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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue estudiar la formaciény caracterizacion de geles acidos
de un aislado de proteinas de suero lacteo (WPI) y arabinoxilanos (AX) extraidos de
salvado de maiz para encapsular bacterias probidticas mediante la fermentacion
acido-lactica producida por la propia bacteria. Los AX fueron caracterizados en
cuanto a su peso molecular y tamafio. La obtencion de geles acidos se realizé en dos
pasos: i) primero formando agregados proteicos mediante tratamiento térmico de
una solucién WPI al 3%, yii) incubando estas soluciones conglucosa y suspensiones
de bacterias de la cepa Bifidobacterium lactis INL 1 (INL1) para llegar a
concentraciones finales de glucosa del 0-1%, y UFC/g de 1 x 108 UFC/g. El efecto del
agregado de AX (al 2%) sobre la fermentacion se estudié en sistemas conteniendo
0% y 0,1% de glucosa, con la misma concentracidn de proteinas. La fermentacion se
dio lugar a 42°C por un lapso de 300 min o hasta alcanzar un pH de 5. Los geles
fueron almacenados a 4°C por un periodo de 4 semanas. Los resultados obtenidos
en esta tesis muestran que se lograron obtener geles acidos de WPI con buenas
propiedades texturales con concentraciones de glucosa de 0,25 al 1%, mientras que
los sistemas con 0,1% de glucosa proporcionaron geles no autosostenibles. Las
bacterias probidticas INL1 no lograron utilizar los AX como fuente de carbono, por
lo que los sistemas sin glucosa con AX no presentaron descenso del pH, y por lo tanto
no gelificaron. El agregado de glucosa al 0,1% a los sistemas con 2% de AX tampoco
resulté en la formacion del gel, ya que se vio que el pH no descendié de la misma
forma que en el sistema 0,1% de glucosa sin AX, aunque las bacterias consumieron
la totalidad de la glucosa en ambos sistemas. Esto estaria indicando que los AXs

podrian tener un efecto buffer por el cual el pH no descendid lo suficiente como para
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generar las interacciones necesarias para formar el entrecruzado de la red del gel.
Se verifico si las bacterias INL1 eran capaces de utilizar los AXs como fuente de
carbono, y se encontré que la utilizaciéon del mismo era casi nula, probablemente
debido a su alto peso molecular y a su gran tamano. En los geles que gelificaron, la
cantidad de glucosa en el gel tuvo impacto significativo en todos los parametros
estudiados; a mayores concentraciones, se incrementé la velocidad de acidificacidn,
disminuy6 el pH final, disminuy6 la sinéresis inicial, aumentd el esfuerzo a la
fractura y la elasticidad de los geles, y disminuy6 su rigidez. A su vez, los sistemas
gelificados mostraron ser mas protectores de las bacterias durante el
almacenamiento que los sistemas que no formaron estructura de gel, llegando a las
4 semanas de almacenamiento con recuentos por arriba de 1 x 10 UFC/g, por lo que

pueden catalogarse como alimentos con probiéticos.



ABSTRACT

The objective of this work was to study the formation and characterization of acid
induced gels of whey protein isolate (WPI) and arabinoxylans (AX) extracted from
corn bran, to encapsulate probiotic bacteria through lactic acid fermentation. The
AXs were characterized in terms of their molecular weight and size. The acid
induced gels were obtained by two steps process: i) firstly, the protein aggregates
were formed by thermal treatment by heating a WPI solution at 3%, and ii) the, these
solutions were incubated with glucose (final glucose concentrations of 0-1%), and
bacterial suspensions of Bifidobacterium lactis subsp. INL 1 (INL1) to reach a final
concentration of 1 x 108 CFU/g. The effect of adding AX (2%) on fermentation was
studied in systems containing 0% and 0.1% glucose, with the same protein
concentration. Fermentation took place at 42°C for a period of 300 min or until
reaching pH 5. The gels were stored at 4°C for 4 weeks. The results obtained in this
thesis show that acid induced WPI gels with good textural properties were obtained
with glucose concentrations of 0.25 to 1%, while systems with 0.1% glucose
provided non-self-supporting gels. The probiotic INL1 was unable to use the AX as
a carbon source, so the systems without glucose but with AX did not show a decrease
in pH, and therefore did not produce a gel. The addition of 0.1% glucose to the
systems with 2% AX did not result in the formation of the gel neither, since the pH
did not decrease in the same way as in the 0.1% glucose system without A, even
though the bacteria consumed all of the glucose in both systems. This would indicate
that the AX could have a buffer effect whereby the pH did not drop enough to screen
the electrostatic charges of the aggregates to promote the cross-linking and form the

gel network. It was verified that INL1 bacteria could not use AX as a carbon source,
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probably due to their high molecular weight and large size. In those systems where
a gel was produced, the amount of initial glucose had a significant impact on all the
parameters studied; higher glucose concentrations increased the acidification rate,
decreased the final pH, decreased initial syneresis, increased the fracture stress and
elasticity of the gels, and decreased their rigidity. In turn, the gelled systems showed
to be more protective of bacteria during storage than the systems that did not form
a gel structure, reaching after 4 weeks of storage cell counts above of 1 x 106 CFU /g,

so they can be classified as foods with probiotics.
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1. INTRODUCCION

1.1. ALIMENTOS FUNCIONALES

La creciente percepcidn sobre la relacion entre la dieta y la salud ha llevado
alos consumidores a estar mas interesados en los alimentos funcionales (Dunand et
al, 2019). En Argentina, la Agencia Nacional de Medicamentos, Alimentos y
Tecnologia (ANMAT, 2017) los definié como «alimentos capaces de demostrar que
poseen un efecto benéfico sobre una o varias funciones especificas del organismo,
mas alla de los efectos nutricionales habituales, que mejoran el estado de salud y
bienestar, reducen el riesgo de una enfermedad, o ambas» (Aguirre, 2019). Algunos
ejemplos de alimentos funcionales son aquellos que poseen probioticos, prebioticos,
fibras dietéticas, acidos grasos saludables, como los 4acidos grasos omega-3,

vitaminas, entre otros.

1.1.1. FIBRAS DIETETICAS

La incorporacion de fibra dietética en los alimentos ha recibido mucha
atencion en los ultimos afios debido ala observaciéon de numerosos beneficios en su
consumo. Una mayor ingesta de fibra dietética reduce el riesgo de desarrollar varias
enfermedades croénicas, incluidas las enfermedades cardiovasculares, la diabetes
tipo 2 y algunos tipos de cancer, y se han asociado con un peso corporal mas bajo
(Dahl & Stewart, 2015). Tradicionalmente, el concepto de fibra incluye a todos
aquellos hidratos de carbono que no se digieren ni absorben en la parte alta del tubo

intestinal, llegando intactos al colon (Almaraz et al.,, 2015).
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La fibra se ha clasificado en funcién de su condicién de solubilidad. Asi,
distinguimos entre fibra soluble y fibra insoluble. La fibra soluble incluye el almidén
resistente, pectinas, gomas, algunas hemicelulosas y polisacaridos no amilaceos de
reserva de la planta. La fibra insoluble incluye la celulosa, algunas hemicelulosas,

lignina y otros polifenoles (Almaraz et al., 2015).

Segun el cddigo alimentario argentino (CAA), en el Art 1386 - (Res. Conj.
95/2008 SPRel Y 358/2008 SAGPyA) se denomina alimentos modificados en fibra

aquellos con una adicidn de fibrade 1% p/p para sélidos y 3% p/v para liquidos.

1.1.1.1.  Arabinoxilanos

Los arabinoxilanos (AX) son parte de la hemicelulosa presente en los granos
de cereales, y como tales, forman parte de la fibra dietética consumida por humanos
y animales (Marquez-Escalante et al., 2018). Los AX constituyen el principal
polisacarido no amilaceo en los cereales, constituyendo aproximadamente el 60%
de la pared celular de las células de endospermo y la capa de aleurona (Mendis et

al, 2016).

Como se puede observar en la Figura 1, estos polisacaridos estan
conformados por una cadena lineal de unidades de xilosa, unidas mediante enlaces
B(1-4) y ramificaciones con residuos de arabinosa unidos mediante enlaces
glicosidicos a-(1-3) o a-(1—2),0 ambos (Marquez-Escalante et al., 2018). La xilosa
puede presentar dos grados de sustitucion, de acuerdo con el nimero de residuos
de arabinosa (monosustituido o disustituido). Ademas de las unidades de arabinosa

es comun encontrar otros sustituyentes minoritarios como acido glucurénico y
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galactosa. Los arabinoxilanos ferulados tienen la particularidad de presentar acido
ferulico (acido 3-metoxi-4-hidroxicinamico) en su estructura, unido en la posicién

0-5 de arabinosa por medio de un enlace éster (Morales-Ortega et al., 2013).

Subistitiuyenles de arabinosa
on endaces 0-3 y D-2
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Figura 1. Estructura quimica de arabinoxilanos ferulados (Marquez-Escalante et al.,
2018).

La estructura de los AX depende de su origen y método de extracciéon (Rose
et al, 2010) y puede modificarse a fracciones mas cortas mediante distintos

métodos, principalmente enzimaticos (Maes & Delcour, 2002).

Debido a su estructura, estos polisacaridos presentan varias propiedades
tecnoldgicas, por lo que son usados en la industria alimentaria como espesantes y

gelificantes debido a su gran capacidad de retencién de agua (Balandrano, 2019).

Ademas, los AX son fibra soluble, es decir, los humanos no tenemos las
enzimas necesarias para que puedan ser degradados, por lo que pasan intactos por
el tracto gastrointestinal. Por este motivo, el consumo de AX ha sido relacionado a

numerosos beneficios para la salud humana. Entre los muchos beneficios para la
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salud se encuentran su capacidad de regulacion de la glucosa en sangre (Balandrano,
2019), reduccién del colesterol en sangre y efectos anticancerigenos (Mendis et al.,
2016). Al llegar al colon, algunas bacterias benéficas pueden utilizar los AX, por lo

que son considerados ademas prebidticos (Marangon, 2020).

Los prebidticos son carbohidratos indigeribles que tienen efectos benéficos
en el hospedero, debido a que estimulan selectivamente el crecimiento y /o actividad
de un limitado nimero de especies microbianas en el colony que confiere beneficios
a la salud del hospedador (Articulo 1390-Resolucién Con junta SPRel N° 229/2011
y SAGyP N° 731/2011) (CAA, 2013). Para ser un prebidtico efectivo, un ingrediente
no debe hidrolizarse ni absorberse en la parte superior del tracto gastrointestinal,
debe tener una fermentacion selectiva de tal manera que la composiciéon de la
microbiota del intestino grueso se altere hacia una composicién mas saludable

(Sarao & Arora, 2017).

Los prebidticos han demostrado mejorar la funcién intestinal, aumentar la
absorcion de minerales, modular el metabolismo energético, regular el sistema
inmune, y reducir el riesgo de infecciones intestinales, diabetes tipo II, inflamacién
intestinal y cancer de colon (Roberfroid, 2008). Los prebiéticos pueden también
influir en el crecimiento y la supervivencia de un probidtico al mejorar su
crecimiento y metabolismo. La interacciéon entre probidticos y prebidticos in vivo,
podria verse favorecida por una adaptacion del probiotico al sustrato prebiético en
los alimentos antes de su consumo. Debido a la sinergia potencial entre los
probidticos y los prebidticos, los alimentos que contienen una combinacién de estos
ingredientes a menudo se denominan simbiéticos (Martinez-Villaluenga & Gémez,

2007).
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Los AX son considerados prebiéticos, ya que son resistentes a la digestion y
absorcion en el intestino delgado humano, y pueden ser fermentados total o
parcialmente por la microbiota intestinal en el intestino grueso. Van Craeyveld y col.
(2009), simulé in vitro las condiciones gastricas (pH 2,0; 37°C) comprobando la
resistencia de los AX al pH acido y a la hidrélisis enzimatica. Los beneficios para la
salud de los AX estan relacionados con su fermentaciéon colénica, el control
glucémico, la reduccién del colesterol, la reducciéon de la presion arterial y la

laxacion (Chutkan et al.,, 2012).

Una limitacion de la mayoria de los prebioticos existentes es su rapida
fermentacion proximal (Kolida et al., 2002; Van den Abbeele etal., 2011). Dado que
muchas enfermedades se originan en el colon distal (Jackson-Thompson et al,,
2006), seria deseable una fermentaciéon mas distal de los prebidticos (Kolida et al.,
2002). Eneste contexto, los arabinoxilanos (AX) de cadena larga son una nueva clase
interesante de compuestos prebidticos potenciales (Grootaert et al., 2007; Pastell et
al,, 2009). Debido a que su estructura consiste en una estructura principal de xilosa
sustituida con mondémeros de arabinosa y potencialmente también acido ferulico
(Izydorczyk & Biliaderis, 1995), se necesita un espectro de enzimas para su
degradacion (Pastell et al., 2009): xilosidasas (liberan xilosa desde los extremos no
reductores), xilanasas (divisibn de la columna vertebral de xilosa),
arabinofuranosidasas (separan arabinosa) y feruloil esterasas (liberan acido
ferulico) (Figura 2). Porlo tanto, los AX pueden fermentarse mas gradualmente alo

largo del colon.
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Substituyentes de arabinosa
en enlaces 0-3y 0-2

u-L-arabinofuranosidasa-d3
Cadena principal de xilosas unidas en enlaces [i(1-4)

Endo-p-d-xilanasa p-D-xilosidasa

Ly » —
. . ‘ OH
<M 3
T OH a-L-arabinofuranosidasa-m
= “T”"‘ﬁ‘::-/ :c\
b

g Feruloil esterasa

HO

Acido ferulico esterificado
en enlace 0-6

Figura 2. Estructura quimica de arabinoxilanos ferulados y las enzimas necesarias
para su degradaciéon (Marquez-Escalante etal., 2018).

Si bien la mayoria de sus efectos siguen siendo desconocidos, los primeros
estudios indican que la estructura de AX afecta los patrones de fermentacién
(Hughes et al.,, 2007); (Pollet et al, 2012) y la modulacién inmune, con mayor

actividad para AX de cadena larga (Monobe, 2008).

Adem3s, los AX poseen otras actividades bioldgicas, como por ejemplo
pueden mejorar la inmunidad y presentar efectos antioxidantes, aliviar el
estrefiimiento y mejorar el metabolismo de los lipidos y la glucosa (Wang et al,,
2020). Hay una estrecha correlacién entre la estructura de los AX y las actividades

antioxidantes, el potencial prebiotico y las propiedades inmunomoduladoras.

1.1.2. BACTERIAS PROBIOTICAS

La Organizacion Mundial de la Salud (WHO) y la Organizacion de las Naciones

Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) definieron en el afio 2002 a los
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probidticos como “microorganismos vivos que cuando son administrados en dosis
adecuadas producen un efecto benéfico en el consumidor mas alla de la nutricion”
(Joint FAO and WHO Working Group, 2002). Por este motivo, el consumo de

probidticos aumentd exponencialmente en los tltimos afios (Loyeau, 2020).

Las especies de bacterias probidticas provienen todas de origen humano
(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium adolescentis, o Bifidobacterium infantis).
(Vinderola, Bailo, et al., 2000). Cada cepa que quiera utilizarse como probiético para
consumo humano, debe cumplir con una serie de requisitos de seguridad
(inocuidad), fisiolégicos, funcionales y tecnolégicos. Adicionalmente, se requiere la
determinacion de las caracteristicas tecnoldgicas de la cepa para su uso en
alimentos. Esta caracterizacion, incluye: determinar su estabilidad genética, la
conservacion de sus propiedades funcionales y de su viabilidad durante el
procesamiento y almacenamiento (por ejemplo, en alimentos), que contenga al

probiotico (Castillo-Escanddn, 2019).

En cuanto a la seguridad, las cepas aisladas deben ser preferiblemente de
origen humano (Rodriguez R. et al, 2016), no deben ser microorganismos
patogenos, ni deben estar asociados a enfermedades o crear efectos indeseables en
el intestino delgado, y no deben tener genes de resistencia a antibidticos

transmisibles (Loyeau, 2020).

En segundo lugar, un probidtico debe ejercer un efecto benéfico demostrado
en un estudio clinico de eficacia. Ademas, es deseable que sean tolerantes a acidos y
jugos gastricos estomacales humanos, y sales biliares, que puedan adherirse a

células intestinales de origen humano y puedan colonizar temporalmente el
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intestino, y presentar actividad antagonista frente a patégenos como Helicobacter

pylori, Salmonella sp., Listeria monocytogenes y Clostridium difficile (Loyeau, 2020).

En la industria de los alimentos los géneros Lactobacillusy Bifidobacterium,
son los mas utilizados (Rodriguez R. et al,, 2016). En esta tesis se utilizé la cepa
Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1. Esta cepa fue aislada de leche materna
por investigadores del Instituto de Lactologia Industrial (INLAIN-CONICET)

(Zacarias et al., 2011).

La cepa probiotica 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
moéviles y suelen presentar una estructura caracteristica de “horqueta” o “Y” que

permite reconocerla facilmente al microscopio (Figura 3).

Figura 3. Micrografias electrénicas de barrido (SEM) de Bifidobacterium animalis
subsp. lactis INL1 cultivadas durante 22 dias 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. (Vinderola et al.,, 2012).
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Los microorganismos probidticos se pueden agregar a los productos
utilizando diferentes métodos. Pueden agregarse como microorganismos no
fermentadores después de la fermentacion y el enfriamiento con el Unico objetivo
de ser administrados a través del tracto gastrointestinal (probidticos no
iniciadores); o agregarse como cultivos iniciadores para fermentar el producto
(probidticos iniciadores). Cuando los probiéticos se utilizan como cultivo iniciador,
hay que tener en cuenta la fermentabilidad (capacidad de acidificacién) en el
producto y el tiempo de fermentacidon relacionado con ella, viabilidad celular
satisfactoria en el producto, capacidad de produccidn de sabor/textura adecuada y
rentabilidad (Mohammadi et al., 2012). El uso de cepas probiéticas como cultivos
iniciadores en la fermentacién de alimentos ha despertado interés en los tecnélogos
alimentarios ya que la cepa podria presentar propiedades funcionales y
tecnologicas, permitiendo reducir el tamafio del indculo iniciador. Aunque las cepas
de Bifidobacterium ya se utilizan en productos lacteos, tienen algunas caracteristicas
de comportamiento inferiores en comparacién con las tradicionales bacterias
acidolacticas (BAL) convencionales utilizadas en productos lacteos fermentados
(Prasanna et al, 2012). Mas especificamente, tienen un crecimiento y una
producciéon de acido mas débiles en leche de vaca y requieren largos tiempos de
fermentacion que las BAL, condiciones anaerdbicas y un bajo potencial redox para
su crecimiento. Por tanto, es muy importante seleccionar cepas adecuadas para
incorporarlas a los productos lacteos probioticos. Estas incluyen cepas que crecen
rapidamente, asi como cepas que no producen sabores o texturas desagradables y
que sean capaces de producir compuestos aromaticos y/o biopolimeros, que
mejoran las propiedades organolépticas del producto (Prasanna et al., 2012). En el

caso especifico de B. animalis subsp. lactis, es una de las especies de Bifidobacterium
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mas utilizada en aplicaciones de probidticos (Matto et al, 2006), ya que ha
demostrado una buena supervivencia en el tracto gastrointestinal (GI) humano
(Alander et al., 2001), y que ha mostrado mejor tolerancia a bajo pH y presencia de
oxigeno (Matsumoto et al, 2004). Por lo tanto, B. animalis subsp. lactis es
tecnolégicamente mas factible que otras bifidobacterias. Ademads, se sabe que
metabdlicamente, los miembros del género Bifidobacterium producen acido acético
y acido lactico durante la fermentacién de glucosa. Sin embargo, la temperatura de
fermentacion tiene un efecto directo sobre en la proporcion de formacion de estos
acidos. @stlie y col. (2003) atribuyeron una reduccion significativa de la produccién
de 4cido acético sobre el acido lactico en B. animalis BB12 con un aumento de
temperatura de hasta 45°C e informaron que, organolépticamente, es importante
que el nivel de acido acético no sea demasiado alto en productos lacteos
fermentados. de Souza Oliveiray col. (2012) encontraron que una temperatura 42°C

también disminuy¢ la tasa de formacion de acido acético.

Hay que tener en cuenta que todo alimento formulado con bacterias
probidticas debe asegurar su viabilidad a lo largo de todo el procesamiento y
almacenamiento. Para que las bacterias probiodticas puedan ejercer su accién
benéfica, éstas deben ser viables y estar presentes en un alto nimero al momento
del consumo, y permanecer asi hasta llegar a la parte final del tracto gastrointestinal.
Es decir, que el producto debe contener al menos 10® UFC/ml de bacterias
probiodticas en el momento del consumo y deben ser consumidas regularmente
(Vinderola, Prosello, et al, 2000). Un método para proteger a las bacterias
probidticas y de esa forma que lleguen viables al tracto gastrointestinal humano es

mediante técnicas de encapsulacion.
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1.2. ENCAPSULACION

La encapsulacion consiste en atrapar una sustancia o componente bioactivo
en un material de soporte, con el fin de protegerlo del ambiente que lo rodea para
conservar sus propiedades biolégicas o fisicoquimicas. La sustancia encapsulada se
denomina centro o nucleo activo, mientras que la matriz en la cual se dispersa este
componente se conoce como material de recubrimiento o pared. En el caso de la
industria alimentaria, todos los materiales empleados para la encapsulacién de
compuestos deben ser de grado alimenticio, es decir que los sistemas deben ser
fabricados en su totalidad con ingredientes permitidos por el Cddigo Alimentario
Argentino (CAA), mediante operaciones y procesos de elaboracién que se

encuentren acreditados (Sarao & Arora, 2017).

La encapsulacion es muy utilizada en la industria de alimentos, ya que puede
emplearse con diversos propdsitos, como el enmascaramiento de sabores, colores y
olores, controlando las reacciones oxidativas, prolongando la vida util, entre otras
(Sarao & Arora, 2017). Se ha encontrado que la encapsulacion mejord la
supervivencia de las bacterias probidticas cuando se las expuso a condiciones

acidas, sales biliares y tratamiento térmico suave (Sarao & Arora, 2017).

La eleccién del método adecuado de encapsulacion depende del tipo de
nucleo a encapsular, de la aplicacién que tendran los encapsulados, el tamafio de
particulas requerido, las propiedades fisicas y quimicas del ndcleo como del
material de pared, el mecanismo de liberacion, la escala de produccidon y el costo
(Brignone et al., 2020). La efectividad de la encapsulaciéon se ve afectada por los

materiales utilizados. Los compuestos mas comunes son carbohidratos y proteinas,
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y sus combinaciones (Dianawati et al, 2016). En la presente tesis se utilizaran

proteinas de suero lacteo, que seran descriptas en la siguiente seccidn.

1.3. PROTEINAS DE SUERO

Las proteinas de suero son obtenidas a partir del suero de queseria.
Aproximadamente 85-90% del total de la leche utilizada en la industria quesera es
eliminada como suero lacteo. Se estima que por cada kg de queso se producen 9 kg
de suero el cual retiene cerca de 55% del total de ingredientes de la leche como la
lactosa, proteinas solubles, lipidos y sales minerales (Negrette Rodriguez, 2016). Las
proteinas del suero de leche representan aproximadamente el 18-20 % de las
proteinas totales de la leche. Estdn representadas principalmente por [-
lactoglobulina (B-1g) (50%), a-lactoalbimina (a-la) (20%), y en menor proporcién
por albimina sérica bovina (ASB), inmunoglobulinas y proteinas menores (De Wit,

1998; Drioli & Giorno, 2016).

En Argentina el sector lacteo es uno de mas importantes, teniendo un
impacto muy grande en la economia regional y del pais. Este sector destina la mayor
parte de su volumen de produccién a la industria quesera (Negrette Rodriguez,
2016). Por lo tanto, el volumen de suero lacteo generado es muy grande. Es
importante resaltar que las proteinas del suero lacteo desempefian un importante
papel nutritivo por su alto valor biol6gico ya que contienen aminoacidos esenciales
(leucina, triptofano, lisina y aminoacidos azufrados). Por lo tanto, constituyen una
fuente proteica balanceada debido a que no presentan deficiencia en ningun

aminoacido (Negrette Rodriguez, 2016).
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Anteriormente, el suero era considerado como un producto de desecho de
poco valor cuya disposicion debia realizarse de la forma mas econémica posible
(Arce-Méndez et al., 2015). Actualmente, sin embargo, el fraccionamiento del suero
lacteo en sus componentes, principalmente lactosa y proteinas, ofrece una
interesante posibilidad de empleo de estos constituyentes de gran importancia
comercial en la elaboracion de productos alimenticios de alta calidad (Posada et al.,
2011). Por lo tanto, las proteinas del suero son recuperadas y utilizadas como
ingredientes para muchas formulaciones en forma de concentrados o aislados

proteicos.

Los concentrados de proteinas de suero (o WPC por sus siglas en inglés:
Whey Protein Concentrate) tienen entre un 25 y un 80% de proteina (Agrarias,
2019). Se utilizan en productos de confiteria, cereales y barras nutritivas, quesos
procesados, productos horneados, bebidas deportivas y formulaciones para ganar
masa muscular. Los polvos de WPC con contenido de proteinas en el rango del 35 al
80 % se pueden producir mediante ultrafiltracién (UF), que elimina la lactosa, los
minerales y el nitrogeno no proteico (NPN); luego, las proteinas del suero se secan

por aspersion (Early, 2012).

Porotro lado, los aislados de proteina de suero, comtinmente conocidas como
WPI (por sus siglas en inglés: Whey Protein Isolate) contienen 290% de proteina y
4-6% de agua. E14-6% restante del ingrediente es una combinacionde grasa, lactosa
y ceniza. Debido a su alta pureza proteica y claridad de solucidn, los WPI se utilizan
ampliamente en suplementos nutricionales, bebidas deportivas y saludables, y
bebidas fortificadas con proteinas. La cromatografia de intercambio i6nico es uno

de los métodos utilizados en la fabricacion de WPI. Proporciona un nivel adicional
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de selectividad por encima del procesamiento de membrana (Foegeding et al,

2011).

Como se menciond anteriormente, las proteinas de suero son ampliamente
utilizadas en una variedad de alimentos gracias a sus propiedades tecnolégicas y
funcionales, entre las que se encuentran su capacidad gelificante y emulsionante,
ademdas de poseer un sabor neutro, y alta digestibilidad. Las propiedades
funcionales definen el comportamiento de las proteinas en los alimentos y refleja la
manera en la cual las proteinas interactiian con otros componentes, tales como
lipidos, azucares, sales y otras proteinas. El término funcionalidad, que es aplicado
aingredientes alimenticios, ha sido definido como “cualquier propiedad mas alla de
los atributos nutricionales que influencia la utilidad de un ingrediente en los
alimentos” (Morales, 2017). Las propiedades funcionales de las proteinas estan
relacionadas a sus propiedades fisicas, quimicas y conformacionales (Morales,
2017), como su caracter anfifilico, actividad superficial, peso molecular, carga neta,
solubilidad y flexibilidad conformacional. Por lo tanto, dependen también de los
cambios en su conformacioén, por lo que son muy importantes las condiciones del
medio, asi como las condiciones de procesamiento tales como pH, fuerza idnica,
presién y temperatura, entre otras. El conocimiento de la relaciéon entre las
propiedades intrinsecas de las proteinas y los factores extrinsecos tales como
temperatura, pH, sales, y concentracion de proteina es muy importante para deducir

y controlar las propiedades funcionales (Spotti, 2013).

Las funciones tipicas de las proteinas en los alimentos incluyen: gelificacion,
emulsificaciéon, espumado, textura, absorcién de agua, adhesiéon y cohesién, y

absorcion y retencién de lipidos, entre otras (Spotti, 2013; Loyeau, 2020). La
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gelificacion de las proteinas de suero lacteo es una de las propiedades funcionales
mas destacadas. Muchos alimentos populares como postres tipo gelatina,
embutidos, analogos de pescados tipo surimi, son alimentos basados en geles
(Spotti, 2013). La gelificacién es una propiedad tecnolégica de algunas proteinas y
polisacaridos, y tiene un papel importante en la textura de muchos alimentos:
productos lacteos, gelatinas, masa panaria, etc. Los geles comestibles son
estructuras de hidrocoloides que forman dispersiones coloidales y bajo
determinadas condiciones experimentales formanuna red capaz de retener grandes
cantidades de agua. Estos hidrocoloides son generalmente proteinas (gelatina,
albimina) o polisacaridos (pectina, almidones solubles) con capacidad gelificante

(Gutiérrez, 2000).

Un gel puede ser considerado como algo intermedio entre sé6lido y liquido, es
decir su organizacion permite mantener una cierta formay resistir ciertas fuerzas o
tensiones, pero pueden contener hasta un 99% de liquido (Gutiérrez, 2000). Es
decir, es un sistema difasico constituido por una red macromolecular tridimensional
s6lida, que en su malla retiene una fase liquida. En la formacién de un gel, los tipos
de enlaces en juego marcan las principales caracteristicas del gel. Generalmente
cuando los enlaces son covalentes se forma un gel con reticulo tridimensional
bastante estable, incluso frente a la agitacién. En cambio, cuando predominan los
enlaces no covalentes, como los puentes hidrégeno, la estabilidad del gel producido
es mas escasa, y se puede llegar a destruir por acciéon mecanica (Gutiérrez, 2000).
Los enlaces involucrados van a depender del tipo de molécula y condiciones de

gelificacion para su obtencion.
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1.3.1. GELES DE PROTEINAS DE SUERO

Para formar un gel, los materiales alimenticios deben contener moléculas
capaces de formar uniones (cross-links) en tres dimensiones. Por su quimica, las
proteinas tienen muchas ventajas para este propoésito. Las propiedades de las
proteinas importantes en la gelificacion son la flexibilidad, incluyendo su habilidad
para desnaturalizar y dar cadenas extendidas, y especialmente, su habilidad para
formar redes extensas por entrecruzamiento. En el caso de las proteinas globulares,
primero se debe lograr la desnaturalizacion de las mismas (Spotti, 2013). Durante
la desnaturalizacién, las proteinas se someten a un desplegamiento de sus
estructuras tridimensionales para dar cadenas extendidas, pero sin ruptura de
uniones covalentes. La desnaturalizacion puede ser llevada por calor, frio, alta
presion, ultrasonido, luz UV, accion quimica, entre otros (Abbas Syed et al., 2021).
Debido a esto, se altera el balance entre las diferentes fuerzas que mantienen a la
proteina en su estado nativo, como interacciones electrostaticas, puentes hidrégeno,
puentes disulfuro, interaccién dipolo-dipolo, interacciones hidrofébicas, etc. (Spotti,
2013). La desnaturalizaciéon expone los grupos hidrofébicos que en estado nativo se
encuentran en el interior de la molécula. Cuando los aminoacidos no polares son
expuestos a través del desplegamiento o reacomodamiento de la estructura
molecular, las interacciones intermoleculares toman lugar. Asi, las regiones de la
molécula originalmente involucrada en mantener la estructura de la proteina nativa,
se vuelve disponible para uniones intermoleculares (Garcia Guerrero, 2019). Si la
concentracion de proteinas es suficiente (por encima de la concentracidn critica), se

forma el gel.
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El aspecto y las propiedades de los geles de proteina de suero, como ser la
capacidad de retencion de agua, la permeabilidad, la textura y la apariencia, se ven
afectados por una serie de factores, en particular la concentracién de proteina,
tiempo y temperatura de calentamiento, o aplicacién de presion, el pH y la fuerza
ionica, entre otros. Estos factores, a su vez influyen en los tipos de fuerzas que
mantienen los componentes juntos (Henriques et al., 2020); (Negrette Rodriguez,
2016). A medida que aumenta la concentracién de proteina, el nimero de posibles
interacciones entre las moléculas es mayor, lo que resulta en un aumento de la
fuerza de gel, un tiempo de gelificacidon reducido y una red de gel mas fina (Negrette
Rodriguez, 2016). El pH afecta a la conformacién molecular y las interacciones
intermoleculares, influyendo en la estructura de red de gel y sus propiedades
funcionales y sensoriales. Las diferencias en las propiedades de los geles adiferentes
pHs se atribuyen alas variaciones en las interacciones electrostaticas y formacién o
no de enlaces disulfuro (Negrette Rodriguez, 2016). Las sales tienen un efecto
importante sobre las propiedades de los geles de proteina de suero, especialmente
a valores de pH alejados del punto isoeléctrico (pl: pH en el cual la carga neta es
cero), donde las proteinas se encuentran cargadas eléctricamente. La adiciéon de
NaCl o CaCl; a una soluciéon de WPC o WPI dan como resultados un aumento en la
resistencia del gel hasta alcanzar valores maximos, y luego la resistencia del gel

disminuye a mayores concentraciones de sal (Negrette Rodriguez, 2016).

1.3.2. GELIFICACION EN FRIO

En general, la gelificacion de proteinas requiere una fuerza impulsora para

desplegar la proteina nativa, seguida de un proceso de agregacién ordenada que
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formauna red tridimensional (gel) (Weng & Zheng, 2015). Los geles de proteinas de
suero son comunmente obtenidos través de dos mecanismos: geles inducidos por
calor, llamados geles térmicos y geles inducidos por la adicién de sales o acidos,
llamados geles frios o en inglés, cold set gels. En los geles inducidos por calor, el
sistema, que se encuentra a una concentraciéon por encima de la concentracién
critica (para WPI es aprox. 10%), es sometido a una temperatura generalmente
mayor que la temperatura de desnaturalizacién de las proteinas, por lo que se
produce la perdida de la estructura secundaria de las mismas, desplegamiento de
las cadenas, seguido de agregacion y formacion de la red del gel a través del
desarrollo de enlaces covalentes y no covalentes; todo en un mismo paso. Por el
contrario, en la formaciénde geles frios estos pasos se producen de forma separada.
Inicialmente, la solucién de proteinas, que se encuentra por debajo de la
concentracion critica (usualmente igual o por debajo de 9%), se calienta para causar
desnaturalizacién y la formaciéon de pequefios agregados solubles a un valor de pH
alejado del pl y a baja fuerza idnica. Luego, la solucion es llevada a temperatura
ambiente y a continuacidn se agregan acidos (hasta llegar cerca del pl) o sales (que
apantallen las cargas) para lograr que los agregados tengan baja repulsion
electrostatica y asi interaccionen entre ellos, lo que lleva a la formacion del gel a

temperatura ambiente (Chen et al.,, 2019).

Ademas de las proteinas de suero, otras proteinas globulares forman geles
en frio, como ser las proteinas de soja, lactoferrina, proteina de clara de huevo,

proteina de avena y la proteina miofibrilar porcina (Chen et al., 2019).

Los geles inducidos por acido son comunes en la producciéon de una

variedad de productos alimenticios como surimi, mayonesa y postres gelatinosos
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(Henriques et al., 2020). En la elaboracién de productos lacteos acidificados es
importante mantener un control del proceso de acidificacion para asegurar un
adecuado descenso del pH que propicie los cambios sensoriales y estructurales que
se buscan (Valerio, 2019). El descenso de pH puede ser llevado a cabo
quimicamente, aplicando lentamente acidos, mediante la adicién de glucono-6-
lactona (GDL), o mediante fermentacién acido lactica utilizando un cultivo iniciador
(Henriques et al., 2020). Hay que tener en cuenta que la adicién directa de acidos
organicos e inorganicos fuertes puede generar un cambio brusco de pH que resulta
en la formacion de agregados sin buena cohesion, o redes tridimensionales fragiles

(Vardhanabhuti et al., 2010).

La Gluco-6-Lactona (GDL), es un acido débil que es considerada sustancia
GRAS (generalmente reconocida como segura) y que se hidroliza a acido glucénico
en agua, liberando lentamente iones hidrégeno con la consiguiente reduccién del pH
(Weng & Zheng, 2015). El pH final que se alcanza en geles inducidos por GDL es una
funcion de la cantidad en la que se agrega inicialmente (Lucey & Singh, 1997). La
adicion de grandes cantidades de GDL al sistema provoca una acidificacién rapida y,
en consecuencia, una disminucion rapida del pH, que podria alcanzar valores por
debajo del pl, lo que da como resultado geles mas débiles y fragiles. En cambio, los
geles que se forman cerca del pl o se mantuvieron cerca de este pH por mas tiempo,

tienden a ser mas fuertes y mas deformables (Noir, 2019).

En el caso de la acidificacion por bacterias el proceso es parecido a lo que
ocurre en la produccién de yogurt. Las bacterias acido-lacticas producen acido
lactico a través de la fermentacién de una fuente de carbono, lo que desciende el pH,

hasta que se alcanza un pH muy bajo (en el caso del yogurt el pH es 4,6), el cual
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comienza a inhibir la accién de la misma bacteria y se detiene su crecimiento (Lucey
& Singh, 1997). Al descender el pH, se llega hasta el punto isoeléctrico del sistema,
en donde los agregados proteicos formados mediante accion térmica no se repelen
electrostaticamente, por lo que interactian entre si y forman la matriz del gel
(Hazrati et al., 2021). En el caso del WP], el punto isoeléctrico medido a través del
potencial zeta = 0 mV en nuestro laboratorio fue de 4,7 para WPI nativo (Spotti et
al,, 2019a), lo cual fue un valor levemente menor que el obtenido por Lam y col.
(2015), que obtuvieron un pH de 5 usando la misma técnica. Parris y Baginski
(1991) informaron un valor de pl para WPI de 4,6, utilizando la técnica de
precipitacion isoeléctrica. Estas diferencias en los valores de pl informados pueden

reflejar ligeras diferencias en el material y/o la técnica de medicion.

La gelificacién en frio ha recibido una creciente atencién en los ultimos afios
porque pueden ser utilizado como vehiculo de compuestos bioactivos ya que forma
geles a temperatura ambiente (Weng & Zheng, 2015). Este tipo de geles podrian
servir como un dispositivo de liberacién controlada de compuestos bioactivos
sensibles al calor y, a la vez, podrian encapsular y proteger micronutrientes y
probidticos dentro de su red (Chen et al., 2019). En el caso de bacterias probiéticas
puede estabilizar y mantener su viabilidad durante el almacenamiento, protegerlas
durante su paso por el tracto gastrointestinal y proporcionar una liberacién
controlada en el colon (Léonard et al., 2016). Mabrouk y col. (2021), por ejemplo,
estudiaron la viabilidad de tres cepas probiéticas cuando fueron agregadas de forma
libre o encapsuladas en coacervados de proteina, a geles de proteinas de suero con
gelatina. Ellos observaron que los sistemas con Bifidobacterium lactis Bb-12,

Lactobacillus plantarum NRC AM10, y Lactobacillus acidophilus CH-2 encapsuladas
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presentaron mas UFC/g que las bacterias libres luego de 2 meses de
almacenamiento. Sin embargo, en este estudio, no se utilizé la acidificacién
bacteriana para producir el gel. En otro trabajo de Ainsley Reid y col. (2007), se
investigé el efecto de un aislado de proteinas de suero en la microencapsulacién de
Lactobacillus rhamnosus R011 mediante gelificacién con CaCl: en la produccién y
almacenamiento de galletitas, jugo de arandano y jugos vegetales. Durante la
produccién de galletitas y su almacenamiento por dos semanas se vio mas
estabilidad en aquellos sistemas donde se utilizaron bacterias encapsuladas en geles
de WPI, mientras que en aquellos sistemas donde se utilizaron las bacterias
suspendidas de solucién de WPI no tuvieron la misma protecciény se vio una caida
en la viabilidad de las mismas, demostrando que los geles de WPI presentaron
proteccién durante el procesamiento del producto. Las bacterias encapsuladas en
geles también mostraron tener mas viabilidad en los jugos almacenados a 4°C y los
jugos de arandanos almacenados a -40°C, en comparacion con las bacterias libres
liofilizadas en WPI.En este trabajo tampoco se utilizaron las bacterias para generar
la matriz del gel. Por el contrario, en el trabajo de Léonard y col. (2016) atraparon
bacterias acido lacticas (BAL) probioticas (Lactobacillus plantarum CNRZ1997 and
Lactococcus lactis) en un sistema bifasico de alginato de sodio y caseinato de sodio.
En este sistema se utiliz6 la acidificacion bacteriana para liberar iones de calcio
progresivamente del carbonato de calcio, lo que causé la gelificacidon de las fases
coexistentes, creando un sistema de fases separadas de alginato-caseinato. También
se utiliz6 GDL para producir el mismo efecto, y comparar las matrices en cuanto a
microestructura y propiedades reoldgicas. La gelificacion de los sistemas

GDL/CaCO3 o BAL/CaCO3 produjo una amplia gama de estructuras, geles débiles y
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fuertes, con modulos elasticos desde 10 a 1000 Pa. Sin embargo, en este trabajo no

se estudid qué proteccion tuvo esta matriz sobre los probidticos.

Por lo tanto, teniendo como hipétesis que las proteinas de suero lacteo
tienen la capacidad de formar geles 4cidos mediante fermentacién bacteriana, y que
dichos geles presentarian ademas un efecto protector en la viabilidad de las mismas,
en esta tesis se propuso la encapsulacion de bacterias probiodticas en geles acidos
producidos por ellas mismas con la adicién de AX para mejorar su viabilidad en el

tiempo y potenciar el efecto benéfico luego de ser consumidos.
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2. OBJETIVOS

2.1. GENERALES
Estudiar la formaciéon de geles &acidos de proteinas de suero lacteo y
arabinoxilanos mediante fermentaciéon por bacterias probioticas, y utilizar esa

matriz para encapsular dichas bacterias y promover su viabilidad en el tiempo.

2.2.ESPECIFICOS
e Estudiar la formacion de geles de proteinas de suero lacteo/arabinoxilanos
mediante acidificacion por bacterias probioticas, y caracterizar dichos geles

en el momento de ser formadosy a lo largo de su almacenamiento.

e Determinar la viabilidad de las bacterias probidticas durante el

almacenamiento de los geles.

e Determinar la capacidad de las bacterias para utilizar los arabinoxilanos

como fuente de energia.
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3.1. MATERIALES
El aislado de proteinas de suero lacteo (WPI, por sus siglas en inglés “Whey
Protein Isolate”) fue generosamente facilitado por Davisco Foods Internacional Inc.
(Minnesota, Estados Unidos). Su composicion centesimal fue: 98,77% de proteinas
en base seca (determinado mediante ensayo de Kjeldhal), 0,4 + 0,2% de grasa, 2,0 +

0,2% de cenizas, 4,6 + 0,2% de humedad y menos del 0,5% de lactosa.

Se utilizaron arabinoxilanos (AX) extraidos de salvado de maiz, que fueron
producidos en el laboratorio de estudios fisicoquimicos del ITA mediante
tratamiento alcalino. En el anexo 1 se encuentra la metodologia de obtencion. La
composicion de estos AX se determind previamente por personal del laboratorio de
fisicoquimica del ITAy consisti6 en 53,4% xilosa, 30,2% arabinosa, 5,6% galactosa,
3,4% glucosa, 5,9% de acido glucuronico, 1,1% acido galacturénico 0,3% fucosa,

0,1% ramnosa, mediante cromatografia gaseosa (segun Pettolino etal., 2012).

Se utiliz6 una cepa autdctona de Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1,
aisladas de leche materna por el Instituto de Lactologia Industrial (CONICET, UNL),

quienes amablemente nos proveyeron la cepa (Zacarias y col. 2011).

Todos los demas reactivos utilizados en esta tesis fueron de grado analitico.
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3.2. CARACTERIZACION DE LOS ARABINOXILANOS
3.2.1. CONTENIDO DE ALMIDON
Para determinar el contenido de almidén que poseen los arabinoxilanos se
utiliz6 una técnica enzimatica-colorimétrica usando un kit enzimatico de

determinacion de glucosa (Glicemia enzimatica, Wiener Lab).

El proceso de hidrolisis del almidon a glucosa comprende varias etapas: (i)
gelatinizacion del almidon, (ii) licuefaccion y (iii) sacarificacion. La licuefaccién se
produce cuando se emplea la enzima a-amilasa (durante o después de gelatinizar el
almidén), cortando las cadenas de los polimeros amilosa y amilopectina en cadenas
de tamafio regular, dando como resultado dextrinas, maltosa, maltotriosa y
maltopentosa. Para la hidrolisis hasta glucosa, se requiere de una segunda etapa
consecutiva a la licuefaccién denominada sacarificacion, adicionando la enzima
amiloglucosidasa (AMG) (Cruz Ruiz, 2012). Finalmente, la concentracion de glucosa

se determina con un kit enzimatico comercial, mediante las siguientes reacciones:

glucosa+ 0, + H,0 GOD - acido gluconico+ H,0,

2H,0, + 4 — AF + fenol POD - quinonacoloreada + 4H,0

Donde AF es aminofenazona, GOD es glucosa oxidasa y POD es peroxidasa.

El compuesto coloreado formado al final de la reacciéon se determina

espectrofotométricamente, por medicion de la absorbancia a 505 nm.

Durante la puesta a punto de la técnica, se probaron distintas
combinaciones de enzimas disponibles en el laboratorio para alcanzar la hidrélisis

total del almidoén: (i) a-amilasa + amiloglucosidasa y (ii) amiloglucosidasa. De estos



MATERIALES Y METODOS

resultados preliminares, se observé que a través de los dos métodos se obtuvieron
los mismos resultados por lo que se decidid continuar utilizando sélo la enzima
amiloglucosidasa para hidrolizar completamente el almiddn. También se pusieron a
punto la dosis de enzima a utilizar (teniendo en cuenta la recomendacién del

fabricante), y el tiempo de hidroélisis.

En primer lugar, para realizar la curva de calibrado, se prepararon
soluciones de almidén de maiz (Sigma Aldrich) en distintas concentraciones, que
fueron tratadas térmicamente a 90°C durante 30 minutos con el objetivo de que el
mismo se gelatinice y permitir de esta manera el posterior ataque de las enzimas,
para producir la hidroélisis del polimero. Luego de cumplirse los 30 min en el bafio
térmico a 90°C, se bajo la temperatura del bafio a 60°C, se agregd la enzima
amiloglucosidasa (OPTIDEX) y se dejé incubar durante otros 20 min. Pasado este
tiempo, a cada muestra se le determiné la concentracion final de glucosa liberada
mediante el kit de glucosa enzimatica (Wiener lab), de acuerdo a las especificaciones
del fabricante. Brevemente, se mezclaron los reactivos con la muestra, la mezcla se
dejo6 incubando en un bafio térmico a 37°C durante 10 min, y se midi6 la absorbancia

en un espectrofotémetro Lambda 20 a una longitud de onda de A= 505 nm.

Los valores de absorbancia obtenidos se graficaron en funcion de la
concentracion de almidon de maiz, y se realiz6 una regresion lineal para obtener la

pendiente de la curva de calibrado, segin la ecuacién:

Abs = pendiente x Conc.Almidon (Ec. 1)
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Calculo del contenido de almiddén en AX:

Una vez conocida la pendiente de la curva de calibrado, se procedié a
preparar una solucion de buffer citrato-fosfato de pH=4,5 que contenia 1% de
arabinoxilano. Esta muestra se someti6 al mismo tratamiento enzimadtico de las

soluciones de almidén previamente descripto.

Con el valor de la absorbancia a 505 nm se ingresé ala curva de calibrado
para obtener el contenido de almidén correspondiente ala muestra de AX. Todas las

determinaciones se realizaron al menos por duplicado.

3.2.2. PESO MOLECULAR VISCOSIMETRICO
Para determinar la viscosidad de soluciones diluidas de polimeros y
relacionarla con el tamafio medio del polimero, se recurre a la viscosimetria capilar
determinando el tiempo que tarda en fluir un volumen de soluciéon de polimero a
través de un tubo capilar y es comparado con el tiempo para un solvente puro
(Harding, 1998). Los fundamentos de la técnica son explicados en el anexo, seccion

7.2.

La viscosimetria capilar de soluciones poliméricas diluidas es muy util
porque ademas de ser extremadamente simple, permite estimar masas molares
medias de copolimeros (de compleja determinacién por dispersion de luz),

dimensiones moleculares, e indirectamente grados de ramificacion.

La determinacion de la viscosidad intrinseca se realizé midiendo el tiempo
de flujo (t) requerido para que un volumen determinado de solucién de AX atraviese

el tubo capilar por efecto de la gravedad en comparacion con el tiempo requerido
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por el solvente puro, que en este caso es agua (to). Para las determinaciones de
viscosidad se utiliz6 un viscosimetro capilar Ubbelohde marca “Technico”
(Constante Nominal: 0,01) en un bafio termostatico frio/calor “Precision” modelo
75943, para mediciones de viscosidad cinematica con temperatura controlada

(Labtech International Ltd., Francia) (Figura 4 Ay B).

Figura 4. A: viscosimetro capilar. B: bafio viscosimétrico con control de
temperatura.

Las soluciones de AX fueron preparadas en las siguientes concentraciones:
0,01%, 0,03%, 0,05%, 0,1% y 0,15%, por duplicado. Luego, se procedié a la
determinacion de la viscosidad a temperatura controlada de 25 * 0,1°C. Para esto se
realizaron al menos 4 mediciones de tiempo de pasaje entre aforos por cada dilucién
de cada una de las muestras, para tener una representatividad considerable de cada

una de ellas.

Con las medidas de los tiempos para cada diluciéon de la muestra, se

calcularon la viscosidad especifica y la viscosidad relativa, nMsp y Mrel,
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respectivamente, de acuerdo las ecuaciones descriptas en el punto 7.2 del anexo, y
se graficaron de acuerdo a la Figura 5. Las ordenadas al origen de cada sistema se

tomaron como valor de la viscosidad intrinseca [n].

In n red/c

Nsp/c
7
<
<
>
<
<‘.

0 Concentracion, ¢ (g/dl) 0.25

Figura 5. Grafica ideal de nsp/cy (In nred) /c vs. ¢ (g/dL) para el calculo de viscosidad
intrinseca. Adaptada de (Harding, 1997).

El peso molecular viscosimétrico fue calculado mediante la ecuacién de

Mark-Houwink-Sakurada (Ec. 2):

[11] =k * Mva (EC 2)

Donde k (dL/g) y a son constantes tabuladas que dependen de la naturaleza
del polimero, del disolvente y de la temperatura. Se utilizaron las constantes

reportadas por Yadav y col. (2007) para fibra soluble aislada de salvado de maiz

(arabinoxilanos).
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3.2.3. PESO MOLECULAR DE AX POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION
MOLECULAR.

El peso molecular del AX se determiné también usando cromatografia de
exclusion molecular. Las muestras se prepararon disolviendo los arabinoxilanos en
agua purificada. Las soluciones (200 pl) se inyectaron en una columna Sephacryl
HR-500 (GE Healthcare, Piscataway, NJ). El eluyente fue azida de sodio al 0,02% en
agua purificada, siendo el caudal de 1,3 mL/min. Se utilizé un detector de indice de
refraccion (Optilab rEx). La recopilacion y el andlisis de datos se llevd a cabo
utilizando el software ASTRA (version 5.3.4.10) de Wyatt Technology. Se utilizaron
estandares de pullulanos (Sigma Aldrich) para realizar la curva de calibrado

(r2=0,993).

3.2.4. POTENCIAL Z Y TAMANO DE PARTICULA DE AX

El potencial Z permite determinar el potencial superficial de una particula,
y de esa forma relacionarla con su estabilidad coloidal. Los fundamentos de esta
técnica son explicados en el anexo, seccion 7.3. Para esta determinacién, se
prepararon por duplicado soluciones de 1% de AX a pH 7 que luego fueron filtradas
por membranas de 0,45 um (MilliporeMF, Millipore Corp. Billerica, MA). Las
soluciones fueron inyectadas en una celda capilar provista de dos electrodos a cada
lado para medicion de movilidad electroforética (Figura 6). El potencial Z se
determin6 midiendo la direccidn y velocidad de las particulas al aplicar un campo
eléctrico a 25°C. Las mediciones de potencial Z se realizaron haciendo 10
determinaciones en un equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd.,

Reino Unido).
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A 2

Figura 6. Celda capilar conelectrodos a cada lado (Malvern Instruments Ltd. 2014).

El tamafio de las particulas de AX se estudié mediante dispersion dindmica
de luz utilizando el mismo equipo (Zetasizer Nano ZS90) (Malvern Instruments,
Worcestershire, Inglaterra), que posee una fuente de luz laser He-Ne (632,8 nm).

Los fundamentos de esta técnica son explicados en la seccion 7.4.

Las dispersiones de AX 1% fueron colocadas en una celda rectangular con
caras transparentes y las mediciones fueron realizadas a un angulo fijo de 90°. El
rango de medicion del equipo varia entre 0,6-6000 nm. Para realizar las
correspondientes diluciones de los sistemas a analizar, se emple6é agua destilada
filtrada libre de particulas, utilizando membranas de nitrocelulosa Merck Millipore
(Cork, Irlanda) de 0,45 y 0,22 um. El tamafio de particula se reporté mediante el
didametro medio de la distribucion de particulas basada en intensidad (Z-average).
El Z-average se informé como el promedio y la desviaciéon estdndar de diez

mediciones, que fueron realizadas a 25°C.
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3.3. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE GELES ACIDOS

3.3.1. PREPARACION DE AGREGADOS PROTEICOS

Se prepararon soluciones de WPIal 3y 6% y se dejaron en heladera por 24
h. Para lograr la desnaturalizacién de las proteinas y la consiguiente formacién de
los agregados proteicos, las soluciones preparadas previamente fueron tratadas
térmicamente a 68,5°C durante 2 h. Luego, se dejaron enfriar a temperatura
ambiente. Estas condiciones fueron estudiadas en trabajos previos del Laboratorio

de Analisis Fisicoquimicos del ITA (Spotti et al., 2019).

3.3.2. PREPARACION DE GELES ACIDOS CON GDL

Las suspensiones de agregados proteicos producidas en el item anterior por
calentamiento, fueron diluidas al 3% de proteinas, y se les agregé glucono-8-lactona
(GDL) (Sigma Aldrich, St. Louis, Estados Unidos) al 0,23% p/p para que el pH de los
sistemas baje hasta su pl. La concentracién necesaria de GDL para que el pH final de
los geles fuera el adecuado para lograr la gelificacion fue determinada previamente

por personal del Laboratorio de Andlisis Fisicoquimicos de Alimentos del ITA.

Estos geles fueron utilizados para ensayar y poner a punto la mayoria de las

técnicas realizadas en esta tesis.

3.3.3. PREPARACION DE GELES ACIDOS CON BACTERIAS PROBIOTICAS
Se utilizaron las mismas suspensiones de agregados proteicos que en item

3.3.1, a 3y 6%. Luego, se prepararon soluciones de glucosa (Glu) en las siguientes
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concentraciones (0,2; 0,50; 1,0y 2,0% p/p), que fueron esterilizadas en un autoclave

(Senova Biotech ZXD-AV75-VII, Shangai) durante 15 mina 121°C.

Por otro lado, se prepard un cultivo de la cepa Bifidobacterium lactis INL 1
(INL1). Previo a su utilizacion las cepas se reactivaron a partir de su stock congelado
a -70°C (MRS + glicerol 17% v/v) y se realizaron dos repiques en caldo MRS. Los
cultivos frescos (18 h) de las cepas se centrifugaron (6000 rpm, 10 min), se lavaron
con buffer PBS y se resuspendieron en el mismo buffer. Los sistemas WPl a 3y 6%
se mezclaron con las soluciones de glucosa para lograr concentraciones finales de
0,1, 0,25, 0,5 y 1,0% de glucosa, y se inocularon con las suspensiones de bacterias
para llegar a un recuento inicial de 1x 107, 1x 108y 1 x 10° UFC/g. Estas mezclas se
incubaron a 42 + 1°C, para promover la acidificacion y gelificacién de los sistemas.
Durante todo el proceso de preparacion de los geles se trabajo entre mecheros en
un ambiente esterilizado con alcohol y se utilizaron recipientes estériles. Una vez

formados, los geles fueron almacenados a 4°C hasta su analisis.

De este estudio, se pudo observar que la concentracion dptima proteinas
fue del 3% p/p, la cantidad 6ptima de bacterias probiéticas para lograr una buena
estructura de gel y un tiempo de fermentacién razonable fue de 1x 108 UFC/g, y que
la concentracién minima de glucosa para lograr un gel autosostenible fue de 0,25%
p/p. Por lo tanto, se estudi6 el efecto del agregado de AX en sistemas con 0; 0,1 y
0,25 % p/p. La cantidad adicionada de AX fue del 2%, para que sea compatible con
un producto enriquecido en fibra (como se mencion6 en el punto 1.1.1, segun el
CAA). Para esto, se mezclaron las cantidades adecuadas de WP], bacterias, glucosa y

solucién de AX (previamente hidratada por 24 h), y se procedié a la incubacién de
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los sistemas como se mencioné previamente. Luego de la incubacioén, los sistemas

fueron almacenados a 4°C hasta su analisis.

3.3.4. DETERMINACION DEL PH DE GELES

El descenso de pH durante la fermentaciéon se midi6 con un pHmetro
Sartorius PY-E50-2S, Lab Instruments (Alemania), y con estos datos se construyeron

las curvas de acidificacion.

Los sistemas se dejaron en bafio a 42°C hasta que el pH final estuviera
cercano a 5, o hasta alcanzar los 300 min (lo que sucedia primero). Finalizada la
fermentacion los geles se almacenaron durante un mes a 4°C. A estos geles también
se les realizaron dos medidas puntuales de pH: (i) Luego de 24 hs de finalizada la

fermentacion y (ii) A los 30 dias de almacenamiento.

3.3.5. GLUCOSA CONSUMIDA

Para conocer la cantidad de glucosa consumida por las bacterias durante la
incubacion, para acidificar el medio y promover la formaciéon de los geles, se
determino el contenido de glucosa remanente en el agua de sinéresis expulsada por
el gel. Para ello se utiliz6 el kit de glucosa enzimatico mencionado en el apartado
3.2.1, siguiendo las especificaciones del fabricante, y midiendo la absorbancia de las

muestras a 505 nm.

La curva de calibrado se realizé con distintas diluciones de una solucién

patrén de glucosa (Figura 7), con la que se obtuvo la curva de la Figura 8.
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Figura 7. Soluciones coloreadas con distintas concentraciones de glucosa.
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Figura 8. Curva de calibrado para la determinacién del contenido de glucosa.

3.3.6. SINERESIS

Sinéresis es la expulsiéon de liquido de un gel, que puede ocurrir luego de
formarse el gel o bien cuando transcurre algin tiempo luego de la gelificaciéon
debido a reacomodamientos en el interior de la red. Este parametro es importante

ya que determina la calidad organoléptica del producto en el almacenamiento.
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A todos los geles, una vez formados, se les determind la sinéresis mediante
la determinacion del peso del liquido expulsado con respecto al peso del gel
utilizando la ecuacidn 3, luego de i) 24 hs, y ii) alas 4 semanas de almacenamiento a

4°C,

Peso gelinicial (gr)

Sinéresis (%) = 100 (Ec.3)

Peso agua expulsada (gr)’

3.3.7. CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA

Se refiere ala capacidad de retencién de agua (CRA) por parte de lared del
gel cuando se aplica una presion externa (gravedad, calentamiento, centrifugacion,
presion, etc.). Luego de 24 h de almacenamiento, se cortaron porciones de gel de
aproximadamente 2 gramos, se colocaron en tubos de centrifuga de 15 ml, y se
centrifugaron durante 5 mina 1000 rpm (Heal Force, modelo Neofuge 18R). Luego,
se registro el peso del gel antes y después de la centrifugacion, excluyendo el liquido
que liber6 cada gel luego de ser centrifugado (Kuhn et al, 2010). Por dltimo, se

realizd el siguiente calculo:

CRA(%) = (Peso Agua Total—Peso Agua exhudada)
0 —

Peso Agua Total ]xlOO (Ec.4)

3.3.8. ANALISIS DE PROPIEDADES MECANICAS Y TEXTURALES DE GELES ACIDOS
El estudio de las propiedades mecdanicas de los geles se llevé a cabo
mediante el estudio de compresion uniaxial y el analisis de perfil de textura por
compresion en una maquina universal de ensayos Instron (modelo 3344, INSTRON

Corp., Norwood, EEUU) alas 24 h (a 4°C) de la formacion de los geles.
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3.3.8.1. Compresién Uniaxial

Las propiedades mecanicas se determinaron con una maquina universal de
ensayos INSTRON con un disco de teflon de 50 mm de diametro. Este disco fue
previamente lubricado con aceite siliconado para minimizar la friccién al realizar
los ensayos. Las muestras de gel fueron cilindros de 2 cm de altura y 2 cm de
didmetro. Los ensayos se realizaron a 25°C, comprimiendo los geles hasta ruptura,

a una velocidad de 1 mm/s (Figura 9). Los datos obtenidos fueron fuerza (F()) y

altura (H() en funcion del tiempo. Con ellos se calcularon el esfuerzo de Hencky

(on), que puede ser definido como:

_ H
oy = F(t) (HoAg) (EC 5)

Similarmente, se calculé la deformacién de Henky (&) en funcion del tiempo como:

ey = —In (2 (Ec. 6)
Hyo
Donde F(4)y H)son la fuerzay la altura a un determinado tiempo; Ay y H, el areay

altura inicial del gel, respectivamente.

Los parametros calculados a partir de los datos de compresién fueron:

Esfuerzo maximo a la fractura (o,,): maximo valor durante el ensayo.

e Deformacién maxima (&) maximo valorde deformacién correspondiente al
maximo esfuerzo (o).

e Wt trabajo de fractura asociado ala dureza; es calculado como el area bajo la
curva (oy vs. eg) entre 0y &y.

e Moddulo de Young (E): calculado como la pendiente de laregién lineal e inicial

de la curva oy vs. ey (5% de deformacion).
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e Deformacidn a la ruptura (Def. Rupt.) (%): es la deformacién en el punto de
fractura y se calcula como:

(Hfg—Hy)

o x 100 (Ec.7)

Def. Rupt. (%) =

Donde Hf es laaltura final y H, es la altura inicial del gel, respectivamente

(Spotti et al.,, 2012).

Figura 9. Ensayo de Compresion.

3.3.8.2 Andlisis de perfil de textura por compresién (TPA)

En la actualidad, el método instrumental comuUnmente utilizado para medir
textura de alimentos es el andlisis del perfil de textura (TPA). En el ensayo TPA, un
émbolo comprime de forma uniaxial y durante dos veces consecutivas una muestra
para simular el movimiento de la mandibula durante la masticacion. Hay que tener

en cuenta que, si bien es un buen procedimiento instrumental para medir,
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cuantificar y desarrollar nuevos parametros relacionados con la textura, la
magnitud de estos parametros es influenciada por las variables introducidas en las
mediciones como la deformacion aplicada; la velocidad con la que se hace el ensayo,
el tamafo de la muestra, etc. (Torres Gonzalez et al., 2015). Porlo tanto, no se puede
comparar los valores obtenidos con distintas condiciones de ensayo. Como
resultado del TPA, se obtiene una curva de fuerza en funcion del tiempo (Figura 10),
a partir de la cual pueden determinarse distintos pardmetros relacionados con la

textura de la muestra analizada, tales como:

1. Fracturabilidad (N): fuerza del primer pico antes del maximo (puede que
no esté presente). Esta relacionada con la cohesién y con la fuerza necesaria para
romper la estructura de la muestra. Depende del tipo de muestra y del porcentaje

de deformacion usado en el ensayo.

2. Dureza (N): fuerza maxima en el primer ciclo de compresién. Relativa ala

fuerza necesaria para deformar la muestra o hacer penetrar un objeto en él.

3. Cohesividad: es la relacion del area positiva del segundo ciclo de
compresion sobre el area positiva del primer ciclo. Representa el trabajo necesario
para comprimir la muestra por segunda vez respecto al que ha sido necesario para

comprimirlala primera vez. Relativa al grado de deformacién.

4. Adhesividad (]): area negativa luego del primer ciclo de compresidon.
Representa el trabajo necesario para separar el émbolo de compresion de la

muestra.

5. Elasticidad: Se calcula como el cociente de la distancia recuperada por el

gel durante la descompresion del primer ciclo sobre la distancia comprimida.
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Relativa a la rapidez de recuperacién de la deformacion después de la aplicacion de

una fuerza y al grado de dicha recuperacion.

6. Gomosidad (N): La gomosidad (GU) se define como el producto de la

dureza y la cohesividad.

Primera compresion Segunda compresion
- - - Ld
- Cohespadad: A2 /Al
Elasticidad Distancia 2 / Distancia 1
Dureza - Adheshidad: A3
-

Fracturabiidad
B
7]
=
[

v
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B - \A_z’/a > =x
Diistancia 1 Distancia 2 Tiempo

Figura 10. Curva ideal de un andlisis de perfil de textura TPA (Adaptada de (Hleap
& Velasco, 2010)).

La masticabilidad es la energia para masticar la comida hasta que esté lista
para tragar, y se define como el producto de la gomosidad y la elasticidad (dureza x
cohesividad x elasticidad). La gomosidad, por su parte, es una medida de la fuerza
para desintegrar las particulas listas para tragar, por lo tanto, cuanto mayor sea la
dureza, mayor sera la gomosidad y se define como el producto de la dureza y la
cohesividad. La gomosidad se refiere a alimentos semisélidos y la masticabilidad a
alimentos solidos, por lo tanto, en este caso solo se informa la gomosidad (Rahman

et al.,, 2021).

Para el andlisis del perfil de textura de los geles se utilizé un disco de teflon

de 50 mm de didmetro previamente lubricado con aceite siliconado para minimizar
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la friccién al realizar los ensayos. Las muestras de gel fueron cilindros de 2 cm de
altura y 2 cm de didmetro. Los ensayos se realizaron a 25°C, comprimiendo los geles
un 20% a una velocidad de 1 mm/s, con un tiempo de espera de 5 s entre el primer
y el segundo ciclo de compresion. Los datos obtenidos fueron fuerza (F(t)) y altura
(H(t)) en funcién del tiempo (Spotti et al., 2012). Los resultados analizados fueron
fracturabilidad (N), dureza (N), elasticidad (adimensional), cohesividad

(adimensional), adhesividad (N.m) y gomosidad (Hleap & Velasco, 2010).

3.4.ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE LAS BACTERIAS PARA UTILIZAR LOS
ARABINOXILANOS COMO FUENTE DE ENERGIA

Se estudid la capacidad de las bacterias INL1, utilizada en la presente tesis,
y Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), que es una cepa probidtica comercial muy
usada por la industria alimentaria, de utilizar a los AX de salvado de maiz como
fuente de energia. Previo a su utilizacion las cepas se reactivaron a partir de su stock
congelado a -70°C (MRS + glicerol 17% v/v) y se realizaron dos repiques en caldo

MRS.

Para evaluar el potencial prebiético de los AX se prepar6 un medio MRS
base (sin fuente de carbono) al que se adiciono6 glucosa 2% p/v (como control) o una
solucidn estéril de AX, en la misma concentracién. Los cultivos frescos (18 h) de las
cepas se centrifugaron (6000 rpm, 10 min), se lavaron con buffer PBS y se
resuspendieron en el mismo buffer. Los medios de cultivo (adicionados de L-cisteina
para INL1) se inocularon (2% v/v) con estas suspensiones y se incubaron a 37°C

durante 18 h en aerobiosis para LGG, y en anaerobiosis para INL1.
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Para el recuento de células viables se realizaron diluciones seriadas en agua
de peptona 0,1% (p/v) y se las sembr6 en agar MRS (agar MRS-c para INL1). Las
placas se incubaron a 37°C durante 48 h en anaerobiosis (INL1) o en aerobiosis
(LGQG). Para comparar el rendimiento del crecimiento en los distintos medios, se
calculé el crecimiento relativo en el medio suplementado con AX respecto al

crecimiento en glucosa, utilizdndose la siguiente formula:

(X ax—Xp)

e Ex 100 (Ec.8)

Crecimiento relativo (%) =

Donde Xb, Xax, y Xc son los crecimientos (expresados enlog UFC/ml) en MRS
base sin suplementar (X») o suplementado con AX (Xax) o glucosa (Xq),

respectivamente.

3.5. ESTuDIO DEL EFECTO PROTECTOR DEL GEL SOBRE LAS BACTERIAS
PROBIOTICAS

Se realiz6 el recuento de células viables semanalmente desde la formacion
de los geles acidos con probioticos, almacenados a 4°C. Para ello, los geles debieron
ser primeramente solubilizados para que pudieran liberarse las bacterias

contenidas en el entramado del gel.

La puesta a punto de la disolucion de los geles se llev6 a cabo utilizando los
geles preparados con GDL. En primer lugar, se eligi6 el pH del buffer que promoviera
la 6ptima disolucién. Para ello, se disolvieron geles con concentraciéon de glucosa

igual a 1% (que fueron los que mas cohesivos, y por lo tanto mas dificiles de



MATERIALES Y METODOS

disolver) en buffers citrato-fosfato de distintos pHs (3, 4, 5, 6, 7) en relacién 1:1 y se

dejo en agitacidn magnética durante 1 hora.

Una vez elegido el pH del buffer de solubilizacion, se procedi6 a elegir un
método de ruptura mecanico para acelerar la disolucién de los geles. Y esta puesta
a punto se realizé utilizando geles acidos conteniendo los probidticos, ya que se
pretendia evaluar también la supervivencia de las bacterias durante la
solubilizacién de los geles. Primero se prob6 utilizando un homogeneizador de
alimentos tipo Stomacher con distintas relaciones entre cantidad de gel y cantidad
de buffer (1:1, 1:2 y 1:10). Debido a que no se produjo la ruptura de los geles
mediante este proceso, se prob6 otro método de ruptura mecanica utilizando un
Ultraturrax modelo T25 (Ika, Japén) a distintas velocidades (5000 y 8000 rpm) y

tiempos (1y 2 min).

Luego de realizar estas pruebas, se concluyé que el mejor método de
ruptura es utilizar la proporciéon 1:10 de gel y buffer citrato fosfato pH 7 y luego
aplicacién de Ultraturrax por 2 min a 5000 rpm, ya que en estas condiciones se
mantuvo intacta la supervivencia de las bacterias. Estas pruebas de supervivencia
se realizaron determinando las UFC en alicuotas de gel disuelto, y realizando
diluciones seriadas en agua de peptona 0,1% (p/v) que luego fueron sembradas en
agar MRS-cisteina. Las placas se incubaron a 37°C durante 48 h en anaerobiosis y
luego se realizaron los recuentos correspondientes. Este mismo procedimiento se
llevo a cabo al finalizar la fermentacion, y luego de 1, 2, 3 y 4 semanas de

almacenamiento a 4°C.
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3.6. ANALISIS ESTADISTICO
Las determinaciones se hicieron al menos por duplicado ylos resultados se
presentan como valor medio *+ desviacion estandar. Los analisis estadisticos fueron
realizados con el software Statgraphics Centurion XV. Las diferencias significativas
fueron determinadas mediante el andlisis de la varianza (ANOVA), y test LSD para
ver las diferencias entre muestras utilizando un nivel de confianza del 95%

(p=<0,05).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS ARABINOXILANOS
4.1.1. CONTENIDO DE ALMIDON

La determinaciéon de almiddén es importante debido a que es un polisacarido
que las bacterias pueden utilizar en la fermentacién como fuente de carbono. Porlo
que en este tipo de estudios es preferible un valor bajo, para que el almidén no
interfiera en el uso de AX por parte de las bacterias. En la Figura 11 se muestran las
curvas de calibrado para la determinaciéon de almid6n en la muestra de AX, las cuales
fueron promediadas mediante el software Statgraphics, de donde se obtuvo la

ecuacion de la regresion lineal.

Grafico del Modelo Ajustade
Absorbancia 506 nm =0008095624 + 3 18857 Concentracion de Almidén (%)
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Figura 11. Curva de calibrado de contenido de almidon de maiz (r2=0,9994).

De la curva se obtuvo que la concentracion de almidén en la muestra de AX
fue de 0,0157 +0,0008 %. De esta manera, se comprobd que el contenido de almidén

en la muestra de AX fue practicamente despreciable. La muestra tampoco contenia
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cantidades significativas de proteinas ni lipidos (estudios realizados anteriormente,

(Spotti et al,, 2016)).

4.1.2. PESO MOLECULAR VISCOSIMETRICO
Los valores de viscosidad relativa, viscosidad especifica y viscosidad
reducida fueron determinados para las concentraciones mencionadas en el punto

Nsp Innyer

3.2.2. A partir de estos valores de viscosidades se graficaron Y Vs

concentracion de AX para cada serie obteniéndose las graficas que se muestran en la

Figura 12.
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Figura 12. Curvas ~ VY, Vs Concentracion de AX.

. . Ns
En la figura anterior puede notarse que, en ambas curvas, tanto Tp como

Inn.q

vs concentraciéon de AX, se obtuvieron rectas con pendientes negativas, a

diferencia de lo que se hubiese esperado segtin la metodologia descripta en la seccién
3.2.2. Segun Vardhanabhuti y Foegeding (1999) este comportamiento podria estar

relacionado con las cargas negativas presentes en el polisacarido (debida a los grupos
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carboxilo de los acidos glucurénicos) que se comporta como un polielectrolito. En este
sentido, la dilucion de la muestra promoveria una mayor expansion de las moléculas
de AX, comoresultado de las fuerzas repulsivas entre los grupos carboxilo y del mayor
espacio que tendria el polisacarido para desplegarse. Asi, aumentaria la viscosidad

reducida con la disminucion de la concentraciéon AX.

La ordenada al origen corresponde al valor de viscosidad intrinseca (valor de
las curvas cuando las concentraciones tienden a cero). El promedio de los valores
obtenidos es [n] = 288,2 + 4,0 ml/g. Este valor es mas alto al encontrado por Zhang
y col. (2003) para AX extraidos de salvado de maiz con NaOH desoxigenado (174
ml/g), pero mas bajo que el reportado por M. Zhang y col. (2011) para AX de salvado

de cebada (416 ml/g).

Una vez calculada la Viscosidad Intrinseca, se determind el Peso Molecular
Viscosimétrico (Mv) del polimero utilizando la ecuacién de Mark-Houwink y las
constantes ky a obtenidas de bibliografia (Yadav et al., 2007). A partir de los estudios
publicados por Yadav y col. (2007) en donde caracterizaron distintas fracciones de
fibras extraidas de granos de maiz, pudieron obtenerse los parametros de k y a
tedricos para despejar de la ecuacién de Mark-Houwink el peso molecular
viscosimétrico (My) del AX utilizado en el presente trabajo. estos parametros son a =
0,62 y k = 0,07 mL/g. Usualmente, el exponente a de polimeros flexibles en buenos
solventes esta en el rango de 0,5-0,8, y para cadenas rigidas es mayor a1 (P.Zhang et
al,, 2003). El valor reportado aqui sugiere que el AX existe como cadenas libres (en
inglés: wormlike chains). Con estos valores y el de viscosidad intrinseca (288 + 4
mL/g) determinado previamente en esta seccion, se obtuvo un valor Mv = 715.642

Da.



RESULTADOS Y DISCUSION

El peso molecular promedio de la muestra de AX también fue determinado
por cromatografia de exclusion molecular, encontrandose un valor de 620.493 + 3000
Da. En la Figura 13 se puede observar que la muestra solo exhibié un pico (con un
pequefio hombro), y que la distribucién de pesos moleculares de la muestra es
bastante amplia. Fishman y col. (2000) también caracterizaron hemicelulosas
extraidas de maiz (principalmente AX), utilizando NaOH 2 meq/g de salvado, a través
de cromatografia de exclusion molecular con detector de dispersién de luz
multiangulo. En este estudio obtuvieron una curva cromatografica similar a la
presentada aqui, y observaron que la muestra era bimodal. Si bien del analisis de la
Figura 13 no se puede asegurar que tenemos dos poblaciones bien definidas, se puede
observar una distribuciéon de pesos moleculares bastante amplia. Frecuentemente,
hay una incertidumbre en la determinacién del peso y la conformacién molecular
debido a que pueda darse agregacion en las moléculas de polisacaridos (L. Zhang et
al., 1997). Los arabinoxilanos de varias plantas muestran agregacion en soluciéon
acuosa (Blake & Richards, 1971); (Roger et al, 1996). En algunos estudios se ha
observado que cadenas laterales de arabinofuranos han participado en laformulacién
de agregados con cambios de conformacion en las macromoléculas, como es el caso
de Zhang y col.(2003) que trabajaron con AX de cascara de maiz extraidos con 5% de
hidréxido de sodio desoxigenado. En este trabajo encontraron que el PM de estos AX
fue de 506.000 Da, el cual es bastante similar al encontrado en nuestro trabajo (18%

mas bajo al encontrado en esta tesis).
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Figura 13. Indice de refraccién vs Tiempo para la determinacién del peso molecular
del AX.

Fishman y col. (2000), encontraron que las discrepancias en la determinacion
del peso molecular promedio (Mw) de las hemicelulosas por cromatografia de
exclusion molecular utilizando un detector de viscosidad intrinseca o un detector de
dispersion de luz multi-angulo (Multiangulo Laser Light Scattering, MALS),
estuvieron en un rango entre 1,3% y 20%. En mediciones del peso molecular de
fracciones de hemicelulosas extraidas con distintas combinaciones de solventes
(NaOH, CaOH, H202) observaron que, en 4 de 6 mediciones, el mismo My fue mayor

por viscosimetria que por dispersion de luz multidngulo.

En otros trabajos, como el de Saulniet y col. (1995), se encontraron valores
de 270.000 y 370.000 Da para AX de maiz, de fracciones extraidas secuencialmente
con 0,5 M NaOH y 1,5 M KOH, siendo las viscosidades intrinsecas de 159 y 181 ml/g,

respectivamente.
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4.1.3. POTENCIAL ZY TAMANO DE PARTICULA DE AX

Se midi6 el potencial Z de soluciones al 1% de AX a pH= 7, obteniéndose un
valor de {ot = -14,1 £ 0,5 mV. Como se propuso anteriormente, se puede demostrar
con el valor de Potencial Z obtenido que las particulas de AX poseen cargas negativas,
permitiendo que las mismas puedan comportarse como polielectrolitos, como se
menciond en el punto anterior. Estas cargas negativas son consecuencia del contenido
de acidos glucuroénicos, que poseen grupos carboxilo capaz de ionizarse a valores de

pH superiores a su pKa.

Uno de los usos mas populares de los datos de Potencial Zeta es relacionarlos
con la estabilidad coloidal. Existen ciertas pautas o guifas que clasifican la estabilidad
de las dispersiones coloidales de acuerdo a los valores de potencial zeta. Estos rangos
comprenden *0-10 mV, £10-20 mV, £#20-30 mV y >+30 mV, y se relacionan con
sistemas altamente inestables, relativamente estables, moderadamente estables y
altamente estables, respectivamente (Bhattacharjee, 2016a). Teniendo en cuenta esta
clasificacion y el valor de potencial Z previamente obtenido, podria clasificarse a la

dispersion de AX como "relativamente estable".

Por otro lado, el tamafio de particula promedio obtenido por dispersién de
luz dindmica fue de 1060 + 50 nm. Basindonos en este tamafio de particula
encontrado, podriamos decir que las particulas de AX utilizadas en nuestras muestras
son significativamente mas grandes a las encontradas por (Zheng et al., 2011), quien
también utilizé el método de Dispersion de Luz Dinamica para medir el tamafio
moléculas de AX de salvado proveniente de cebada extraidos con NaOH 0,5 N, y
obtuvo valores que representan la mitad del valor obtenido para nuestras muestras

(456 nm). El peso molecular de estos AX de salvado de cebada fue de 369000 Da, que
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es casi la mitad del PM de los AX de salvado de maiz utilizados en esta tesis,
demostrando asi que el tamafio de las macromoléculas de AX es proporcional al peso
molecular de las mismas, y depende no solamente de la fuente de la cual se extraen

los arabinoxilanos, sino también de los métodos empleados para su extraccion.

4.2. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE GELES ACIDOS DE WPI

4.2.1. PREPARACION DE GELES ACIDOS CON BACTERIAS PROBIOTICAS

La primera prueba se realiz6 utilizando una concentraciéon de 1.107 UFC/ml
de bacterias en una dispersion de 6% WPIy 2% de glucosa. Esta muestra gelificé y no
presentd sinéresis, pero la gelificacion fue muy lenta (aproximadamente 8 h),
probablemente debido a que el nimero inicial de bacterias era bajo. Por lo tanto, se
decidié6 mantener la concentracion al WPI 6%, pero se duplicé la concentracion de
bacterias (2.107 UFC/ml) utilizando concentraciones de glucosa de 0,1 y 2%. Como se
esperaba, el sistema con 0% de Glu no cambié su pH durante toda la incubacién, ya
que al no tener una fuente de carbono disponible para que las bacterias pudieran
fermentar, el pH se mantuvo en 7 y por lo tanto el sistema se mantuvo liquido (no
gelific6). Las soluciones que contenian 1y 2% de glucosa, gelificaron, pero el tiempo
de incubacion para lograr el descenso seguia siendo largo (aprox. 7 h). También se
observo que los geles formados con 6% de WPI presentaron una dureza excesiva, por
lo que se decidi6 reducir el contenido de WPI a 3% para continuar con el disefio de

los sistemas gelificados.

Una tercera prueba se realiz6 utilizando 3% de WPI, 1% de glucosa y se

aument6 en dos 6rdenes logaritmicos la concentracidon de bacterias con respecto a la
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primera prueba (1.10° UFC/ml), para evaluar si era posible formar los geles en un
tiempo mas corto. No obstante, en este caso se produjo una acidificacién
excesivamente rapida (los sistemas comenzaron a opacarse mientras eran mezclados,
incluso antes de ponerlos a incubar a 42°C) y se obtuvo un gel con una estructura poco

estable y mucha sinéresis.

Finalmente, se decidi6 probar una concentracién intermedia de bacterias de
1.108 UFC/ml manteniendo 3% de WPIy 1% de glucosa. En este caso se obtuvieron
resultados aceptables en cuanto a la dureza del gel, 1a velocidad de acidificacion y

sinéresis.

Del comportamiento observado en estas pruebas preliminares, se definieron
las concentraciones de proteina (WPI 3%) y de bacterias (1.108 UFC/ml) para
trabajar, variando la concentracién de glucosa en 0,10; 0,25; 0,50 y 1,00%, definiendo
como punto final de incubacién un tiempo de 300 min o un pH final de 5,00 (lo que
sucedia primero). Los geles que se obtuvieron para cada uno de estos sistemas se

muestran en la Figura 14.
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Figura 14. Geles obtenidos con WPI 3%, 1 x 108 UFC/g y varias concentraciones
iniciales de glucosa, de izquierda a derecha: 0,10; 0,25; 0,50 y 1,00%. A) vista frontal;
B) vista superior.

También se estudio el efecto de AX (al 2%) sobre la fermentacidn, en sistemas
conteniendo 0% y 0,1% de glucosa, con la misma concentracién de proteinas y
bacterias utilizada en los sistemas anteriores (3% WPI, 1.108 UFC/g); sin embargo,
estos sistemas no gelificaron. En el caso de la muestra de 2% AX y 0% glucosa, el pH
no disminuy6 durante la incubacion, lo que estaria indicando que las bacterias no
lograron cortar las macromoléculas de AX para utilizarlas como fuente de carbono.
Porsu parte, en los sistemas con 2% AXy 0,1% de glucosa, el pH disminuy6 levemente
durante el tiempo de incubacion hasta alcanzar un valor de 6,26 * 0,06. Sin embargo,
este valor de pH alcanzado no fue suficiente para promover la gelificacién del WPIya
que no llegaron a un valor cercano a su punto isoeléctrico. En este tltimo caso, laleve
acidificaciéon podria deberse al consumo de la glucosa 0,1%, que fue transformada en

acido lactico. En este caso, la no gelificacién podria deberse a un posible impedimento
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estérico por parte del AX, lo que podria haber dificultado que las bacterias utilicen la
glucosa como alimento para bajar el pH hasta los valores alcanzados en los
correspondientes sistemas de Glu 0,1% sin AX (pH=5.58) que, si bien gelificaron, no

produjeron un gel autosostenible.

La no gelificacién de los sistemas conteniendo AX podria estar relacionada
con el alto peso molecular y el gran tamafio que poseen las particulas de AX, tal y como
se demostro en la seccion 4.1.3. Hughes y col. (2007) investigaron la fermentacién in
vitro de tres fracciones de arabinoxilano (AX) de trigo por microflora fecal humana.
Se utilizaron tres fracciones de AX, con masas moleculares promedio de 354, 278y 66
kDa, y encontraron que el efecto prebiético, es decir, la selectividad de AX por los
grupos de bifidobacterias y lactobacilos, aument6 a medida que disminuy6 la masa
molecular de AX. Esto sugiere que la masa molecular influye en la fermentacién de
AX. De igual manera, Vardakou y col. (2008), encontraron que el pretratamiento de
AX con endo-$3-1,4-xilanasa proporciond oligdmeros que las bacterias intestinales
utilizaron mejor que los AX sin tratamiento enzimatico, aunque en ese estudio no se

determinaron los pesos moleculares de las distintas fracciones.

4.2.2. CURVAS DE ACIDIFICACION

A todos los sistemas que gelificaron se les hizo un seguimiento del pH en

funcion del tiempo de fermentacion. Las curvas se pueden observar en la Figura 15.
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Figura 15. Curvas de acidificacidn para los sistemas con 3% WPI, 1x108 UFC/ml], sin
AX 'y concentracion de Glu variable.

En la Figura 15 se puede observar que, en todos los sistemas, excepto en el
control (glucosa 0%), el pH fue disminuyendo gradualmente durante la fermentacion
desde un valor inicial aproximado de 7. En la muestra control, el pH no vari6 en
funcion del tiempo y se comprobd que no hubo fermentacidn, ya que las bacterias no

disponian de una fuente de carbono para metabolizarla.

Con respecto a los demas sistemas, se puede observar que a medida que
aumenté el contenido de glucosa, se alcanzaron menores valores de pH al final de la
fermentacion. Porun lado, en el sistema con0,1% de glucosa, la fermentacion fue mas
lenta y alcanz6 un valor de pH final alrededor de 5,58. Sibien este valor atn es lejano
al pl de las proteinas del WPI, se alcanz6 a formar un gel no autosostenible. Estos
resultados son consistentes con lo observado en la Figura 14. Por otro lado, la
velocidad de fermentacién en los sistemas restantes se fue incrementando al

incrementarse el contenido de glucosa y todos alcanzaron un valor de pH final



RESULTADOS Y DISCUSION

proximo a 5, que es cercano al pl del WPI. El sistema Glu 1% fue el que alcanzé mas

rapidamente este valor de pH a los 220 min.

Una vez finalizado el proceso de fermentacion, los geles se almacenaron a 4°C

por 4 semanas. Se determind el pH al dia siguiente y a las 4 semanas para evaluar si

fa—

as Dbacterias continuaban fermentando la glucosa residual durante el

almacenamiento. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Valores de pH de los geles al inicio (to, 24 hs después de la fermentacion) y
al final del almacenamiento a 4°C (t4, 4 semanas).

Glu 0,00% 7,19 £0,03¢ 7,23 £ 0,088
Glu 0,10% 558+0,07e 523+0,01d
Glu 0,25% 4,99 +0,11¢ 4,65+ 0,092
Glu 0,50% 4,70 £ 0,242> 4,60+0,132
Glu 1,00% 4,82 + 0,05bc 4,82 + 0,06bc
Glu 0,00% AX 2% 7,18 £ 0,042 7,23 £ 0,088
Glu 0,10% AX 2% 6,33 +0,16f 6,26 + 0,06f

Los valores se presentan como promedio * desviacion estdndar. Letras distintas significa
diferencias significativas al aplicar el test LSD (p<0,05).

Como puede observarse, el pH no varié significativamente durante el
almacenamiento de los geles, a excepcidn de los sistemas con Glu 0,1% y Glu 0,25%,
donde se observé un leve descenso del pH. Esto podria estar indicando que las
bacterias continuaron consumiendo la glucosa restante y acidificaron un poco mas el
sistema. Probablemente, al ser mas laxa la estructura de estos geles no
autosostenibles, las bifidobacterias podrian haber tenido mayor movilidad para

continuar metabolizando la glucosa remanente.

Los valores de pH de los sistemas que no gelificaron (Glu 0%, Glu 0% AX 2%,

Glu 0,1% AX 2%) no variaron durante el tiempo de almacenamiento. En estos
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sistemas sin glucosa, el pH se mantuvo alrededor de 7, ya que las bacterias no
disponian de un sustrato fermentable en el medio de reaccidn. Por su parte, el sistema
Glu 0,1% AX 2% alcanz6 un pH de 6,33 = 0,16 al final de la fermentaciéon que fue
significativamente diferente al alcanzado por el sistema que contenia sé6lo Glu 0.1%
(5,58 £ 0,16). Tal y como se discuti6 anteriormente, esto podria confirmar la
existencia de un posible impedimento estérico ejercido por las macromoléculas de AX
en el medio de reaccidn, dificultando la utilizacién de glucosa como fuente de energia
por parte de las bifidobacterias. Otra de las suposiciones podria ser que la presencia
de AX estuviera ejerciendo algin efecto buffer durante la fermentacion de la glucosa

en estos sistemas que ralentizara la disminucién del pH.

El fenémeno de estabilizacién del pH de las muestras al final del
almacenamiento se debe probablemente ala inhibicidn de la actividad enzimatica de
los cultivos debido a las bajas temperaturas durante el enfriamiento posterior a la
fermentacion, y también debido a que el pH bajo inhibe el crecimiento y los procesos
enzimaticos de las bacterias. Segiun Cardona-Arengas & Lopez-Marin (2019), el pH
Optimo para el crecimiento de las bifidobacterias esta entre 6,0 y 7,0, y practicamente

ninguna puede crecer por debajo de pH 4,5 o por encima de 8,5.

4.2.3. GLUCOSA CONSUMIDA

Se determind la cantidad de glucosa que consumieron las bacterias durante
la incubacién de los sistemas, para lograr acidificar el medio y poder formar el gel.
Para ello se utiliz6 el agua de sinéresis expulsada durante la formacion de los geles.

Los resultados se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Glucosa consumida de los sistemas en estudio.

Glucosa Consumida (% p/p)

0,092 +0,001- 0,103 £ 0,001®
0,147 + 0,030¢ 0,129 + 0,021becd
0,220 +0,0114 0,183 £0,0184
0,281 £0,020e 0,258 £ 0,041de
0,103 £0,001® 0,104 £ 0,001®

Los valores se presentan como promedio + desviacion estdndar. Letras distintas significa
diferencias significativas al aplicar el test LSD (p<0,05).

En primer lugar, se observa que el consumo de glucosa se incrementé con el
aumento de la concentracion inicial de glucosa. El mayor consumo de glucosa se
observdo en los sistemas Glu 1%, donde las bifidobacterias utilizaron una

concentracion aproximada de 0,28% de glucosa.

Por otro lado, se observé que en general no hubo un aumento en el consumo
de glucosa durante el almacenamiento a 4°C, ya que no se observaron diferencias
significativas entre los valores de glucosa consumida al tiempo inicial y a las 4
semanas, a excepcion del sistema que contenia 0,1% Glu donde se vio un leve
incremento de la glucosa consumida al mes de almacenamiento. Estos resultados son
consistentes con los observados anteriormente en los valores de pH al inicio y al final
del almacenamiento, donde observamos que la actividad metabdlica de los
microorganismos se vio considerablemente reducida debido alas bajas temperaturas
durante el enfriamiento posterior a la fermentacion, por la inhibicién de la actividad

enzimatica de los cultivos.

Los sistemas con un contenido inicial de Glu 0,1% (con y sin arabinoxilanos),
las bacterias consumieron la totalidad del azucar. Sin embargo, en el sistema Glu 0,1%

que no contenian AX formaron geles no autosostenibles al final de la fermentacion,
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mientras que los que contenian 2% de AX no gelificaron. La presencia de los
arabinoxilanos en el medio de reaccion dificult6 el descenso de pH en estos sistemas,
aun habiéndose consumido la totalidad de la glucosa inicial. Tal y como se mencion6
anteriormente, los arabinoxilanos podrian estar ejerciendo algin efecto buffer en el

medio de reaccion durante la fermentacion de estos sistemas.

4.2.4. SINERESIS

La sinéresis o separacion del suero es un defecto tecnolégico importante en
productos como yogurt o queso crema, que se observa como liquido en la superficie,
y que conlleva a caracteristicas sensoriales indeseables, que no son atractivas para el
consumidor (El Bouchikhi et al., 2019). Ademas de la menor aceptabilidad por parte
del consumidor por sus caracteristicas indeseables de textura y sabor, los productos
con sinéresis pueden tener un menor valor nutricional, principalmente debido a la

pérdida de nutrientes solubles en agua.

La sinéresis se considera la expulsién espontanea del suero (es decir cuando
el producto se encuentra en reposo) de lared continua del gel. La sinéresis es causada
por el contraste de dos grupos principales de factores: i) factores fisicos y quimicos
que influyen en la retencion de agua dentro del gel, comolo son densidad, formacién
y estabilidad de la red, e inactivaciéon quimica del agua, y ii) factores que facilitan la
eliminacion de agua de las redes de gel, incluidas las tensiones dentro de la red
(reorganizacién de lared, enfriamiento rapido y acidificacién) y tensiones extra de la

red (agitacion y corte del gel) (Nguyen et al., 2015; Sohrabvandi et al., 2013).
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La sinéresis se determind a las 24 hs de finalizada la fermentacién, y a las 4
semanas de almacenamiento a 4°C. Estos resultados se muestran en la Tabla 3. Es
importante aclarar que al sistema formulado con glucosa 0,1%, no present6 una

estructura de gel autosostenible, porlo que la sinéresis no pudo ser determinada.

Tabla 3. Sinéresis inicial y sinéresis alas 4 semanas de los geles obtenidos.

Sinéresis (%)

ND
2,01 £ 0,69bc 2,17 £ 0,85bc
1,10 = 0,49ab 3,20+ 0,53¢
0,83 +0,022 1,72 £ 0,18b

ND= no se pudo determinar. Los valores se presentan como promedio + desviacion estdndar.
Letras distintas significa diferencias significativas al aplicar el test LSD (p<0,05).

Los valores iniciales de sinéresis fueron menores a mayor contenido de
glucosa, lo que indicaria que un mayor contenido de glucosa inicial favoreceria una
estructura con una mejorretencion de agua en el gel. Por otro lado, durante el tiempo
de almacenamiento, los valores de sinéresis aumentaron para todos los sistemas,
siendo significativo en los sistemas Glu 0,5% y Glu 1%. Los resultados obtenidos
concuerdan con los publicados por Machado y col.(2017), que observaron que al final
del periodo de almacenamiento evaluado de 28 dias a 4°C, todas las formulaciones de
yogur presentaron mayor sinéresis en comparaciéon con el primer dia de
almacenamiento. El aumento de sinéresis con el tiempo es debido a una
reorganizacion de lared del gel, por la creacion de enlaces covalentes y no covalentes
entre los agregados proteicos. Alting y col. (2000) estudiaron formacion de enlaces
durante la gelificacion inducida por acido (con GDL) de agregados de WPI, y
encontraron que la formacion inicial de la red se da por interacciones no covalentes,

seguida posteriormente por el refuerzo mediante la formacion de puentes disulfuro;
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a mayor concentracion de proteinas, mayor cantidad de puentes disulfuro entre los

agregados.

Por otro lado, es notable resaltar que en los sistemas que inicialmente
contenian 0,25% Glu, los valores de sinéresis no incrementaron significativamente
durante el almacenamiento. Este comportamiento podria estar relacionado con las
velocidades de acidificacidn de los distintos sistemas. Segin Lucey & Singh, (1997), la
rapida acidificaciéon puede ser una de las principales causas de la separacién del suero
en geles acidos como el yogur. Eneste caso, el proceso de acidificacién en los sistemas
Glu 0,25% durante la fermentacion fue mas lento que en los sistemas Glu 0,5% y Glu

1%, tal y como se observé anteriormente en la Figura 15.

4.2.5. CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA (CRA)

La CRA es una caracteristica clave del gel implicada en la calidad sensorial de
los alimentos; los geles con alta CRA son necesarios para mantener la textura de
distintas matrices alimentarias (Chen et al., 2019). Los resultados de los ensayos de
capacidad de retencion de agua de los geles sometidos a una fuerza centrifuga se
muestran en la Tabla 4. Al no tener una estructura de gel, el sistema Glu 0,1% no pudo

ser evaluado.

Tabla 4. Capacidad de retencion de agua de los geles firmes obtenidos.

CRA (%)

ND
81 £ 3a
85+ 2ab
85 +3b

Los valores se presentan como promedio * desviacion estdndar. Letras distintas significa
diferencias significativas al aplicar el test LSD (p<0,05).
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De la Tabla 4 se puede observar que a medida que aumento la concentracion
de glucosa, se incrementd gradualmente la capacidad de retencion de agua de los
geles. Estos resultados son consistentes con los que se observaron anteriormente en
sinéresis. Geles con estructura mas compacta y con menor porosidad presentan una
mayor capacidad de retencién de agua (Silva & 0’'Mahony, 2018). La retencion de agua
de los geles esta relacionada con su estructura, el tamafio de poro de la red de gel y
las caracteristicas de los polimeros. El agua se mantiene firmemente dentro de las
redes de gel con pequeiios poros por fuerzas capilares (Vardhanabhuti et al., 2001).
Por otro lado, la presencia de grupos de acido carboxilico sin reaccionar en la
estructura de las proteinas entrecruzadas también podria aumentar la CRA en geles
acidos de WPI (Hazrati et al., 2021). Farjami y col. (2015) también encontraron que
el entrecruzamiento con 4cido citrico de las proteinas del suero aumenté el CRA de
los hidrogeles de proteina y atribuyeron el resultado a la inclusion de los grupos de
acido carboxilico que no reaccionaron en la estructura de los microgeles. En este
sentido, los geles con 0,5 y 1,0% de glucosa serian los que probablemente mas
contenido de &cidos organicos contengan en su estructura, ya que el consumo de

glucosa fue mayor en estos sistemas (Tabla 2).

4.2.6. ANALISIS DE PROPIEDADES MECANICAS Y TEXTURALES DE GELES
AcCIDOS

A los sistemas que formaron geles autosostenibles se les estudiaron las
propiedades mecanicas mediante el estudio de compresion uniaxial y el analisis de

perfil de textura por compresion.
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4.2.6.1. Compresion Uniaxial

Ejemplos de las curvas de compresion uniaxial llevadas a cabo en el

INSTRON, se muestran en la Figura 16.

14 T T T T T T T T T

—m—(.25% Glu 7
124 —o—(0.50% Glu ]
—a&—1.0% Glu

Isfuerzo o, (kPa)

Defomacion de Hencky (g )

Figura 16. Compresion uniaxial de geles acidos de WPI producidos por
Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1, con concentraciones iniciales de glucosa
de 0,25 %, 0,5% y 1%.

Como se puede observar en la Figura 16, el esfuerzo (o) aumenta con la
deformacion de Hencky (€nx) hasta que se produce fractura, momento en el cual el

esfuerzo disminuye abruptamente. El aumento en la concentracion de glucosa

incrementa el esfuerzo del gel en el punto de fractura. Este parametro, que es el

esfuerzo maximo a la fractura (o)), se encuentra en la Tabla 5.
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Tabla 5. Parametros mecdanicos de los geles.

Sistema
Glu 0,25% 8,1+0,5? 0,36+0,012 1,26+ 0,032 8,4+0,5° 43 + 12
Glu 0,50% 10,7 1,3 0,42 +£0,01» 1,60+0,15° 6,9+0,32 52 +2b
Glu 1,00% 11,7 £1,3° 0,43 +0,01* 1,74 +0,02° 6,4 0,22 53+ 1b

Los valores se presentan como promedio + desviacion estdndar. Letras distintas significa
diferencias significativas al aplicar el test LSD (p<0,05).

Todos los parametros, a excepcion del Médulo de Young (E), aumentan a
medida que aumenta la concentracion de Glu de 0,25% a 0,5%, pero un aumento
adicional a 1% de glucosa no tiene efectos significativos sobre estos parametros. El
aumento del esfuerzo maximo a la fractura (o)) y el trabajo a la fractura (W¥), con la
concentracion de glucosa podria estar relacionado a una estructura de red mas
compacta debido a la mayor produccion de acido lactico y al mayor descenso del pH.
Ademas, la adiciéon de monosacarido podria causar un acercamiento de las moléculas
de proteina entre si, probablemente actuando como material de relleno (Tavares &

Lopes Da Silva, 2003).

Un aumento en la concentracién de glucosa también produjo un aumento en
la deformabilidad, comolo indican los parametros de deformacién de Hencky (em)y
deformacion maxima a la ruptura. De acuerdo con Alting y col. (2003), los geles
formados cerca del pl de las proteinas, o mantenidos a este pH por tiempos largos
tienden a ser mas fuertes y deformables ya que en estas condiciones las interacciones
electrostaticas que son repulsivas se minimizan, intensificando el contacto entre
agregados de proteinas, lo que puede promover el contacto de grupos sulfhidrilos
libres en la superficie de los mismos, y asi aumentar la formacion de puentes disulfuro
en los geles (Alting et al., 2000, 2002, 2003). En este sentido, los geles obtenidos a

partir de Glu 0,5 y 1% fueron los que mostraron mayores velocidades de acidificacion
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(Figura 15) y alcanzaron valores de pH mas cercanos al pl de las proteinas del
lactosuero en menores tiempos, en relacion a los sistemas con Glu 0,25%. Esto podria
haber favorecido las interacciones entre los agregados proteicos, mejorando las
propiedades mecanicas de los geles. (Cavallieri & da Cunha, 2008) también
observaron un aumento en el esfuerzo maximo con la disminucién de pH de 5,2 a 4,9

en geles de WPI con agregado de GDL.

Con respecto al modulo de Young, que es una medida de firmeza (Mao et al.,
2000), el aumento en la concentracion de glucosa produjo una disminucién de este
parametro. Esto podria estar relacionado a que en los geles con Glu 0,25% la
velocidad de acidificacion fue menor. De acuerdo a Cavallieri & da Cunha (2008),
quienes estudiaron la gelificacion de agregados de WPI después de la adicion de
diferentes cantidades de GDL, la tasa de acidificacion influy6 en larigidez de los geles
a un pH dado, siendo que una acidificacién mas lenta permitié que los geles tuvieran

mas tiempo para desarrollarse y que fueran mas rigidos.

4.2.6.2. Andlisis de perfil de textura por compresion (TPA)

Ejemplos de las curvas obtenidas en el ensayo de analisis del perfil de textura,

se observan en la Figura 17.
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Figura 17. Curvas del Andlisis de Perfil de Textura (TPA) de los geles acidos de WPI
producidos por Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1, con concentraciones

iniciales de glucosa de obtenidos con distintas concentraciones de glucosa (0.25, 0.5
y 1%).

El analisis de las curvas de TPA nos permitié obtener los cinco parametros

texturales para cada muestra de gel (Tabla 6).

Tabla 6. Parametros texturales obtenidos a partir de las curvas de TPA de los geles.

0,34+0,05=  0,828+0,008> 0,123 £0,011= 0,919 = 0,0142> 0,28 + 0,052
0,35+0,022  0,840+0,006> 0,113 +£0,008= 0,928 £ 0,007" 0,29 £ 0,022

[Glu0,25% 0,33+0,04 0807+0,011= 0,112+0,0262  0,905+0,008 0,27 £ 0,04

Los valores se presentan como promedio + desviacion estdndar. Letras distintas significa
diferencias significativas al aplicar el test LSD (p<0,05).

Segun la Figura 17, conrespecto ala Fracturabilidad, ninguna de las muestras
analizadas mostré6 un pico de ruptura, lo que indica que soportan 20% de

deformacion.
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Analizando los datos de la Tabla 6, se puede observar que, con respecto a los
parametros de Dureza, Adhesividad y Gomosidad, no se observaron diferencias
significativas entre las distintas muestras al aumentar la concentracion de Glu. En
cuanto al pardmetro de Adhesividad, es importante resaltar que todos los sistemas
presentaron valores negativos, lo cual indica que los geles son adhesivos. Con
respecto a la cohesividad, los geles presentaron bajos valores, todos ellos menores a
1, lo que indica que el area de la segunda compresién es menor al area de la primera
compresion, esto significa una destruccion de la muestra luego de la primera
compresion. Este parametro se puede relacionar con la fragilidad de los geles, y la
incapacidad de recuperar su estructura una vez sufrida la primera compresién. La
cohesividad esta relacionada a la fuerza de los enlaces internos que forman la
muestra. Es uno de los atributos complejos ya que no corresponde a una sola
sensacion, como dureza. Las muestras que son muy cohesivas (valores altos) se
perciben como duras y dificiles de romper en la boca (Rahman etal.,, 2021). A medida
que aumentamos la concentracién de glucosa, se puede observar que los geles

presentan un leve aumento en los valores de cohesividad.

Los valores de Elasticidad aumentan a medida que aumenta la concentracion
de glucosa en las muestras. La elasticidad es una medida de la recuperacion después
de la primera compresién, e indica cudnto se rompié la estructura original de la
muestra por la compresion inicial (Rahman et al., 2021). Para las tres concentraciones
de glucosa, las muestras mostraron un alto grado de elasticidad, ya que este

parametro en todos los casos dio valores muy cercanos a 1.

Un pardmetro que ayuda a entender la estabilidad del gel es la relacién entre

la elasticidad y cohesividad. Siempre va a ser menor la cohesividad, sin embargo,
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cuanto menor sea la diferencia entre ambas mas probabilidades hay de que el gel
después de un tratamiento mecanico pueda regresar a su forma original sin sufrir

algun dafio que se vea reflejado en forma fisica (del Rosario et al., 2016).

4.3.ESTUDIO DEL EFECTO PROTECTOR SOBRE LAS BACTERIAS PROBIOTICAS
Para poder realizar los recuentos de bacterias probidticas existentes en los
geles ya formados, se debi6 lograr antes la solubilizacién de estos geles para que
liberaran las bacterias que contenian y fuera factible su contabilizacidn. Para ello se
procedi6 a poner a punto una técnica de ruptura que asegure la correcta

solubilizacién sin perjudicar la viabilidad de las bacterias.

En primer lugar, se estudi6 el efecto del pH en la solubilizacién de geles de
Glu 1% obtenidos por acidificacion con GDL. El resultado se muestra en la Figura 18,
donde se observo que el buffer que mejor disolvio el gel fue el de pH 7. Sin embargo,
todavia habia particulas sin disolver que se podian observar a simple vista. Por lo
tanto, se decidi6 agregar otro método mecanico de ruptura complementario.
Primeramente, se utilizO un homogeneizador de alimentos tipo Stomacher. Se
probaron distintas relaciones gel: buffer (1:1, 1:2 y 1:10) sin llegar a una completa

disolucién de los geles.
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Figura 18. Resultado de la disolucidn de los geles en buffer citrato-fosfato a distintos
pH mediante agitacién magnética.

Otro método mecanico de ruptura que se evalu6 fue mezclando el gel con
buffer fosfato pH 7 en relacion 1:10 y se proceso en el Ultraturrax, durante 2 min a
5000 y 8000 rpm. En este caso, se obtuvieron geles complemente solubles en todas
las combinaciones tiempo-velocidad. Por lo tanto, se decidi6 adoptar como método
de disolucion de los geles el tratamiento de ruptura con Ultraturrax durante 2
minutos a una velocidad de 5000 rpm en un buffer fosfato pH 7 en una relacién de

1:10.

Luego de la puesta a punto del método de ruptura de los geles, se procedid a
realizar los recuentos bacterianos semanales de todos los sistemas durante el

almacenamiento a 4°C. Los resultados se pueden observar en la Figura 19.

Todos los sistemas se prepararon con una concentracion inicial de bacterias

de 108 UFC/ml, previa a la fermentacion.
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Figura 19. Recuentos bacterianos en log UFC/ml luego de la fermentacion y a lo largo
de 4 semanas de almacenamiento a 4°C.

Como puede observarse en la figura anterior, la concentracién de bacterias
disminuye en todos los casos a medida que transcurre el tiempo de almacenamiento,
excepto en la muestra que contiene Glu 1%. La disminucién de organismos viables
podria atribuirse alas condiciones de almacenamiento, ya que una temperatura de
4°C no es apta para el desarrollo de estos microorganismos, por lo que su nimero
baja en funcion del tiempo (Caro Henao, 2002). Sin embargo, podemos observar que
en los sistemas que han gelificado, la proteccién de las bacterias es mejor que en los

sistemas que no formaron geles (Glu 0,00%, Glu 0,00%/AX 2% y Glu 0,10%/AX 2%).

Segun el CAA (Cddigo Alimentario Argentino, 2006) las leches fermentadas y los
yogures que mencionen el uso de bifidobacterias el recuento minimo sera de 106 UFC
de bifidobacterias/g durante su periodo de validez. Poresto, en aquellos sistemas que
no formaron geles y cuyos recuentos a las 3 semanas ya estaban llegando a las 10°

UFC, no se siguieron haciendo los recuentos ala semana 4 (sistemas Glu 0,00% y Glu
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0,00%/2% AX). Los geles (Glu 0,1; 0,25; 0,5; 1%) parecen ser una buena matriz
protectora para las bacterias, ya que mostraron recuentos superiores a 10 UFC
después de 4 semanas de almacenamiento. Para utilizar la denominaciéon de
“alimento con probidticos”, el alimento debe contar con una carga de células viables
comprendida entre 10° y 10° UFC/g durante su periodo de duracién minima, por lo
que todos los sistemas gelificados podrian clasificarse de acuerdo con esta

denominacién.

Por otro lado, la presencia de AX no promovié una mayor proteccién a las
bifidobacterias, tal vez porque estos sistemas no gelificaron, lo que pudo haber
contribuido al mayor descenso en los recuentos bacterianos una vez transcurrido el

mes de almacenamiento.

4.4. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE LAS BACTERIAS PARA UTILIZAR LOS
ARABINOXILANOS COMO FUENTE DE ENERGIA

En la Figura 20 se encuentra la grafica con el crecimiento de dos cepas de
probiéticos, Bifidobactium animalis subsp. lactis INL1, que fue la cepa utilizada para
realizar los geles, y Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), que es una cepa probiotica muy

utilizada en la industria alimentaria, con respecto a AX y glucosa como fuente de

carbono.
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Figura 20. Crecimiento de Bifidobacterium animalis sp. lactis (INL1) y Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG) en Agar MRS al utilizar los arabinoxilanos (AX) como fuente de
carbono con respecto a glucosa. Control negativo: MRS base sin fuente de carbono.

Como podemos observar, los AXs no pudieron ser utilizados como fuente de
carbono por INL1 y LGG. Las caracteristicas de fermentacion de los AX de cereales
dependen en gran medida de sus propiedades estructurales (Knudsen & Leerke,
2010). Algunos estudios han demostrado que los AX de trigo que son fermentados
lentamente, contienen estructuras ramificadas complejas, confirmando que los
patrones de ramificacién estdn correlacionados con la tasa de fermentacion
(Rumpagaporn et al., 2015). Damen y col. (2011) mostraron que la fermentacién de
AX con un alto grado de polimerizacion y de sustitucién de arabinosa fue solo
parcialmente completa en el colon. Sin embargo, los xilooligosacaridos,
oligosacaridos derivados de AX, fueron casi completamente fermentados en el ciego
(primera porcién del intestino grueso). Hughes y col. (2007) estudiaron tres
fracciones de AX de trigo, con PM de 354, 278 y 66 kDa, que fueron fermentadas in

vitro de manera diferente por la microflora fecal humana, y encontraron que la
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selectividad de AX para bifidobacterias y grupos de lactobacilos, aumenté a medida
que disminuyd la masa molecular de AX corroborando que el PM influye en la
fermentacion en el colon. [gualmente, Vardakou y col. (2008) observaron un aumento
en los indices prebiéticos de los AX tratados conxilanasa, en los que habia disminuido
el PM en comparacion con los AX no tratados. Sin embargo, Abbeele y col. (2013) han
encontrado, mediante el estudio de diferentes modelos in vitro, que un AX de cadena
larga proveniente de trigo estimul6 el crecimiento de Bifidobacterium longum en
comparacién con inulina, un compuesto prebidtico bien establecido de bajo PM. Estos
autores demostraron también que el AX de cadena larga de trigo aumento
especificamente el propionato, que es un metabolito promotor de la salud. Debido a
que el PM de los AX utilizados en esta tesis son superiores a 260 kDa es posible que
el alto PM de estos AX sea la causa de que las bacterias probioéticas no lo hayan podido

utilizar como fuente de carbono.

Cabe destacar que, si bien los AXs de maiz utilizados en este estudio no
pudieron ser utilizados por estos dos microorganismos, no excluye que puedan ser
utilizados por la microbiota intestinal. Para llevar a cabo estos estudios habria que
realizar fermentaciones in vitro con heces (para asi tener un amplio espectro de
microorganismos involucrados). De todas formas, el consumo de estos AX aportaria

al consumidor todos los beneficios de las fibras solubles.
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Se lograron obtener geles acidos de proteinas de suero con buenas
propiedades texturales a partir de soluciones al 3% de proteinas, utilizando una
bifidobacteria probi6tica como cultivo iniciador en una concentracién de 1 x 108
UFC/ml de bacterias, utilizando como fuente de carbono glucosa al 0,10; 0,25; 0,50
y 1,00%. Concentraciones mas altas de proteinas generaron geles muy duros, debido
alos entrecruzamientos entre agregados proteicos. Con respecto ala concentraciéon
de bacterias, una concentraciéon menor alargdé mucho los tiempos de gelificacidn,
mientras que una concentracién mayor aceleré la acidificacién a tal punto que se
produjeron geles particulados sin cohesion en su estructura. De esta forma, se puede
concluir que tanto la concentracion de la matriz, asi como la concentracién del
cultivo iniciador son cruciales en la formacidon de la estructura del gel y sus
propiedades texturales. Con respecto a la concentracién de glucosa, también afect6
las propiedades estructurales de los geles dentro del rango estudiado. A medida que
aumenté el contenido de glucosa en los sistemas, se alcanzaron mayores velocidades
de acidificaciéon durante la fermentacion de los sistemas, y la glucosa fue convertida
mas rapidamente en acidos organicos. Sin embargo, la sinéresis alolargo del tiempo,
fue significativa para aquellos geles con mayor concentraciéon de glucosa, lo que

podria indicar que la velocidad de acidificacién y por lo tanto de formacion del gel

son importantes para controlar la magnitud de este parametro.

La concentracién de glucosa influy6 también en las propiedades
estructurales de los geles; aquellos con mayor concentracién de glucosa tuvieron un

mayor esfuerzo a la fractura, indicando una estructura mas compacta y con menor
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porosidad. Estos ademas presentaron una mayor capacidad de retencién de agua,
probablemente debido a una mayorinteraccion entre agregados de proteinas, lo que
puede promover el contacto de grupos sulfhidrilos libres y aumentar la formacion

de puentes disulfuro en los geles.

Los sistemas con arabinoxilanos (AX) no gelificaron. En el caso del sistema
con 2% AXy 0% glucosa, el pH no disminuyé durante la incubacién, probablemente
porque el gran peso molecular y tamafio de los AXs imposibilité que las bacterias
puedan utilizarlo como fuente de carbono. En el caso del sistema con 2% AX y 0,1%
glucosa, si bien el pH disminuy6 levemente hasta 6,33, este valor de pH no fue
suficiente para la formacion del gel, porque no llegé al plI de las proteinas del suero.
Como las bacterias fueron capaces de consumir casi la totalidad de glucosa en
presencia de los AX pero aun asi el pH no disminuy6 como se esperaba, se puede

concluir que los AX podrian tener algtn efecto buffer en el sistema.

Los sistemas gelificados mostraron ser mas protectores de las bacterias
durante el almacenamiento que los sistemas que no formaron estructura de gel. Si
bien las UFC disminuyeron en todos los casos a medida que transcurrio el tiempo de
almacenamiento, las muestras que formaron geles (Glu 0,1; 0,25; 0,5 1%)
mostraron recuentos superiores a 10° UFC después de 4 semanas de
almacenamiento, cumpliendo con la denominacién del CAA de “alimento con

probidticos” (CAA, 2013).
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7.1. OBTENCION DE ARABINOXILANOS DE MAIZ
Se procedi6 a desgrasar las muestras de maiz mediante dos lavados con
hexano en relacion 1:5 (salvado: hexano). Luego, se separ6 el salvado del solvente
mediante filtracién por papel (Whatman 1, retiene hasta 11 um)y se dej6 24 h bajo

campana para asegurar evaporacion total del hexano.

Posteriormente, se removid el almidon del salvado desgrasado. Para ello se
suspendieron 100 g de muestra en 1 litro de agua destilada, se neutralizé la muestra
y se calenté a 95°C por 30 min para gelatinizar el almidon. Posteriormente, se enfrid,
filtr6 (papel Whatman 1) y se dispersé la muestra en buffer citrato-fosfato pH 4,5 y
se realiz6 un tratamiento enzimatico para hidroélisis del almidén mediante la adicién
de una enzima glucoamilasa (Optidex®, Genencor International) (2 pL por cada 5
mL de muestra) y se llevé a un bafio a 60°C por 30min. El salvado se recuperé
mediante filtracion, y se realizaron varios lavados para eliminar restos de almidén

hidrolizado.

Luego, se realizé un tratamiento enzimatico con una enzima proteasa a fin de
eliminar el contenido de proteina del salvado. Para esto se llev6 la muestra a pH 6
con NaOH 1N, se adicion6 un volumen especifico de enzima proteasa (7,5 mL por
cada 1 litro de agua destilada) (Neutrase 0.8L Novozymes)y se llev6 a un bano de
50°C por 6 h. Luego, se llevo la muestra a 100°C por 5 min para inactivar las enzimas.
Después, el salvado fue enjuagado varias veces con agua destilada y se dejo en estufa

a 45°C con conveccion por 48 h para asegurar la evaporacion total del agua de
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lavado, asegurando que la muestra no tuviera agua que pueda diluir el NaOH que se

usara para la extraccion de los AX.

La extraccion de AX se llevo a cabo segun (Doner & Johnston, 2001), con
algunas modificaciones. Para ello, 100 g de salvado de maiz previamente
desgrasado, y sin lipidos ni proteinas fue suspendido en 1000 ml de NaOH 1N, y se
mantuvo bajo agitacién constante a 60°C durante 4 h, y se les agregé 16 ml de

peroxido de hidrégeno (H202) al 10% v /v cada 1 litro de NaOH.

Luego, las muestras se centrifugaron a 10.000 g por 30 min (Heal Force,
Neofuge 18R, China). Se recuperaron los sobrenadantes, y lo recolectado se llevo a
pH 7 con HCI 6N. Los arabinoxilanos solubles en el mismo se obtuvieron mediante
precipitaciéon alcohdlica con etanol 95% (relacion etanol:agua 4:1). Una vez
adicionado el alcohol, la muestra se colocé a 4°C durante 24 h para asegurar la
precipitacién completa de los AX. Pasado dicho tiempo, se centrifugé la muestra a
2000 rpm por 10 min (Giumelli Z-29, Argentina). Se descart6 el sobrenadante, y el
precipitado se disolvié en agua destilada (relacion precipitado:agua 1:3). Para
eliminar los restos de alcohol que quedaron en el precipitado de AX, la solucién se
destil6 en un evaporador rotatorio a 50°C (Biichi modelo R-124, Suiza). Los AX
disueltos en agua se congelaron y luego se liofilizaron obteniéndose un polvo que se

almacend a -18°C hasta futuras determinaciones.

7.2. FUNDAMENTOS DE LA DETERMINACION DE VISCOSIDAD INTRINSECA
Para el calculo de la viscosidad intrinseca se determina el tiempo que

transcurre en fluir un volumen de soluciéon de polimero (en concentraciones muy
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bajas en determinado solvente) a través de un tubo capilar (viscosimetro capilar) y
es comparado con el tiempo para el solvente puro (Harding, 1998). Para ello se
adoptan las siguientes hipotesis: a) fluido newtoniano (aunque las soluciones de
macromoléculas como proteinas y polisacaridos no son newtonianas, se consideran
asi por estar muy diluidas); b) energia cinética de salida despreciable; y c) pérdidas
de energia por efectos de entrada y salida despreciables. En tal caso, el caudal Q que

fluye por un capilar de radio r y longitud L responde ala ley de Hagen-Poiseuille:

APmrt
Q= Py (Ec.9)
donde 1 es la viscosidad de la solucién.
Supondremos que:
Q) ==H=" (Ec. 10)
dv _ mAPrt : .
Priir (conVindependiente det) (Ec.11)
Reemplazando AP = § g h, resulta:
__ 8nl dV _ 8nL rhiav
de = wogrt h " mégrt fhz dh (Ec.12)
fh —= area del capilar, es constante; Y i también es constante.
Por lo tanto, el tiempo entre enrases:
~ —
t= T, (A=cte) (Ec.13)

donde %es la viscosidad dindmica (o cinematica).

Aplicando la ecuacidén anterior con y sin soluto, resulta:

« Solucion polimérica:
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n= Adt (Ec.14)

« Solvente puro:

INo = A60t0 (EC 15)

Mientras que la viscosidad se ve muy afectada por la presencia del polimero,
la densidad de la solucién practicamente no se modifica con respecto a la del
solvente puro. En tal caso, suponemos 6= §, y estimamos viscosidad relativa

(adimensional) como:

- Viscosidad relativa:

n .t
Nyel = — = — (EC 16)
no to
A partir de esta ultima se definen las siguientes “viscosidades”:
+ Viscosidad especifica:

n-no t
= = -1=—-1 Ec.17
nsp 0 Nrel to ( )

Para eliminar el efecto de la concentracién sobre la viscosidad de la solucion
y quedarnos so6lo con el efecto de la masa molar, definimos las siguientes variables

reducidas:

- Viscosidad reducida:

Nred = Bop _ Hrel 1 (Ec.18)

- Viscosidad inherente:
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Minp = et = 2 (1spt1) (Ec. 19)

Cc c

Definimos entonces:

° Viscosidad intrinseca:

= ()

(Fzet) (Ec. 20)

Del punto de vista practico, la viscosidad intrinseca [n] se determina

Nsp Inmn,.q .
c y T]lnh - c d varias

extrapolando a 0 las mediciones de 7,,; =

concentraciones.

7.3. FUNDAMENTOS DE LA MEDIDA DE POTENCIAL Z

Cuando se aplica un campo eléctrico a la muestra diluida contenida en una
celda de potencial, las particulas cargadas migraran hacia el electrodo con carga
opuesta. Durante este movimiento, la resistencia viscosa del medio se opondra a la
fuerza del campo eléctrico que actia sobre las particulas cargadas. Cuando se
alcanza el equilibrio entre estas fuerzas opuestas, las particulas se mueven a una
velocidad constante. Esta velocidad se denomina movilidad electroforética (UE), la

que esta relacionada con el potencial zeta, mediante la ecuacion de Henry:

. 2eZf (ka)
3n

UE (Ec.21)
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Donde ¢ es la constante dieléctrica, Z es el potencial Z, f (k) es la funcién de
Henry yn esla viscosidad. En medio acuoso y conbaja concentracion de electrolitos,

se usa una aproximacion de f (xa) = 1,5 (aproximacion de Smoluchowsky).

El desarrollo de una carga neta en la superficie de una particula afecta la
distribucién de iones de la regidon interfacial circundante. Esto resulta en un
aumento de la concentraciéon de iones de carga opuesta a la particula que estan
cercanos a la superficie. Asi, una doble capa eléctrica se genera alrededor de cada

particula.

La capa de liquido que rodea a la particula estda comprendida por dos partes:
una region interna (capa de Stern) donde los iones estan fuertemente ligados, y una
region externa (capa difusa) donde los iones estdn ligados mas débilmente. Existe
un limite imaginario que termina en la capa difusa, donde los iones y la particula

forman una entidad estable (doble capa eléctrica).

Cuando una particula se mueve, lo hace con los iones que conforman la capa
de Stern y la difusa, pero losiones que se encuentran fuera del limite no se mueven
con la particula. El potencial correspondiente a este limite (superficie de

cizallamiento hidrodindmico) se conoce como potencial Z (Figura 21).

Las medidas de potencial zeta dan informacion acerca de las fuerzas
electrostaticas repulsivas entre las particulas coloidales en solucién debido a la

doble capa eléctrica (Bhattacharjee, 2016b).
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E-—-E doble capa eléctnca

Paticula con superficiec de carga
negativa

capa dfusa
: I

— — potencial de superficie
potencial de Stemn

Distancia desde la superficie de la panticula

Figura 21. Esquema de una particula cargada y de la doble capa que la rodea.

7.4. FUNDAMENTOS DE LA MEDIDA DE TAMANO POR DISPERSION DINAMICA
DE LUZ

El fundamento de la medicién se basa en el movimiento browniano
aleatorio de las particulas suspendidas en un fluido debido a la colisién con las
moléculas del liquido que las rodea. Las particulas pequefias se mueven mas rapido
y las grandes lo hacen mas lentamente. En DLS, la muestra es iluminada con un laser
y la intensidad de la luz dispersada por las particulas fluctia a una velocidad que
depende del tamano de las particulas. Al analizar la intensidad de estas
fluctuaciones, se puede determinar el coeficiente de difusién y correlacionarlo con
el tamafio de la particula. La relacidn entre el tamafio de la particula y el coeficiente

de difusion se define por la ecuacion de Stokes-Einstein:

_ KpT
d(H) = 30D (EC 22)
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Donde dn) es el diametro hidrodinamico, Ky es la constante de Boltzmann,
T es la temperatura absoluta, 1 es la viscosidad del solvente y D es el coeficiente de

difusion traslacional (Bhattacharjee, 2016b).



