32%) y Buenos Aires (25%), en
menor medida en Entre Rios(3%), Santiago del Estero (1%) y La Pampa (1%) y existe un cierto
aporte marginal del resto de las provincias no pampeanas. En el afio 2017habia 11.326 tambos, de
los cuales el 35,1% se encuentran en la provincia de Santa Fe, 30,0% en Co6rdoba,22,1% en
Buenos Aires y 7,6% en Entre Rios [45].

Materiales de pared utilizados en la presente tesis

Los biopolimeros, como proteinas y polisacaridos, han sido usados no solo como materiales
emulsionantes y estabilizadores, sino también como materiales de pared para la produccion de
microcapsulas obtenidas por secado spray[44]. Sin embargo, el material de pared compuesto por
un solo constituyente no suele tener las propiedades funcionales deseadas para esta aplicacién
[46]. Con el objeto de superar este problema y ofrecer versatilidad, diversos estudios han sugerido
una combinacion de proteinas y polisacaridos, concretamente conjugados mediante la Reaccién de
Maillard (RM), como material de pared para la encapsulacibn de compuestos [47]. Se ha
demostrado que los Productos de la RM (PRM) tienen propiedades funcionales satisfactorias como
solubilidad y funcionalidad interfacial [48]; ademas presentan la ventaja de combinar las
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caracteristicas emulsionantes de las proteinas con las caracteristicas de solvatacién de los
azucares [49].

Dado que Argentina tiene una larga tradicién en la produccién y el consumo de productos
lacteos, la investigacion y desarrollo para abordar problematicas relacionadas con la industria
lechera mediante el aprovechamiento del suero de queseria (considerado un subproducto, y por lo
tanto desechado en la mayoria de los casos), brindaria proyecciones econémicas interesantes al
sector y relevantes en el mercado interno de nuestro pais. La microencapsulacién, mediante el
secado spray ha demostrado potencial para producir cultivos bacterianos deshidratados y con
elevado nivel de células viables [50], utilizando leche [51]6 suero de queseria [52] como matriz de
encapsulaciéon; sin embargo, actualmente los trabajos de obtencién de microcapsulas, donde se
utilizan los PRM, como matrices o bien como agentes emulsificantes, y el secado spray son

€SCasos.

Proteinas de interés

Para el desarrollo de AF e IF muchos son los compuestos que se necesitan usar para la
formulacion y desarrollo, siendo las proteinas unas de las moléculas ampliamente empleadas, no
s6lo por su valor nutricional sino también por sus diversas propiedades que las convierten en
componentes de interés para alcanzar los objetivos deseados.

La leche es producida por las glandulas mamarias de mamiferos hembras y esta destinada
a la alimentacién del recién nacido desde su nacimiento hasta el destete. Se considera un alimento
altamente nutritivo y de rapida digestion, rico en proteinas, minerales y energia, todo presente en
una solucién acuosa. Ademas aporta al recién nacido compuestos esenciales como agentes
protectores, microorganismos y factores de crecimiento. La leche es un fluido altamente
perecedero y es producida naturalmente para rapido consumo luego de su generacion. Sin
embargo, el ser humano ha utilizado durante siglos la leche de otros mamiferos y sus productos
lacteos derivados, para complementar su dieta. A nivel internacional, la mayoria de la leche
procesada es de origen vacuna, sin embargo, cantidades significativas de leche de bufala, cabra y
oveja también son utilizadas para la produccion de productos lacteos.

Durante el ultimo siglo, el procesamiento de la leche y derivados se ha ido transformando de
arte a ciencia. Los productos tradicionales tales como quesos y yogures combinan conocimientos
ancestrales con ciencia moderna, tecnologia y nuevas técnicas de procesamiento; dando asi
nuevos productos como la leche secada por atomizacion o secador spray, concentrados de
proteinas de leche y aislados o concentrados de proteinas de suero de leche (WPlo WPC, por sus
siglas en inglés “whey protein concentrates”) [53].
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Suero de la industria quesera

Durante la elaboracién de quesos, se separa un liquido remanente del cuajo llamado suero,
el cual esta siendo cada vez mas utilizado como alimentacién animal o como fuente de proteinas
para la nutricion humana. El suero puede ser de dos tipos:
1) Suero dulce, el cual proviene de la coagulacién enzimatica de la leche por el cuajo a pH 6,6
(ejemplo: queso cheddar).
2) Suero acido, obtenido de la produccion de quesos frescos de pasta blanda (ejemplos: quesos
cremas y Camembert entre otros), luego de la coagulacion acida de la leche; y, en el caso del
queso Cottage, seguido el calentamiento de la cuajada.

Comercialmente el suero se presenta tanto liquido como en polvo, con diferentes

composiciones que pueden observarse en la Tabla 1.

Tabla 1.Composicion de diferentes presentaciones de concentrados suero vacuno. (Adaptada de
Cayot y Lorient, 1997 [54]).

Composicion (% (p/p))

Concentrado de Agua Lactosa Lipidos Minerales Nitrogeno B-lg oa-la

suero

Liquido 93,5 4,5 0,3 0,6-0,8 1,0 0,45 0,2
Polvo 4,0 70,0 - 9,0-12,0 13,0 - -
Cuajado 42,0 36,0 - 8,0 9,0 - -
Concentrados UF 4,0 9,5 6,0 3,0 75,0 32,0 15,0

Proteinas de suero lacteo

Las proteinas del suero lacteo vacuno, siempre dependiente de la raza productora de la
leche, son una mezcla de proteinas con numerosas y diversas propiedades y por lo tanto, pueden
tener diversos usos potenciales. La mayoria de las proteinas son B-lactoglobulinas (B-lg) y a-
lactoalbuminas (a-la). Representan aproximadamente el 70% del total de las proteinas del suero y
son las responsables de la hidratacion, gelificacion y propiedades tensoactivas (emulsificacion y
propiedades espumantes) de las presentaciones de WPC y WPI. Estos ultimos, presentan diversas
aplicaciones industriales y usos en la industria de alimentos, algunos de los cuales consisten en la
manufactura de panes y galletas, cereales, pastas, helados y hasta chocolates. Se consideran
ingredientes proteicos los cuales a menudo son utilizados por sus propiedades nutricionales y
terapéuticas en dietas de bajas calorias y en la nutricién enteral de pacientes que se encuentran
bajo cuidados intensivos.

La B-lg se encuentra en concentraciones de 2 a 4¢g/L suero y posee un peso molecular (PM)
de 18,3 kDa. Su estructura proteica primaria se compone de 162 aminoacidos; presentando un
grupo tiol y dos puentes disulfuro. Existen 7 variantes genéticas, siendo las mas abundantes las

llamadas Ay B que difieren en los aminoacidos 64 y 118, donde una asparagina y una valina se
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reemplazan por glicina y alanina, respectivamente. Se separan por cromatografia de intercambio
ibnico, ya que al pH de la leche (cercano a 6,6) la variante A posee mas carga electrostética
negativa.

Se conocen las estructuras primarias de B-Ig de varias especies de rumiantes, mientras que
las estructuras secundarias y terciarias muestran un elevado grado de organizaciéon como puede
observarse en la Figura 3.A. Presentan estructuras del tipo B-laminas en un 43-50% de
aminoacidos (representadas por flechas), hélices a en un 10 a un 15% de aminoacidos (espirales)
y Giros B (15-20% de aminoécidos).

El monémero de B-Ig se asemeja a un cono o caliz con un bolsillo hidrofébico capaz de unir
vitamina A (retinol) y acidos grasos. Su estructura compacta se debe al “apilamiento” de 9 laminas-
B y a los dos puentes disulfuro; esta estructura es resistente a la protedlisis por proteasas
digestivas. Al pH de la leche, la B-Ig existe como dimero constituido por una estructura que se

asemeja a dos conos apilados.

Figura 3. A) Estructura terciaria de la B-lactoglobulina, extraida del Protein Data Bank.B)Estructura terciaria
de la a-lactoalbimina, extraida de:http://bioagroin.blogspot.com/2011/05/lactoalbumina.html.

La segunda proteina mas abundante en el suero de leche es la a-la, presente en una
concentracion de 1,5g/L de suero, con un PM de 14,2kDa. Es una molécula pequena de
123aminoacidos y 4 puentes disulfuros. Existen dos variantes genéticas: A (GIn) y B (Arg),
diferentes en su décimo aminoé&cido. Forma parte de la enzima Galactosil Transferasa y participan
de la biosintesis de lactosa.

En cuanto a sus estructuras secundarias y terciarias, como puede observarse en la Figura
3.B, son poco organizadas: el 30 % presenta hélices-a y 9% laminas-B; por lo tanto posee una
estructura flexible. Sin embargo, debido a la presencia de un enlace a Ca*? y los puentes disulfuros
mantiene una estructura compacta elipsoidal, con un pequeio bolsillo hidrofdbico.

El suero también contiene otras proteinas en menor proporcion con relevancia biologica, a

nivel inmunoldégico y enzimatico. La albumina sérica bovina (ASB) es una proteina de 582
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aminodacidos que funciona como proteina carrier de moléculas no polares en fluidos biolégicos. Es
una proteina compacta en su extremo C-terminal y puede ser reversiblemente desnaturalizada con
calor, o por adicién de &cido o base a 40-50 °C. Por otro lado, el suero contiene Inmunoglobulinas,
las que conforman una gran familia con propiedades de anticuerpo, de tipo glicoproteinas de PM
variable, de 148 a 1000kDa. Poseen temperaturas de desnaturalizacién mayores que la B-lgy a-la y
son muy sensibles al calor en presencia de ASB. También existen metalo-proteina del tipo
Lactoferrina, cuyo PM varia de 80 a 92kDa, posee 703 aminodacidos y 16 puentes disulfuros. Cada
mol de lactoferrina puede unir un mol de Fe*3. Posee un elevado punto isoeléctrico (pl), por lo que
forma complejos con ASB y B-Ilg. Debido a la unién al hierro, presenta alta resistencia a la
desnaturalizacién por calor y propiedades antibacterianas similares a las de las lisozimas vy
lactoperoxidasas. En menores proporciones, se encuentran lactoperoxidasas; fosfatasas alcalinas;
catalasas; sulfhidril-oxidasas; plasminas; proteasa-peptonas[54], [55].

Inulina

El consumo de fibras dietéticas fermentables puede inducir el crecimiento y/o favorecer la
actividad de poblaciones de microorganismos que se consideran beneficiosas y que residen en el
sistema digestivo del ser humano, principalmente en el intestino grueso. Dentro de las fibras
dietéticas fermentables mas estudiadas al momento se encuentran los fructo-oligosacaridos y la
inulina, los cuales sugieren una estrategia prometedora para modular la microbiota intestinal, y
promoverla salud de los individuos que padecen enfermedades relacionadas a la composicién y
funcién de la microbiota [56].

Un sustrato incorporado mediante la dieta que atraviesa, sin ser digerido, el tracto digestivo
superior, de bajo pH y alta carga enzimatica, y que tenga efectos beneficiosos en el tracto digestivo
inferior, puede considerarse potencialmente prebibtico. Un prebidtico es “todo aquel sustrato que es
utilizado selectivamente por los microorganismos del huésped que confieren un beneficio para la
salud’[57]. Por lo tanto, la inulina ha pasado a ser un compuesto de interés ampliamente utilizado
en la industria de alimentos y farmacéutica, no sé6lo por su potencial prebiético, ya que la microbiota
del colon es capaz de descomponerla, sino también por sus propiedades fisicoquimicas como ser
sustituto parcial de grasas o por su capacidad de formar geles para la liberacién selectiva de
farmacos en el colon.

La inulina pertenece a la familia quimica de los fructanos, los cuales son polimeros lineales
de moléculas de fructosa ligadas mediante enlaces glucosidicos B-2,1, con una molécula de
glucosa terminal. Se encuentra generalmente en raices, tubérculos y rizomas de ciertas plantas
como sustancia de reservas [58]; también en vegetales como la cebolla, puerro, ajo, platano y trigo;
también en semillas del tipo centeno y cebada.
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Figura 4.Estructura quimica de la Inulina (Imagen extraida de:https:/pt.wikipedia.org/wiki/Inulina; 09/2019).

Las fracciones de inulina con elevado grado de polimerizacion (factor que indica cuantas
unidades repetitivas se encuentran en un polimero) son menos solubles en agua, poseen
temperaturas de fusidbn més altas si son cristalinas o temperaturas de transicion vitrea si son
andmalas, son quimicamente mas estables (menos sensibles a hidrdlisis), forman geles mas

fuertes y son mas viscosos cuando se disuelven.

La inulina se usa para modificar la textura o reemplazar la grasa en algunos alimentos
debido a que su capacidad de formar geles y su comportamiento viscoso dependiente del grado de
polimerizacion lo hacen adecuado para ese propdsito. Ademas, los enlaces B-2,1 que unen
unidades de fructosilo no se hidrolizan por las enzimas digestivas humanas, lo que permite el
reemplazo de grasas con bajo contenido calérico. La forma parcialmente hidrolizada de inulina,
oligofructosa, tiene esta misma caracteristica y es mas dulce, y por lo tanto se usa como un
sustituto de azucar bajo en calorias. Su indigestibilidad hace que tanto la inulina como la
oligofructosa sean adecuadas como fibras dietéticas.

La columna vertebral de la inulina es relativamente flexible en comparacién con otros
polisacaridos, ya que no incorpora el anillo de azucar. Esto se combina con una temperatura de
transicién vitrea (la temperatura, por debajo de la cual las propiedades fisicas de los sistemas
plasticos cambian a las de un estado vitreo o cristalino) relativamente alta[59], haciendo que la
inulina sea un estabilizador adecuado de proteinas en estado seco para todo tipo de aplicaciones.
Por ejemplo, en el area de la farmacéutica tiene usos especificos como agente de diagnostico para

la funcién renal y como adyuvante en vacunas [60].

Diversos estudios e investigaciones se han llevado a cabo en sistemas conteniendo inulina

y probiéticos, demostrando que existe un efecto simbibtico [58]. Existen ensayos donde los
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prebidticos sugieren tener efectos inhibitorios frente algunas bacterias patdgenas; sin embargo
quedan pendientes estudios para corroboraren animales como en el ser humano, los efectos

comprobados in vitro[61].

Dextranos

Los Dextranos (DX) son polisacaridos de origen bacteriano formados esencialmente por
residuos de D-glucopiranosa unidos mediante un enlace glucosidico del tipo a-1,6 con diversas
ramificaciones de enlaces a-1,2; a-1,3 o bien a-1,4 [62]. Debido al alto porcentaje de enlaces
glucosidicos a-1,6, los DX son polisacaridos muy flexibles, con elevada solubilidad y baja
viscosidad en solucion. Como reactivos, los DX sin carga electrostatica neta evitan lo que en
algunas ocasiones se convierte en un problema: la formacién de complejos electrostaticos, los
cuales suelen generarse en mezclas que contienen proteinas y polisacaridos aniénicos
(polisacaridos de carga electrostatica neta negativa). Ademas, los DX se consideran buenos
agentes macromoleculares con capacidad aglutinante y son incapaces de formar geles por si solos
[63].

Figura 5.Estructura quimica base de los dextranos (Imagen extraida de: http://www.scientificpsychic.com;
09/2019)

Actualmente los DX son de interés en aplicaciones biol6gicas debido a su buena
biocompatibilidad por ser de baja toxicidad tisular y elevada degradabilidad enzimatica. Es asi que
muchas investigaciones se centran en utilizarlos como carriers poliméricos en novedosos sistemas
de liberacion de agentes bioactivos, como también en la formulacion de hidrogeles, los cuales se
han vuelto sumamente importantes en las areas de la biomédica, farmacéutica, biotecnologia e

incluso en el area del medioambiente [62], [64].
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Goma Xantica

La goma Xantica fueel primer biopolimero producido industrialmente, el mas ampliamente
estudiado y comercialmente aceptado como polimero de fuente microbiana[65].

Es un exopolisacarido producido y secretado por Xanthomonas spp. La estructura quimica
aceptada consiste en un esqueleto celulésico con cadenas laterales de trisacaridos unidos a
unidades de glucosa. Las cadenas laterales consisten enunidades de manosa unidas mediante
enlace glucosidico B-1,4 a un acido glucurdnico, el cual se une mediante enlace B-1,2 a una
manosa; la manosa ligada a la glucosa (enlace a-1,3) estan sustituidas con un grupo acetilo y la
manosa externapor un cetal de acido pirdvico. Sin embargo, el grado exacto de sustitucién varia
segun las condiciones de fermentacion y la cepa de Xanthomonas utilizada para su produccién; en
funcion del genotipo de la cepa Xanthomonas se conocen seis pentameros diferentes de unidades
repetitivas [66].

La goma xantica se usa en una amplia gama de industrias, como alimentos, articulos de
tocador, cosméticos, pinturas a base de agua, etc., debido a sus buenas propiedades reoldgicas;
también se usa como agente de control reolégico en sistemas acuosos y como estabilizador de

emulsiones y suspensiones.

CH,OH
CH,COOCH;

Figura 6.Estructura quimica de la Goma Xantica(lmagen extraida de internet:
https://todosobrecarbohidratos.wordpress.com/2013/08/07/estructura-de-carbohidratos-2/; 09/2019)

Una de las propiedades mas importantes de la goma xantica es la capacidad de formar
soluciones de alta viscosidad a bajas concentraciones; en la industria de alimentos esto es una
ventaja, ya que puede agregarse en pocas cantidades a diversos productos, sin afectar el sabor del
producto final[67].

Muchas investigaciones se vienen desarrollando para aprovechar sus propiedades. Tal es el
caso de Boonlao y col.[68], quienes estudiaron la influencia de WPl y goma Xantica para estabilizar
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emulsiones que contenian astaxantina, para luego evaluarlas frente a la digestion in vitro. De igual
modo Benichou y col.[69], sintetizaron conjugados de WPl y goma xantica con la intenciéon de
obtener compuestos anfifilicos que potencien la actividad superficial de los compuestos de partida.

Reaccién de Maillard

La RM o también conocida como reaccion de pardeamiento no enzimatico, implica una red
compleja de reacciones de gran relevancia en el area de las ciencias alimentarias y medicinales.
Consiste en la reaccion entre compuestos que contienen grupos carbonilos, tales como azucares
reductores, con compuestos que contengan grupos aminos, como por ejemplo los aminoacidos
lisina de las proteinas. Esta compleja red de reacciones genera no solo agregados proteicos de
elevado peso molecular (PM) sino también productos de bajo PM, que son considerados los que
aportan aroma, flavor y color a los productos finales[70]. En la Figura 4 se esquematizan
resumidamente las etapas mas relevantes de la RM.

Desarrollo de la RM

La descripcion de las distintas etapas de la RM se describe de acuerdo a una bibliografia
reciente de O’Mahony y col. [71], la cual puede tener algunas diferencias con bibliografias mas
antiguas.

La etapa temprana de la RM involucra una serie de reacciones individuales que se inician
cuando el grupo g-amino del aminoacido lisina; o en menor extensién, los grupos imidazol e indol
pertenecientes a los aminoacidos histidina y triptofano respectivamente o bien, el grupo a-amino de
los aminoacidos terminales de proteinas o péptidos se condensan con el grupo carbonilo de
azucares reductores para dar lugar a una base de Schiff, con la liberacion de una molécula de
agua. Dado que la base de Schiff es termodinamicamente inestable se lleva a cabo un
reordenamiento molecular espontaneo para formar compuestos de Amadori (en el caso de las
aldosas) o de Heyn’s (en el caso de las cetosas).

La etapa intermedia de la RM involucra la degradacién de los productos de reordenamiento
de Amadori y Heyn's mediante distintas reacciones, incluyendo: reacciones de ciclacién,
deshidratacion, retroaldolizaciones, isomerizaciones y varias condensaciones, que provocan la
degradacién de aminoacidos y carbohidratos. Los productos obtenidos en esta etapa, como puede
observarse en la Figura 4, depende en gran parte de las condiciones de pH del medio de reaccién.

Las etapas avanzadas son complejas y diversas, dependientes de las condiciones de
reaccion (como por ejemplo; condiciones ambientales prevalentes durante el tratamiento térmico y
el almacenamiento de las mezclas de proteinas y carbohidratos), e involucra la deshidratacion y
descomposicion de los productos intermedios dando como resultados muchos Productos
Avanzados de la RM (AMPs o AGEs (Advanced Glication End Products) por sus siglas en inglés) y

polimeros y co-polimeros nitrogenados, conocidos colectivamente como Melanoidinas. Estos
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compuestos son los altamente responsables de aquellas consecuencias poco deseables de la RM
que genera pérdida de valor nutricional, entrecruzamiento de proteinas y tanto sabores como
coloraciones indeseables [72].

En comparacion la conjugacion de proteinas con monosacaridos o disacaridos, la
conjugacién de polisacaridos impulsé una mejora considerable en las propiedades quimica y fisicas
de las proteinas [73], tales como la estabilidad térmica [74], capacidad de emulsificacién, efectos
bactericidas[75]y propiedades antioxidantes[76].

La conjugacién entre proteinas y polisacaridos generalmente se lleva a cabo mediante el
método de calentamiento a humedad controlada. El proceso de calentamiento en seco involucra
ambos materiales deshidratados, tanto proteinas como polisacaridos, para luego hacerlos
reaccionar manteniéndolos a una temperatura constante bajo una determinada humedad relativa.
El proceso suele llevarse a cabo a largo plazo, desde dias a semanas a 60 °C; pero si la
temperatura se eleva a 80 °C puede reducirse solo a 2 horas. No es sencillo controlar la extensién
de la reaccién desarrollada de este modo, siendo usualmente los productos obtenidos una mezcla
de PRM de las etapas intermedias y/o avanzadas, los cuales tienden a colores amarillos o pardos
[63].

En el area de los alimentos, estos efectos pueden resultar tanto deseables como
indeseables en cuanto a la percepcién del consumidor [77].
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Figura 7. Esquema resumido de las etapas de la Reaccion de Maillard. (Imagen extraida y adaptada
de O’'Mahony y col. 2018[71][71][71][711[71[711[71[71][711[71][71]).
Productos de la RM y Propiedades Funcionales

Como puede concluirse de lo presentado anteriormente, los productos de la reaccién de
Maillard (PRM, también conocidos como: AMPs, AGEs, conjugados o glicosilados) se
corresponden a un amplio grupo de compuestos quimicos, cuya diversidad no s6lo depende de la
naturaleza de las moléculas proteicas y grupos reductores conjugados, sino también de las
condiciones bajo las cuales la RM se desarrolla. Estudios de caracterizacion de PRM han
demostrado que esos compuestos, los cuales a veces suelen purificarse segun los objetivos de
cada investigacion [63], presentan distintas propiedades fisico-quimicas en comparacién a los
compuestos de partida, dando lugar a nuevas y/o mejores propiedades funcionales.

La funcionalidad de las proteinas y polisacaridos, concepto también aplicable a los PRM,
puede definirse como “aquellas propiedades fisicas y quimicas que derivan del comportamiento del
compuesto en los sistemas alimenticios durante el procesado, el almacenamiento, la preparacién y
el consumo”[78]. Para Morr y Ha [55] el concepto varia un poco, ya que consideran que las

propiedades funcionales son “aquellas propiedades fisicoquimicas que influyen en la estructura,
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apariencia, textura, viscosidad, sensacion en boca o retencién del flavor (término que describe dos
percepciones diferentes, aunque simultaneas: el olor y el sabor y, en menor medida, el efecto
producido sobre los receptores bucales del tacto y el dolor) del producto”. Una lista de propiedades
funcionales segun los Ultimos autores se presenta a continuacion:

» Hidratacion y solvatacion.
Dispersién y disociacion.
Despliegue molecular y desnaturalizacién.
Difusion.

Adsorcion y actividad interfacial.

vV V V V V

Interacciones proteina-proteina. Modificaciones en la viscosidad por polimerizacién y/o
agregacion.
» Interacciones proteinas-carbohidratos; uniones de ligandos.

Las propiedades funcionales previamente nombradas son el resultado de las propiedades
hidrodinamicas y de aquellas propiedades relacionadas a la superficie molecular. Las propiedades
hidrodinamicas se ven afectadas en gran parte no solo por la forma sino también por el tamafo de
la macromolécula y los complejos moleculares posibles de formarse. Por el contrario, las
propiedades tensoactivas de la superficie molecular, mas que nada de proteinas, son mas
influenciadas por la secuencia de aminoacidos y la relacion de aquellos de caracter hidrofébico e
hidrofilico y por la flexibilidad de la molécula; la union de agua, dispersabilidad, solubilidad,
viscosidad y gelificacion son ejemplos de propiedades tensoactivas [55].

Los conceptos previamente nombrados, no sélo suelen aplicarse y analizarse sobre
sistemas netamente proteicos, sino también sobre PRM. Existen diversos trabajos, como por
ejemplo los de Figueroa y col. [7] y grupo de trabajo de FAO y WHO [8], quienes han estudiado
algunas propiedades funcionales de distintos PRM, entre las cuales se destacan la capacidad
emulsificante, de gelificacién, espumado y de mejorar textura, las cuales pueden considerarse
propiedades funcionales incluidas dentro de las interacciones entre proteina o entre proteinas y
carbohidratos. Por otro lado, los PRM pueden disminuir la alergenicidad de ciertas proteinas [81] e
incluso presentar capacidad antioxidante [82], las cuales puede ser consideras nuevas
funcionalidades desde el punto de vista inmunoldgico y fisiolégico.

A consecuencia de todo lo previamente nombrado, los PRM comenzaron a caracterizarse y
a utilizarse para el desarrollo de sistemas que dieran lugar en primera instancia a IF. Dos de las
grandes lineas de investigacion consistieron en utilizar los PRM como materiales de pared para
encapsular probiéticos [68] y aceite de pescado, de alto contenido de &cidos grasos Omega 3 [41],
haciendo uso de secadores por aspersion, generando microcapsulas que potencien la viabilidad o
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estabilidad del compuesto de interés. Sobre las presentaciones en polvo obtenidos no solo se
evalud la estabilidad durante el almacenamiento sino también frente a ensayos gastrointestinales

simulados in vitro; también se analizé estabilidad oxidativa y parametros colorimétricos.

b. Emulsiones

Una estrategia que suele combinarse con pasos posteriores de deshidratacion mediante
liofilizacion o secadorspray, es la emulsificacion. Dicha técnica es ampliamente utilizada para
producir productos farmacoldgicos o ingredientes alimenticios con la intencién de proteger
compuestos de interés.

Bésicamente, una emulsién consiste en al menos 2 liquidos inmiscibles, generalmente una
fase oleosa y una fase acuosa, dispersandose uno de las fases como pequenas gotas esféricas en
la otra.Un sistema que consiste en gotas de aceite dispersas en una fase acuosa se denomina
emulsién de aceite en agua (O/W, oil/'water emulsion, por sus siglas en inglés); mientras que un
sistema que consiste en gotas de fase acuosa dispersas en una fase oleosa se llama emulsién de
agua en aceite (W/O). También existen emulsiones de mas de dos fases, conocidas como
emulsiones multiples. Ejemplos de estos sistemas comprenden emulsiones de aceite en agua en
aceite (O/W/O) o también del tipo emulsiones de agua en aceite en agua (W/O/W)[85].
Recientemente, se ha propuesto como enfoque novedoso, una emulsién multiple del tipo (S/O/W),
donde una fase sélida (S) se dispersa en una fase oleosa (O) y ambas, presentes en gotas mas

pequenas igualmente dispersas en una fase acuosa (W).

®% |1 o
Qil Q Water@ OOz

Emulsién W/O Emulsién O/W  Emulsiéon O/W/O,  Emulsion W4/O/W;

O @/ Solido
Water @

Emulsion S/O/W

Figura 8. Tipos de emulsiones. (Imagen extraida y adaptada de: https://www.dynadrill.com.ec/wp-
content/uploads/2018/05/Emulsién.png; 09/2019).
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Sistemas S/O/W se han ensayado para proteger unacepa delactobacillus acidophilus,
probiético considerado como de fase soélida, de la accién del jugo gastrico [86] y de los acidos
biliares [87]. De igual modo se ha monitoreado la viabilidad de una cepa del. rhamnosus, en
emulsiones multiples, evaluando el efecto protector durante su paso simulado por el tracto
gastrointestinal [88], como también Zhang, Lin y Zhong [89], quienes encapsularon L. salivarius y

realizaron ensayos caracterizando el sistema emulsionante previo al secado por spray.

En la presente tesis, en los Capitulos 3 y 4, se desarrollaron sistemas emulsionados del tipo
S/O/W, encapsulando la cepa INL1 (Capitulo 3) y ademas la L73a (Capitulo4), utilizando aceite de
canola (AC) como fase oleosa y los PRM obtenidos de la conjugaciéon entre WPl y DX como
agentes emulsionantes.

En el Capitulo 3, la fase acuosa contenia ademas alginato de sodio para dar lugar a la
gelificacién iénica luego de la atomizacién de las emulsiones en cloruro de calcio. Mientras que en
el Capitulo 4, ademas de incorporar la cepa L73a en sistemas independientes a aquellos que
contenian la INL1, se incorpor6 en la fase oleosa de todos los sistemas inulina como prebidtico y
material de pared, y los sistemas emulsionados fueron deshidratados mediante un secador spray.

Aceite de canola

Junto al aceite de oliva y de soja, el aceite de canola es uno de los cultivos oleaginosos mas
importantes y difundidos a nivel mundial.

El aceite de canola (cuyas siglas hacen referencia a“CANadian Oilseed Low Acid”- AC), fue
empleado en el afio 1979 en Canada cuando los fitomejoradores de las semillas de colza utilizaron
técnicas de mejoramiento convencionales para eliminar gran parte del acido erucico vy
glucosinolatos de las flores de dicho cultivo. Por un lado, el acido erdcico es un acido graso
inadecuado para el consumo humano debido a que en grandes cantidades resulta téxico y se
asocia con lesiones cardiacas fibroticas. Por otro lado, los glucosinolatos son un grupo de
glucésidos que contienen azufre, se encuentran en las plantas del género Brassica, y algunos de
sus productos de degradacion se han relacionado con efectos negativos para la salud debido a la
actividad bociogénica, aunque la evidencia cientifica en humanos aun permanece incierta.

Actualmente el nombre “Canola” se usa para indicar tres especies del género Brassica que
producen aceite con bajo nivel de acido erucico (menos de 2%) y de glucosinolatos (menos de 30
pmol/g): Brassica rapa, Brassica napus y Brassica juncea. La implementacién de técnicas agricolas
capaces de reducir las sustancias indeseables y mejorar las propiedades funcionales ha sido un
paso fundamental para introducir este aceite al mercado de consumo tanto humano como animal
[90]. Sin embargo, es necesario considerar que las modificaciones genéticas de la semilla de colza

conducena la produccion de aceites de canola con composiciones de acidos grasos variables que
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pueden afectar la calidad, funcionalidad y estabilidad oxidativa del aceite. Aceites de canola de alto
contenido de acido laurico y estedrico no se encuentran actualmente bajo produccién comercial
pero tienen potencial para su uso en recubrimientos de confiteria, como blanqueadores de café,
coberturas batidas y productos horneados como también sustitutos de aceites hidrogenados [91].

El AC, es un buen candidato para la fritura de alimentos, debido a su sabor neutro y
resistencia frente a las altas temperaturas, por lo cual no fuma ni quema, siendo mejor que muchos
otros aceites.

Algunos estudios clinicos mostraron que altas ingestas de acidos grasos saturados
dietéticos especificos (AGS) y bajas ingestas de acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados
(respectivamente, AGMI y AGPI) estan asociados a riesgos tales como presentarelevados niveles
de colesterol sérico y cardiopatias coronarias. El AC contiene alrededor de un 32% de AGPI y altos
niveles de &cido oleico, un &cido graso monoinsaturado. Este dltimo demostré reducir las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), sin afectar las lipoproteinas de alta densidad (HDL), lo cual
es sumamente relevante a nivel salud, ya que los altos niveles de LDL estan asociados a un mayor
riesgo de enfermedad cardiovascular, un alto nivel de HDL tiene efectos opuestos, protegiendo al
individuo de enfermedades tales como la aterosclerosis. Entre los 4cidos grasos poliinsaturados, el
aceite de canola contiene un alto nivel de acido linoleico (w-6, 21%) y un valor apreciable cantidad
de acido a-linolénico (w-3, 11%). Especificamente, el acido a-linolénico es eficaz en reducir los
niveles de triglicéridos y la agregacién de plaquetas séricas, aumentando el tiempo de coagulacién
sanguinea. Estos efectos anticoagulantes son considerados propiedades muy importantes del AC,
ya que podrian prevenir enfermedades coronarias.

Varios estudios muestran que el AC también contiene sustancias antioxidantes como por
ejemplo vitamina E, cuya variabilidad en contenido y composicién depende de la variedad de colza
analizada; también contiene carotenoides y compuestos fendlicos. La vitamina E es uno de los
antioxidantes naturales mas importantes, capaces de captar radicales y de mantener la integridad
de las células y promover la prevencion y el tratamiento del céncer, la aterosclerosis vy
enfermedades neurolégicas. El compuesto fendlico mas abundante es el 2,6-Dimetoxoy-4-
vinilfenol, conocido como Canolol, considerado el componente mas activo, capaz de eliminar no
solo radicales peréxidos sino también peroxinitrito, un agente oxidante y nitrante altamente potente.
Sin embargo el Canolol se pierde casi por completo durante el refinado de aceite, especialmente
durante el blanqueo y desodorizacién: por esta razdén, se desarrollaron algunas técnicas para
preservarlo.

Los componentes antioxidantes le otorgan al AC un papel importante en la prevencioén y el
tratamiento del cancer de mama y cancer de colon. Los componentes del aceite parecen ser
capaces de modular el crecimiento y la muerte de las células tumorales, actuando sobrelos

procesos de oxidacion. EI AC contribuye a proteger las células del dafio oxidativo causado por el
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perdxido y radicales libres reduciendo el nivel de peroxidacion lipidica y, por lo tanto impidiendo el
desarrollo de estados degenerativos.

El AC parece mostrar actividad antihipertensiva mediante pruebas recientes en animales
que demuestran que el aceite tiene un mejor efecto sobre la presidon sanguinea, en comparacion
con otros aceites vegetales. Por otra parte, ha demostrado que la incorporacién de AC en la dieta,
mejora el control de la glucemia en pacientes diabéticos con presién arterial sistolica alta.

Este aceite también es importante también por su actividad antiinflamatoria vy
antimutagénica. La primer propiedad ha sido informada por un estudio finlandés en el que dos de
sus compuestos, vinilsiringol y acido sinapico, inhiben la formacién de 6xido nitrico y prostaglandina
E2[90].

c. Gelificacion ionica, iondntropica o complejacion de polielectrolitos

La gelificacién ionontrépica es una técnica fisicoquimica ampliamente utilizada para
encapsular compuestos de interés que implica la interaccion de un catiéon (o un anién) con un
polimero idénico de carga opuesta para generar una estructura altamente reticulada debido a las
interacciones electrostaticas que se establecen

A diferencia de los iones monoméricos, la interaccion del polianiéon con cationes (o polianién
con policatién) no puede explicarse completamente por el principio de electro-neutralidad. La
estructura tridimensional y la presencia de otros grupos influyen en la capacidad de los cationes (o
aniones) para conjugarse con funcionalidades anionicas (o catiénicas) y suelen encontrarse
algunos tipo de selectividad[92]. Por ejemplo, el alginato suele interactuar con cationes divalentes
excepto el Mg*[93].

Hay dos métodos por los cuales se pueden generar capsulas, perlas o esferas portadoras
de compuestos de interés utilizando la técnica de gelificacion ionotrépica. Estos métodos difieren
entre si en como se administra el ion reticulante, y se conocen como 1) Gelificacion ionontrépica
externa y IlI) Emulsificacién y gelificacion interna. En el método I, la solucion que contiene el
polimero a entrecruzar se pone en contacto con otra solucion que contiene el ién reticulante;
mientras que en segundo método, el ion reticulante en forma insoluble se incorpora dentro de la
solucion del polimero, luego se provoca su solubilizacion y se activa modificando generalmente las
condiciones del pH del medio.

El método de gelificacién ionontrépica externa produce capsulas de peliculas mas delgadas,
superficies mas lisas, mayor resistencia de matrices cuando se permite la difusion del i6n
reticulante, rigidez y permeabilidad que las peliculas reticuladas internamente. Las presentaciones
reticuladas externamente también demostraron mayor eficacia de encapsulaciéon de farmacos [94]y
una tasa de liberacion de los mismos mas lenta[92]; ademds se ha implementado para encapsular
distintos aceites, como ser de girasol[93]Jcomo también microorganismos probiéticos del género
Bifidobacterium bifidum [95].
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Existe una variedad de sistemas poliméricos naturales y sintéticos que han sido
investigados para su implementacion en dichas aplicaciones. Los carbohidratos poliionicos
hidrofilicos, como el alginato y el quitosano, han recibido mucha atencién en los tltimos afos, dado
que la implementacion de estos materiales implica el uso de disolventes acuosos, se minimizan los
problemas ambientales asociados con los disolventes orgénicos. En comparacion con otros
polimeros naturales, muestran grandes aumentos de viscosidad frente pequefios incrementos de
masa y, por lo tanto, producen una estructura de gel mas uniforme que forma una estructura

reticulada mas fuerte y una mayor carga de material atrapado[92].

Alginato
El alginato es un biopolimero natural que se obtiene de distintas especies de algas de
coloracién marrén; estda compuesto de cadenas lineales de residuos de acido a-L-gulurdnico y

acido B-D-manurénico unidos por enlaces glucosidicos 1-4 [93].

COONa COONa

Na00C OH° HO N
\ A ~
COONa OH Na0OC  OH

Figura 9.Estructura del alginato de sodio (Imagen extraida de internet:
https://www.researchgate.net/publication/305277999 Utilizacion de las macroalgas marinas de la costa
argentina y sus hidrocoloides/figures?lo=1; 09/2019).

El alginato es ampliamente utilizado en la industria farmacéutica y en la biotecnologia como
agente espesante, gelificante y estabilizador coloidal. Ademas, durante los ultimos afos se lo ha
utilizado para generar cépsulas o perlas cuyos objetivos se enfocan a actuar como carriers de
diversos compuestos de interés. Para lo cual, existe un método estandarizado en el cual el
compuesto de interés (pudiendo ser probioticos, prebibticos y/o aceites) se suspenden en la matriz
que se desee (por ejemplo: jugo de fruta, soluciones de prebibticos o proteicas) a la cual también
se le agrega alginato en una concentracion de 1 a 3 % y se atomiza en una solucién de cloruro de
calcio para formar las cépsulas, cuyos tamanos varian acorde al método empleado[96].

El método previamente nombrado presenta las ventajas de permitir facilimente la formacién
de un gel, el cual resulta seguro y biocompatible para el ser humano, ademas de sumamente
econémico comparado con otros agentes utilizados para el mismo fin[93]. Sin embargo, los geles
de Alginato de calcio suelen ser susceptibles a la acidez del medio que los rodea, suelen presentar
pérdida de la estabilidad mecéanica y pueden desestabilizarse estructuralmente en la presencia de
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ciertos iones como por ejemplo el citrato, que actia como agente quelante removiendo los iones de
Ca*2 de la estructura del gel [96].

Diversos desarrollos se han llevado a cabo los ultimos afos utilizando el alginato como
material polimérico y el cation divalente Ca*2, mediante gelificacion ionontrépica externa. Muchos
compuestos de interés, como aceite de linaza [97], probidticos del género Bifidobacterium
bifidum[95] y hasta levaduras de interés industrial del género Saccharomyces boulardii [98] han
sido encapsulados y caracterizados mediante distintas técnicas de resistencia mecanica, capacidad
de hidratacion, resistencia gastrointestinal simulada in vitro y determinacién de topografias

superficiales entre otras.
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Objetivos

Objetivo general:

Estudiar distintas estrategias de encapsulacibn de microorganismos probibticos con
productos de la reaccién de Maillard (PRM) de proteinas de suero lacteo (WPI, por sus siglas en
inglés)y dextranos (DX) de distintos pesos moleculares.

Objetivos especificos:

+ Generar y caracterizar PRM entre aislado de WPI y DX de distintos pesos moleculares.

+ Aplicar los PRM a la encapsulacion de microorganismos potencialmente probiéticos,
empleando métodos basados en suspensién y emulsion con el posterior secado por
aspersion en un secadero spray.

+ Determinacién de la viabilidad de los microorganismos potencialmente probiéticos, luego del
tratamiento de microencapsulacion y a lo largo del almacenamiento.

+ Determinacion de la resistencia de los microorganismos potencialmente probiéticos a la

digestién gastrointestinal simulada.
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CAPITULO 1

Productos de reaccion de Maillard:

Sintesis y Caracterizacion
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OBJETIVOS

Sintetizar conjugados a partir de WPl y DX de distintos PM, mediante la RM, utilizando el
método seco a humedad controlada [99].

Analizar cada sistema obtenido, mediante distintas determinaciones:

» Absorbancia 284, 304 y 420 nm, para analizar los productos tempranos, intermedios y
tardios respectivamente; estas determinaciones pueden correlacionarse con las de
colorimetria mediante el sistema CIELab, y asi, entre ambas se puede determinar el grado
de avance de la RM.

» También, pueden predecir los niveles de productos tempranos y tardios mediante
determinaciones de Fluorescencia a 295 y 365 nm.

» Porcentaje de Humedad y Actividad de agua para definir sus posibles aplicaciones como
matrices en sistemas encapsulantes (Capitulo 2).

» Cuantificacion de grupos aminos libres y grupos sulfhidrilos para obtener informacion acerca
de qué tan reactivos resultan ser los DX empleados.

» Hidrofobicidad superficial de cada sistema, aporta informacién de la disponibilidad de
grupos hidrofébicos expuestos, que podrian generar una mejoria de la capacidad
emulsionante.

» Capacidad antioxidante, considerada una propiedad relevante en alimentos o ingredientes

funcionales.
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1. INTRODUCCION

La reaccion de Maillard (RM) es una reaccion que comunmente se produce durante el
procesamiento de coccion de algunos alimentos. Sus productos (PRM o conjugados) resultantes de
la condensacion entre proteinas e hidratos de carbono, le otorgan una coloracion parda
caracteristica a los alimentos en los cuales se presentan. Los ejemplos mas tipicos del desarrollo
de la RM los podemos encontrar en la corteza del pan, superficies de carnes cocidas, dulce de
leche, etc.

En este primer capitulo se detallard el método de obtencién de conjugados de Maillard a
partir de proteinas de suero lacteo (WPI) y polisacaridos del tipo dextranos (DX) de distintos pesos
moleculares, los cuales se utilizaron con distintos fines a lo largo de la presente tesis. Se
presentaran las distintas técnicas utilizadas para determinar el grado de avance de la RM, la
caracterizacion de los polvos obtenidos, los resultados hallados, discusiones pertinentes vy
conclusiones preliminares.

Los PRM, los cuales se obtuvieron en dos series, se utilizaron como materiales de pared en
el Capitulo 2 y como agentes emulsificantes en los Capitulos 3 y 4.

Al elegir trabajar con dextranos de la marca Sigma-Aldrich Co. se estimd que podria generar
un costo significativo en el producto final y que podria ser una limitante para un escalado de la
tecnologia estudiada, mas alla de los resultados; pero no se encontré otro carbohidrato que se

comercialice estandarizado en distintos PM.
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2. MATERIALES Y METODOS

Se utiliz6 un aislado de proteinas de suero lacteo (WPI, por sus siglas en inglés: Whey
Protein Isolate) provisto por Davisco Foods Internacional Inc. (Minnesota, Estados Unidos), siendo
su composicion centesimal: 0,4 % de grasa, 2,0 % de cenizas, 4,8 % de humedad y menos del 0,5
% de Lactosa. Segun ensayo de Kjeldhal, el contenido de proteinas result ser de 97,9 % en base
seca. Este aislado considerado WPI nativo, se referenciara a lo largo de la tesis como: WPIn. Los
dextranos (DX) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich, quienes declararon los pesos moleculares
(PM)de 6, 70, 100 y 450-650 kDa.

Todos los demas reactivos utilizados en esta tesis fueron de grado analitico.

2.1. Sintesis de productos de la reaccion de Maillard (PRM)

Los conjugados de WPl y DX de 6, 70, 100 y 450 kDa se prepararon a partir de una
disolucion acuosa al 12% (p/p) de proteinas y 7,2% (p/p) de DX(relacién de concentracion WPI:DX
de 1:0,6), las cuales fueron deshidratadas en un secador spray de escala laboratorio (Yamato
ADL311S, Japédn), siendo las temperaturas de entrada y salida, Te 130°C y Ts 71+ 1°C, para no
alterar las muestras. Posteriormente, los distintos polvos obtenidos se colocaron en una estufa a
60°C durante 5 dias con una actividad de agua(aw) de 0,65 [99] para permitir el desarrollo de la
reaccion de Maillard mediante el método seco a humedad controlada. A los sistemas conjugados
de WPI/DX se los denominé: WPI/DX6, WPI/DX70, WPI/DX100 y WPI/DX450, acorde al PM del DX
utilizado. Ademas, se utilizé6 un sistema control, denominado WPIc; para lo cual el WPIn al 12 %
(p/p) de proteinas fue disuelto en agua destilada, la solucion fue deshidratada en el secador spray y

el polvo obtenido incubado al igual que las muestras de WPI/DX.

2.2. Caracterizacion de PRM

2.2.1. Determinacion de Absorbancia a 284, 304 y 420nm

Los productos tempranos de la reaccion de Maillard absorben a 284 nm[100],y las bases de
Schiff y compuestos de Amadori lo hacen a 304 nm[63], [101].

Los compuestos tardios de la reaccién de Maillard AGEs (*advanced glycation end
products”)son aquellos que se forman en las etapas avanzadas y son los que producen su
caracteristico pardeamiento [100], [102], [103]. La intensidad de los AGEs puede ser determinada
mediante medidas puntuales de absorbancia a 420 nm[104], [105]. Estas medidas se relacionan
directamente con el alcance final que tiene la reaccién de Maillard en los sistemas de estudio.

Para las determinaciones de absorbancias puntuales a 284, 304 y 420 nm, se diluyeron
todos los sistemas (WPIn, WPIc, WPI/DX6, WPI/DX70, WPI/DX100 y WPI/DX450) en agua
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desmineralizada a una concentracién de proteinas del 0,5 % (p/p), y una concentracién de DX del
0,30 % (p/p). Luego se determind la absorbancia a 420nm en un espectrofotometro UV/Vis
(JENWAY, 7305; Reino Unido) cuyo ancho de slit fue de 2 nm, y el paso de luz de la cubeta 1 cm.

2.2.2. Determinacion del color sobre los productos de la Reaccion de Maillard

El color es uno de los parametros mas importantes en la reacciéon de Maillard, ya que es una
caracteristica de la misma. Existen diferentes métodos para la evaluacion del color, pero uno de los
mas difundidos universalmente es el de la CIE (Comission Internationale de |'Eclairage, 1979), en
el cual el color es indicado por tres variables X, Y, Z, conocidas como los valores triestimulo y que
representan a tres colores primarios virtuales. El valor de Y indica la luminosidad de color
(representado por L*, L*= 100% para una muestra blanca o transparente incolora y 0% para el
negro); X se relaciona con la posicién de la muestra entre los colores rojo y verde (representado
por a*: valores negativos (-) indican cercania al verde mientras valores positivos (+) al rojo); por
ultimo, el valor de Z que se relaciona con la suposicion entre amarillo y azul (representado por b*:
valores negativos (-) indican azul y valores positivos (+) indican amarillo), como se representa en la
Figura 6. En consecuencia, el color de la muestra queda determinado por un punto en un espacio
tridimensional, dado por las coordenadas triestimulo X, Y, Z.

Para la determinacién de color de los polvos conjugados se utilizé un colorimetro triestimulo
Minolta modelo 508D/8° 8 mm, que aplica el sistema CIE Lab, definido en coordenadas
rectangulares (L*, a*, b*). Se utilizé un iluminante de 659, y un angulo de observador de 10°. Los
polvos conjugados obtenidos en la seccién 2.1 fueron evaluados frente a los parametros: L*
(luminosidad), a* (+ rojo, - verde) y b* (+ amarillo, - azul), con los cuales se calcul6 el E index segun
[100]:

AE = VAL? + Aa? + Ab? (Ec. 1)

Donde:

AL* = L* muestra — L* control
Aa* = a* muestra — a* control
Ab* = b* muestra — b* control
Se utiliz6 WPIc (WPl incubado).
/
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L 100 = Blanco

Verde Amarillo
v b+

L0 = Negro

Figura 6. Escala de color (a, b, L) CIE Lab 1979 (imagen extraida y adaptada de internet:
http://sobrecolores.blogspot.com.ar; 09/2019).

2.2.3. Determinacion de Fluorescencia a 295 y 365nm

Los AGEs, formados durante las etapas avanzadas de la RM, también presentan una
fluorescencia caracteristica, distinguible de la del triptéfano en proteinas, con un maximo de
excitacion y de emision a longitudes de onda entre 340 y 370 nm y entre 420 y 450 nm,
respectivamente. Dicha determinacién es ampliamente utilizada como indicador de las etapas
avanzadas de la RM, tanto en sistemas modelo como en muestras bioldgicas [106], [107], [108].

Los estudios de fluorescencia intrinseca basados en la emisién del triptéfano, se realizaron
utilizando una longitud de onda de excitacidn(Aex) de 295 nm[109], [110],[]111], obteniendo los
espectros en el rango de las longitudes de onda de emision (Aem) de 300 a 450 nm.

El espectro de fluorescencia de los AGEs, se midi6 en un espectrofluorimetro(Hitachi,
F2000; Japén) y a una longitud de onda de excitacién (Ae) de 365 nm y en un rango de emisién
(Aem) de 400 a 500 nm[100]. Las medidas fueron realizadas sobre las muestras de WPIn, WPIcy
conjugados WPI/DX. Para lo cual se disolvieron en agua desmineralizada al 0,5% (p/p) de proteina
y fueron mantenidas a 4°C por 24 hs antes de las determinaciones. Las determinaciones se
llevaron a cabo con una potencia de la ldmpara de 400 V y a una velocidad de barrido de 240

nm/min.

2.2.4. Porcentaje de Humedad (%H) y Actividad de agua (aw)
El % H de los encapsulados se determiné mediante gravimetria, registrando la pérdida de peso
a 105°C en estufa (Dalvo Instrumentos, Ci343, Argentina) hasta peso constante.
Las determinaciones de la actividad de agua (aw) de cada muestra se llevaron a cabo con un
equipo Aqualab Systems (USA).
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2.2.5. Determinacion de Grupos Aminos Libres (GAL)

El grado de modificacion de los grupos amino fue determinado indirectamente por la
reaccion especifica entre o-ftaladialdehido (OPA) y los grupos amino libres (GAL) de las proteinas.
El OPA es un reactivo fluorogénico que se utiliza para determinar grupos amino, principalmente de
aminoacidoslisina [112].

Las muestras control (WPI incubado) y conjugados WPI/DX (Seccion 2.1.) fueron
solubilizados al 4 % (p/p) de proteina. A 200 ul de estas soluciones se les adiciond: 800 ul de buffer
tetraborato 0,1M, 100 pl de SDS 20% (w/v) y 100 pl 2-mercaptoetanol. Luego, las muestras fueron
inmersas en un bano de agua a 90°C por 5 min.

El reactivo OPA fue preparado de la siguiente manera: se disolvieron 7,62 g de
disodiotetraboratodecahidratado con 200 mg de SDS en 150 ml de agua destilada. Luego se
agregdé 160 mg de OPA disuelto en 4 ml de etanol y 400 ul de B-mercaptoetanol, se enras6 a 200
ml y se protegié la solucion de la luz. Como soluciébn patrén se utilizd una de L-serina
(26,2mg/25ml; 9,94.10*meq/It). A 400 pl del patrén de L-serina (diluido 1/10) o de la muestra se le
adicionaron 3 ml del reactivo OPA, se agit6 en voértex y se midié6 su absorbancia a 340 nm con un
espectrofotémetro UV/Vis (JENWAY, 7305; Reino Unido) [113], [114]. A cada muestra se le hizo un
blanco de reactivo, agregando para la determinaciéon 400 pl de muestra y 3ml de agua. Ese valor se
resto al valor de absorbancia de la muestra mas el reactivo.

Se traz6 en cada serie de medidas una curva de calibrado de L-serina entre 0,0 y 0,003
meg/ml. Cada reaccién se realizd por duplicado y se utilizé el promedio de la absorbancia. Para
calcular la disminucion en los GALde las muestras conjugadas, el WPIn fue usado como control y
referencia (100%), aplicando la siguiente ecuacion:

% GAL = Aw/ Awein * 100 (Ec. 2)

Donde Aw es la absorbancia de la muestra y Awpin la absorbancia del WPI nativo.

2.2.6. Determinacion de Grupos Sulfhidrilos Libres (GSL)

La concentracion de los grupos sulfhidrilos libres se determiné segun el método de Ellman
[115]. Para lo cual, 220 mL de cada muestra al 9% (p/p) en agua destilada fueron disueltas en
1.000 mL de buffer que contenia 0,1M de fosfato de sodio, 8,0M de urea y 1,0mM de EDTA (pH
8,0). Luego de la centrifugaciona 15000 g durante 30 min(a temperatura ambiente, 20 °C), el
sobrenadante fue filtrado mediante un filtro de jeringa de 0,45 mm (MilliporeMF, Millipore Corp.,
Billerica, MA). 250 uL de cada solucion filtrada(concentracion apréximada20 mg/mL) y 25 uLde la
solucion del reactivo de Ellman, 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzioc) (DTNB) 1,0mM fueron pipeteados en
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1,125 mL de buffer de reaccién. La mezcla de reaccién fue incubada en oscuridad durante 20 min a
temperatura ambiente, y luego la absorbancia fue medida a 412 nm contra el blanco de muestra de
1,125 mL conteniendo 50 pL del reactivo DTNB 1,0 mM y 250 uL de agua ultrapura. Se utilizaron
los coeficientes de extincion molar €412=14,290M'.cm™'para el TNB (producto coloreado de la
reaccion entre los grupos sulfhidrilos(—SH)y el DTNB) [116]. La concentracion final de grupos
sulfhidrilos libres (umol) fue normalizada frente a la cantidad total de proteina (mg) contenida en
cada muestra. Para lo cual se utilizd una curva de calibrado de WPIn en el buffer de ensayo y se
midi6 la absorbancia a 280 nm, en un espectrofotometro UV/Vis (JENWAY, 7305; Reino Unido).Los
ensayos se llevaron a cabo por triplicado.

2.2.7. Determinacion de la Hidrofobicidad superficial (Ho)

Algunos compuestos varian su rendimiento cuantico de fluorescencia y longitud de onda de
maxima emisién de acuerdo a la polaridad del medio y se pueden utilizar como sondas para
evaluar la naturaleza hidrofébica o apolar de las proteinas. El tipo mas popular incluye las sondas
anioénicas como el acido sulfénico aromatico, tal como 1-anilinonaftaleno-8-sulfonato (ANS) y acido
cis-parinarico (CPA).

Para llevar a cabo la determinacion de la hidrofobicidad superficial de las muestras de la
Serie 2 (utilizadas en los Capitulos 3 y 4 como agentes emulsionantes) se siguié la técnica
planteada por [117]. Acorde a lo descripto en la técnica, todos los sistemas (WPIn, WPIc y
conjugados WPI/DX) se disolvieron en buffer fosfato de potasio 0,1M pH 7,0 a una concentracién
de 4 mg prot./ml. Luego de mantener las muestras 24hs a 4 °C para favorecer la completa
disolucién de las mismas, se realizaron diluciones seriadas en el mismo buffer de disolucion en
concentraciones comprendidas entre 0,05 — 0,4 mg/ml. (0,005-0,04 % (p/v)). Posteriormente se
tomaron 2 ml de cada dilucién, se midieron los valores de la intensidad de fluorescencia excitando
con una longitud de onda de 390 nm y midiendo a 468 nm con un espectrofluorémetro (Hitachi, F-
7000; Japodn). El voltaje de la lampara fue de 400 V y la velocidad de medicién de 240 nm/min.
Luego se adicionaron 10 ul de ANS (8,0 mM en buffer fosfato 0,01 M, pH 7) y se volvio a leer la
intensidad de fluorescencia como se mencioné anteriormente.

La RFI neta para cada concentracion de proteina se registr6 como la diferencia entre las
RFI medidas para cada solucién con y sin sonda (Ec. 3). La pendiente inicial (So) de la gréafica de
la RFI neta en funciéon de la concentracién de la proteina (% (p/v)) se calcula por andlisis de
regresion lineal y se utiliza como un indice de la hidrofobicidad superficial de la proteina.

RFIygra = IFans — IFsinans (Ec. 3)
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2.2.8. Determinacion de la capacidad antioxidante

La actividad antioxidante fue evaluada como la eficiencia de desactivacion del radical
estable coloreado ABTS™, asi como también del radical hidroxilo (HO®).

Se determinaron los porcentajes de desactivacién (%D) de cada radical para cada sistema,
incluyendo el WPIn (WPI comercial, sin tratamiento alguno) y WPIc. Los %D se expresaron en
funcién de distintos contenidos de proteina (mg/mL), calculado en funcién de la determinacion
indirecta de proteinas mediante la cuantificacién de nitrégeno total, utilizando la metodologia de
analisis elemental (CHONS), con equipo LECO(CHNG628, Alemania).

2.2.8.1. Desactivacion de radical ABTS™

Se trabaj6é acorde a Sarkis y col.[118], empleando una solucién 7mM de ABTS™y una solucién
140 mM de K>S:20s. La relacién de equivalentes fue de 1/0,35 (por ejemplo, 1ml de la solucién de
ABTS reaccion6 con 17,6 pl de la solucidén de K>S20s). Se dejé reaccionar de 12 a16 horas para la
formacion completa del radical. Se preparé por dilucion una solucion del radical en agua de
absorbancia aproximada igual a 1. Se registrdé el consumo de la absorbancia del ABTS*a 734nm
durante30 min en ausencia (x7: Tml ABTS™+ x2: 1 ml agua bidestilada) y presencia de las muestras
(donde x2: x pL muestra + xi L agua bidestilada, tal que volumen total sea igual a 1ml). Se
realizaron blancos espectrofotométricos conteniendo agua méas solucién de conjugados, para

reducir el scattering aportado por las mismas.

2.2.8.2. Desactivacion de radical hidroxilo (HO")

El radical HO® se gener6 conforme a Boiero y col. [119], por la reaccién de Fenton (Ec. 4)
dando lugar a la formacién de malondialdehido (MDA) por oxidacién de la 2-Desoxi-D-ribosa (Ec.
5). EI MDA en presencia de TBA forma un aducto (Amax 532 nm) cuya inhibicién por competicion se
traduce a comportamiento antioxidante de las muestras (Ec. 6-7).

Fe’* + H,0, A& 5 Re** + HO® + HO™ (4)
H(CO)(CH,)(CHOH),H + HO* — CH, (CHO), ()
Muestra + HO* —— Productos (6)

(7)

CH, (CHO), + C,H,N,0,S —— CH, (CHO), -C,H,N,0,S (%, 532 nm)

El medio de reaccién fue provisto por amortiguador fosfato 50 mM pH 7,4 (400 uL), se
anadieron 2-Desoxi-D-ribosa 10 mM (560 pL), H202 100 mM (50 pL), FeCls 1 mM (50 pL), EDTA 5
mM (40 pL), acido ascorbico 5 mM (40 uL), completando con la solucién de antioxidante (muestras)
y/0 agua hasta volumen final de 2 mL. Luego de un periodo de incubacion de 1 hora a 37 °C, se
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adicioné &cido tiobarbitarico (TBA) 1 % (p/v) (1 mL) y acido tricloroacético (TCA) 5,6 % (p/v) (1 mL)
y se mantuvieron las muestras a 100 °C durante 20 min. A continuacién para evitar el scattering
generado por algunas muestras que evidenciaban turbidez se llevé a cabo una centrifugacién
durante 2min a 1000 rpm (luego de verificar que distintas condiciones de centrifugacion no daban
lugar a diferencias significativas en las absorbancias leidas posteriormente). Por Gltimo, se midieron
las absorbancias de las muestras a 532 nm.

Los porcentajes de desactivacién (% D) para ambas técnicas fueron calculados de acuerdo a la
siguiente ecuacion:
Ao— Ax

%D =100 x =X (Ec. 8)
A

0

De los gréaficos % D vs Concentracion (mg prot./ml) se calcularon las pendientes de las
porciones lineales y a partir de ellas se determinaron las concentraciones efectivas de las muestras
capaces de desactivar el 50% del radical oxidante presente en el ensayo, expresandose este valor
como ECso. Dichas concentraciones se expresan en unidades de mg proteina/ml de solucion, y su
interpretacion permite determinar que la muestra con mejor capacidad antioxidante es aquella de la
cual se requiere en menor cantidad (mg de proteina cada mililitro de solucion) para desactivar el
50% de la cantidad del agente antioxidante presente en el medio.

La ECso, half maximal effective concentration, es un concepto ampliamente utilizado en el
area de la determinacion de la capacidad antioxidante. La ECso permite comparar la capacidad
antioxidante de una muestra frente a diferentes compuestos oxidantes, como también diferentes
muestras frente al mismo compuesto oxidante. Muchos son los métodos y compuestos, tanto
sintéticos como naturales que suelen utilizarse para estos ensayos. Algunos ampliamente utilizados
suelen ser el ensayo frente al radical DPPH" (radical 1,1-difenil-2-picrylhydrazyl), el de capacidad
antioxidante reductora cuprica (CUPRAC), la estimacion electroquimica de la capacidad reductora
total y la capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno (ORAC)[120], ademas de los

compuestos utilizados en esta tesis.

2.3. Anadlisis estadistico

Las determinaciones en general corresponden a tres ensayos independientes y los
resultados se presentan como valor medio + error estandar (a menos que en la descripcion de la
técnica diga “Desviacion Estandar” (DS)). En los casos que se aplicé analisis de varianza entre
medias (ANOVA), para determinar diferencias significativas entre las distintas condiciones de
ensayos, se aplicd el test LSD(por sus siglas en inglés “least significant differences”) con una p <
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0,05 y se indica con letras minusculas diferentes como superindice; los analisis llevados a cabo se
realizaron utilizando el software Statgraphics Centurion XV.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Es necesario aclarar que no todas las técnicas de caracterizacion se presentan para las dos
Series de conjugados obtenidos, ya que se selecciond aquellos resultados que se encuentran
relacionados al ulterior uso otorgado a cada Serie en los Capitulos posteriores de la presente tesis.
Por otro lado, los resultados de aquellas técnicas que si son presentadas para ambas Series,
suelen presentar diferencias de valores, debido a que los ensayos no se realizaron de manera
simultdnea; en esos casos, sera relevante la tendencia que sigan las distintos parametros para el

desarrollo de las secciones de Discusion y Conclusiones preliminares.

Para ambas Series, se logré obtener sistemas conjugados de WPI/DX en polvo al aplicar
condiciones determinadas en ensayos previos [2]. Los polvos obtenidos presentaron distintas
intensidades de colores, evidenciando de manera visual el desarrollo de la reaccion de Maillard.

3.1. Caracterizacion de PRM

El trabajo experimental del primer capitulo de ésta tesis se llevé a cabo acorde al desarrollo
de los distintos sistemas de encapsulacion a ser sintetizados y presentados en los capitulos
posteriores. Es asi que la sintesis de los conjugados se planificd en dos “series” distintas. La primer
serie, Serie 1, consistié en las muestras: WPIn, WPIc, WPI/DX6, WPI/DX70 y WPI/DX450. Dado
que los resultados obtenidos en cuanto al avance de la reaccion de Maillard en los sistemas
conjugados de PM 70 y 450 kDa no presentaban diferencias significativas entre ellos, en una
segunda serie, Serie 2, se decidié trabajar un DX de PM intermedio entre ambos. Por lo que laSerie
2 consistié en las muestras: WPIn, WPIc, WPI/DX 6 y WPI/DX100, ya que comercialmente se pudo
obtener el DX de 100 kDa.

A continuacion se presentan los resultados de las distintas técnicas ensayadas sobre las
series planteadas. Cabe aclarar que algunos resultados sélo se muestran para una de las dos
series, ya que los resultados de la otra siguieron la misma tendencia y no fueron necesarios en

funcién de la utilidad que se les otorg6 en los capitulos posteriores.

3.1.1. Determinacion de Absorbancia a 284, 304 y 420nm

Se registraron las medidas puntuales de absorbancia a 284, 304 y 420 nm;las dos primeras
absorbancias corresponden a los productos tempranos e intermedios [63], [100]de la reaccion de
Maillard y la ultima, a los compuestos tardios o también conocidos como AGE s (advanced glication
end products)[100], [103].

En la Figura 7.Ase observa la absorbancia a 284 nmmientras en la Figura 7.Bse presentala
absorbancia a 304 nm de la Serie 1. En ambas, la absorbancia para el sistema WPI/DX6 resulté
ser mayor que para los demas sistemas destacandose la mayor diferencia a 304 nm, indicando que

61



Capitulo 1

este DX, el de menor PM, es mucho mas reactivo que los de mayor PM.La diferencia entre la
reactividad delos DXs segun sus PM, puede deberse a la mayor disponibilidad en cantidad de
grupos carboxilo terminales del DX6, debido a que a igualdad de masa en comparacion con el resto
de los DX, es mayor la concentracién molar a menor PM.
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Figura 11. Absorbancia a 284 (A), 304 (B) y 420 nm (C) de las muestras: WPIn (&), WPIc , WPI/DX6 (2
), WPI/DX70 (E5) y WPI/DX450 () (Serie 1). Las letras minusculas indican diferencias significativas de
acuerdo al test LSD (p < 0,05).

En la Figura 11.C se observa la absorbancia a 420 nm de todos los sistemas de la Serie 1.
La medida de absorbancia a 420 nm es indicativa del pardeamiento que sufren las muestras
cuando se produce la reaccidén de Maillard en las etapas mas avanzadas de la misma [100], [103],
[118], [121], [122]. La absorbancia de las muestras varia en funcién del peso molecular de los DX,
la cual aumenta a medida que disminuyen los PM. Resultados similares fueron encontrados por
Jiménez-Castano, Villamiel y Lopez-Fandifio[123], quienes estudiaron B-lg, a-la y ASB conjugadas
a DX de 10y 20 kDa.
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En las tres figuras, los sistemas WPI y WPIc presentan absorbancias muy cercanas, siendo
levemente mayores la del sistema WPIc, en el cual las proteinas pudieron haberse conjugado con
el contenido de Lactosa, el cual es un azucar reductor contenido naturalmente en el aislado de
proteina de suero utilizado [124]; sin embargo no se consideran diferentes acorde al analisis
ANOVA realizado. El sistema WPI/DX6 presenta las mayores absorbancias de todos los sistemas
en las tres figuras. En cambio, los sistemas WPI/DX70 y WPI/DX450, presentaron absorbancias
menores y semejantes, siendo levemente inferiores las del sistema de mayor PM, a pesar de que la
diferencia no sea significativa segun el test estadistico aplicado.
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Figura 12. Absorbancia a 284(A), 304 (B)y 420(C)nm de las muestras: WPIn (&), WPIc , WPI/DX6 () y
WPI/DX100 (E) (Serie 2).Las letras mintsculas indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (p <
0,05).

Al igual que en la Serie 1, los valores de absorbancia a 284nm (Figura 12.A) y 304 nm
(Figura 12.B) evidenciaron que el conjugado de menor PM presenta las mayores absorbancias a
ambas longitudes de onda. Siendo notablemente mayor al resto de las muestras tanto en la Figura
12.B como 12.C.
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Al comparar la Serie 1 con la Serie 2, si bien ambas se corresponden a la misma tendencia,
puede evidenciarse que los valores de la Serie 1 presentan valores levemente mayores a los de la
Serie 2; esto se debe a que las muestras no fueron analizadas de manera simultanea y a que toda
determinacion espectrofotométrica también depende de algunas variables del equipamiento, como
ser por ejemplo, la vida util de la lampara utilizada.

3.1.2. Determinacion de color sobre los Productos de la Reaccion de Maillard

Objetivamente el desarrollo de color de los conjugados obtenidos fue medido mediante los
parametros CIE Lab (Tabla 2). Si observamos el WPIn con respecto al WPIc (WPI incubado)
podemos ver que existen diferencias significativas en los parametros a*, b*y L*.

En cuanto a los sistemas WPI/DX, si bien existen diferencias significativas en todos los
parametros para los 3 sistemas, el WPI/DX6 presenta los mayores valores positivos de a* y b*,
indicando los mayores corrimientos hacia los colores rojo y amarillo, respectivamente. Como se dijo
anteriormente, esto probablemente sea debido a un menor impedimento estérico para interaccionar
con las moléculas de proteinas, asi como a un mayor nimero de grupos carbonilos disponibles
para reaccionar a una misma concentracién de DX; lo que hace que la reaccién se produzca en
mayor extension.

Con respecto al parametro L*, que indica luminosidad, todos los sistemas presentan valores
mayores a 87 %, lo cual indica que las muestras presentan colores en la gama del tono manteca y

blancos.

Tabla 2. Parametros CIELab de los polvos conjugados obtenidos en la Serie 1: WPIn, WPIc (WPIn incubado)
y conjugados: WPI/DX6, WPI/DX70 y WPI/DX450.

Sistema | a* | b* | L*
WPIn 0,46 0,08 9,07 £0,27¢ 90,00 +0,05°
WPIc 0,02+0,042 6,62+0,092 9241+0,14¢

WPI/DX6 2,38+0,04°¢ 17,12+0,10° 87,830,062
WPI/DX70 0,26 £0,02¢ 7,90+0,15¢ 92,32+0,07¢
WPI/DX450 0,13+0,01° 7,14+0,03° 91,77+0,05°

Diferentes letras superindices en una misma columna indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (p < 0,05).

El cambio de color AE para los sistemas WPI/DX medidos con respecto al WPIc pueden
observarse en la Figura 9. El cambio de color AE es muy marcado para el DX de menor PM, lo que
estarian indicando que se produce un mayor avance de la RM a menor PM del DX. Este resultado
coincide con los obtenidos previamente mediante las técnicas de Absorbancia. Para los DX de 70 y
450 kDa el AE no es tan marcado, aunque es mayor significativamente para el DX de 70 en

comparacién con el de 450 kDa. Xu y col. [125] combinaron aislado de proteinas de soja con
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glucosa (monosacarido) y con quitosano (oligosacarido) para producir PRM; y utilizaron como
control el aislado de proteinas de soja incubado bajo las mismas condiciones en la que se
sintetizaron los PRM. Ellos publicaron que el conjugado con glucosa presento el mayor AE al cabo
de todo los tiempos de reaccién evaluados, siendo notablemente menor el AE correspondiente al

conjugado con quitosano.
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Figura 13. Delta E (AE) de polvos conjugados WPI/DX con DX 6 (- ), 70 (&) y 450 () kDa.

3.1.3. Fluorescencia a 295 y 365nm

Las muestras de ambas series fueron excitadas con un haz de luz a Ae=295nm vy
Aex=365nm y se realizé la deteccion de las intensidades de emision de fluorescencia (Aem) de 310 a
440 nm y de 400a 500 nm respectivamente. Las emisiones correspondientes a Aex de 295 nm
reflejan la fluorescencia intrinseca de las proteinas, correspondiente al aminoacido triptéfano.
Mientras que al excitar a Aex de 365nm, las intensidades de fluorescencia pertenecen a la emision
caracteristica de los AGEs [107]. Los resultados obtenidos para ambas series, se muestran en las
Figuras 14 y 15, A para fluorescencia intrinseca y B para la fluorescencia de AGEs.

Al analizar los espectros de emision de fluorescencia intrinseca del WPIn y WPIc (Figura
14.Ay 15.A) de las Series 1y 2 utilizando una Aex = 295 nm, puede observarse que la intensidad de
fluorescencia (InF) aumenta ligeramente en las proteinas incubadas en ausencia de DX (WPIc), lo
que podria indicar cambios estructurales al aplicar el método de conjugacion de humedad
controlada. Si bien la fluorescencia intrinseca de la proteina esta originada por aminoacidos
aromaticos, como triptéfano (Trp), tirosina (Tir) y fenilalanina (Phe), la emisiéon de fluorescencia del
aminoacido Trp en particular, es altamente sensible al ambiente local, por lo que es ampliamente
utilizado como grupo indicador de cambios conformacionales en las estructuras de las proteinas.

De este modo, el maximo de emision de las proteinas podria reflejar el promedio de los residuos

65



Capitulo 1

triptéfano expuestos a la fase acuosa [107], y se puede inferir por comparacién si existieron o no
cambios en la estructura terciaria de la proteina original[126].Dado que el proceso de obtencién de
los PRM requiere del calentamiento de las mezclas de proteinas de suero lacteo y DX a
temperatura y aw controlados, dicho tratamiento aumenta la InF, comportamiento que se asocia con
una desnaturalizacion parcial de las mismas [104], ya que los aminoacidos Trp quedarian mas
expuestos emitiendo mayor fluorescencia.

En cambio, la InF de los sistemas conjugados WPI/DX es menor que para el WPl o WPIc.
Esto puede ser debido a la formacion de los productos de la reaccion de Maillard, que podrian estar
blogueando la deteccién de la emisién de la fluorescencia por un fenémeno de apantallamiento o
bien, debido al gran tamano de los polisacaridos de mayor PM que actian como agentes
protectores haciendo que las proteinas no se desnaturalicen en exceso y no expongan los grupos
responsables de la InF [63]. Se sabe que luego de la condensacién entre el grupo amino de las
proteinas y carboxilo del polisacarido se producen derivados que luego polimerizan. Estas
macromoléculas podrian ser los responsables de la falta de deteccion de la emision de
fluorescencia. Hattori y col.[73] encontraron que la InF de conjugados de B-lg con
carboximetilciclodextrina era menor que la InF de las proteinas nativas. Estudios posteriores,
atribuyeron dicha observacion a un efecto de movimiento de la cadena del polisacarido que se unia
a la B-lg. Resultados similares fueron encontrados por Jiménez-Castano, Villamiel y Lépez-Fandifio
[123] quienes trabajaron con B-Ig y DX.

Por otro lado, las Figura 14.B y 15.B presentan las InF correspondientes a los AGEs [127].
Debido a que la reaccién de Maillard no se desarrolla en las muestras de WPIn, éste sistema en
ambas graficas presenta las menores InF. Sin embargo, la IF del WPIc supera las del WPIn,
probablemente debido a que las proteinas se han conjugado con la lactosa [124].
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Figura 14. Intensidad de Fluorescencia Intrinseca (A) e Intensidad de Fluorescencia de los productos tardios
de reaccion de Maillard (B) de sistemas: WPIn (m), WPIc (m) y sistemas conjugados: WPI/DX6 (=), WPI/DX70
(m) y WPI/DX450 (=) (Serie 1).
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Comparando los resultados de las Figuras 14 y 15, entre A y B, es evidente que la
incubacién permite el desarrollo de los conjugados entre las proteinas contenidas en el aislado
proteico y los DX. En los graficos B, la InF disminuye cuando se incrementan los PM de los DX.
Mientras que los conjugados WPI/DX450 y WPI/DX100 (correspondientes a las Series1 y 2,
respectivamente) emiten entre los valores de emisién de WPIn y WPIc. Estos cambios de tendencia
entre las Figura 14.B y 15.B podrian ser consecuencia del gran tamafio de los conjugados
obtenidos, que podrian estar enmascarando la deteccion de la InF de los PRM sintetizados[75].
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Figura 15. Intensidad de Fluorescencia Intrinseca (A) e Intensidad de Fluorescencia de los productos tardios
de reaccién de Maillard (B) de sistemas: WPIn (m), WPIc (m) y sistemas conjugados: WPI/DX6 (m) y
WPI/DX100 (m) (Serie 2).

3.1.4. Contenido de Humedad (%H)y Actividad de agua (aw)
Los valores de %H oscilaron entre 4,84% y 10,71% y se corresponden con los valores de aw
de 0,300 a 0,473 para la Serie 1 como puede observarse en la Tabla 3; mientras que para la
segunda Serie los % H varian de 5,05% a 10,26%, que se corresponden a valores de aw de 0,471 a

0,499 tal como lo indica la Tabla 4.

Tabla 3. Contenido de Humedad (% H) y Actividad de agua (aw) para los sistemas WPIn, WPIc, WPI/DX6,
WPI/DX70 y WPI/DX450 (Serie 1) presentados juntos a sus Desviaciones Estandares.

Sistema % H +SD aw*SD
WPIn 4,84+ 0,202 0,473 +0.0022
WPIc 9,42 +0,37° 0,470 + 0.0042

WPI/DX6 9,90 +0,18° 0,414 +0,004°
WPI/DX70 10,39 +0,63° 0,414 +0,002°
WPI/DX450 10,71 +0,52° 0,300 + 0,007°

Diferentes letras superindices indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (p < 0,05).
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Tabla 4. Contenido de Humedad (% H) y Actividad de agua (aw) para los sistemas WPIn, WPIc, WPI/DX6, y
WPI/DX100 (Serie 2) presentados juntos a sus Desviaciones Estandares.

Sistema % H +SD aw *SD
WPIn 5,05 +0,36 0,499 + 0,002
WPIc 9,57 +0,01® 0,497 +£0,010°

WPI/DX6 9,42 +0,04° 0,471 +£0,011°¢
WPI/DX100 10,26 +0,50° 0,498 +0,007°

Diferentes letras superindices indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (p < 0,05).

En ambas series, existen diferencias significativas en cuanto a los % entre el WPIn y los
WPIc y conjugados mediante secado por aspersion y luego sometidos al método de conjugacion
bajo humedad controlada. Estos procesos tienen efectos contrarios, ya que el secado spray tiene
como objetivo deshidratar la muestra y la conjugacion se lleva a cabo bajo un valor de aw fijo.
Dados los resultados podria considerarse que ambos fendmenos se combinan para determinar en

las muestras conjugadas los valores de % H y aw obtenidos.

3.1.5. Grupos Aminos Libres (GAL)

La cuantificacién de los GAL nos proporciona una idea del progreso que tuvo la reaccioén de
Maillard. Segun se observa en la Figura 12, hay una disminucién de los grupos amino libres para
todos los sistemas incubados en comparaciéon con el WPIn. Los porcentajes obtenidos de GAL de
acuerdo al PM del DX conjugado, muestran una tendencia pero las diferencias entre las medias no
son significativas dado que la técnica presenta alta variabilidad dentro de una misma muestra,
generando rangos de DS muy amplios tal como se observa en el grafico de barras. El DX6, de
menor PM, no solo es el que mas reacciona (Secciones2.4.1 y 2.4.3. del Capitulo 1) por presentar
la mayor cantidad de grupos carboxilo a igual masa, por ende el de menos GAL; sino que también
debe considerarse que a menor tamano del DX, menor es el impedimento estérico, pudiendo
acceder de manera mas facil a los grupos aminos de las proteinas para reaccionar y desarrollar la
RM. Las estructuras mas voluminosas del DX de 70 y 450 kDa pueden restringir el acceso a los
sitios reactivos de los grupos amino de las proteinas y viceversa. Wooster y Augustin[38],
obtuvieron reducciones en un rango de 93% a 62% de GAL trabajando con conjugados de WPI/DX
de 5,9, 29,4 y 42,4 kDa incubados a 5y 10 dias.
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Figura 16. Porcentaje de Grupos Amino Libres (GAL) en las muestras: WPIn (), WPIc , WPI/DX6 (77),
WPI/DX70 (Ef) y WPI/DX450 () (Serie 1).Las letras minUsculas indican diferencias significativas de acuerdo
al test LSD (p < 0,05).

3.1.6. Grupos sulfhidrilos libres
Los resultados de la técnica de Ellman que indican la cantidad de grupos sulfhidrilos libres

para los sistemas analizados en la Serie 1 se muestran en el grafico de barras de la Figura 13.
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Figura 17. uM de grupos sulfhidrilos (-SH) libres cada mg de proteina, en las muestras: WPIn (K), WPIc
WPI/DX6 (:7), WPI/DX70 (EZ) y WPI/DX450 (—) (Serie 1). Las letras mintsculas indican diferencias
significativas de acuerdo al test LSD (p < 0,05).

Como puede observarse el sistema WPI/DX6 es el que significativamente disminuye los uM
de grupos sulfhidrilos por mg de proteina en comparaciéon con todos los demas sistemas. Spotti y
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col. [128], trabajaron WPI conjugado a DX de 6 y 40 kDa a distintas relaciones WPI:DX, y
mostraron resultados que siguen la misma tendencia, y justifican que la disminucion en el
conjugado de menor PM podria deberse a dos razones principales:
i) La formacién de estados oxidados distintos de los disulfuros, que pueden
desarrollarse durante el procesamiento y almacenamiento de dicho productos.
ii) La formacién de enlaces disulfuro intra e intermoleculares durante la incubacién que

implica la RM.

3.1.7. Hidrofobicidad Superficial (Ho)

En la Tabla 5 pueden observarse los indices de Hidrofobicidad Superficial junto a sus
desviaciones estandares obtenidos para la Serie 2 de conjugados; cabe aclarar que los parametros
de las regresiones lineales realizadas a partir de las curvas de concentracion variable presentaron
parametros de R? iguales o mayores a 0,984. La Serie 2 fue utilizada en los Capitulos 3 y 4 con la
intencion de analizar los sistemas en cuanto a su capacidad emulsionante.

Dado que la desnaturalizacion de las proteinas de suero lacteo ocurre alrededor de los 70°C
[53] y provoca el desplegamiento de las moléculas exponiendo fracciones hidrofébicas, era
esperable que el WPIn (no incubado) presente el menor Ho. De los sistemas incubados, el WPIc
presenté mayor Ho que los sistemas conjugados con DX. Feng y col. [129] informaron que el
conjugado de B-conglicinina-DX presentaba mayor Ho que la proteina nativa, del mismo modo

nuestros sistemas WPI/DX presentan mayor Hoque el WPIn.

Tabla 5.Valores de indices de Hidrofobicidad Superficial (Ho) + DS para la Serie 2.

Sistema Indice de Hidrofobicidad Superficial (Ho)

WPIn 34.893 +1.5772
WPIc 45.804 +1.887¢
WPI/DX6 38.587 + 888
WPI/DX100 42.015 £ 1.841°

Diferentes letras superindices indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (p < 0,05).

Estos resultados podrian ser consecuencia de la combinacién de dos factores: por un lado,
del grado de desnaturalizacién parcial que sufren las proteinas cuando son conjugadas tiende a
incrementar Ho[130]; por otro, se sabe que la conjugacién tiende a disminuir el Ho, debido a que los

polisacaridos son altamente hidrofilicos [129].
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3.1.8. Capacidad Antioxidante
La ECso permite realizar la comparacién entre agentes antioxidantes, siendo el mas efectivo
el que presenta el menor valor de ECso.En la Tabla 6 se observa que ninguno de los sistemas
generados mejora la actividad antioxidante del WPIn frente al radical OH". Mientras que todos los
conjugados, mejoran la capacidad antioxidante frente a ABTS™, en relacién al WPIn; siendo el
WPI/DX6 el de mayor capacidad antioxidante, encontrdndose al mismo nivel el WPIc y el
WPI/DX70, y por ultimo el WPI/DX450.

Tabla 6. Valores de ECso + DS para la desactivacion OH'y ABTS™ para la Serie 1.

Muestras ECso (mg de proteina/mL)
OH’ ABTS™.

WPIn 1,26 £0,012 1,17 £0,01¢

WPIc 1,30 £ 0,022 1,00 +0,00°

WPI/DX 6 1,53 +0,032 0,89 +0,022

WPI/DX 70 1,34 +0,162 1,00 +0,03°

WPI/DX 450 1,46 + 0,252 1,05 £0,02°

Diferentes letras superindices por columna indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (p < 0,05).

Que la tendencia no sea la misma en las técnicas empleadas se debe a las diferencias entre
los mecanismos de desactivacion de los radicales OH+ y ABTS++ [131]. Liu y col. [76], encontraron
que los PRM de WPIl/glucosa aumentan los %D de ABTSe<+ en comparacion al WPI tratado
térmicamente, tanto al aumentar el tiempo de reaccion entre el WPl y la glucosa (evaluado a 1, 4 y
7 dias de reaccién), como frente al aumento en la concentracion de proteinas (analizado a 2, 4, 6, 8
y 10 mg/mL). Por otro lado, Jia y col. [132] sintetizaron conjugados a partir de WPI y
xilooligosacaridos, determinaron que los conjugados presentaban mejor capacidad antioxidante
frente al radical OH+ en comparacién con el WPIn utilizado. Esa mejoria contra el agente oxidante
OHe- con respecto a nuestros sistemas WPI/DX, seguramente se atribuye a la naturaleza del

polisacarido conjugado o a los diferentes PRM obtenidos.
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4. CONCLUSIONES PRELIMINARES

Se lograron obtener los conjugados WPI/DX y se verificd por las técnicas de absorbancia,
colorimetria, fluorescencia, determinacion de grupos aminos libres y grupos sulfhidrilos que el PM
del DX conjugado influye en el grado de avance de la reaccién. Siendo que a menor PM del
polisacarido, mayor es el avance de la RM, por lo tanto: mayor presencia de compuestos
tempranos, intermedios y tardios; mayor fluorescencia a 365nm, menor cantidad de grupos aminos
libres y disponibilidad de grupos sulfhidrilos. La diferencia de reactividad entre los DX ensayados
no sblo puede considerarse consecuencia de sus caracteristicas quimicas, sino también de las
estructuras terciarias y cuaternarias que presentan las proteinas de suero durante el método de
conjugacién a humedad controlada que se emple6 en la sintesis de los WPI/DX.

Por otro lado, se determinaron los indices de hidrofobicidad superficial los cuales aumentan
al aumentar el PM del DX conjugado; estos pardmetros de suma relevancia en cuanto a la
utilizacién de los conjugados WPI/DX como agentes emulsionantes seran nuevamente evaluados
en las discusiones de los Capitulos 3 y 4.

Por dltimo, la determinacion de la capacidad antioxidante frente al radical ABTS™, evidencio
que todos los sistemas WPI/DX resultaron tener mejor capacidad antioxidante que el sistema WPIn.
Si bien el agente ABTS *es un oxidante sintético, seria de interés ampliar el espectro de reactividad
frente a otros agentes oxidantes naturales como por ejemplo aquellos reactivos al oxigeno (ROS),
ya que actualmente se encuentra en auge el desarrollo y la incorporacion de compuestos que
tengan la capacidad de prevenir el envejecimiento celular y el deterioro por radicales,
consecuencias de los compuestos oxidantes que se generan naturalmente de modo fisiol6gico en

el organismo del ser humano.
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CAPITULO 2
Encapsulados de Bifidobacterium

animalissubsp. lactis INL1 utilizando PRM
(Serie 1)
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OBJETIVOS
Encapsular la cepa probiética INL1 utilizando los conjugados WPI/DX de la Serie 1 como matriz

de pared en un equipo de secado spray como medio tecnolégico para obtener cultivos

deshidratados.

Caracterizar los encapsulados obtenidos mediante distintas técnicas:

>

Porcentajes de Humedad y Actividad de agua, para analizar si los polvos podran
mantener las propiedades del probidtico encapsulado y si pueden conservarse a lo largo
del tiempo en condiciones Optimas.

Observacion mediante Microscopia Optica de Barrido (SEM) para observar las
morfologias de cada sistema.

Determinacién de la capacidad antioxidante tanto de los encapsulados frente a los
radicales: ABTSe+ y radical hidroxilo (HO"); ensayar también frente al radical superéxido
(O27) la cepa probidtica INL1.

Determinacioén la viabilidad celular antes y después del secado spray, para analizar el
efecto del proceso de sintesis sobre la sobrevida de la cepa.

Determinaciéon de la viabilidad de la cepa probibtica a lo largo de doce meses de
conservacién a4y 25 °C.

Simulacion gastrointestinal in vitro para determinar el grado de sobrevida al transito

gastrointestinal en funcion del sistema utilizado.
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1. INTRODUCCION

Se ha comprobado que las bacterias probiéticas puedan conferir efectos benéficos sobre la
salud humana al ser consumidas en dosis adecuadas y con cierta regularidad [8]. Comercialmente
y a nivel mundial, se las pude encontrar bajo distintas presentaciones como por ejemplo: capsulas
(Urosedac Probiotic, EUROIlab/Argentina; PROBIOLAC, Aava Labs/Finlandia), perlas de liberacion
controlada (PURE CULTURES, Nutravita/Reino Unido), bebidas fermentadas lista para consumo
(Bebida Probidtica, VITA BIOSA/Colombia; Kefir, Margui/Europa), smoothies(Felices las
vacas/Argentina); también pueden encontrarse probibticos en productos tales como yogures
(Actimel y Activia de DANONE/Francia) o quesos (SanBIOS, Santa Clara/Brasil) o polvos listos
para su consumo sin necesidad de hidratacion (Probi® Fast Melt/Escandinavia). En este ultimo
caso las preparaciones pueden obtenerse a través de distintos procedimientos, los dos mas
utilizados consisten mayormente en la liofilizacién o, en gran medida a escala industrial, el secado
spray. Este ultimo implica la remocién del agua mediante evaporacién y por consiguiente la
deshidratacion y concentracion del sistema. Debido a su gran versatilidad y bajo costo, es un
procedimiento muy aplicado a nivel industrial. Sin embargo el secado spray aplicado sobre
sistemas que contienen cultivos bacterianos genera una situacion de stress sobre los mismos
debido al uso de elevadas temperaturas y fuerzas de corte empleadas, haciendo necesaria la
incorporacién de agentes que otorguen proteccion para preservarlas bacterias durante la
deshidratacion. Esos compuestos, llamados termoprotectores, ayudan a mantener la integridad de
las membranas celulares, las actividades enzimatica y las funcionalidades de las proteinas que
forman parte de la célula[133].

Diversos agentes han sido empleados en el secado spray para generar encapsulados y
preservar la viabilidad y por ende la funcionalidad de diversos probiéticos. Ejemplos ampliamente
utilizados abarcan leche descremada, alginato de sodio [134], solo o combinado con almidén,
glicerol y/o quitosano; mezclas de goma xantan, gellan y/o goma acacia[23]; quitosano y
carragenina [96]. Incluso suelen emplearse proteinas de diversa naturaleza, como las proteinasde
suero lacteo [135], proteina de soja o gelatina[136].

El efecto protector de los azlcares (dos de los mas empleados son la sacarosa y
trehalosa[23]) sobre la integridad de las membranas y proteinas en bacterias deshidratadas ha sido
atribuido a su capacidad de unirse a residuos polares de las proteinas y formar un estado vitreo,
amorfo, en el estado seco; lo cual resulta importante para preservar la funcién de los componentes
biol6gicos durante y luego de la deshidratacion [133].

Dado que los PRM suelen mejorar las propiedades de los compuestos de partida, en este
segundo capitulo de la tesis los conjugados WPI/DX se utilizaron como material de pared para
encapsular mediante secador spray la cepa probiotica autdctona INL1.
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2. MATERIALES Y METODOS
Se utilizaron cultivos autéctonos de Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1, una cepa
aislada de leche materna por el Instituto de Lactologia Industrial (INLAIN), las cuales demostraron
potencial probiético en estudios sobre animales de laboratorio. Algunos de los efectos
comprobados comprenden la estimulacion de la funcién inmune en ratones frente a una infeccién
de Salmonella[27] y capacidad antiinflamatoria en ratones frente a colitis aguda y crénica[28]. Para

los ensayos presentados en éste capitulo se utilizaron los conjugados de la Serie 1.

2.1. Proceso de sintesis y recuento microbiano basal de los conjugados WPI/DX

Las bacterias probidticas se cosecharon por centrifugacion (6.000 rpom, 10min, 8°C) a partir
de un cultivo over night (ON) en caldo MRS-C, en el cual se encontraban en fase de crecimiento
estacionaria tardia. Se lavaron 2 veces con buffer PBS y se resuspendieron en distintas soluciones
que contenian los materiales de pared: WPIc, WPI/DX6, WPI/DX70 y WPI/DX450 kDa al 10% (p/v).
Luego las suspensiones se deshidrataron en un secadero spray de escala laboratorio (Yamato
ADL311S, Japén)utilizando una Te= 170°C y Ts = 81 + 1 °C, condiciones determinadas previamente
por Zacarias y col.[22]. Los encapsulados en presentacion de polvo obtenidos se denominaron: E-
WPIc, E-WPI/DX6, E-WPI/DX70 y E-WPI/DX450, y fueron conservados a -18 °C hasta el momento

de su uso.

Previo al encapsulado de las bacterias, se realiz6 un recuento microbiano total de los polvos
WPI/DX, con el objetivo de determinar la carga microbiana inicial de cada matriz encapsulante.
Para lo cual, se solubilizaron0,5 g de cada matriz en 4,5 ml de agua de peptona, (dilucion 10°"). A
partir de ésta se realizaron diluciones seriadas en agua de peptona, las cuales se sembraron en
profundidad en placas de petri con medio APC (Plate Count Agar) e incubadas a 30°C durante

24hs, en aerobiosis.

2.2. Caracterizacion de encapsulados

2.2.1. Porcentaje de Humedad y Actividad de agua
El porcentaje de humedad (% H) de los encapsulados se determin6 por gravimetria en estufa
hasta peso constante a 105°C y la actividad de agua (aw) con un equipo Aqualab Systems (EE.
uu.).

76



Capitulo 2

2.2.2. Microscopia electrénica de barrido (SEM)
La morfologia de los sistemas encapsulados se observé directamente, sin preparacion
previa, mediante un microscopio electrénico de barrido (SEM) (PhenomWorldProX).

2.2.3. Determinacion de la capacidad antioxidante frente radical ABTS™, radical
hidroxilo (HO") y radical superoxido(02™)

La actividad antioxidante se evalué sobre los sistemas encapsulados, del mismo modo en
que se evaluaron sobre los conjugados WPI/DX de la Serie 1 en el inciso 2.2.8. del Capitulo 1.
Ademas de la cepa probidtica, se determin6 este parametro en el sobrenadante del cultivo,
sobrenadante de lisado y pellet del lisado, en un volumen de 1 ml (equivalente a una carga
bacteriana de 1x10° UFC) con las técnicas de los radicales HO® y ABTS™(seccién 2.2.8. del
Capitulo 1). Y ademas se evalu6 en la desactivacién del anién superédxido (O27), generado por la
autooxidacion del HsNO-HCI [119]; el estudio se basd en la inhibiciébn por competicién de la
formacion de monoformazan (MF*) (Amax 560 nm) por reduccion del azul de nitrotetrazolium(NBT?).
Para la obtencion del sobrenadante y pellet de lisado, se procedié de acuerdo a Shen,
Shang y Li[137]: se centrifugaron 2 ml de cultivo celular durante 10 min a 4.400 rpm. Se descarto el
sobrenadante y se agregaron 500l de buffer SET (25 mM EDTA; 20 mM TRIS; 75 mM NaCl; pH
7). Luego se realizaron tres ciclos: calentamiento en bano en ebullicién durante 5 min - 5 min en
freezer (-18°C). Luego del tratamiento térmico se agregaron 5ul de solucion de lisozima (10mg/ml),
se agité en vortex y se dej6 incubar 1 hora a 37 °C. Por ultimo, se llevd a volumen inicial con agua
destilada estéril y luego de someter a homogenizacién por unos segundos, se centrifugé durante

10min a 7.500rpm para obtener el sobrenadante y el pellet del lisado.

2.2.4. Sobrevida al secado spray

La viabilidad bacteriana fue determinada realizando recuentos celulares enlas suspensiones
de INL1 en las distintas soluciones de WPIn, WPIc y WPI/DX, como también sobre los
encapsulados obtenidos por secador spray.

Diluciones seriadas en agua de peptona estéril al 0,1% (p/v) de las suspensiones
bacterianas fueron sembradas en agar MRS-C. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 72 hs
en anaerobiosis (Anaero Pack-Anaero, Japon) y los recuentos fueron expresados en unidades de
Log UFC/mI de suspension.

En cuanto a los encapsulados obtenidos, fueron suspendidos al 10 % (p/v)(concentracion
de sélidos totales) en agua de peptona estéril, sembradas e incubadas como se menciona en el

parrafo anterior. Los recuentos fueron expresados en unidades de Log UFC/g de encapsulados.
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2.2.5. Sobrevida a la conservaciéona 4y 25 °C
Para evaluar la estabilidad de los encapsulados se llevd a cabo un ensayo de viabilidad a lo
largo de un total de 12 meses de almacenamiento a 4°C y 25°C. Para ello los encapsulados se
fraccionaron en crioviales de vidrio de 10mL, se cerraron al vacio y se conservaron al resguardo de
la luz en dos lotes, uno a cada temperatura de ensayo. Se realizaron recuentos al inicio (post-
secado), y a los 2, 4, 6, 8, 10 y 12 meses de conservacion, y se expresaron en unidades de Log
UFC/g de encapsulados.

2.2.6. Resistencia a la digestion gastrointestinal simulada in vitro

En los encapsulados obtenidos se determind su estabilidad frente a la digestion
gastrointestinal simulada in vitro segun Saito y col. [138]. Los encapsulados se disolvieron al 10 %
(p/p) en agua destilada estéril, luego se adicion6 un volumen igual de una solucién estéril que
simulaba ser saliva y se adicion6 pepsina bovina al 0,03 % (p/p) (Merck, Alemania). La solucién
saliva contenia 0,22 g/L de CaCl,, 16,2 g/L de NaCl, 2,2 g/L de KCly 1,2 g/L de NaHCOs3. Una vez
homogeneizada la solucion resultante, se realizd un recuento celular(to) y posteriormente el pH fue
llevado rapidamente a 2,5 con HCI 0,5 N, para luego colocarlas muestras a37 °C en un bano de
agua termostatizado durante 90 min. Los recuentos celulares a partir de entonces se realizaron
cada 30 minutos, etapas denominadas DG t30; DG t60 y DG t90, haciendo referencia a la Digestién
Gastrica (DG) y el tiempo de toma de muestra. Después de 90 minutos de digestién gastrica
simulada, las muestras se centrifugaron (6.200 x g,5 min,8 °C); los pellets se lavaron dos veces
con PBS (pH 7,4), y se resuspendieron al volumen original en una solucion de bilis bovina al 1 %
(p/v)(Sigma-Aldrich, Alemania) a pH 8,0. Las suspensiones celulares se incubaron en un bafo de
agua durante 10 min a 37 °C para simular un "Shock duodenal de bilis" (etapa SDB); al cabo de
dichos minutos se recolectaron dos fracciones de muestras: una para evaluar la viabilidad celular
luego de la etapa SDB; y otra, fue centrifugada bajo las mismas condiciones. Los pellets obtenidos
se lavaron dos veces con buffer PBS (pH 7,4) y se resuspendieron al volumen original en una
solucion de bilis bovina 0,3% (p/v) (Sigma-Aldrich, Alemania) y pancreatina 0,1% (p/v) (Sigma-
Aldrich, Alemania) a pH 8,0. Los recuentos celulares se realizaron después de 90 min a 37°C (tfinai).

El ensayo se realiz6 por duplicado para cada encapsulado y la viabilidad se expresé en
unidades de Log UFC/g polvo.

2.3. Analisis estadistico
Idem a la seccién 2.3. del Capitulo 1.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Proceso de sintesis y determinacion de la carga bacteriana basal de los
conjugados WPI/DX

Se obtuvieron cuatro sistemas en presentacion polvo denominados: E-WPIc, E-WPI/DX6, E-
WPI/DX70 y E-WPI/450, donde E indica “Encapsulados”, seguido de los materiales de pared
empleados.

Los recuentos microbianos totales (en medio PCA), constituyen un ensayo de rutina
utilizado para determinar la calidad bacteriolégica de los sistemas ensayados. Los recuentos
bacterianos de los materiales de pared utilizados en los encapsulados variaron de 4,49 + 0,44 a
5,45 + 0,18 Log UFC/g de sistema. Esta carga microbiana basal puede considerarse normal para
medios de cultivo en base a proteinas de suero, y no interfiere con los recuentos de bifidobacterias
al ser agregadas estas ultimas en varios érdenes de magnitud mayor que la carga microbiana
inicial total de los sistemas conjugados.

3.2. Caracterizacion de encapsulados

3.2.1. Porcentaje de Humedad (%H) y Actividad de agua (aw)

Puede observarse que los valores de %H oscilaron entre 7,97% y 10,93% para todos los
sistemas encapsulados, cuyos materiales de pared corresponden a la Serie 1. Los valores y sus
desviaciones estandares se presentan en la Tabla 7, junto a los valores de aw, los cuales variaron
de0,300 a 0,470. Segun Gardiner y col. [139] para obtener encapsulados en presentacion polvo
que sean estables son necesarios valores de humedad de aproximadamente 4 %; y Passot y
col.[140], sugieren un aw menor o igual al valor 0,24para que la viabilidad bacteriana no se vea
afectada. Acorde a estos parametros, tanto los % de Humedad como los valores de aw de los
sistemas encapsulados fueron elevados a comparacién a los sugeridos para garantizar la
estabilidad durante el almacenamiento.

Tabla 7. Contenido de Humedad (% H) y Actividad de agua (aw) para los sistemas WPIn, WPIc, WPI/DX®6,
WPI/DX70 y WPI/DX450 (Serie 1).

Sistema % H *DS aw t DS

E-WPIc 9,55 +0,45® 0,470 +0,0022
E-WPI/DX6 9,96 + 0,00° 0,414 +0,004°
E-WPI/DX70 10,93 +1,41° 0,414 +0,002°
E-WPI/DX450 7,97 +0,20° 0,300 + 0,007°

Diferentes superindices indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (p < 0,05).
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3.2.2. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las microfotografias de SEM de los sistemas encapsulados se muestran en la Figura
14.Las capsulas presentaron morfologia esférica, sin fisuras ni poros, sin embargo muchas
particulas exhibieron concavidades tipicas consecuentes del proceso de deshidratacion mediante
secado spray [141], [51]. Puede observarse en la microfotografia A, que las particulas del sistema
E-WPIc se presentan de distintos tamafnos menores a 10um. Mientras que en los sistemas WPI/DX
(B, C y D) las particulas presentan mas concavidades y tienen diametros aproximados entre 10 y
15um. Slavutsky y col.[142], reportaron tamafnos similares, utilizando condiciones operativas
similares y encapsulando probiéticos con pectina de bajo metoxilo, maltodextrina y leche en polvo
como materiales de pared.En cuanto a la morfologia de las particulas puede verse que algunas
presentan superficies mas lisas mientras que otras presentan superficies con depresiones propias
provocadas durante el secado por aspersion. Kem y col.[143] encapsularon una cepa de
Lactobacillus mediante secado spray utilizando WPI a distintas concentraciones y obtuvieron
particulas de morfologias muy similares; ademds, determinaron que el tamano de las particulas
aumentaba de 10 a 30 um a medida que se aumentaba la concentracion de WPI de 10 al 30 %.
Esto ultimo no se podria aplicar a nuestros sistemas, ya que los sistemas WPI/DX presentaron
menor concentracion de WPI y mayor tamano de particula; sin embargo, los conjugados contienen
DX a diferencia del sistema WPIc.

Figura 18. Fotomicrografias (5600x) de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) de los encapsulados: E-
WPIc (A), E-WPI/DX6 (B), E-WPI/DX70 (C) y E-WPI/DX450 (D).
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Teniendo como referencia las barras de tamano en las imagenes, se observé que las
particulas obtenidas para cada sistema presentaron tamanos similares a pesar de los distintos PM
de los DX conjugados en sus matrices. Ramakrishnan y col. [144], analizaron el efecto de
materiales de pared de distintos PM sobre las propiedades de los polvos obtenidos al encapsular
mediante secador spray compuestos bioactivos del jugo de tamarillo; igual que nuestro analisis,
mostraron que no es posible afirmar que exista una relacion entre el PM del material de pared con
el tamano de la particula y el aspecto de la superficie de las mismas.

3.2.3. Capacidad antioxidante frente radical ABTSe+, radical hidroxilo (HOe) y
radical superoxido (02e-)

Si se observa la Tabla 8, pueden observarse los valores de ECso para el WPIn y los
encapsulados generados con los conjugados de la Serie 1, para las técnicas de desactivacién de
los radicales ABTS™ y radical hidroxilo (HO"). En cuanto al radical ABTS™, todos los encapsulados
mejoran la capacidad antioxidante del WPIn, ya que se requieren menores cantidades de cada
compuesto para desactivar el 50 % de los radicales presentes. Siendo el E-WPI/DX6 el
encapsulado de mejor actividad antioxidante, seguidos de los E-WPI/DX450 y WPI/DX70, que si
bien sus valores presentan diferencias significativas son muy préximos entre si.

Si bien se ha encontrado en la bibliografia que los PRM presentan capacidad antioxidante
(ver Capitulo 1), no se ha encontrado en la bibliografia revisada al momento que exista alguna
relacion directa que potencie dicha capacidad al combinar matrices con capacidad antioxidante
para encapsular compuestos bioactivos que también la presenten.

Si se analizan los valores de ECso para la desactivaciéon del radical HO®, dado que todos los
encapsulados poseen valores mayores a 1,26mg/mL correspondiente al WPIn, ninguno supera la
capacidad antioxidante de dicho compuesto, ya que se requieren mayores cantidades de cada
compuesto para desactivar el 50 % de dicho radical.

Tabla 8.Valores de ECso + DS para la desactivacién OH'y ABTS™ para el WPIn y los encapsulados
generados con los conjugados de la Serie 1: E-WPI/DX6, E-WPI/DX70 yE-WPI/DX450.

ECso (mg proteina/mL)

Sistemas on" ABTO
WPIn 1,26 +0,16* 1,17 +0,01¢
E-WPI/DX6 1,29 +£0,02® 0,72+0,012
E-WPI/DX70 1,38 £0,03° 1,10 £0,02°

E-WPI/DX450 1,65+0,09° 1,04 +0,01°

Diferentes superindices indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (p < 0,05).

De acuerdo a los valores de la Tabla 9, se observd que todas las fracciones analizadas de

la cepa INL1, presentaron capacidad antioxidante. En cuanto al sobrenadante celular la capacidad
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antioxidante podria deberse a la existencia de alguna/s molécula/s producida/s y liberada/s al
medio por la cepa, tal como un exopolisacarido (EPS). La existencia de ensayos como los de
Xuycol.[145], han dejado en evidencia que algunas cepas de la especie Bifidobacterium animalis,
producen EPS con actividad antioxidante frente a los radicales hidroxilo y superoxido. Las
diferentes tendencias de los resultados provenientes de las distintas técnicas, son consecuencia de
los diferentes mecanismos de desactivacion de los distintos radicales empleados en cada una de
ellas[146], [147].

Tabla 9. Porcentaje de desactivacion (%D) de los radicales ABTS™, HO' y O2"" de 1mL de las distintas
fracciones analizadas del cultivo de la cepa probidtica INL1.

Muestras %D ABTS™ %D HO* % D 0>~
Sobrenadante célula 79,26 + 20,74 88,42 + 4,47 26,33 + 8,35
Célula 12,31 £1,43 37,38 + 6,61 14,51 £5,59
Sobrenadante lisado 98,90 £ 0,09 65,89 + 3,30 83,87 £ 0,00
Pellet Lisado 22,32 +7,35 57,01 £ 22,47 79,03 + 0,00

3.2.4. Sobrevida al secado spray
Los recuentos bacterianos fueron realizados antes y después del secado spray debido a
que la exposicién de la cepa al calor podria afectar su supervivencia, y los valores obtenidos se
muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Recuentos de Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL 1, expresados en Log UFC/ml + DS.

Sistem

a Pre-secado Post-secado
E-WPIc 9,55 +0,032 8,75 +0,09°
E-WPI/DX 6 9,18 +£0,14 2 8,15+0,11°
E-WPI/DX 70 9,06 +£0,12 8,69 +0,03°
E-WPI/DX 450 8,94 +0,17 2 8,67 £0,20°

Diferente letras superindices por columna indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (p < 0,05).

Si consideramos los recuentos bacterianos iniciales de todas las suspensiones probiéticas
antes del secado spray, las diferencias entre esos valores y los recuentos posteriores al secado
spray resultaron ser: 1,00; 0,80;0,50 y 0,01 érdenes Log para los sistemas: E-WPI/DX6,E-WPIc, E-
WPI/DX70 y E-WPI/DX450, respectivamente. El sistema WPI/DX 450, fue el Gnico que no mostré
diferencia significativa entre los recuentos realizados antes y después del secado spray, resultando
ser el sistema que otorgd mayor proteccion a la cepa. Estos resultados podrian indicar que los
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conjugados que contengan DX de mayor PM mantienen mejor la viabilidad celular frente a la

deshidratacion. Ramakrishnany col. [144], publicaron que materiales de pared de alto PM aportan

gran viscosidad a la solucion a deshidratar, lo cual permitiria el desarrollo de una superficie

semipermeables mas estable durante el secado, y asi se protegeria el compuesto bioactivo de
mejor modo.

3.2.5.

La viabilidad bacteriana de los encapsulados a lo largo de un afno de almacenamiento a 4 y

Sobrevida durante la conservacion a4y 25 °C

25°C se presenta en la Figura 15. Todos los sistemas mostraron una estabilidad satisfactoria a 4°C
(Fig. 15.A), siendo E-WPIc el sistema menos estable.

En cambio a 25°C (Fig. 15.B), la pérdida de viabilidad de los encapsulados fue pronunciada,
siendo los sistemas E-WPI/DX 6 y E-WPIc los mas estables, con una disminucion total de 4,0 Log
CFU/g y 4,2 Log CFU/g, respectivamente. La viabilidad bacteriana a 25°C fue mas favorable a
menor PM del DX conjugado. Si bien se conoce que la supervivencia de células deshidratadas a lo
largo del almacenamiento es una capacidad intrinseca de la cepa en estudio, Broeckx y col.[148],
sugieren que existen otros dos factores claves para mantener elevados niveles de células viables a
temperatura ambiente: la baja humedad y la baja actividad de agua. En nuestros sistemas ambos
factores (inciso 3.2.1. del presente capitulo) fueron mas elevados que lo recomendado.

Tiempo (meses)

Figura 19.Viabilidad (Log CFU/g)de los encapsulados: E-WPIc (e), E-WPI/DX6 (
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), E-WPI/DX70 (V) y E-

WPI/DX450 (

), a4°C (A) y 25°C (B) durante 12 meses.

Ross y col., [23]sugieren que cuando el secado por aspersion se utiliza con la intencién de
preservar potenciales cultivos probioéticos, la mayor parte de la actividad bacteriana se pierde a las
semanas de almacenamientos a temperatura ambiente. Este descenso se asocia al stress que
suele aplicarse sobre el cultivo debido a los cambios de temperatura, cambios de fase fisica
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(liquida a sodlida) y aire insuflado durante la deshidratacién, una combinacién de factores que

tienden a danar las membranas celulares y proteinas.

3.2.6. Resistencia a la digestion gastrointestinal simulada in vitro
La viabilidad de los sistemas encapsulados luego de cada etapa del ensayo de
digestion gastrointestinal in vitro se muestra en la Figura 16. Se observo una pérdida de
viabilidad de todos los sistemas luego de cada etapa, siendo el sistema E-WPIc el que menos
proteccion aportd a la cepa. Probablemente, el proceso de secado spray pudo haber dafado a
la cepa, sensibilizdndola a la digestion gastrointestinal. Vinderola y col. [21], encontraron
resultados similares al ensayar la misma cepa probidtica utilizando leche descremada como

matriz de pared.

3{1—e_E-WPIc —0
E-WPI/DX6
2 —w»— E-WPI/DX70 8
E-WPI/DX450)
T T T T T
t, DGt, DGt, DGt, SDB

0

Recuento bacteriano (Log UFC/g)
()]

final

Etapas de digestion gastrointestinal simulada in vitro

Figura 20. Viabilidad bacteriana de los encapsulados al tiempo inicial (to), luego de 30, 60 y 90min de
digestion gastrica (DGtso, DGtso y DGteo, respectivamente),luego del Shock Duodenal de Bilis (SBD) y al
finalizar el ensayo (tfina)). Los sistemas ensayados fueron: E-WPIc (e), E-WPI/DX6 (A ), E-WPI/DX70 (V) y E-
WPI/DX450 ( <).
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4. CONCLUSIONES PRELIMINARES

Los sistemas estudiados en este capitulo, presentaron valores de porcentajes de humedad
y actividad de agua (inciso 3.2.1. de éste capitulo) mayores a lo recomendado por la bibliografia,
para que la cepa preserve su viabilidad durante la conservacion.

Con respecto a la morfologia de las capsulas obtenidas, se pudo confirmar que los sistemas
producidos resultaron ser similares a otros reportados en la bibliografia disponible.

En cuanto a la capacidad antioxidante, en el inciso 2.4.8.del Capitulo 1 se determiné que
todas las matrices tenian menores ECso para el radical sintético ABTS™ contra el WPIn, y en este
capitulo, el E-WPI/DX6 mejord el ECsp de su respectivo material de pared; ademas la cepa
probidtica Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 también posee capacidad antioxidante propia
frente a los radicales ensayados.

Con respecto a los recuentos celulares de resistencia frente a la digestién gastrointestinal
simulada in vitro, el sistema E-WPI/DX 70 present6 la mayor resistencia a tiempo final, mejorando
al sistema E-WPIc, el cual no mantuvo diferencia significativa con los sistemas WPI/DX 6 y
WPI/DX450. En cuanto a la viabilidad durante el almacenamiento a lo largo del tiempo, los
sistemas mantenidos a temperatura de refrigeracion de 4 °C solo perdieron 1 orden logaritmico de

recuento bacteriano en 12 meses, mientras que a 25 °C, lo hicieron en més de 4.
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CAPITULO 3
Encapsulados de Bifidobacterium
animalis subsp. lactis INL1 mediante
emulsion en aceite de canola y
gelificacion idnica con alginato de

calcio(Serie 2)
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OBJETIVOS
Emplear las técnicas de emulsificacion, atomizacién por goteo y gelificacion i6nica para
producir particulas cargadas con la cepa probidtica INL1 y aceite de canola, utilizando los
conjugado WPI/DX (sintetizados en el Capitulo 1) como agentes emulsificantes.
Caracterizar las emulsiones obtenidas mediante:
> Indice de cremado (IC %) como medida de estabilidad.
» Microscopia éptica, para observar el tamano de las gotas de aceite en cada sistema.
Sobre las particulas obtenidas determinar:
» La Eficiencia de encapsulacion del aceite de canola (EE %).
» Microscopia éptica para observar la morfologia de las particulas tanto hidratadas
como deshidratadas, y determinar los diametros medios de cada sistema.

» Viabilidad de la cepa INL1 a lo largo del proceso.
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1. INTRODUCCION

Los desarrollos tecnoldgicos en el area de alimentos son impulsados por la necesidad de
innovacion. Es asi, que los avances se dirigen hacia el desarrollo de distintas técnicas de
encapsulacién y entrampamiento de compuestos bioactivos de interés para producir IF.

Uno de los procesos Ultimamente empleados para innovar consiste en un método que
combina emulsificacion y gelificacion idnica, para dar lugar a particulas de diversos tamanos que
en su interior contengan compuestos de interés, como ser vitaminas[149], probidticos [150]y
aceites [97].

En este capitulo, se presentara el proceso de sintesis de lo que podria considerarse un IF:
particulas generadas a partir de emulsiones del tipo soélido/aceite/agua (S/O/W) y gelificadas
externamente por iones, las cuales ademas de contener bacterias probioticas (S), tienen aceite de
canola (O). También se especificardn las técnicas utilizadas para caracterizar los sucesivos
sistemas generados en cada etapa de sintesis: liofilizado bacteriano, emulsiones, particulas
hidratadas y deshidratadas.
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2. MATERIALES Y METODOS
Se utilizo6 el aislado de proteina de suero nativo (WPIn) y los conjugados entre WPly DX de 6 y
100kDa (WPI/DX6 y WPI/DX100, Serie 2) como agentes emulsionantes. Los cuales disueltos en
solucién acuosa se utilizaron para generar sistemas emulsionados con aceite de canola (AC). El
compuesto bioactivo, al igual que en el Capitulo 2 fue la cepa Bifidobacterium animalis subsp. lactis
INL1 (INL1). EI AC fue de calidad comercial, marca Krol.
Todos los demas reactivos utilizados en esta tesis fueron de grado analitico.

2.1. Proceso de sintesis

La cepa probidtica INL1 se repico a partir de un criovial stock de reserva (mantenidos a — 80
2C y conteniendo glicerol al 10 %) en 10 ml de caldo MRS-C y se dejé incubar a 37 °C, durante
18hs en condiciones de anaerobiosis. Luego del segundo repique bajo las mismas condiciones, se
escalo el cultivo a 1L para luego ser centrifugados (6000 rpm, 10 min, 8 °C). Los pellets obtenidos
se lavaron con PBS, se centrifugaron nuevamente y se resuspendieron en 22 ml de inulina estéril al
20%. Luego de hacer un recuento para conocer la carga bacteriana de las suspensiones, se
alicuotaron 2 ml por vial de vidrio para ser luego acondicionados a - 80 °C durante 24hs para su
posterior liofilizacion en un equipo CHRIST (Alpha 1-4 LD Plus, Espana). Se utiliz6 la cepa
liofilizada debido por un lado, a que muchos cultivos bacterianos se comercializan de dicha
manera; por otro, a escala laboratorio ensayos previos nos han demostrado que los rendimientos
de la deshidratacion mediante liofilizacion son del 100 %, superando ampliamente al del secado
spray, el cual ronda el 75 % y para pequefios volimenes no podria considerarse practico.

La cepa INL1 liofilizada se mezcldé con AC comercial al 10%(p/p), para generar una
emulsién con soluciones acuosas de WPIn o conjugados (WPI/DX) al 3%(p/p) por medio de un
homogeneizador de eje rotatorio Ultra-Turrax (IKA T25) a 9000rpm durante 4min a temperatura
ambiente. Luego, el pH se ajustd a 5,0 con HCI 1M y 5M, y se adiciond una solucién de alginato de
sodio (Na-Alg) al 0,8 %(p/v). Por ultimo, se homogenizé a 9000rpm durante 1min, para obtener las
emulsiones finales: Em-WPIn, Em-WPI/DX6 y Em-WPI/DX100.

Las emulsiones se atomizaron sobre una solucion de CaCl> al 2,5%(p/v) bajo agitacion
continua y moderada, y se mantuvieron por 30min para permitir la gelificacién del alginato por el
Ca*2. Las cépsulas producidas se recuperaron de la solucién de maduraciéon y se lavaron dos
veces con agua destilada, para luego deshidratarlas en un liofilizador(CHRIST, ALPHA 1-4 LD,
Alemania)durante 22 h, a 0,0010 mBar de presion y -55 °C, previa congelacion a -80 °C. Al
finalizarla deshidratacion, se obtuvieron sistemas de particulas milimétricas, llamados: m-WPIn, m-
WPI/DX6 y m-WPI/DX100, acorde a los emulsionantes utilizados en cada sistema. El proceso
completo de sintesis se esquematiza en la Figura 17.
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Figura 21. Diagrama de sintesis de particulas de alginato de calcio conteniendo Bifidobacterium animalis
subsp./actis INL1, utilizando aceite de canola y WPI no conjugados WPI/DX como emulsionantes.

2.2. Caracterizacion de emulsiones

2.2.1. indices de cremado (IC)

El cremado es un fendbmeno que suele desarrollarse en emulsiones inestables, se
caracteriza por el ascenso de las gotas de aceite a la superficie debido a la diferencia de densidad
entre las fases inmiscibles. Dicho fenémeno puede cuantificarse mediante un indice de Cremado
(IC), el cual se expresa como porcentaje. Para su determinacion se colocaron10 ml de cada
sistema emulsionado en un tubo graduado, teniendo la precaucion de no tomar espuma.
Posteriormente los tubos se mantuvieron en reposo y a temperatura ambiente durante una
semana.

Para calcular el IC se utiliz6 una formula (Ec. 9) planteada por Ferreira y col. [151],en la cual
se definen dos parametros: Ho, como la altura inicial de la emulsion y Hc a la altura del pico de la

fase de cremado a tiempo final.
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IC(%) =25 X 100 (Ec. 9)
0

2.2.2. Microscopia optica
Una vez generadas las emulsiones, inmediatamente se observaron mediante microscopia

optica (Leica DME, EC 3) y se tomaron registros fotograficos.

2.3. Caracterizacion de las particulas

2.3.1. Eficiencia de encapsulacion de aceite (EE)
Se evalué el Aceite Libre (o Free Oil), para determinar la eficiencia de encapsulacién (EE)
acorde a Carneiro y col. [152]:

EE = (TOT;SO) x 100 (Ec. 10)

0

Donde:Ty es el contenido total de aceite considerado en la sintesis de cada sistema yS, el
aceite libre determinado mediante la técnica detallada a continuacién.

La determinacién de Aceite Libre fue llevada a cabo segun Klinkesorn y col.[153], para
estimar el porcentaje del aceite no encapsulado que permanece adherido a las particulas de
manera superficial por sobre el exterior de las mismas.

Se mezclaron 1g de particulas con 6ml de hexano y se agitd por inversibn manual
suavemente durante 2 min; se filtr6 y posteriormente se evapor6 el hexano mediante un rotavapor
con bafno termo-estatizado (Buchi, modelo R-124; Suiza) a 60°C durante3 min. Se colocaron los
balones a 105°C por 20 min en estufa y a posteriori en desecador para pesarlos cuando alcanzaran
temperatura ambiente. Para asegurar la evaporacion del solvente se colocaron nuevamente a
105°C por otros 20 min, y se volvieron a pesar.

La cantidad de aceite libre no encapsulado se calculé mediante gravimetria.

2.3.2. Microscopia Optica y tamaio de particulas
Las particulas, tanto hidratadas como liofilizadas, se observaron con un microscopio 6ptico
(Leica DME, EC 3).Se determinaron los didmetros mediante el software Leica Application Suite EZ
(3.4.0, Suiza).

2.4. Viabilidad celular a lo largo del proceso de sintesis
Para evaluar el efecto del proceso de sintesis sobre la viabilidad de la cepa probibtica, se
llevaron a cabo recuentos microbioldgicos en las distintas etapas del proceso: i) liofilizados de INL1
en inulina, ii) emulsiones con y sin alginato; iii) particulas hidratadas vy liofilizadas.
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i)y ii) Los liofilizados y las emulsiones con y sin alginato se suspendieron en agua de
peptona regenerando la concentracién original de sélidos y permanecieron unos 15
min a 37 °C para favorecer la hidratacién del cultivo. Se plaquearon diluciones
seriadas en agua de peptona en agar MRS-C. Las placas se incubaron durante 48hs
a 37°C en anaerobiosis y los recuentos se expresaron en unidades de Log UFC/g
para los liofilizados y Log UFC/ml para las emulsiones.

iii) Para realizar los recuentos sobre las particulas hidratadas se realiz6 una ruptura
quimica similar a lo realizado por [2], utilizando una solucién de NaCl 0,85% (p/p) y
NasCesHs071,0% (p/p). Las mezclas de muestras y solucion de ruptura se sometieron
a un homogenizador de alimentos tipo Stomacher en tres ciclos de un minuto a
maxima potencia para favorecer una ruptura fisica, con la intencién de asegurar la
completa liberacién de las bacterias. Para las particulas deshidratadas, el proceso
de ruptura fue mas agresivo, no sélo se suspendieron las muestras a la soluciéon de
ruptura quimica, sino que la ruptura fisica se alcanzé al tratar las suspensiones en
un Ultraturrax (IKA, T8, China) durante 1 minuto por 10.000rpm; luego, las
soluciones obtenidas se diluyeron serialmente y plaquearon como se menciono
previamente.

El cambio de procedimiento para las miliparticulas deshidratadas fue consecuencia de la

integridad estructural que presentaban, lo que no permitia que sean desintegradas con un

homogenizador de alimentos tipo Stomacher, siendo necesaria una fuerza de corte mayor.

2.5. Analisis estadistico

ldem a la seccién 2.3. del Capitulo 1.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion de las emulsiones

3.1.1. indices de cremado (IC)
Los IC observados al cabo de una semana de generadas las emulsiones fueron: 35,0 +0,72;
30,0 +0,0? y 25,0 0,72 para los sistemas de WPIn, WPI/DX6 y WPI/DX100 respectivamente. El

andlisis ANOVA indica que no existen diferencias significativas, sin embargo existe una tendencia
donde los WPI/DX no aportan mayor estabilidad.

3.1.2. Microscopia Optica

Las micrografias de las emulsiones se presentan en la Figura 18.

Em-WPIn

Em-WPI/DX 100

Em-WPI/DX 100 + ALG
C

Figura 22.Micrografias de microscopio 6ptico (40x) de las emulsiones antes (1° columna) y después de
agregar Alg. (2° columna), delas emulsiones de WPI(A); WPI/DX6 (B) y WPI/DX100 (C).
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Los sistemas WPI/DX presentaron menor tamano de gota de aceite en comparacién con el
de WPIn, lo cual coincide con Benichou y col.[69], quienes verificaron que emulsiones estabilizadas
con WPIl/goma xantica muestran mejores propiedades emulsionantes, evidenciado en menores
tamarnos de gotas que los sistemas estabilizadas solo con WPI.

A simple vista, todos los sistemas disminuyeron el tamafio de gotas luego de la
incorporacioén del alginato, consecuencia del aumento de viscosidad que produce este polisacarido
de alto PM en la fase continua.

3.2. Caracterizacion de las miliparticulas

3.2.1 Eficiencia de encapsulacion (EE)

Las %EE se muestran en la Tabla 11. El % de EE de AC entre las miniesferas analizadas
fue significativamente diferente entre los sistemas que contenian WPIn y WPI/DX100como
emulsionantes, y el WPI/DX6, el cual resultd ser el mas efectivo al encapsular el 94,20 % del aceite
total incorporado en el proceso de sintesis. Al igual que O’Regan y Mulvihill[154], quienes
trabajaron con caseinato de sodio y conjugados de dicha proteina y maltodextrina, los sistemas
conjugados mejoraron la EE de aceite comparados con el sistema control, conteniendo solo la
proteina.

Tabla 11. Valores de Eficiencias de Encapsulacion (EE) del aceite de canola(AC) de las miniesferas
liofilizadas.

Sistemas EE de miniesferas liofilizadas (%)

WPIn 86,63 1,152
WPI/DX6 94,20 +0,07°
WPI/DX100 87,02 + 4,082

Diferentes letras en una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas al aplicar el test de LSD (p<0,05).

3.2.2. Microscopia Optica y tamano de particulas
Los sistemas hidratados, antes de la liofilizacién, presentaban particulas de morfologias
esféricas; mientras que los sistemas liofilizados evidenciaron pérdida de simetria y tamanos mas
pequenos (Figura 19 y Tabla 20), con una contraccién de la estructura de aproximadamente del 20
al 22%. Tasch y col. [95], obtuvieron simetrias de particulas similares, pero con tamafos mas
pequenos cuando desarrollaron microcapsulas con Bifidobacterium utilizando una metodologia
similar. Las topografias de las superficies de las particulas podrian considerarse rugosas [36].
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Figura 23.Fotografiasde las miliparticulas, hidratadas(A, B y C) y liofilizadas (D, E y F). Las columnas de
izquierda a derecha corresponden a los sistemas: m-WPIn, m-WPI/DX6 y m-WPI/DX100.

Los diametros promedio y la desviacion estandar de las miliparticulas obtenidas se
muestran en la Tabla 12. Analizando particulas hidratadas, m-WPI/DX6 y 100 kDa no presentaron
diferencias significativas, pero presentan diferencias con el sistema m-WPIn, cuyo didmetro medio

€S menaor.

Table 12. Diametros medios junto a sus desviaciones estandares (mm) para todos los sistemas de
miliparticulas hidratadas y liofilizadas.

Diametro mediot DS (mm)

Estado m-WPIn m-WPI/DX6 m-WPI/DX70
Hidratadas 1,41 £0,15% 1,53 +0,18%A 1,58 + 0,194
Liofilizadas 1,12+0,14%8 1,24 + 0,228 1,24 + 0,208

a b Indican diferencias significativas entre las muestras al aplicar la prueba de diferencias menos significativas (LSD) (p
<0.05) entre sistemas hidratados y liofilizados (misma fila).

A B Indican diferencias significativas entre las muestras al aplicar la prueba de diferencias menos significativas (LSD) (p
<0.05) entre los mismos sistemas hidratados y liofilizados (misma columna).

3.3. Viabilidad celular a lo largo del proceso de sintesis
Los recuentos iniciales de los liofilizados de INL1 en In fueron de 11,74 + 0,09 Log UFC/g.
La viabilidad bacteriana de las emulsiones antes y después del agregado de Alg, luego de la
gelificacion i6nica (miliparticulas hidratadas) y posteriormente a la liofilizacion se muestran en la
Tabla 13.
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Tabla 13. Recuentos bacterianos de la cepa probiotica B. animalis subsp. lactis INL1 (Log UFC/g) en las
emulsiones sin y con alginato, y en las miliparticulas tanto hidratadas como deshidratadas.

Recuentos bacterianos (Log UFC/g x DS)

Agente Emulsiones Emulsiones Miliparticulas Miliparticulas
emulsionante sin Alg con Alg Hidratadas Liofilizadas
WPIn 9,53 +0,15% 9,22 +0,10% 9,49 + 0,16 3,08 £ 0,014
WPI/DX6 9,23 + 0,09%"8 8,90 + 0,028 9,22 + 0,214 3,56 + 0,148
WPI/DX100 9,02 +0,15% 8,98 + 0,123 9,37 £ 0,10 3,81 £ 0,09

ac bValores contenidos en las filas que presentan diferentes superindices, son significativamente diferentes (p <
’Qéqg)Valores contenidos en las columnas que presentan diferentes superindices, son significativamente diferentes (p
< 0.05).

La diferencia de recuentos bacterianos entre las emulsiones sin y con Alg pueden
considerarse no significativas. Luego de producidas las miliparticulas, los recuentos bacterianos se
incrementaron; lo cual podria ser consecuencia de una recuperacion bacteriana luego del stress
generado por el proceso de emulsificacion. Este tipo de comportamiento, en el cual se observan
mayores recuentos luego de cesar un factor de stress fue reportado por Burns y col. [155],[156].

Una vez que las miliparticulas fueron liofilizadas, se almacenaron a 4 °C durante 3
semanas. Luego de ese tiempo de almacenamiento, los recuentos bacterianos disminuyeron entre
5,55y 6,41 Log UFC/g, siendo el sistema WPI/DX100 el que evidencié el menor descenso. Dados
los valores obtenidos de viabilidad celular de los sistemas liofilizados, los cuales se consideraron
bajos segun el objetivo de obtener sistemas de recuentos cercanos a 8 o 9 x10 UFC/g, se decidié
no realizar los ensayos de viabilidad celular a los largo del almacenamiento ni la digestion
gastrointestinal in vitro.

El AC es un aceite refinado derivado del aceite de colza [90]. El refinamiento eliminaria
compuestos que podrian ser antibacterianos, sin embargo segun Ghazani y Marangoni [91] el AC
podria contener compuestos de tipo fendlicos que presentan capacidades antibacterianas. Estos
compuestos podrian ser los responsables de los descensos en los recuentos bacterianos, ya que
todos los liofilizados tienen en comun que se encuentran suspendidos en el AC.
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4. CONCLUSIONES

La cepa Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 fue eficientemente encapsulada en las
miliparticulas sintetizadas a partir de una emulsiéon del tipo solido en aceite en agua (S/O/W), las
cuales gelificaron ibnicamente a partir de alginato de sodio y cloruro de calcio.

Las emulsiones con los sistemas conjugados WPI/DX presentaron menor tamafo de gota
que el sistema WPIn; el agregado de alginato también favorecio la disminucién del tamano de las
mismas. A pesar de que los IC no presentaban diferencias estadisticamente significativas, se
observd una tendencia en la cual al aumentar el PM de DX utilizado, disminuian los IC para sus
respectivas emulsiones, insinuando que podrian tener mejor capacidad emulsificante. Por otro lado,
el sistema de Em-WPI/DX6 presento la mejor EE cercana al 94 %, en comparacién con los otros
dos sistemas.

Si bien la metodologia empleada preservé adecuadamente la viabilidad celular de todos los

sistemas, una vez liofilizados, los recuentos disminuyeron notablemente en pocas semanas.
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CAPITULO 4
Encapsulados generados mediante
emulsion en aceite de canola y secado
spray de B. animalis subsp. Lactis INL1 y

Lactobacillus rhamnosus 73a (Serie 2)
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OBJETIVOS

Encapsular dos cepas probibticas, Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 y
Lactobacillus rhamnosus 73a, mediante la técnicas de emulsificacion utilizando aceite de canola,
conjugados WPI/DX de la Serie 2 (sintetizados en el Capitulo 1) como agentes emulsionantes y
otros polisacaridos, y posterior secado por aspersion de las emulsiones generadas para producir
microcapsulas.

Caracterizar las emulsiones obtenidas mediante las técnicas:

> Indice de cremado (IC %) como medida de estabilidad.

> Indice de Actividad Emulsionante (IAE %).

» Microscopia éptica, para observar el tamano de las gotas de aceite en cada sistema.

Caracterizar los polvos obtenidos mediante:

» Determinacion de la Eficiencia de encapsulacion del aceite de canola (EE %).

» Observacion mediante Microscopia éptica de barrido (SEM) para registrar la
morfologia de los polvos.

» Determinacién de la viabilidad probidtica de ambas cepas a lo largo del proceso de
sintesis de los encapsulados y durante de 4 meses de almacenamiento a dos
temperaturas diferentes: 4 y 25 °C.

» Determinacion de la capacidad antibacteriana del aceite de canola.
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1. INTRODUCCION

La microencapsulacion es un proceso en el cual se genera una barrera funcional entre el
nacleo y el material de pared para evitar reacciones quimicas y fisicas que puedan deteriorar o
modificar las propiedades biolégicas y fisicoquimicas de los materiales de interés que se ubican en
el nucleo [83].

Varias son las técnicas utilizadas para generar microcapsulas para contener los
microorganismos probiéticos, una de la mas ampliamente utilizada consiste en el secado spray
como se estudié en el Capitulo 2; otra técnica actualmente en desarrollo es el empleo de un
secador spray luego de generar emulsiones del tipo S/O/W (sélido en aceite en agua), donde la
fase solida pueden ser compuestos bioactivos o bacterias; la naturaleza de la fase oleosa suele
elegirse por presentar algunas ventajas para el consumidor; y por ultimo la fase acuosa, la cual es
deshidratada, y contiene los agentes emulsificantes y solidos para obtener emulsiones estables.
Zhang y col. [89], han formulado emulsiones S/O/W con aceite de soja y solucién de pectina de
remolacha, para potenciar la viabilidad de la cepa Lactobacillus salivarius NRRL B-30514; y
Crittenden y col. [84], han formulado capsulas simbiédticas, es decir con probioticos y prebibdticos,
para potenciar la viabilidad de Bifidobacterium infantis Bb-02 frente al almacenamiento no
refrigerado y el trnsito gastrointestinal. Es esta tesis se emplearon AC y como prebiotico fructo-
oligosacaridos.

Ademas de la cepa Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1, también se ensayo la cepa
probiética Lactobacillus rhamnosus 73a, aislada y caracterizada en el INLAIN y cuyos resultados de

distintos ensayos estan siendo evaluados para su publicacién en una revista internacional.
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2. MATERIALES Y METODOS

El desarrollo experimental de este capitulo de la tesis involucr6 el uso del aislado de proteina
de suero nativo (WPIn), un sistema control (WPIc) y los conjugados entre WPI y dextranos de 6 y
100kDa (WPI/DX6 y WPI/DX100, citados en el Capitulo 1 como Serie 2) como agentes
emulsificantes para generar sistemas emulsionados con aceite de canola (AC) que luego fueron
deshidratados mediante el secador spray. En esta oportunidad, no solo se utilizé la cepa probibtica
Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1, sino también un Lactobacillus rhamnosus 73a, ambos
aislados a partir de leche materna en el INLAIN.

Todos los demas reactivos utilizados en esta tesis fueron de grado analitico.

2.1. Proceso de sintesis

2.1.1. Liofilizado de Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1y Lactobacillus
rhamnosus 73a

Ambas cepas se reactivaron a partir de stocks congelados (mantenidos a — 80°C y
conteniendo glicerol al 10 %) en 10 ml de caldo MRS-C a 37 °C, durante 18hs en anaerobiosis.
Luego del segundo repique bajo las mismas condiciones, se cultivaron en 200ml de caldo MRS
para luego ser centrifugados a 5000 rpm, durante 10 min a 8 °C. Los pellets obtenidos se lavaron
con PBS, se centrifugaron nuevamente y se resuspendieron en 20ml de solucién de Inulina estéril
al 20% (p/v). Luego de hacer un recuento para conocer la carga bacteriana de las suspensiones, se
alicuotaron a razén de 2 ml por vial de vidrio para ser luego congelados a -80 °C durante 24hs para
su posterior liofilizacion en un equipo CHRIST (Alpha 1-4 LD Plus, Alemania) durante 22 h, a
0,0010 mBar de presion y -55 °C.

2.1.2. Sintesis de emulsiones y obtencion de polvos

La preparacién de los sistemas emulsionados a ser secados por spray comenzd con la
disgregacion fisica de 200 mg de liofilizados y sus suspensiones en 20 g de aceite de canola(AC).
Posteriormente se utilizé un homogeneizador para agitar la suspensién y luego, se agregaron: 15 g
de una solucion acuosa del emulsionante al 1% (p/p); 40 g de una solucion de goma xantica al
0,5% (p/p) para aumentar la viscosidad de la fase acuosa y asi mejorar el rendimiento del secado,
efecto determinado en experiencias previas; y por ultimo se adicionaron 125 g de una solucién de
inulina al 20% (p/p) la cual no solo podria ejercer un efecto prebiético, sino también aporta al
contenido de sdlidos totales. Obteniendo una masa de 200 g de cada sistema, se procedié a
emulsionarlos utilizando un homogenizador de eje rotatorio Ultra-turrax (IKA T25) a 9000 rpm
durante 5 min. De las emulsiones obtenidas se tomaron muestras para llevar a cabo su
caracterizacion y el volumen restante se deshidrat6 mediante un secador spray escala laboratorio
(Yamato ADL311S, Japén)utilizando una Te= 170°Cy Ts =81 £ 1 °C.
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2.2. Caracterizacion de las emulsiones

2.2.1. indice de cremado (IC %)

El indice de Cremado (IC %) se calculé segun el inciso 2.1. del Capitulo 3.

2.2.2. Determinacion del indice de Actividad Emulsionante (IAE)

Los indices de Actividad Emulsionante (IAE) se determinaran por medio de la técnica
turbidimétrica de Pearce y Kinsella [157] corregida por Cameron y col. [158]. Dicha técnica se basa
en la teoria de dispersion de luz de Mie en la que la turbidez de una suspension diluida de
particulas esféricas se relaciona con su &rea interfacial, haciendo posible determinar el area
interfacial de las particulas por unidad de masa de emulsificante.

La técnica consiste en pesar 0,2 g de la emulsion y llevar a 50 g con SDS al 0,1 % (Dilucién
1/250), homogeneizar y medir la absorbancia a 500 nm. EI IAE se calcula mediante la siguiente
ecuacion:

m? 2%2,303+Abs.500 nm
IAE (—) =
Lxc*(1—®)

(Ec. 11)
Donde:

Abs. 500 nm: Absorbancia de la muestra a 500 nm.

L: longitud del camino éptico de la cubeta (1 cm).

C: concentracion de proteina (g/m3).

@: Fraccion de aceite (volumen de aceite/volumen de emulsién).

2.2.3. Microscopia optica
Una vez generadas las emulsiones, inmediatamente se observaron sus morfologias con un

microscopio Optico (Leica DME, EC 3) y se tomaron registros fotograficos.

2.3. Caracterizacion de encapsulados

2.3.1. Porcentaje de Humedad y Actividad de agua
El porcentaje de humedad (% H) de los encapsulados se determind por gravimetria en
estufa hasta peso constante a 105 °C y la actividad de agua (aw) con un equipo Aqualab Systems
(EE. UU.).
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2.3.2. Eficiencia de encapsulacion de aceite de canola (EE %)
La técnica y la formula empleadas en la determinacion del porcentaje de Eficiencia de
Encapsulacién del AC fueron las descriptas en el inciso 2.3.1. del Capitulo 3.

2.3.3. Microscopia electrénica de barrido (SEM)
La morfologia de los polvos obtenidos a partir de las emulsiones y el secado spray se
observaron directamente, sin preparacion previa, mediante un microscopio electrénico de barrido
(SEM) (Phenom World ProX).

2.4. Evaluacion de la viabilidad celular durante el proceso de sintesis
La viabilidad de las cepas se evalué en tres instancias a los largo del proceso de sintesis:
sobre los liofilizados en inulina, sobre las emulsiones generadas y sobre los polvos obtenidos
mediante secador spray.

2.5. Evaluacion de la viabilidad celular durante el almacenamiento a diferentes
temperaturas
Una vez obtenidos los polvos, los sistemas se fraccionaron en viales de vidrio, se sellaron al
vacio y se conservaron a: 21, 4 y -18 °C, al resguardo de la luz. Sobre dichos polvos se llevaron a
cabo recuentos bacterianos para analizar la viabilidad de ambas cepas a 1, 2 y 2 semanas de
obtenidos; al mes, a los 2 y 4 meses.

2.6. Capacidad antibacteriana del aceite de canola (AC)
Dados los resultados de la viabilidad bacteriana a lo largo del proceso de sintesis tanto del
presente capitulo, como del capitulo previo, surgidé la necesidad de evaluar si el AC utilizado

contendria compuestos potencialmente antibacterianos. Para lo cual se ensayaron dos técnicas.

2.6.1. Ensayo en medio agarizado

El ensayo se siguié acorde a Dang Xuan y col. [159]. Se preparon 80 mL de MRS agar y se
alicuotaron de a 20 mL en tubos de vidrio con tapa, se esterilizaron y una vez que alcanzaron una
temperatura de 40 °C: a dos de los tubos se les adicion6 400 pL de cultivo ON de la cepa INL1 y
200 pL de cisteina; y a los otros dos tubos, 400 pyL de cultivo ON de la cepa L73a. Se
homogeneizaron y el contenido de cada tubo se volc6 en placas de Petri estériles. Sobre la
superficie del medio de cultivo solidificado se colocaron 4 filtros estériles (Whatmann, 8 um de
poro) de 6 mm de didmetro. Disponiendo de 4 filtros para cada cepa, se colocaron de manera
independiente 13 pL de las siguientes soluciones:

1. Gentamicina, antibi6tico; empleado como control positivo del ensayo.

2. Agua estéril; control negativo.
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3. Metanol 50 % (v/v) en agua estéril; segundo control negativo.
4. Se colocé el AC 50 % (v/v) en metanol.
Las placas se incubaron durante 48 h a 37 °C en condiciones de anaerobiosis. Se
determinaron los halos de inhibicién en el césped bacteriano, detectados como zonas translicidas.
Dados los resultados obtenidos del ensayo previo, también se opté por modificar la técnica y
en lugar de colocar filtros, se realizaron perforaciones o “pocillos” en el agar colocando en ellos la

solucion de aceite diluida para favorecer la difusion en el medio.

2.6.2. Ensayo en medio liquido

Se utilizé el método de Bachir y col.[160], para el cual se realizé un ensayo preliminar en el
cual se determind si el etanol, solvente empleado en la técnica, afecta la viabilidad de las cepas en
estudio.

Se prepard una solucién de 1 mL de ACy 9 mL de etanol y a partir de ella, las diluciones
seriadas en etanol 102 y 10, se prepard un tubo control de agua estéril al 10% en etanol.
Posteriormente, 1 mL de cada solucién se mezclaron en 8 mL de caldo MRS-C y 0,5 mL de un
cultivo ON de las cepas INL1 y L73a. Las suspensiones celulares preparadas se mantuvieron en
bafo maria a 37 °C, durante 24hs. Diluciones seriadas de las suspensiones se sembraron en agar
MRS-C (37 °C, 18 h, anaerobiosos). Los recuentos bacterianos se expresaron en Log UFC/ml. Se
consideraron también blancos de reactivo. |

[O1]

2.7. Analisis estadistico
Idem a la seccién 2.3. del Capitulo 1.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Caracterizacion de emulsiones

3.1.1. indices de cremado

Los Indices de cremado (IC) obtenidos se muestran en la Tabla 14. A la semana de analisis,
las emulsiones que contenian WPIn presentaron IC significativamente mayores al resto de los
sistemas, indicando que los sistemas formulados con la proteina nativa resultaron ser los mas
inestables. Zhang y col. [161], evaluaron los IC de emulsiones donde los agentes emulsificantes
eran proteina B-conglicinina, conjugados de dicha proteina con DX e hidrolizados al 2,2 y 6,5 % de
estos ultimos, informaron que los conjugados, e incluso los hidrolizados mejoraban la estabilidad de
las emulsiones respecto a la proteina nativa, con valores muy bajos de IC. Cabe destacar que si
bien los IC fueron definidos de manera distinta, la interpretacion del fenémeno sigue siendo la

misma: a menor IC, mayor estabilidad del sistema.

Tabla 14. Porcentajes de indices de Cremado (% IC) e indices de Actividad Emulsificante (IAE), para las
emulsiones que contienen las cepas INL1 y L73a, con los agentes emulsionantes: WPIn, WPIc, WPI/DX6 y
WPI/DX100 (Serie 2).

Emulsion IC (%) IAE (m?g)
Em-WPIn-INL1 60, 50 + 0,709 ND
Em-WPIc-INL1 24,00 +0,00° 9,77 £ 0,622
Em-WPI/DX6-INL1 21,00 + 1,412 10,36 + 0,092
Em-WPI/DX100-INL1 No se observo fase crema 12,83 £ 0,14°
Em-WPIn-L73a 59,00 + 0,00° ND
Em-WPlc-L73a 24,00 + 0,00° 10,52 + 0,502
Em-WPI/DX6-L73a 20,00 + 0,002 10,47 £1,122
Em-WPI/DX100-L73a No se observé fase crema 12,33 £0,14°

Diferentes letras superindices en una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas al aplicar el test de LSD (p<0,05).

ND: no determinado por inconvenientes al solubilizar la muestra.

Al sistema WPI/DX100 en las condiciones ensayadas con ambas cepas y al cabo de una
semana no se detecté una fase crema por lo cual los sistemas resultaron muy estables. Akhtar y
col. [162], analizaron las propiedades emulsionantes de WPIn y conjugados WPI/DX488 y sus
resultados mostraron que le emulsiébn generada con el conjugado presentdé mejor capacidad
emulsionante que aquella preparada con la proteina sola. Estos resultados serian un ejemplo de lo
mencionado en la seccién introductoria de la presente tesis, donde se plantea que los PRM pueden
mejorar las propiedades de los compuestos de partida; los PRM suponen la combinacion de las

propiedades hidrofobicas propias de la proteinas, las cuales permiten que la proteina interaccione
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en la interfase aceite/agua y el polisacarido se oriente hacia la fase acuosa. La combinacién de
dichas propiedades, daria lugar a moléculas capaces de situarse en la interface de las fases
inmiscibles y mejorar la estabilidad de sistema emulsionados [162].

3.1.2. Determinacion del indice de Actividad emulsificante (I1AE)

En la Tabla 14 se muestran los valores de IAE para las emulsiones generadas con los
sistemas incubados: WPIc, WPI/DX6 y WPI/DX100, con ambas cepas. Los sistemas generados
con el WPI/DX100 son aquellos sistemas significativamente diferentes y de valores mayores; lo
cual indicaria que es mayor el area interfacial generada y por ende presentan menores tamanos
promedios de gotas de aceite. Xu y col. [125], caracterizaron conjugados entre aislado de proteinas
de soja con glucosa y quitosano, producidos a distintos tiempos de reaccién; y demostraron que a
partir de las 24 hs de reaccién, si bien los valores de IAE no presentan diferencias significativas, a
mayor tiempo los conjugados de mayor PM presentan mayores valores de IAE, aumentando la
diferencia con respecto a los conjugados de menor PM.

En el caso de los sistemas WPIn, al diluir las muestras los valores de absorbancia

determinados eran muy aleatorios y no se informan.

3.1.3. Microscopia optica

En las Figuras 20y 21 se muestran las micrografias tomadas mediante microscopia éptica
de todas las emulsiones conteniendo las cepas INL1 y L73a, respectivamente. Las mismas
muestran que todas las emulsiones presentaron tamarfos de gotas polidispersas.

En ambas figuras, observando las columnas de magnificacién 40x, puede notarse que las
emulsiones que contienen los sistemas incubados presentan gotas de aceite de menor tamafo en
comparacién con los generados con WPIn, el cual presenta sus componentes con estructuras
nativas. Esta conclusién coincide con los resultados de Akhtar y col. [162], quienes conjugaron WPI
con DX de 488 kDa, y demostraron mediante el anadlisis de la distribucién de tamafo de gota de
aceite (utilizando un equipo Analizador de dispersion de luz laser estatico, Malvern Mastersizer,
MS2000) de emulsiones generadas a partir de conjugados WPI/DX488 y WPI, que la presencia de
los conjugados da lugar a emulsiones de menores tamano de gota de fase oleosa.
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WPIn-INL1

WPIlc-INL1

WPI/DX100-INL1 WPI/DX6-INL1

Figura 24. Micrografias de microscopio éptico (10x y 40x) de las emulsiones conteniendo Bifidobacterium
animalis subsp. lactis INL1, con WPIn, WPIc, WPI/DX6 y WPI/DX100como emulsionantes.
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10x 40x

WPIn-L73a

WPIc-L73a

WPI/DX100-L73a WPI/DX6-L73a

Figura 25.Micrografias de microscopio éptico (10x y 40x) de las emulsiones conteniendo Lactobacillus
rhamnosus 73a, con WPIn, WPIc, WPI/DX6 y WPI/DX100como emulsionantes.
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3.2. Caracterizacion de encapsulados

3.1.1. Porcentaje de Humedad (%H) y Actividad de agua (aw)

Puede observarse que los valores de % H oscilaron entre 2,91 % y 4,91% para los sistemas
encapsulados, cuyos materiales de pared corresponden a la Serie 2. Los valores y sus
desviaciones estandares se presentan en la Tabla 15, junto a los valores de aw, los cuales variaron
de 0,277 a 0,366. Estos valores de %H y de aw serian mas adecuados para que la viabilidad
bacteriana no se vea afectada [138] [139] y garantizar la estabilidad durante el almacenamiento.

Tabla 15. Contenido de Humedad (% H) y Actividad de agua (aw) para los sistemas cuyos agentes
emulsionantes fueron: WPIn, WPIc, WPI/DX6 y WPI/DX100 (Serie 2), para las cepas INL1 y L73a.

Sistema % H = DS aw x DS
WPIn-INL1 2,92 + 0,222 0,310 £ 0,003
WPIc-INL1 3,13+0,122 0,326 + 0,019t
WPI/DX6-INL1 3,50 + 0,042 0,345 + 0,003¢
WPI/DX100-INL1 3,59 + 0,302 0,336 + 0,005¢
WPIn-L73a 2,91 +0,412 0,277 +0,0072
WPIc-L73a 4,43 + 0,54 0,366 + 0,004¢
WPI/DX6-L73a 3,55 + 0,542 0,332 + 0,002

WPI/DX100-L73a 4,91 £ 0,54° 0,362 + 0,003°

Diferentes superindices por columna indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (p < 0,05).

3.1.2. Eficiencia de encapsulacion de aceite (EE %)

Las Eficiencias de Encapsulaciéon para los encapsulados obtenidos se presentan en la Tabla
16. Como pude observarse los valores de EE varian en el rango de 54 a 73 %, siendo el sistema
WPIc-INL1 el de mayor EE. A diferencia de los resultados obtenidos y de la discusiéon planteada en
el Capitulo 2, para estos sistemas no se observa una tendencia definida entre la capacidad de
encapsular el AC y la naturaleza del agente emulsionante.

Dados los valores de IC, IEA y los de EE no se puede compartir el razonamiento de
Barbosa y col. [163] y Jafari y col. [164], quienes aseguran que a mayor estabilidad de la emulsion

o menor tamano de gota, mayor EE de los compuestos bioactivos, en este caso considerado el AC.

Tabla 16. Eficiencias de encapsulacion de aceite de canola expresadas en porcentajes para los cuatro
sistemas sintetizados para cada cepa probiotica.

Sistema EE (%)t DS
WPIn-INL1 58,30 + 5,50%
WPIc-INL1 73,79 £5,23°
WPI/DX6-INL1 60,85 + 0,91
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WPI1/DX100-INL1 54,35 + 2,842
WPIn-L73a 67,91 £ 3,34
WPIc-L73a 63,79 + 12,73>
WPI/DX6-L73a 58,94 +4,90%
WPI/DX100-L73a 59,30 + 5,30%

Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas al aplicar el test de LSD (p<0,05).

3.1.3. Microscopia electrénica de barrido (SEM)
En las Figuras 22 y 23, se pueden observar las micrografias de Microscopia Electronica de
Barrido (SEM) tomadas para todos los encapsulados que contienen la cepa INL1 y L73a,

respectivamente.
WPIn-INl WPIc-INL1

800x

3500x

Figura 26. Fotomicrografias (800x, fila superior y 3500x, fila inferior) de Microscopia Electronica de Barrido
(SEM) de los encapsulados de B. animalis subsp. lactis INL1 para todos los agentes emulsionantes: WPIn,
WPIc, WPI/DX6 y WPI/DX100.
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Figura 27. Fotomicrografias (800x, fila superior y 3500x, fila inferior) de Microscopia Electronica de Barrido
(SEM) de los encapsulados de Lactobacillus rhamnosus 73a para todo los agentes emulsionantes: WPIn,
WPIc, WPI/DX6 y WPI/DX100.

Todos los polvos, excepto los sistemas que contenian WPIc, presentaron particulas
esféricas y algunas con concavidades o poros (mejor observados en las magnificaciones de 3500x,
como puntos negros). Los polvos presentan tamanos polidispersos, visualmente podria
establecerse que el tamafio maximo se encuentra por debajo de los 20 um, que se corresponden
con la barra de tamafno.

Con respecto a los sistemas cuyo agente emulsificante fue WPIc, no pudieron diferenciarse
particulas esféricas, sino un aglomerado de forma indefinida.

3.2. Viabilidad celular a lo largo del proceso de sintesis

Al igual que en los Capitulos 2 y 3, en esta oportunidad se analiz6 la viabilidad de ambas
cepas, a lo largo de la sintesis de los encapsulados y durante el almacenamiento a tres
temperaturas diferentes: - 18, 4 y 21 °C.

El recuento inicial de las cepas INL1 y L73a liofilizadas en inulina fue de 9,68 + 0,14 Log
UFC/g y 10,07 £ 0,10 (Figuras 24 y 25), respectivamente. Al suspender las cepas en al AC y
generar las emulsiones, los recuentos bacterianos disminuyeron aproximadamente en 2 Log
UFC/g, por el efecto de dilucién que sufrieron los liofilizados en el volumen final de emulsién. Sin
embargo los sistemas en los cuales se utilizO WPIc como agente emulsionante, presentaron
descensos en 3,84 Log UFC/g para la cepa INL1 y 2,96 Log UFC/g para el L73a; de ese modo, los
recuentos se presentaron en 1,84 y 0,96 Log UFC/g por debajo del resto de los sistemas, que
contenian las cepas INL1 y L73a, respectivamente. Estos resultados, sugieren que esta etapa
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afect6 negativamente la viabilidad bacteriana, siendo la cepa INL1 mas sensible que la L73a. Por
otro lado, dado que las condiciones de homogenizacion, la fase oleosa, la fase acuosa y las cepas
eran factores constantes en el resto de los sistemas, y la Unica diferencia fue el agente
emulsionante, podria pensarse que el WPIc no logré6 mantener la integridad de las gotas de aceite,
haciendo que en sus sistemas la proteccion no fuera la deseada.

Los encapsulados obtenidos mediante el secado spray de las emulsiones, presentaron un nivel
de células viables de 6,3 Log UFC/g apréximadamente, descenso que podria atribuirse al proceso
de secado por spray. También, considerando que los encapsulados sintetizados en el Capitulo 2
mantenian la viabilidad bacteriana casi intacta antes y luego del secado spray, existe la posibilidad
de que el AC, fase en la cual se suspendieron los liofilizados bacterianos, contenga algun

compuesto antibacteriano.

: .
12 -| | Liofilizado
] [ Emulsion

= Encapsulado

Viabilidad bacteriana (Log UFC/g)

Figura 28. Recuentos (Log UFC/g) de los sistemas empleados para la sintesis de los encapsulados
conteniendo Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1.
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Figura 29. Recuentos (Log UFC/g) de los sistemas empleados para la sintesis de los encapsulados
conteniendo Lactobacillus rhamnosus 73a.

3.3. Viabilidad celular durante el almacenamiento a diferentes temperaturas

A los encapsulados obtenidos, se les determind la viabilidad bacteriana al almacenarlos al
resguardo de la luz, fraccionados al vacio y mantenidos a tres temperaturas diferentes. Los
recuentos bacterianos se realizaron al cabo de 1, 2, 3 y 4 semanas; a los 2 y 4 meses, y los
resultados se presentan para ambas cepas en la Figura 26, a— 18, 4y 21 °C.

Los recuentos de los sistemas de WPIn, tanto para la cepa INL1 como L73a, no se muestran
debido a que a las 3 semanas la viabilidad decayd a menos de 2 érdenes logaritmicos.

Si se observa de manera global podemos concluir que la cepa L73a fue la que conservé la
mayor viabilidad en las tres temperaturas. La pérdida de viabilidad celular fue inversamente
proporcional a la temperatura de conservacion.

Si prestamos atencién a las graficas cuya temperatura de almacenamiento fue de - 18 °C, los
sistemas cuyas células viables descendieron en menor medida fueron WPIc-INL1 y WPI/DX100,
con — 1,94 Log UFC/g y -0,92Log UFC/g. En cuanto a 4 °C, los sistemas WPI/DX 6 y WPI/DX100
fueron los més resistentes, presentando descensos totales de — 1,87 Log UFC/g y - 0,71 Log
UFC/g, respectivamente. En cuanto a los 21 °C, los sistemas WPI/DX6 y WPI/DX100 fueron los de
menores descensos, el primero descendi6é en 2,05 Log UFC/g y el segundo en 1,32. Como puede
notarse, a 4 y 21 °C, los sistemas con agentes emulsionantes conjugados, dieron lugar a los
sistemas de mayor viabilidad a lo largo de los 4 meses. Sin embargo, a todas las temperaturas
ensayadas los recuentos a tiempo final varian desde los 5 a 2 6rdenes logaritmicos, recuentos
celulares muy bajos para que los sistemas fueran considerados potenciales ingredientes

funcionales.
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Figura 30. Recuentos (Log UFC/g) para la cepa INL1 (Primer columna) y L73a (Segunda columna) para los
sistemas almacenados a — 18, 4 y 21 °C.
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Para este caso, también se decidid no realizar los ensayos de digestion gastrointestinal in
vitro debido a los bajos valores de recuentos bacterianos determinados luego del secado spray.

3.4. Capacidad antibacteriana del aceite de canola

3.4.1. Ensayo en medio agar
La Figura 27corresponde a fotografias de las placas del ensayo de capacidad antibacteriana
de aceite en medio agarizado con filtros. El control + (C+; solucién de Gentamicina) presentd un
halo de inhibicién para cada cepa, siendo la L73a mas susceptible a la Gentamicina, ya que el

diametro de su halo fue de 2,1 cm mientras que el de la cepa INL1 fue de 1,6cm.

Figura 31. Determinacion de la actividad antimicrobiana del aceite de canolapara las cepas INL1 (Primer
columna) y L73a (Segunda columna).

Los controles negativos, tanto de agua estéril (C H20 -) como metanol (C Met -), no
presentaron halos de inhibicion. El uso de metanol, permitié determinar que si se hubiera visto halo
de inhibicion en el filtro embebido con AC, el efecto se deberia al aceite y no al metanol utilizado en
su dilucion. Como se puede observar en la imagen el AC no mostré halo de inhibicion, por lo que
se podria suponer que el AC no fuera capaz de difundir en el medio agarizado.

Dang Xuan y col. [159] quienes ensayaron la misma técnica con cepas patdégenas, de E. coli
y S. aureus, frente a 14 aceites diferentes, entre ellos AC, a diferencia de nuestro ensayo, ellos si
obtuvieron halos de inhibicion en todas las condiciones ensayadas.

Con respecto al ensayo modificado, donde los filtros se reemplazaron por pocillos en el
agar, los resultados observados en las placas tampoco fueron satisfactorios debido a que el AC
diluido en metanol tampoco pudo difundir en el agar. Motivo por el cual se buscé una técnica en

caldo cuyos resultados se muestran a continuacion.
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3.4.2. Ensayo en medio liquido
Este ensayo requirié un ensayo previo donde se verifico si el etanol (Et) afectaba o no la
viabilidad de las cepas libres en estudio. El ensayo concluyé que el Et. afecta la viabilidad de
ambas cepas, incluso a bajas concentraciones de aproximadamente 0,05 y 0,1%, reduciendo los
recuentos de células viables en casi 7,5 6rdenes logaritmicos. Segun lo valores de DS calculados
para la viabilidad celular, no podemos afirmar que alguna de las cepas sea mas perjudicada que

otra.
En la Figura 28, se presentan los resultados obtenidos con respecto al ensayo de caldo en
medio liquido.
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Figura 32. Susceptibilidad frente a Aceite de Canola (AC) y Etanol (Et.) de las cepas INL1 (A) y L73a (B).

Ambas cepas son susceptibles tanto al Et. como al AC (Figura 28). En cuanto a la cepa
INL1 (Figura 28.A) comparando con el recuento de un cultivo ON, en las relaciones 1:5 como 1:1
se observaron disminuciones en los recuentos tanto para Et, como para la solucién que contiene
Et:AC. A partir de la relacion Et:AC de 2:1 podria decirse que el Et. afectd mas a la cepa INL1 que
su combinacién con AC.

La cepa L73a, fue menos susceptible al Et. que a la INL1, ya que al observar sus valores
promedios de recuentos bacterianos y compararlos con los de Et:H>O para la INL1, presentan
mayores valores.

Segun los graficos de barras, ambas cepas presentan susceptibilidad frente al AC, sin
embargo seria necesaria una profundizacion del estudio para entender mejor el fenémeno.

Estos resultados, sugieren que el AC podria tener cierta actividad antibacteriana, a pesar
ser un aceite refinado, al cual luego de la neutralizacion quimica le remueven compuestos de

capacidad antibacteriana. Esta conclusion, podria sostenerse segun lo reportado por Ghazani &
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Marangoni [165], quienes han reportado en AC comercial la identificacion de un compuestos

fendlico, el dimero 4-vinilsiringol, que tienen actividad antibacteriana comprobada junto con el acido
sinapico y sinapina.
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4. CONCLUSIONES PRELIMINARES

Con respecto a la estabilidad de las emulsiones, resulto ser el conjugado WPI/DX100 el mejor
agente emulsionante debido a que sus sistemas no presentaron IC ysus IAE fueron los mayores,
indicando que sus emulsiones son las mas estable y las de menor tamano de gota, a pesar de que
segun las fotografias de las emulsiones todas las gotas de AC se consideren poblaciones
polidispersas.

Los sistemas emulsionados con WPIn, WPI/DX 6 y WPI/DX100 que fueron secados por spray
mantuvieron los recuentos de células viables de las cepas en estudio durante el proceso de
sintesis, no asi los sistemas cuyo agente emulsionante fue WPIc, lo cual sugiere que podria no ser
un compuesto que mantenga la integridad de la emulsién frente al secado por spray. A lo largo del
almacenamiento, la viabilidad bacteriana a temperatura ambiente (21 °C) no logré equiparar las
viabilidades observadas a — 18 y 4 °C, las cuales son temperaturas alcanzadas mediante
refrigeracion, lo cual hubiese sido una potencial ventaja.

Con respecto a las fotografias tomadas por SEM el sistema WPIc no presenté capsulas
similares a las que presentaron el resto de los sistemas, lo cual también podria soportar la idea de
que el compuesto no mantiene la integridad de la emulsién al ser secada por spray y dicho proceso
afect6 mas la viabilidad de las cepas que en los otros sistemas. Sin embargo, el sistema WPIc-INL1
presenté la mayor EE cercana al 75%, indicando que a pesar de no haber formado polvo con

morfologia de microcépsulas, dieron lugar a sistemas de gran contenido de AC.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se pudo sintetizar PRM con WPI y DX de distintos PM, los cuales fueron caracterizados y
se evidencié mediante distintas técnicas que a menor PM del DX conjugado, mayor es el grado de
avance de la reaccion de Maillard.

Ademas, se pudo determinar que a mayor PM del polisacarido, mayor resulté la
hidrofobicidad superficial, lo cual se pudo relacionar luego con una mejor capacidad emulsionante.
También se mostr6 que los conjugado WPI/DX presentan mejores capacidades antioxidantes frente
al radical sintético ABTS™ que el WPI de partida.

Los encapsulados cuyo material de pared fueron los PRM, si bien no lograron mejorar la
estabilidad celular a lo largo de un afo de almacenamiento a 25 °C en comparacion con la
temperatura refrigerada, mostraron una mejor resistencia a la digestiéon simulada in vitro con
respecto al sistema WPIc. Los polvos presentaron morfologias acorde a la bibliografia existente
pero los valores de porcentaje de humedad y aw resultaron ser elevados para obtener polvos de
mejores caracteristicas en cuanto a la estabilidad probiética.

Las miliesferas gelificadas iGnicamente, resultaron ser estructuras con buena eficiencia de
encapsulacién de AC, y al liofilizarse, presentaron buen tamafio como para ser consideradas un
ingrediente funcional a incorporar en snacks como por ejemplo barras de cereales. Sin embargo, la
viabilidad celular probiética a las pocas semanas de ser conservadas, incluso bajo refrigeracion,
nos indicé que no resultaron ser buenas candidatas para desarrollar un IF.

Por dltimo, los microencapsulados obtenidos por emulsificacion y posterior secado spray,
fueron morfolégicamente lo esperado acorde al método de obtencién. Los valores de indice de
cremado, indice de actividad emulsionante y eficiencia de encapsulacion de aceite no pudieron
correlacionarse directamente con el PM del DX conjugado en los PRM. Como tampoco pudo
mejorarse la viabilidad celular a 21 °C con respecto a la que presentaron los sistemas refrigerados.
En esta ocasion, si bien los ensayos de viabilidad celular a lo largo del almacenamiento no fueron
satisfactorios acorde a lo necesario para formular un IF, la cepa L73a mostré6 mayor viabilidad
celular bajo las condiciones ensayadas.

De los resultados obtenidos de los dos ultimos sistemas, se decidié analizar la capacidad
antibacteriana del AC, descubriendo luego de tres ensayos diferentes, que el AC utilizado presenta

cierta capacidad antibacteriana frente a las cepas INL1 y L73a.
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