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RESUMEN

A fin de formular un producto probidtico deshidratado estable en base a una cepa autdctona
Lactobacillus plantarum, con miras a su uso profilactico en la industria salmonera, se planted un
esquema productivo que contaba con las etapas de cultivo, concentracion por membranas y

estabilizacion de biomasa mediante secado por atomizacion.

Para cada una de las etapas antes descritas se estudiaron las variables, que de acuerdo a literatura,
tenian una mayor incidencia en la eficiencia de la operacion, entendiendo por eficiencia, no soélo el
rendimiento o la productividad, si no también el recuento de microorganismos viables presentes. Fue
asi como para la etapa de cultivo se consider6 el modo de operacion: batch, fedbatch, continuo, y
dentro de estos el control de pH, la estrategia de alimentacion y el factor de dilucidn respectivamente.
En la concentracién por membranas se evalud el efecto de la presion transmembrana, la velocidad
tangencial, el pH de la alimentacion y la concentracion de solidos, para esta parte del proceso también
debid considerarse el ensuciamiento de la membrana, lo cual claramente afectaria el proceso
productivo. Finalmente, para el secado por atomizacion se partié por estudiar las variables de operacion
como presion de atomizacion, temperatura de salida y concentracion de solidos en la alimentacion, para
seguir con los efectos de estrés térmico, salino y acido en la resistencia de los microorganismos, luego,
se evaluo el potencial de diversas sustancias y mezclas de ellas para su uso en la microencapsulacion
mediante el secado por atomizacion. En esta Ultima etapa se consider6 ademas el periodo de

almacenamiento de los productos deshidratados, estabilidad que se midi6 a 4, 25 y 37°C.

De los ensayos en modo discontinuo se encontré que la cepa Lactobacillus plantarum LPS47
presentaba una alta tolerancia a ambientes acidos, lo cual le permitio alcanzar una viabilidad del orden
de ~10° UFC/ml independiente si el cultivo se hizo o no con control de pH. En este sentido, lo tnico
que se vio afectado fue la produccion de acido lactico, que pas6d de una concentracion de 4 g/L (sin
control de pH) a 15 g/L en cultivos con control de pH. Los ensayos en modo fed-batch revelaron que
dependiendo del sustrato y de la estrategia de la alimentacion fue posible fomentar la produccion de
biomasa o de acido lactico, fue asi como alimentando en forma continua (0.17 ml/min) una mezcla de
lactosuero — peptona de caseina se logré una concentracion final de 40 g/L de 4cido lactico, por otro
lado, usando el mismo sustrato pero alimentado en forma intermitente fue posible lograr un aumento en
el recuento de microorganismos viables de mas de 10 veces con respecto a lo que se tenia al finalizar el

cultivo en modo discontinuo. En el caso del cultivo continuo, L. plantarum fue capaz de adaptar su tasa



de crecimiento a todos los tiempos de residencia ensayados (entre 4 y 12 horas), la productividad
volumétrica de biomasa por su parte fue entre 2 a 6 veces superior a lo que se habia encontrado en
modo discontinuo, sin embargo, ni la concentracion de 4cido lactico ni el recuento de microorganismos
viables fueron atractivos en comparacion a lo que se habia encontrado operando en modo fed batch o
discontinuo. Fue asi, como al finalizar esta etapa y dado el conocimiento cabal que se tenia de la
operacion, se decidi6 seguir trabajando en modo discontinuo sin control de pH, sin embargo, se dej6 la
puerta abierta, para el cultivo fedbatch en pos de seguir investigando su aplicacién especialmente en
cepas que pudieran ser mas restrictivas en términos nutricionales o mas delicadas frente a condiciones

adversas del medio (e.g. acidez).

Con respecto a la operacion de microfiltracion, se encontré que los mejores resultados se lograban
operando la membrana a una presion transmembrana de 2 bar y a una velocidad tangencial de 4 m/s,
sin necesidad de alterar el pH del medio de cultivo (~3.8). Bajo las condiciones anteriormente descritas,
fue posible aumentar el recuento de bacterias viables en 2.5 veces, ahora bien, la variable que mas
afectd fue la presencia de peptona de caseina en el medio de cultivo, de hecho, al eliminar este
componente se logré aumentar el recuento hasta 4 veces en el concentrado en relacion a la
alimentacion, sin embargo, al no contar el medio de cultivo con este aditivo la concentracion bacteriana
no alcanzo a llegar a 10° UFC/ml, por tanto no resultaba adecuado para la aplicacidén que se esperaba
darle al producto final. Ahora bien, para esta cepa en particular, se encontré que la separacion de la
biomasa desde el caldo de fermentacion no era realmente necesaria dado que la misma se comportaba
de buena forma en los pasos siguientes aun en presencia de los metabolitos, sin embargo, el uso de la
microfiltracion pudiera ser necesaria e incluso mandataria dependiendo del microorganismo con el cual

se esté trabajando.

Para finalizar, el secado por atomizacion fue optimizado en términos de sus variables de operacion
encontrandose que lo mas adecuado en términos de rendimiento (> 40%), humedad (<10%) y pérdida
de viabilidad (< 1 ciclo log) era trabajar con una presion de atomizacion de 2 bar, una concentracion de
solidos de 20%p/p y una temperatura de salida de 70°C, siendo esta ultima, la variable de operacion
que mas afecto la sobrevida de los microorganismos. En la medida que las bacterias fueron cultivadas
durante la fase estacionaria de crecimiento, el estrés osmotico no le confirid resistencia adicional
durante el secado, no asi, el estrés térmico, ya que se comprobd que aumentando la temperatura de
cultivo de 25°C a 32°C la pérdida de viabilidad disminuia de 3 a 1.5 ciclos logaritmicos. En forma

adicional, el uso de microencapsulacion fue positivo y necesario en todos los aspectos, encontrandose



que la mezcla de proteina de suero — glutamato monosodico — sacarosa — sorbitol era capaz de lograr
que la pérdida de viabilidad durante la operacion fuera incluso de 0.3 ciclos logaritmicos, de la misma
forma el uso de esta mezcla protectora permitié mantener la viabilidad durante el almacenamiento a
25°C en atmoésfera no controlada durante 30 semanas antes de alcanzar la concentracién limite de 10

UFC/g.

Una vez obtenido el producto final, se sometié a una serie de pruebas para confirmar la mantencion de
sus caracteristicas probioticas, a partir de estos ensayos se encontrd que el microorganismo mantenia
las mismas propiedades que la cepa fresca en términos de crecimiento, capacidad acidificante y poder
de inhibicion frente a patdogenos (en este caso Yersinia ruckeri). Para finalizar entonces, se procedid a
hacer pruebas a mayor escala, encontrandose que la produccion fue satisfactoria tanto a escala piloto
(cultivo de 20 L) como a nivel semi — industrial (120 L) llegando a obtener una concentracion de

microorganismos del orden de 10'° UFC/g.

En conclusion, se ha demostrado la factibilidad técnica y economica de obtener un producto probidtico
deshidratado estable mediante la operacion conjunta de cultivo en modo discontinuo sin control de pH
y secado por atomizacion en presencia de una mezcla de proteina de suero/glutamato/sacarosa/sorbitol
al 20%p/p en proporcion 17:1:1:1. El producto fue capaz de mantener una viabilidad comercialmente
adecuada (> 10’ UFC/g) por al menos 7 meses a 25°C en un ambiente sin control de humedad. En
conjunto con esto, las pruebas realizadas post — secado mostraron que la cepa deshidratada fue capaz de

mantener las caracteristicas de interés tecnoloégico, que presentaba la cepa fresca, inalteradas.
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1. INTRODUCCION

Las exportaciones de salmones y truchas chilenos estdn posicionadas en un importante segundo lugar a
nivel internacional justo después de Noruega, alcanzando 2890 millones de dolares durante el Gltimo
afio 2012 (Chilealimentos, 2013). Los salmones de exportaciéon son productos de alta calidad y las
industrias salmoneras evitan la aparicion de enfermedades oportunistas causadas por patdgenos como
Aeromonas salmonicida, Vibrio anguillarum, Vibrio salmonicida y Yersinia ruckeri, usando profilaxis
sanitaria, desinfeccion y quimioterapia. Esta ultima representada principalmente por antibiéticos
(Ringo et al. 2010), cuyo uso nacional se habia estimado (al afio 2008) en 630 ton/afio (Millanao et al.
2011). Concientes de los problemas asociados a este tipo de sustancias (entre ellas la resistencia), existe
un gran interés en encontrar una via natural de proteger la industria y a las distintas especies,
asegurando un producto libre de enfermedad y/o restos de sustancias indeseables. En los tltimos afios,
una gran variedad de trabajos ha sugerido que los problemas en la acuicultura, asi como en otras

poblaciones animales, podrian ser minimizados mediante el uso de probioticos (Gatesoupe et al. 2007).

Tal como plantea Ringo (2010), los mecanismos de accion de los probioticos incluyen la produccion de
sustancias inhibitorias tales como 4cidos organicos y bacteriocinas, y competicion por nutrientes
esenciales o enzimas. Kesarcodi-Watson (2005), agrega ademas la competicion por sitios de adhesion,
alteraciones en la actividad enzimadtica de los patogenos, funciones inmunoestimulantes y beneficios
nutricionales, tales como mejorar la digestibilidad y la utilizacién del alimento. Como agentes
probidticos se han usado ampliamente algunas especies de bacterias acido lacticas (LAB, por sus siglas
en inglés) y bifidobacterias, principalmente en humanos y otros animales terrestres, en base a esto,
recientemente, varios trabajos se han enfocado en el uso de probidticos como reguladores del desarrollo
de las larvas, su crecimiento y supervivencia durante las primeras semanas de vida como pez, todo esto,

siendo incorporados, por ejemplo, en una formulacion alimenticia (Toledo et al. 2010).

La produccion de probidticos tiene como primera etapa la seleccion de cepas, una vez cumplido con
esto se debe hacer un estudio completo sobre los requerimientos nutricionales del microorganismo en
cuestion, solo después de esto se puede empezar a evaluar el modo de cultivo y escoger el que mejor se
ajuste a nuestras necesidades y recursos, aunque la variable dominante en este caso es el tener un
cultivo con una alta concentracion celular. Posterior a ello y si es necesario, se debe pensar en las
labores de separacion y concentracion y ante eso se deben evaluar las alternativas posibles y verificar

que las mismas cumplan con su labor ocasionando el minimo dafio a los microorganismos, pero sin
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descuidar tampoco la calidad de la separacion y la mantencion de las condiciones lo mas asépticas

posibles a fin de asegurar un producto final de calidad.

Una vez que se tiene una concentracion adecuada de bacterias se debe encontrar la forma de aumentar
la estabilidad de la biomasa. Las bacterias probiodticas en su mayoria son comercializadas en forma
congelada o deshidratada, siendo esta ultima cominmente obtenida mediante liofilizacion. El problema
de esta ultima surge cuando queremos o necesitamos una mayor produccion. De forma de reducir los
tiempos y los costos de energia asociados a este proceso, muchos autores han recomendado el uso del
secado pora atomizacion como la alternativa mas adecuada para altas velocidades de produccion con
un costo que puede llegar a ser 80% mas bajo que el proceso de liofilizacion (Desmond et al. 2002;

Varsha et al. 2011).

Con respecto a la calidad del producto final obtenido a partir de secado por atomizacion, las
condiciones de operacion del mismo, asi como las condiciones de la alimentacion, parecieran ser las
variables mas influyentes. Los parametros de proceso estudiados incluyen: patrones de flujo del aire
(co-corriente, contracorriente, flujo mixto), presion de atomizacion, tiempo de residencia, velocidad de
alimentacion y temperaturas de entrada y salida (Telang y Thorat, 2011; Yu et al. 2007). De todas
¢éstas, se ha reportado que la temperatura de salida es parametro que mas afecta la viabilidad de los
microorganismos (Peighambardoust ez al. 2011, van de Guchte et al. 2002; Silva et al. 2011), aunque
Telang y Thorat (2011) también reportan cierta influencia de la velocidad de flujo de alimentacién en la

viabilidad final del producto.

Aunque el secado por atomizacion tiene como mayor desventaja la pérdida de viabilidad asociada a la
inactivacion térmica y por deshidratacion (Corcoran et al. 2004), la microencapsulacion mediante
secado por atomizacion ha demostrado reducir en un alto porcentaje el impacto de las altas
temperaturas sobre los microorganismos, y comparado con otras técnicas de microencapsulacion, el

secado por atomizacion ofrece la ventaja de ser un proceso continuo y flexible (Silva et al. 2011).

En la microencapsulacion mediante secado por atomizacion, la biomasa es homogenizada con el
material de transporte (el cual puede incluir carbohidratos, polimeros, gomas, lipidos o mezclas de dos
o mas de estas sustancias). De acuerdo a lo sehalado por Desai y Park (2005), la composicion del
material encapsulante serd el principal determinante de las propiedades funcionales de la microcapsula .

Una vez que se ha logrado una suspensiéon homogénea, la misma es alimentada al secador y atomizada
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a través de una boquilla. Durante su paso por el secador, el agua es evaporada y las microcapsulas son
recolectadas desde el fondo del secador y/o desde la parte baja del ciclon (Desai y Park, 2005; Ré,
1998).

Sumado a la microencapsulacion, la pre-adaptacion a niveles no letales de estrés también ha sido
estudiada como forma de reducir la mortalidad durante el secado por atomizacion (Kets ef al. 1996;
Gibbs et al. 1999) investigandose principalmente la exposicion a tres tipos de estrés: acido, térmico y
salino (Csonka, 1989). En todos ellos, la forma en la cual la bacteria es capaz de protegerse a si misma
esta relacionada con la sobre-expresion de proteinas de choque térmico, y en algunos casos, con la
produccion y asimilacion de solutos compatibles (Kim et al. 2001). Con respecto a estos ultimos se ha
encontrado que estdn especialmente relacionados con el estrés salino (osmdtico), aunque su
acumulacion no toma lugar rapidamente, de ahi que se haya recomendado promover su produccion y/o
acumulacion el algun paso previo al secado propiamente tal (Riveros et al. 2009). El estrés térmico,
que involucra la exposicion de la bacteria a temperaturas por debajo de aquellas que pudieran causarle
la muerte, ha sido usado satisfactoriamente en una variedad de microorganismos probiodticos donde se
ha observado que no so6lo ha existido produccion de las proteinas anteriormente mencionadas, sino
también que se han producido cambios a nivel de la membrana celular, principalmente relacionados
con la saturacion y el largo de las cadenas de acidos grasos de los cuales esta compuesta y que son los

responsables de mantener la fluidez de la membrana a un nivel 6ptimo (Meng et al. 2008).

En virtud de todos los antecedentes anteriormente expuestos este trabajo plantea la necesidad de
evaluar un proceso que permita la obtencion a gran escala de un producto probiotico deshidratado
estable haciendo uso de todas las herramientas disponibles (estrés, concentracion, uso de sustancias
protectoras, secado por atomizacién) a fin de lograr un producto con una viabilidad de a lo menos 10°
UFC/g y que sea capaz de mantener las propiedades de interés tecnologico, por las que inicialmente fue

seleccionado, inalteradas durante un almacenamiento de a lo menos 6 meses a temperatura ambiente.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Estandarizar el proceso y las condiciones de operacidon para la formulacion de un producto probidtico
deshidratado estable de viabilidad igual o superior a 10° UFC/g cuyo principio activo sea una cepa

Lactobacillus plantarum autoctona.

2.2 Objetivos especificos
i. Contrastar los distintos modos de operacion del bioreactor (discontinuo, semicontinuo y continuo) e identificar
cual de ellos permite obtener biomasa con una viabilidad igual o superior a 10° UFC/ml al finalizar la etapa de

cultivo.

ii. Determinar las condiciones Optimas de operacion para una membrana de microfiltracion Carbosep M14 en
términos de presion transmembrana, velocidad tangencial y pH de forma de asegurar un producto concentrado

de alta viabilidad y una linea de permeado libre, en lo posible, de bacterias.

iii. Evaluar la influencia de los parametros: presion de atomizacion, temperatura de salida del secador, porcentaje

de solidos y pH de la alimentacion, en la operacion de secado por atomizacion y la viabilidad bacteriana.

iv. Establecer el efecto que tiene el uso de estrés osmotico ejercido durante toda la etapa de cultivo en la
resistencia de Lactobacillus plantarum autoctono durante el secado por atomizacion y el almacenamiento en

atmosfera no controlada.

v. Comparar el uso de diferentes materiales de proteccion en la microencapsulacion de Lactobacillus plantarum
mediante secado por atomizacion, evaluar su comportamiento en funcion del rendimiento y de la estabilidad al

almacenamiento.

vi. Demostrar que el comportamiento de la cepa deshidratada es el mismo en términos de crecimiento,

acidificacion y capacidad inhibitoria que el exhibido por la cepa fresca.
vii. Especificar forma, tamafio y mojabilidad del producto deshidratado obtenido a partir de la operacion de
secado por atomizacion. Mostrar isotermas de adsorcion a fin de establecer bajo que condiciones de humedad el

almacenamiento se hace mas efectivo.

viii. Establecer la factibilidad técnica del proceso realizando ensayos a escala piloto y semi — industrial.



3. MARCO TEORICO

3.1 Probioticos

3.1.1 Aspectos generales

La palabra probidtico se deriva del griego que significa “pro-vida” y sin bien ha tenido muchas
definiciones a lo largo del tiempo, actualmente la més reconocida es la de la FAO (2001) que define a
los probidticos como: microorganismos vivos que administrados en la dosis adecuada confieren
beneficios al huésped. Estos beneficios pueden verse reflejados tanto a nivel gastrointestinal,
respiratorio como urogenital (Mosilhey, 2003). Si bien en la definicién no se mencionan cantidades
especificas a administrar, se ha reportado que una dosis diaria mayor o igual a 10° UFC es adecuada,
para ello, las bacterias probidticas deben estar en una concentracion entre 10° — 10’ UFC/g (Kosin,

2006; Meng, 2008).

Los probidticos son usados se encuentran principalmente en leche, yogurt y quesos, sin embargo,
también se comercializan en forma de suplementos dietéticos. De acuerdo a Mosilhey (2003) los
beneficios asociados al consumo de probidticos pueden ser divididos en nutricionales y terapéuticos.
Los primeros incluyen el aumento en la biodisponibilidad de calcio, zinc, hierro, manganeso, cobre y
fosforo, incrementando la digestibilidad de proteinas y la sintesis de vitaminas. Los efectos terapéuticos
por otro lado incluyen el tratamiento de diversos desordenes gastrointestinales, colesterol elevado,
intolerancia a la lactosa, reduccion de factores de riesgo de cancer, alivio de sintomas de alergia

alimentaria en nifios € inmunomodulacién (Meng, 2008).

La mayoria de las bacterias probioticas pertenecen a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Los
criterios de seleccion para la seleccion de cepas probiodticas son bastante rigurosos, esto a fin de que se
alcancen los efectos positivos esperables. De acuerdo a Kosin (2006) la seleccion de probidticos pasa
por los siguientes criterios:

Bioseguridad: 1.os microorganismos de deben ser considerados como GRAS (Generally recognized as
safe).

Origen: Las cepas deben ser aisladas preferentemente de la microflora del huésped en el cual se va a
utilizar.

Resistencia: Después de su administracion los probioticos deben ser capaces de resistir el ataque de los

mecanismos de defensa del huésped y las condiciones ambientales existentes.
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Adherencia y colonizacion: Se deben considerar todos los factores que pudieran afectar la colonizacion
lo cual implica la resistencia del microorganismo propiamente tal, las condiciones ambientales y la
interaccion con otros microorganismos existentes.

Actividad antimicrobiana: Los microorganismos usados como probidticos deben manifestar
propiedades antagonicas como ser disminucion del pH, produccion de sustancias antagénicas como por
ejemplo acidos, peroxido de hidrégeno o bacteriocinas, consumo de nutrientes disponibles, reduccion
del potencial redox, competencia por lugares de adhesion, entre otras.

Inmunomodulacion: Los probioticos pueden influenciar el sistema inmune a partir de metabolitos,
componentes de la pared celular y ADN. De hecho, la sola interaccion de los probidticos con las
células del huésped debe desencadenar una cascada de sefializaciones que conducird finalmente a la
inmunomodulacion (Oelschlaeger, 2010).

Viabilidad/supervivencia y resistencia durante el procesamiento: Los microorganismos deben ser
capaces de sobrevivir a todas y cada una de las etapas de produccion, esto es, cultivo, separacion,
procesos de estabilizacion y almacenamiento.

Gran parte de estos puntos fue validado antes o durante la realizacion de los experimentos destinados al

cultivo, concentracion y/o estabilizacion de la cepa en estudio.

3.1.2 Rol de probioticos en la acuicultura

Dado que la acuicultura se ha convertido en una actividad econémica importante, en varios paises la
produccion a gran escala ha traido consigo el hecho que los animales acuaticos se encuentren expuestos
a situaciones de gran estrés que finalmente se traducen en enfermedades (producidos por
microorganismos del tipo Yersinia ruckeri, Aeromonas hidrophyla, Aeromonas salmonicida,
Streptococcus focae, Micrococcus luteus, Vibrio anguilarum, F. psychrophilum entre otros) y deterioro
de las condiciones ambientales, lo cual a corto o largo plazo se traduce en pérdidas econdmicas
(Gatesoupe et al. 2007).

Lamentablemente, y con el fin de evitar la aparicion de enfermedades oportunistas ha existido un
incremento considerable en el uso de medidas profilacticas cuyos principales representantes son los
antibioticos (Balcazar et al. 2006), s6lo en nuestro pais dicho consumo alcanza las 550 ton/afio
(Cabello, 2006), en la Union Europea llega a 1600 ton/afio y en Estados Unidos a 12600 ton/afo. El
principal problema asociado al uso de antibidticos radica en que los mismos han generado gran
resistencia bacteriana, dado que los microorganismos patogenos han encontrado la forma de adaptarse a

la presencia del agente a partir de mutaciones cromosdmicas o adquisicion de plasmidos, siendo esta
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ultima bastante peligrosa ya que permite la transferencia de resistencia de una bacteria a otra

rapidamente (Balcazar et al. 2006).

Bajo este escenario, existe un interés creciente en encontrar una forma natural e inocua de proteger a
las especies involucradas asegurando un producto libre de enfermedad y/o trazas de sustancias
indeseables. En los ultimos afos, las investigaciones sugieren que asi como se ha documentado las
ventajas del uso de probidticos en humanos y otros animales terrestres, también los problemas en la
acuicultura podrian ser remediados haciendo uso de estos microorganismos beneficiosos (Gatesoupe,

2007; Kesarcodi-Watson, 2008; Ringo et al. 2010).

De acuerdo a Balcazar (2006) las cepas probidticas han sido aisladas principalmente de la microbiota
indigena y exdgena de animales acuaticos. En cuanto a los mecanismos de accion, se han reportado (i)
exclusion de bacterias patdgenas por competicion, (ii) fuente de nutrientes y contribucion enzimatica a
la digestion, (iii) captacion directa de material organico disuelto mediado por la bacteria, (iv)
mejoramiento de la respuesta inmune contra microorganismos patdogenos y (v) efectos antivirales
(Balcazar et al. 2006; Kesarcodi-Watson, 2008; Ringo, 2010).

La mayoria de los microorganismos usados para estos fines pertenecen a los géneros Lactobacillus,
Carnobacterium, Vibrio, Bacillus o al género Pseudomonas y pueden hacerse llegar al huésped o a su
ambiente de diversas formas: adicion via alimento vivo, adicion al agua de cultivo y/o adicion via dieta

artificial.

En relacion a los efectos de la incorporacion de probioticos, se ha reportado que han sido usados como
reguladores del desarrollo de las larvas y como protectores y promotores del crecimiento y desarrollo
de los peces durante sus primeras semanas de vida (Gatesoupe, 2008; Kesarcodi-Watson, 2008).
Sumado a esto ultimo existe bastante evidencia in vitro € in vivo, sobre el efecto de bacterias acido
lacticas como agentes anti patdogenos en peces juveniles y adultos (Kesarcodi-Watson, 2008; Rosas et
al. 2012). Aun asi, y sin perjuicio de esto ultimo, Titus (2012) sefiala que la evidencia de beneficios de
las bacterias acido lacticas en peces es aun débil y la principal razon para esto sefiala que es el exigente
ambiente nutricional que necesitarian las mismas para su 6ptimo crecimiento y junto con esto, especula
que ciertos tratamientos que pudieran hacerse al agua (e.g. ozonizacion) pudieran afectar la viabilidad
de las bacterias acido lacticas presentes en el medio, lo cual impediria que las mismas fueran capaces
de alcanzar de forma exitosa el tracto gastrointestinal de los peces (Titus, 2012). A partir de estas

mismas observaciones Rosas et al. (2012) sugieren que es de gran interés el estudio de la encapsulacion
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como via de proteger bacterias probidticas destinadas al consumo animal, lo cual es uno de los temas

relevantes de lo cual trata este trabajo.

3.1.3 Bacterias acido lacticas

Filogenéticamente, las bacterias acido lacticas pertenecen al grupo de bacterias Gram positivas, y se
caracterizan por ser microorganismos no moviles, no formadores de esporas, catalasa-negativos,
aerotolerantes y capaces de fermentar hexosas a 4cido lactico como producto principal (Mozzi et al.
2010). Especies tipicas representativas de las bacterias acido lacticas incluyen a los géneros

Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Oenococcus, Enterococcus y Leuconostoc.

Bioquimicamente, las bacterias acido lacticas pueden ser clasificadas principalmente en dos grupos:
homofermentativas y héterofermentativas, estas ultimas son capaces de producir, aparte de acido
lactico, otros productos como acido acético, etanol, diéxido de carbono y acido formico (Salminen,
1993; Mozzi et al. 2010).

De por si, las bacterias 4cido lacticas son un grupo bastante heterogéneo, lo cual les permite sobrevivir
en varios nichos ecologicos. Se pueden encontrar en leche y otros productos lacteos, plantas, cereales e
incluso productos carnicos (Adamberg, 2003). Muchas de estas especies son utilizadas en la
manufactura y preservacion de alimentos, donde la presencia de estas bacterias contribuyen en las
propiedades organolépticas, reoldgicas y/o nutricionales de los productos fermentados (Vereecken,
2002; Leroy and de Vuyst, 2004). Las bacterias lacticas se encuentran también formando parte de la
microbiota gastrointestinal y/o genitourinaria de humanos y animales, en estos ambientes, las bacterias
juegan un rol esencial, promoviendo funciones como inmunomodulacién, cuidado del intestino y
resistencia contra patogenos. Es debido a estas caracteristicas que estas especies son usadas
tradicionalmente como probidticos y agregadas a preparados alimenticios para crear alimentos

funcionales (Mosilhey, 2003; Mozzi et al. 2010).

La explotacion comercial de este tipo de bacterias, tanto como cultivos iniciadores asi como cultivos
probidticos es economicamente muy significativo, de ahi que las investigaciones realizadas en genética,

fisiologia y aplicaciones tecnologicas hayan crecido en los Gltimos 25 afios (Mozzi ef al. 2010).

3.1.4 Lactobacillus plantarum
Esta bacteria es una especie importante en la fermentaciéon de diversos productos vegetales, y es

conocida por producir sustancias antimicrobianas, por ejemplo el plantaricin, que es un activo agente
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contra ciertos patdgenos (Cebeci y Gurakan, 2003). L. plantarum es el indculo para la produccion de
acido lactico mas comun en el ensilaje (proceso de fermentacion lactica que se realiza para preservar el
forraje almacenado); como un inoculante del ensilaje no sdlo acentlia la recuperacion de la materia seca
sino que a menudo el desempefio animal es también es incrementado. Asi las cepas L. plantarum han
comenzado a ser vendidas en mercado como un valioso probidtico, en particular por su adherencia en
las células gastrointestinales. Estudios en que se simula el ambiente que las bacterias encontraran al
interior de un pez, ya han demostrado que si se administra el L. plantarum en las dosis adecuadas (>10°

UFC/dia) éste cumple con su funcién probiotica (Son et al. 2009).

3.2 Estrategias comunes de cultivo

Una vez que una determinada cepa o conjunto de cepas es seleccionada por sus caracteristicas
probidticas, el paso siguiente consiste en el cultivo. Dentro de las formas en que el cultivo puede
llevarse a cabo estan el modo discontinuo (batch), el modo continuo y el semicontinuo (o fedbatch). El
uso de uno u otro estara determinado principalmente por las caracteristicas del microorganismo y
también por lo que se desea privilegiar, es decir, si se desea fomentar la produccion de biomasa o bien

la produccién de un metabolito.

3.2.1 Cultivo discontinuo

Tal como sefialan Bailey and Ollis (1986), muchos procesos bioquimicos involucran el crecimiento en
modo discontinuo de las células. En esta operacion, a un medio liquido (o solido) se agrega un inoculo
de células vivas y nada (a excepcion de algun gas y/o antiespumante) se agrega o retira del recipiente
hasta que el proceso es finalizado. Como es de esperar, la concentracion celular, de nutrientes y

productos varia con el tiempo.

La ventaja de este modo de operacion radica principalmente en la sencillez de su implementacion, sin
embargo, posee también serias desventajas como ser el hecho que al finalizar el proceso las células al
interior del reactor poseen una distribucion de edades (Lucca, 1993), existen problemas de limitacion
de nutrientes, baja densidad celular, baja productividad y acumulacion de toxinas (Dorka, 2007).
Dependiendo del microorganismo podra existir mayor o menor grado de inhibicidn en relacion a el o
los metabolitos formados durante la fermentacion (e.g. Amrane, 1999). En términos de productividad
debe de tomarse en cuenta no solo el tiempo requerido para la fermentacion, si no también el tiempo

necesario para vaciar el reactor, lavarlo y prepararlo para un nuevo cultivo.
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El uso de modo discontinuo para el cultivo de bacterias acido lacticas ha sido ampliamente
documentado para la produccion de biomasa (Aguirre, 2010), validacion de modelos matematicos
(Monteagudo et al. 1996; Amrane, 2001; Schepers et al. 2002), optimizaciéon de medios de cultivo
(Arasaratnam, 1996; Goksungur at al. 1997; Demirci, 1998; Fitzpatrick, 2001), optimizacién de
condiciones de cultivo (Kulozik y Wilde, 1999; Guyot et al. 2000; Garro et al. 2004; Marcobal et al.
2006), produccion de acido lactico (Burgos-Rubio, 2000; Elezi et al. 2003; Buyukkileci y Harsa, 2004;
), y producciéon de bacteriocinas y/o sustancias afines (Shimizu et al. 1999; Guerra, 2001; Garneau,

2002; Liu et al. 2004; Vazquez et al. 2005).

3.2.2 Cultivo continuo — quimiostato

De acuerdo a Lucca (1993) el cultivo continuo de microorganismos tiene, al igual que el cultivo
discontinuo, gran aplicacion en la biotecnologia. Si bien los primeros experimentos se llevaron a cabo
en la década de los 50’s no fue sino hasta 1975 cuando este modo de operacion adquirid mayor
importancia. En términos sencillos, durante el tiempo que dura la operacion el reactor se alimenta
continuamente con sustrato y a fin de mantener el volumen constante se va retirando, también
continuamente, una cantidad de liquido del reactor. La agitacién permanente permite que el sistema sea
homogéneo, por tanto, en cualquier parte del reactor la concentracion celular, de sustrato y de

productos metabdlicos sera la misma.

En comparacion al cultivo en modo discontinuo durante el cultivo continuo es posible alcanzar alta
densidad celular y alta productividad sin limitaciones de sustrato o inhibicién de crecimiento debido a
la acumulacion de toxinas y/o metabolitos (Dorka, 2007). En cuanto a las desventajas, se menciona el
hecho de que dependiendo de las condiciones de operacion (tiempo de residencia) podria haber pérdida
importante de sustrato en la descarga y que si bien en teoria un reactor en modo continuo es capaz de
funcionar por largos periodos de tiempo, en la practica esto tltimo no es siempre valido dado que a
mayor tiempo de operacion mayor probabilidad de que surjan problemas de contaminacién o de

mutacion de los microorganismos.

3.2.3 Cultivo fedbatch

En este modo de operacion el sustrato es alimentado continua o semi-continuamente, mientras el
efluente es removido en forma discontinua. La operacion fedbatch combina las ventajas de los modos
discontinuo y continuo y a su vez minimiza las desventajas que estos poseen. De acuerdo a Dorka

(2007), al igual que en la operacion discontinua, el cultivo fedbatch es facil de implementar y escalar,
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al mismo tiempo, se asegura una alta densidad celular y formacioén de producto debido a la extension
del tiempo de trabajo lo cual se debe a que la alimentaciones capaz de reemplazar los nutrientes
agotados y por otro lado diluir el caldo de fermentacidn, lo cual promueve el crecimiento y alivia los
efectos adversos que pudiera tener la acumulacion desmedida de metabolitos en el crecimiento celular.
Esto implica que en este modo de cultivo las células son mantenidas en una fase estacionaria aparente,
mucho mas larga que en un cultivo en modo discontinuo.

Dentro de las ventajas, el cultivo fedbatch permite ejercer control sobre la produccién de subproductos
ya que es posible limitar la provision de sustratos escogiendo sélo aquellos necesarios para la
formacion del producto principal. Ademas, es posible reponer el agua perdida por evaporacion durante
la operacion. Dentro de las desventajas se debe tener cuidado, al igual que en el cultivo discontinuo,
con la acumulacion de metabolitos que pudieran llegar a niveles inhibitorios, por otro lado se debe

cuidar que otros nutrientes, no incorporados en el medio de alimentacion, pudieran volverse limitantes.

3.2.4 Crecimiento y Produccion

El crecimiento y la formacion de productos son procesos de bioconversion en los cuales los nutrientes
alimentados al fermentador son convertidos en biomasa y metabolitos. A continuacion se presentan las
ecuaciones del balance de materia para el crecimiento bacteriano, la utilizacion de sustrato y la

formacion de productos en un proceso de fermentacion discontinua.

Para el crecimiento se tiene

170, 4
—= 3.1
it HX (3.1)
Utilizacién de sustrato
ds
a5 _ X x (3.2)
dt Yy

La ecuacion 3.2 puede reordenarse para obtener
_LdS_u

“Txa Ty,

+m (3.3)

En la ecuacién 3.3 g, corresponde a la tasa especifica de utilizacion de sustrato, mientras que Yys
representa el maximo rendimiento para el crecimiento celular corregido segiin los requerimientos de
energia para funciones de mantenimiento. Los procesos de mantenimiento son aquellos en los que se
consume energia sin que se produzca directamente un incremento de biomasa, pero que sin embargo

son necesarios para el crecimiento y sobrevida del cultivo, dentro de estos procesos se encuentran: el
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recambio de materiales celulares, la movilidad celular, el mantenimiento de los gradientes de

concentracion entre la célula y el entorno, entre otros.

En forma analoga para la formacién de productos se tiene
1 dp
q, = X dr (3.4)
Esta tltima ecuacidon no siempre es valida. La relacion entre el crecimiento celular y la formacion de
productos depende del rol del producto dentro del metabolismo celular. Los patrones mas comunes de
crecimiento describen la sintesis de productos durante el crecimiento celular y después que éste ha
cesado, un tercer patron, corresponde a aquel donde inicialmente solo se produce crecimiento celular
sin formacién de producto, pero después de cierto periodo empieza a aparecer el producto mientras el
crecimiento contintia. Un ejemplo de esto ultimo se produce en la fermentacion de acido lactico,

estudiada por Luedeking y Piret (1959). Ellos encontraron que la velocidad de formacién de producto

queda descrita por

q,=au+p (3.5)

La productividad volumétrica (P) es un indicador del desempeno global del proceso. En un cultivo
batch es necesario calcular dicho pardmetro sobre todo el tiempo utilizado en el proceso, el cual no solo
incluye el tiempo de fermentacion, sino todo el que se necesita para preparar un nuevo ensayo, es decir
incluye: preparacion de un nuevo inoculo, lavado del reactor, preparacion de medio de alimentacion,
esterilizacion y puesta en marcha, de este modo, la productividad volumétrica queda dada por la
ecuacion 3.6 (Wang, 1978)

pP= 4

=X,
—ln7+tT +t, +1t,
/le 0

(3.6)
Xy y Xy corresponden a las concentraciones celulares inicial y final, x4, es la velocidad de crecimiento
especifica maxima, mientras que ¢, f{p y t; corresponden a los tiempos de preparacion del reactor,

esterilizacion y duracion de la nueva fase lag respectivamente.

Por su parte, en el cultivo continuo, la productividad volumétrica se define como

P=X-D (3.7)

17



Donde D, corresponde al factor de diluciéon o en términos mas ingenieriles al inverso del tiempo de
residencia.

F 1
D=—=— 3.8
V T 38

Donde F es la velocidad de flujo de alimentacion, 7 el volumen del reactor y t el tiempo de residencia.
Del balance de materia en un reactor continuo, considerando que la concentraciéon de microorganismos
depende solo del sustrato limitante se tiene que

D=p (3.9)

Donde 4 es la velocidad de crecimiento especifica.

En el caso del cultivo fed batch, la productividad se mide en funcidon de la cantidad de biomasa o
producto formado con respecto a la cantidad de tiempo transcurrido

AX

p="=
At

(3.10)

3.3 Microfiltracion

La microfiltracion es la tecnologia de membranas mas antigua de la cual se tiene conocimiento, en
general las membranas usadas tienen una estructura microporosa capaz de separar particulas finas con
un rango de tamafio entre 0.02 — 20 um. En la microfiltracion por flujo cruzado (CFM) el fluido a ser
filtrado fluye en forma paralela a la superficie de la membrana y el permeado pasa a través de la misma
debido a una diferencia de presion, el flujo cruzado es capaz de reducir la formacion del queque y por
tanto lo mantiene a un nivel bajo por lo cual se hace posible operar el equipo en un estado casi —

estacionario por largo tiempo (Ripperger y Altmann, 2002).

’.7' Cmssﬁow start-up _ quasi-steady
filtration

Layer thickness

Flux

Time

Figura 3.1. Principio de la filtracion por flujo cruzado (Tomado de Ripperger y Altmann, 2002)

18



La estructura microporosa de la membrana de microfiltracién permite separar las particulas de acuerdo
al tamano de los poros, por tanto, la separacion estara mayormente limitada a la superficie externa de la
membrana. El proceso en si, estard principalmente determinado por la formacion del queque sobre la
superficie, por tanto el conocimiento de como funciona la deposicion de particulas en el mismo podria
resultar en una ventaja econdmica a la hora de la operacion con este tipo de equipos, la figura 3.2

muestra el efecto de esta variable en la operacion (Ripperger y Altmann, 2002).

La filtracion de flujo cruzado se ve influenciada por diversas variables: velocidad de flujo cruzado
(Choi et al. 2005), presion transmembrana (Milcent y Carrére, 2001; Giorno et al. 2002), resistencia de
la membrana, pH (Persson et al. 2000; Chan y Chen, 2001), resistencia del queque, distribucion de
tamafio de las particulas suspendidas, forma de las particulas (Foley et al. 2005), capacidad de
aglomeracion en las particulas (Tanaka et al.1994; 1996) y otros efectos de superficie (Razatos et al.
1998; Foley, 2006). En base a esto se han descrito una amplia variedad de modelos de forma de
describir el proceso de CFM (Zydney y Colton, 1985; Aimar et al. 1989; Lojkine et al. 1992), sin

embargo, de acuerdo a Ripperger (2002) s6lo unos pocos son suficientes para describir el proceso real.

| Membll'am resistance
! Trangmembrane pressure Ap

Filtration rate vFi

Particle transport to ]
| the membrane

§ increases,
Particle transport |
declines |

1

- h = constant
Deposited particles | Lo
beco

me finer

Caka.léyar grows

Cake resistance
| increases

' Filtration rate decreases l

Figura 3.2. Dinamica del crecimiento del depdsito de solidos y su efecto en el flux (vr). Resistencia del queque:

r;, Resistencia de la membrana Ry, Espesor del queque: 4.

En relacion al uso de la microfiltracion en bacterias 4cido lacticas existe amplia informacion del tema,
principalmente asociado a la recuperacion de acido lactico (Carrére et al. 2001; Fitriani y Takao, 2010),
o a cultivos de alta concentracion celular donde se opera en forma continua (Xavier et al. 1994;

Schiraldi et al. 2002; Giorno et al. 2002). También existen trabajos donde se ha trabajado en modo
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discontinuo, sin embargo, en ellos se ha enfocado el estudio netamente en la influencia de las variables
de operacion en la densidad de flujo (e.g. Person et al. 2000; Carrére et al. 2001; 2002) sin proveer
informacion sobre que ocurre con los microorganismos en términos de su viabilidad (a excepcion del
trabajo de Boyaval ef al. 1995) y resistencia frente a operaciones de estabilizacion posteriores. En este
sentido este trabajo es un aporte tanto en el conocimiento de la operacion de microfiltracion aplicada a
una cepa autdctona probidtica como también en el hecho de saber si la misma es factible de ser

estabilizada mediante una operacion posterior, que ya de por si es estresante: secado por atomizacion.

3.4 Estabilizacion de biomasa
3.4.1 Secado por atomizacion
3.4.1.1 Operacion del secador
El secado por atomizacion se define como la transformacion de una alimentacion en estado fluido a una
forma seca por atomizacidén en un medio caliente, en otras palabras, se basa en la evaporacion rapida

del disolvente por pulverizacion del producto a secar en el seno de una corriente de gas caliente.

La Fig. 3.3 presenta una instalacion tipica de secado por atomizacion, aqui el aire caliente ingresa por
la parte superior de la cadmara de secado, en esta misma zona se procede a pulverizar la suspension del
producto a secar. En la parte conica inferior se recoge la mayor parte del producto seco mientras que el
aire de secado se escapa por la salida lateral, la porcion de finos que éste arrastra es separada y

recuperada en los ciclones (Casp y Abril, 1999)

Figura 3.3. Esquema de una instalacion de Secado por atomizacion. 1. Calentador de aire, 2. Torre de
desecacion, 3. Deposito de alimentacion, 4. Bomba de dosificacion, 5. Turbina de aspersion, 6. Ciclones
separadores, 7. Ventilador principal. (A) Entrada de aire ambiente, (B) Entrada del producto en suspension, (C)

Salida aire usado, (D) Producto seco.
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Las ventajas del secado por atomizacion radican en que los costos energéticos por kg de agua removida
son hasta seis veces mas bajos que durante la liofilizacion (Teixeira et al. 1995b; Johnson y Etzel,
1995; Gardiner et al. 1999; Silva et al. 2002), es un proceso rapido y ademas, al obtenerse un producto
seco existen mas facilidades tanto de transporte como de distribucion (Teixeira et al. 1995a; Gardiner
et al. 1999).

Las desventajas estan relacionadas con altas tasas de mortalidad durante la operacion (Teixeira et al.
1996), baja estabilidad durante el almacenamiento a altas temperaturas (Teixeira et al. 1995b;
Mauriello et al. 1999) y dificultades en la rehidratacion del producto (Teixeira et al., 1995b; Mauriello
et al., 1999). Sin embargo, diversos estudios sefialan que dichas desventajas pueden ser subsanadas
mediante adicion de diversos agentes prebioticos (Espina y Packard, 1979; Desmond et al. 2002;
Corcoran et al. 2004) o bien realizando modificaciones en la configuracion del flujo de aire (co o
contracorriente), la temperatura de salida del secador, la cepa o en las labores de pre-adaptacion a la
cual ha sido sometido el cultivo previo a la operacion de secado (Kim y Bhowmik, 1990; Gardiner et

al. 1999; Corcoran et al. 2006).

3.4.1.2 Variables de operacion de interés en el secado por atomizacion

Fase de Crecimiento del microorganismo: Se ha encontrado que células estado estacionario (durante
cultivo discontinuo) son mucho mas resistentes a operaciones de secado que aquellas en fase lag o
exponencial, incluso cuando estas ultimas han sido estresadas de manera de mejorar su resistencia. Esto
se deberia a que durante la fase estacionaria se produce la sobre-expresion de proteinas relacionadas
con mecanismos de resistencia térmica (Teixeira et al. 1994). Ejemplo de esto ultimo fueron los
resultados encontrados por Corcoran et al. (2004) con una cepa de Lactobacillus rhamnosus donde
células en estado estacionario mostraron, al término de la etapa de secado, un 50% de sobrevivencia
versus un 14% de supervivencia de células que se encontraban en fase exponencial al momento de su

cosecha.

Termotolerancia: Esta propiedad esta relacionada directamente con el microorganismo y se representa
a partir de la energia de activacion (Espina y Packard, 1979), el tiempo de reduccioén decimal (Dy) o el
valor Z (Teixeira et al. 1995a). Estos parametros dan una idea sobre la resistencia que tendra la bacteria
frente al tratamiento de secado. En el trabajo de Espina y Packard (1979) con Lactobacillus acidophilus
se encontrd un quiebre en la curva de In k vs 1/T a la altura de 80°C, los autores concluyen que por
sobre esta temperatura se necesita mucha menos energia para destruir a la bacteria (Ea=6.5 Kcal/mol)

que por debajo de la misma (Ea=23.3 Kcal/mol), de ahi que la temperatura a la salida del secador
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deberia ser siempre menor a 80°C. Este quiebre también ha sido reportado para otros microorganismos,
tal como lo sefalan Labuza et al. (1972) en su trabajo con levaduras y Teixeira et al. (1994) en sus
experiencias posteriores con Lactobacillus bulgaricus, donde se encontré una energia de activacion
igual a 7.99 Kcal/mol cuando la temperatura es superior a los 70°C y e igual a 20.48 Kcal/mol, por

debajo de ésta.

Temperatura de salida del secador: Esta es la variable de mayor importancia dentro del proceso de
secado spray y determina en gran medida la supervivencia de las bacterias. En general, la mayoria de
los trabajos han concluido que la viabilidad de las células disminuye en la medida que aumenta la
temperatura de salida del secador (Kim y Bhowmik, 1990; Teixeira et al. 1995b; Gardiner et al. 2000),
sin embargo, no puede trabajarse con temperaturas demasiado bajas porque en ese caso no se cumplira
con el porcentaje de humedad que asegure un producto estable en el tiempo (<10% e idealmente <5%).
Uno de los primeros estudios realizados fue el de Espina (Espina y Packard, 1979) quién trabajé con
Lactobacillus acidophilus encontrando que la mayor viabilidad se obtenia a una temperatura de salida
de 75°C (9.8-10" UFC/g), por su parte, Kim encontré que para una cepa de Lactobacillus bulgaricus, la
temperatura adecuada correspondia solo a 60°C obteniendo con ello 3.1-10° UFC/g (Kim y Bhowmik,
1990), dicho resultado coincide con el de Teixeira, quien determind que la temperatura de operacion
optima debia estar por debajo de los 70°C, de manera de evitar caer en la zona donde es mas facil que
se produzca la muerte celular (Teixeira et al. 1995a). Trabajando con Lactobacillus helveticus, Johnson
encontrd que la temperatura optima de secado correspondia a 82°C con un porcentaje de supervivencia
de 15% equivalente a 2.1-10'° UFC/g (Johnson y Etzel, 1995), To (To y Etzel, 1997) sefiala por su
parte que para una cepa de Lactobacillus casei el mayor porcentaje de recuperacion (14.7%) se

encontraria trabajando en el rango 65 - 70°C.

Para demostrar las diferencias existentes de una bacteria a otra, Gardiner (Gardiner et al. 2000) estudio
cepas de Lactobacillus paracasei y de Lactobacillus salivarius encontrando que a una temperatura de
70°C, para la primera cepa se obtuvo un porcentaje de sobrevivencia de 97%, mientras que para la
segunda éste solo llego al 11%. Todo esto tiene como finalidad mostrar que, si bien existe un rango de
temperaturas donde se hace factible trabajar (la mayoria alrededor de los 70°C), el valor 6ptimo

dependera de cada cepa y por tanto es una variable que debe estudiarse antes de realizar la operacion.
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pH: To senala que previo al secado spray es recomendable llevar la suspensién a un pH cercano a la
neutralidad (pH entre 6.5 y 7.0) de manera de asegurar un mayor porcentaje de recuperacion celular

después de la operacion (To y Etzel, 1997).

Rehidratacion: Este aspecto es poco mencionado en gran parte de los trabajos, sin embargo, es de
importancia critica para asegurar la viabilidad de las células al momento de su utilizacion. La tnica
referencia que se tiene es el trabajo de Teixeira donde se encontré que los mejores resultados se
obtuvieron cuando las muestras fueron rehidratadas lentamente (en un periodo no superior a los 30
min.) y a una temperatura de 20°C, se sefiald6 ademas que no existieron diferencias entre los distintos
medios de rehidratacion (Leche descremada, MRS, agua des-ionizada o Solucion Buffer) lo cual podria
deberse a que tiene mas efecto la solucion en la cual se suspenden las células en forma previa al secado

spray que la naturaleza de la solucion de rehidratacion (Teixeira ef al. 1995b).

3.4.2 Microencapsulacion

3.4.2.1 Aspectos generales

Desai y Park (2005) definen la microencapsulacion como la tecnologia de empacar sustancias en fases
solida, liquida o gaseosa en pequenas capsulas selladas que pueden liberar su contenido a una velocidad
controlada bajo condiciones especificas. De acuerdo a lo que sefhalan estos mismos autores la
composicion del material encapsulante es el que determinara finalmente las propiedades funcionales de
la microcépsulas. En este sentido, el material encapsulante ideal deberia cumplir con las siguientes

caracteristicas

1. Buenas propiedades reologicas a altas concentraciones.

i1. Capacidad de dispersarse o emulsificar la sustancia activa y estabilizar la emulsion producida.

iii. No debe reaccionar con la sustancia a ser encapsulada durante el proceso o durante el
almacenamiento.

iv. Capacidad para mantener la sustancia activa bien protegida y evitar fugas de la misma al ambiente.
v. Debe ser soluble en solventes usados en la industria de alimentos (e.g. agua)

vi. Econdémico

vii. De grado alimenticio

Dificilmente un solo material pueda cumplir con todas estas caracteristicas, de ahi que en general se
ocupen combinaciones de sustancias a fin de cumplir con la mayor cantidad de los requerimientos

listados.

23



Existen muchas formas en las cuales la microencapsulacion puede llevarse a cabo, dentro de estas se
pueden nombrar: secado por atomizacion, congelamiento por atomizacion, microencapsulacion en
lecho fluidizado, extrusion, liofilizacion, coacervacion, cocristalizacion, entre otras (Gibbs et al. 1999).
Dentro de todas las técnicas anteriormente citadas el secado por atomizacion resulta ser una de las mas
atractivas, esto porque ofrece la ventaja de producir microcapsulas de forma relativamente simple y
continua. Otra cosa a tener en cuenta es que, aunque la distribucion de tamafio de las capsulas es
funcién de muchos pardmetros, durante la microencapsulacion mediante secado por atomizacion las

microcéapsulas alcanzan en promedio menos de 100 um (R¢, 1998).

En cuanto al uso de la microencapsulacion de bacterias del género Lactobacillus, existe amplia
informacion que avala su uso con resultados que van desde un 70% de supervivencia y mas (ver por
ejemplo: Picot y Lacroix, 2004; Ross et al. 2005; Pimentel et al. 2009; Vidhyalakshmi et al. 2009;
Wang y Langrish, 2010; Ying et al. 2010; Burgain et al. 2011)

3.4.2.2 Materiales de encapsulacion

De acuerdo a Meng (2008) existe una amplia variedad de materiales encapsulantes, el que se utilice
depende principalmente del microorganismo con el cual se estd trabajando (Morgan et al. 2006), sin
embargo, existe una variedad que pareciera funcionar bien con muchas especies, dentro de estos se
encuentran la leche descremada, proteina de suero, trehalosa, glicerol, betaina, adonitol, sacarosa,
glucosa, lactosa y algunos polimeros como dextrano y polietilenglicol. A continuacion se presenta un
breve resumen de las caracteristicas principales de cada una de las sustancias usadas en el desarrollo de

esta tesis (Gibbs et al. 1999; Mosilhey, 2003; Burgain ef al. 2011).

Solidos lacteos

Corresponden a este grupo el lactosuero, la proteina de lactosuero (o concentrado proteico) y la leche
descremada. Las caracteristicas de cada una como material de proteccion quedan determinadas
principalmente por la concentracion de proteinas y azucares presentes. En este sentido, la leche
descremada ha sido ampliamente utilizada en estudios de liofilizacion (Corcoran et al. 2004; Carvalho
et al. 2004; Golowczyc et al. 2010), mientras que el uso de lactosuero y de proteina de lactosuero estan
mas asociados a operaciones de secado a alta temperatura (Picot y Lacroix, 2004; Pimentel et al. 2009).
En todos los casos la presencia de lactosa, un disacarido, es capaz de brindar proteccion debido a su

alta temperatura de transicion vitrea (7,) en comparacion a otras sustancias. Junto con todo esto, este
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tipo de sustancias tiene asociadas diversas propiedades funcionales que les hacen atractivos

especialmente para su uso en productos con fines alimenticios.

Maltodextrina

Corresponde al grupo de almidones modificados y se usan generalmente por su alta solubilidad en
agua, su baja viscosidad y porque son faciles de manipular. Sin embargo, no tiene propiedades
emulsificantes, lo cual resulta en una baja retencion del material activo durante el secado por
atomizacion. De aqui que sea necesario mezclar con otras sustancias a fin de obtener el resultado

deseado.

Goma aradbiga

Conocida también como goma acacia es un hidrocoloide producido por la exudacion natural de arboles
acacia y estd conformada principalmente por acido D-glucurénico, L-ramnosa, D-galactosa y L —
arabinosa. Es un efectivo agente encapsulante debido a su alta solubilidad en agua, su baja viscosidad
en relacion a otras gomas a la misma concentracion y su capacidad de actuar como agente

emulsificante actuando como interfase entre agua y aceite.

Pectina

Es uno de los componentes mas importantes de la pared celular jugando un papel muy importante en el
crecimiento celular y en la defensa contra el ataque de otros microorganismos. Las pectinas estan
compuestas de acido galacturénico con residuos de L-ramnosa. Uno de los principales atributos de
estas sustancias radica en su capacidad de gelificacion bajo las condiciones adecuadas. Junto con esto,
las pectinas juegan un papel importante en la nutricion y la salud, dado que al ser una fibra dietética,

son factibles de ser fermentadas por la microflora benéfica existente en el colon.

Azucares (Fructosa y Sacarosa)

Al igual que lo mencionado en el caso de la lactosa, la temperatura de transicion vitrea en estas
especies ademds de la capacidad reconocida que tienen de reemplazar las moléculas de agua que se
pierden durante la deshidratacion, evitando con ello variaciones a nivel de la membrana celular, las
hace especialmente atractivas como materiales de proteccion (Crowe et al. 1987; Linders et al. 1997,
Silva et al. 2004). Sin embargo, deben mezclarse con otras sustancias a fin de mejorar su

comportamiento a altas temperaturas, donde dependiendo de su concentracion pueden caramelizar y/o
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provocar problemas en la atomizacién o en el descuelgue del producto en el caso del secado por

atomizacion.

Glutamato monosodico

Es uno de los aminoacidos no esenciales mas abundantes en la naturaleza, ha sido reconocido como
GRAS en Estados Unidos y es un reconocido aditivo alimenticio. Sin embargo, el glutamato ha sido
también ampliamente utilizado como agente de proteccion durante la liofilizacion (Martos et al. 2007)
dado que se le atribuye la capacidad de estabilizar las estructuras de las proteinas mediante la reaccion
entre los grupos amino del glutamato y los grupos carboxilo presentes en las proteinas de los
microorganismos (Carvalho ef al. 2003) y, ademas de esto, se ha reportado que tiene la capacidad de
retener una gran cantidad de humedad residual (Font de Valdez et al. 1985).

Su uso como material de encapsulacion en el proceso de secado por atomizacidon no es tan comiin como
las sustancias anteriormente descritas. Sin embargo, se han publicado buenos resultados al usarlo como
aditivo en el medio de cultivo (Ferreira et al. 2005) o como material encapsulante en conjunto con
trehalosa (Sunny-Roberts y Knorr, 2009) o leche descremada (Golowczyc et al.2010). En todos los

casos, la concentracion recomendada es de 12.5 g/L.

Sorbitol

Es un polialcohol de la glucosa y ha sido usado con buenos resultados en la liofilizacién (Font de
Valdez et al. 1983; Leslie et al, 1995; Linders ef al. 1997) y en el secado a vacio (Santivarangkna et al.
2006) de bacterias lacticas. Los mecanismos por los cuales se ha buscado establecer su labor protectora
incluyen la prevencion del dafio en la membrana producto de su interaccion con la misma y por otro

lado la estabilizacion de proteinas en su funcionalidad y estructura (Carvalho ef al. 2002).

3.4.3 Estrés como forma de aumentar la resistencia durante el secado

3.4.3.1 Estrés térmico

El estrés térmico consiste en exponer a las células a una temperatura moderadamente elevada, en
comparacion a la que es Optima a su crecimiento.

Con un tratamiento de estrés térmico, se ha encontrado que los microorganismos adquieren una
resistencia elevada a cambios mds severos de temperatura, todo lo cual resulta de gran utilidad para los
procesos de estabilizacion (Teixeira ef al. 1994; Kim et al. 2001; Saarela et al. 2004). Sin perjuicio de
esto ultimo, la respuesta de las células al estrés térmico es dependiente de la edad de las células, del

medio de fermentacion y de la historia de cultivo asi como del medio en el que se realiza el shock
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térmico (Teixeira et al. 1994). La razén por la cual se quiere hacer a las células mas resistentes a las
altas temperaturas radica en el hecho de que bajo estas condiciones, y en ausencia de tratamiento, se
produciria la desnaturalizacion de las proteinas, una consecuente agregacion de las mismas y
finalmente la desestabilizacion de macromoléculas y ribosomas ademas de lo cual se produciran

alteraciones en la fluidez de la membrana (Guchte ef al. 2002).

Las respuestas al estrés térmico (asi como en el estrés osmotico y acido) estan caracterizadas por la
induccidn en la produccion de proteinas generales y especificas y por una serie de cambios fisiologicos
en la membrana que aumentan las capacidades del microorganismo para soportar condiciones adversas

de su ambiente (Whitaker y Batt, 1991; Teixeira et al. 1994; Prasad et al. 2003).

En relacion a cambios en las proteinas, en bacterias estresadas térmicamente se produjo la sobre
expresion de 13 proteinas, de las cuales dos resultaron ser homoélogas de GroEL y DnaK (de acuerdo a
los pesos moleculares 67 y 76 kDa), con lo cual se demostré que Lactobacillus lactis y Lactobacillus
rhamnosus despliegan una respuesta al estrés térmico similar a la observada en otras bacterias

mesofilicas (Whitaker y Batt, 1991; Prasad et al. 2003; Desmond et al. 2004).

3.4.3.2 Estrés salino

El estrés salino se produce al alterar la concentracion de uno o mas metabolitos en el medio en el cual
se encuentran las células, debido a esto y que la membrana citoplasmatica de las bacterias es permeable
al agua pero no a metabolitos, el estrés hiper o hipo-osmoético causaré la salida o entrada de agua, lo

cual se vera representado por una disminucién o aumento del volumen citoplasmatico, respectivamente

(Csonka, 1989).

La respuesta de un microorganismo a los cambios externos de osmolaridad pueden ser divididos en tres
partes: un rapido aumento o disminuciéon de volumen citoplasmatico seguido por una serie de ajustes
bioquimicos que permiten a la célula recuperar un volumen compatible con su crecimiento, y
finalmente la reanudacién del crecimiento bajo las nuevas condiciones (Csonka, 1989). La unica
excepcion a este mecanismo se presento al estresar las células con altas concentraciones de azlcares ya
que la presencia de azucares internos de la célula lograron establecer un nuevo equilibrio después de

un corto tiempo por lo cual sélo se logrd un estrés osmatico transiente (Glaasker ef al. 1998).
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En las bacterias acido lacticas las respuestas adaptativas son el modo usual de proteccion frente al
estrés (Kim et al. 2001; Guchte et al. 2002; Desmond et al. 2004). Se cree que la sefial de estrés
osmotico es transmitida a través de transportadores, los cuales interactiian con la membrana lipidica, y
una vez ocurrido esto comienzan a manifestarse una serie de cambios al interior de la célula, los cuales
tienen que ver con la produccion de solutos compatibles, cambios en la composicion de los acidos
grasos de la membrana, cambios en produccion de exopolisacaridos, alteraciones en la produccion de

bacteriocinas (Guchte ef al. 2002) y sobre-expresion de algunas proteinas especificas (Kim et al. 2001;

Guchte et al. 2002; Prasad et al. 2003).

Los solutos compatibles se definen como aquellos solutos que no tienen carga eléctrica neta a pH=7, no
son capaces de atravesar la membrana celular y pueden ser acumulados sin causar grandes disturbios ni
inhibicion en las estructuras macromoleculares celulares, razon por la cual juegan un papel importante
en el equilibrio de la actividad de agua en uno y otro lado de la célula ante estrés osmotico (Csonka,
1989; Kets et al. 1996; Prasad et al. 2003).Con respecto a la sobre-expresion de proteinas se encontrod
que existe un grupo de proteinas que son inducidas tanto por situaciones de estrés salino como por
estrés térmico, estas son aquellas conocidas como: GroES, GroEL y DnaK (Kim et al. 2001; Guchte et
al. 2002). Los cambios en la membrana se deben a que la estructura lipidica de la misma actia como
osmoémetro (Guerzoni et al. 2001; Tymczyszyn et al. 2005), la mayoria de los trabajos recalcan el
aumento en la proporcion de acidos insaturados, haciendo hincapié¢ en que el grado de instauracion
tiene un efecto importantisimo en la permeabilidad de la membrana (Teixeira et al. 1996; Guerzoni et
al. 2001). Se ha dicho también que el aumento de &cidos grasos insaturados en la membrana previene el
dafio por oxidacion, principalmente porque la reaccién de insaturacion de los mismos es oxigeno-

dependiente (Guerzoni et al. 2001).

En relacion a efectos cruzados se ha encontrado que cepas de Lactobacillus acidophilus han resultado
ser significativamente mas resistentes al estrés térmico y a la presencia de bilis cuando han sido
expuestas a estrés osmoético dada por una solucion de NaCl (Kim ef al. 2001). Ademas de esto, se ha
encontrado que una cepa de Lactobacillus paracasei que habia sido estresada osmodticamente, mostro
una viabilidad 16 veces mayor en comparacion a la misma cepa sin estresar durante el proceso de

secado spray (Roos et al. 2005).
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3.4.3.3 Estrés acido

El estrés acido se genera al poner a la bacteria en contacto con una solucion acida (bilis, acido lactico u
otros acidos organicos), generalmente con pH<5.0 (Roos et al., 2005), durante un tiempo entre 15 a 60
minutos (Lorca et al. 1998).

En general, las cepas sometidas a estrés acido son aquellas que no cuentan con caracteristicas
acidogénicas (capacidad de producir acido a bajos pH) o aciduricas (capacidad de funcionar a bajos
pH) (Guchte et al. 2002) y/o que deberan actuar como agentes probiodticos al interior de otros
organismos donde deben resistir las adversas condiciones de la zona gastrointestinal (Lorca et al. 1998;

Lorca y Font de Valdez, 2001; Roos et al. 2005).

Cuando las bacterias no se encuentran adaptadas los acidos difunden pasivamente a través de la
membrana celular e ingresan al citoplasma, donde rdpidamente se disocian en protones y moléculas
cargadas negativamente. Esta acidificacion intensa reduce la actividad de algunas enzimas y daia
proteinas y ADN. La adaptacion de las cepas a un ambiente acido incluye un enriquecimiento en las
cadenas de 4acidos grasos insaturados lo cual causaria una reduccion en la permeabilidad de la

membrana a la difusion de los acidos hacia el interior de las c€lulas (Guchte et al. 2002)

Dentro de los efectos directos se ha encontrado que cepas pre-adaptadas durante 15 minutos a pH=4.2 o
durante 60 minutos a pH=5.0, fueron capaces de resistir un pH=3.0 durante 60 minutos, registrando un
porcentaje de sobrevivencia de 10 y 1% respectivamente. Se cree, ademas, que ambas adaptaciones se
deben a distintas causas, en el primer caso (pH=4.2) habria existido un incremento en la actividad
enzimatica, mientras que en el segundo (pH=5.0) habria existido un cambio en la composicion celular
(Lorca et al. 1998). Se ha reportado también que en cultivos sin control de pH se ha producido la sobre-
expresion de 9 proteinas (entre 14 y 56 kDa) que son exclusivamente inducidas por el aumento de

acidez en el medio (Lorca y Font de Valdez, 2001; Guchte et al. 2002).

Con respecto a los efectos cruzados, trabajando con una cepa de Lactobacillus acidophilus, Kim
encontr6 que las células que fueron pre-expuestas a estrés acido fueron significativamente mas
resistentes a niveles letales de temperatura, no asi a niveles altos de NaCl (Kim et al. 2001; Lorca y
Font de Valdez, 2001; Guchte et al. 2002). Para esta misma cepa, Lorca report6d que el estrés acido fue
capaz de brindar proteccion frente a H,O,, etanol, congelamiento y liofilizaciéon (Lorca y Font de
Valdez, 2001). En casos en que el pH no fue controlado durante la fermentacion el estrés acido ayudo

a la resistencia térmica posterior durante el secado por atomizacion (Teixeira et al. 1994).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

4.1.1 Microorganismos

La cepa probidtica empleada fue aislada de agallas de salmon coho (Oncorhynchus kisutch)
proveniente de las zonas lago Llanquihue y Villarrica, posteriormente fue identificada mediante
pruebas API como Lactobacillus plantarum (LPS47). La cepa pura se mantiene congelada en medio
leche-extracto de levadura (LEL) a -20°C en el laboratorio de Bioprocesos de la Universidad de

Concepcion.

Para las pruebas de estabilidad post secado se hizo un ensayo de inhibicién de una cepa patogena, el
microorganismo utilizado fue Yersinia ruckeri (B19), cepa que fue aislada durante brotes de
Yersiniosis en pisciculturas del sur de Chile durante el afio 2005. La cepa se encuentra liofilizada y se

conserva en el laboratorio de Ictiopatologia de la Universidad de Concepcion.

4.1.2 Medios de activacion y cultivo

4.1.2.1 Caldo De Man, Rogosa y Sharpe (MRS)

Se empled para realizar las activaciones, traspasos y conteos de la cepa Lactobacillus plantarum. Se
utiliz6 ademas para la medicion del dafio en la membrana celular post-secado. En la tabla siguiente se

informa su composicion

Tabla 4.1. Composicion del MRS

Concentracion(g/L)
Peptona caseina 10
Extracto de carne 10
Extracto de levadura 5
D(+)-glucosa 20
Dipotasio hidrogenofosfato 2
Acetato de sodio 5
Diamonio hidreogenocitrato 2
Sulfato de magnesio 0,2
Sulfato de manganeso 0,04
Tween 80 1
Agar-agar 15 (Conteo en placas)
NaCl 40 (Dafio en membrana)
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4.1.2.2 Medio tradicional (MT)

Permeado de lactosuero enriquecido con peptona, extracto de levadura y minerales. No es posible

informar su composicion debido a encontrarse en tramite de patente.

4.1.2.3 Caldo CASO (tripticasa)

Se empled para realizar las activaciones, traspasos y conteos de la cepa B19. En la tabla siguiente se

informa su composicion

Tabla 4.2. Composicion caldo CASO

Concentracion(g/L)
Peptona de caseina 17,0
Peptona de harina de soja 3,0
D(+)-glucosa 2,5
Cloruro de sodio 5,0
Hidrogenofosfato dipotasico 2,5

Agar-agar
Cristal violeta

15,0 (Conteo en placas)
1 mL (Conteo en placas)

4.1.2.4 LAPTg

Medio empleado para el cultivo en la cinética de inhibicion de la cepa Y. ruckeri por accion de la cepa

L. plantarum.

Tabla 4.3. Composicion LAPTg

Concentracion(g/L)
Peptona caseina 10,0
Peptona carne 15,0
Extracto de levadura 10,0
D(+)-glucosa 10,0
Tween 80 1,0 mL
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4.1.3 Otros reactivos y sustancias

Tabla 4.4. Lista de reactivos y sustancias miscelaneas usadas en los experimentos

Sustancia Proveedor Sustancia Proveedor
Acetato de sodio Merck Lactosuero Lactin

Agar Merck Leche descremada Svelty Digestion
Alcohol-acetona Arquimed Lugol Arquimed
Caldo CASO tripticasa Merck Maltodextrina Globe

Caldo MRS Merck Pectina Drogueria Alemana
Cloruro de sodio Merck Peptona de carne Merck

Cristal violeta Arquimed Peptona de caseina Merck
D-glucosa Merck Permeado de Lactosuero Lactin
Diamonio hidrogeno citrato Merck Potasio di hidrogeno fosfato Merck
Dipotasio hidrogeno fosfato Merck Proteina de suero Lactin

Enzima lactasa Maxilac Sacarosa lansa

Extracto de levadura Merck Safranina Arquimed
Glutamato monosodico Prinal Sorbitol Prinal

Goma arabiga Drogueria Alemana Sulfato de magnesio Merck
Hidroxido de sodio Merck Sulfato de manganeso Merck
Hipoclorito de sodio Clorinda Tween 80 Merck
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4.1.4 Equipos e Instrumentacion

Marca/Modelo/Pais de origen

Caracteristicas relevantes

Autoclave

Fermentador

Fermentador

Equipo de Filtracion

Maestranza local/Concepcion, Chile

Construido en el marco del proyecto Fondef
DOIT1121.

Maestranza local/Concepcion, Chile

Construido en el marco del proyecto Fondef
DO111121.

Maestranza local/Concepcion, Chile

Construido en el marco del proyecto Innova Chile
05CT6PPT-13

Rhodia Orelis

Acero inoxidable. Volumen 1til 0.3 m®

Acero inoxidable. Volumen total 3 L. Posee la
configuracién y las entradas necesarias para hacer
control de pH y temperatura (chaqueta calefactora).
Acero inoxidable. Volumen total 30 L. Posee control
de temperatura (chaqueta calefactora), pH y oxigeno
disuelto.

Modulo SC1 de acero inoxidable con configuracion
tubular. Acoplado con una bomba de tornillo de acero
inoxidable (2,8 GI, Pompe Moineau, Vanves,
Francia), un medidor magnético de flujo de la
alimentacion (H 256/A, Krohne, Romans, Francia), un
intercambiador de calor de tubos concéntricos de
acero inoxidable y tres manometros (MEM, Bourdon
Seme, Vendome, Francia), que indican presion de
alimentacion y salida de concentrado y permeado

respectivamente.
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Marca/Modelo/Pais de origen

Caracteristicas relevantes

Membrana MF

Secador atomizacion

planta piloto

Secador atomizacion

industrial

Estufas de incubacion

Centrifuga

Centrifuga de discos

Bombas peristalticas

Carbosep®14

Maestranza local/Chile

Construido en el marco del proyecto Innova Chile
05CT6PPT-13

GEA Niro Atomizer/Serie VSD — F /Dinamarca

Thermo Electron Corporation/63505/Alemania
Heraeus /B16/ Alemania

Heraeus/T6/ Alemania

Heraeus/Sepatech Suprafuge 22/Alemania
Heraeus/Sepatech Labofuge 2502/Alemania
Westfalia Separator/LG 205/Alemania

Cole-Palmer Masterfex/L/S 7524-55/Estados Unidos

Elaborada de 6xido de zirconio y dioéxido de titanio en
soporte de carbon. 0.14 um, Area=0.0225 m* , K=9.8
Acero inoxidable. Capacidad evaporativa de 2.8 kg/h
agua. Boquilla atomizadora de dos fluidos (diam.
interior de 0.8 mm).

Capacidad evaporativa 30 kg/h

Con ventilacion

Alcanza 150°C

40 discos. Velocidad fija de rotacion: 1500 rpm.

Balanzas Precisa/ BJ 6100D/Suiza Sensibilidad de 0.1 g. Méx. 6100 g
Precisa/XB 220%/Suiza Sensibilidad de 0.0001 g. Max. 220 g
Medidor de humedad Precisa Moisture Analizer/ HA60/ Suiza Sensibilidad de 0.0001 g. Precision de 0.01% en la
medida de humedad.
Espectrofotometro Cole Parmer /1200/Estados Unidos
Jenway/6405 UV/Vis./ Reino Unido
Medidor de pH Hanna Instruments/HI-2221 Calibration Check

pH/ORP Meter/Estados Unidos

34



Marca/Modelo/Pais de origen

Caracteristicas relevantes

Vortex
Agitador orbital
Ultra Turrax
Viscosimetro

Higréometro

Tensiémetro
Microscopio
Microscopio TEM
bacterias

Microscopio TEM para
fotografias
microcapsulas.
Medidor de
distribucion de tamafio

de particula

Vortex Mixer/VM 300/Taiwan
Gerhardt/RO 10/ Canada
Heidolph/DIAX600/Alemania
Brookfield/LVDVI+/Estados Unidos
NOVATRON/Novasina MS1/Londres

KSV/Sigma 700/Finlandia

ZEISS/Primo Star/ Alemania

JEOL/ JEM 1200 EXII / Japén

JEOL/EO JSM 380/ Japon

Microtrac/S3500 / Nikkiso CO., LTD., San Diego,
Estados Unidos

Humedad relativa : 5 - 95%; Temperatura : 0 a 50° C
Precision: 1%, 0.2° C
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4.2 Metodologias

4.2.1 Diagramas de flujo

A continuacion se presenta en forma esquematica el trabajo experimental desarrollado a lo largo de esta
tesis, los parametros estudiados y las variables medidas. Posteriormente se ofrece un detalle de cada

una de las actividades.

4.2.1.1 Diagrama Global

CONCENTRACION —> ESTABILIZACION

A 4

CULTIVO

4.2.1.2 Cultivo

Con estrés osmotico R et
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t=24h
v |
N :
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4.2.1.3 Concentracion de biomasa

ACTIVACION
\ 4
M
NI
\ 4 v v
CULTIVO BATCH CULTIVO BATCH CULTIVO BATCH
Sin control pH Sin control pH Sin control pH
Sustrato = PL Sustrato = MT Sustrato = MTD
A\ 4 y
MICROFILTRACION i MICROFILTRACION
r=20°C Ajuste pH a 7.0 r=20°C
TMP=1,1.5y 2 bar TMP= 2 bar
v=3,4y5m/s v=4 m/s
y
MICROFILTRACION
T=20°C
TMP= 2 bar

! v =4 m/s i

Mediciones

Tiempo

Volumen de permeado
Recuento microorganismos
viables



4.2.1.4 Estabilizacion de biomasa

ACTIVACION

A 4

CULTIVO BATCH
Sin control pH

ES
1/
A 4 A 4 A 4
SECADO SPRAY SECADO SPRAY SECADO SPRAY
Estudio variables de Estudio del efecto del Estudio de distintos
operacion: estrés durante el cultivo materiales de
- Presion atomizacion, - Estrés acido encapsulacion.
- Temperatura de salida - Estrés térmico - Solidos lacteos
del secador, - Estrés osmotico - Mono y
- pH y contenido de disacaridos
solidos de la - Glutamato
alimentacion. - Sorbitol
; ; - Goma arabiga
| l - Pectina.
E E - Maltodextrina.

Mediciones

Humedad

Rendimiento

Viabilidad

Estabilidad al almacenamiento



4.2.2 Activacion

4.2.2.1 Lactobacillus plantarum

Del tubo que conserva L. plantarum autdctono congelado a -20°C, se extrajeron 100 pl y se
traspasaron a 4 ml de caldo MRS (previamente esterilizado). Este ultimo tubo se dejo a 25°C 6 32°C
(segun corresponda) por 24 h. Transcurrido este tiempo se tomaron 100 pl de este tubo y se pusieron en
un nuevo tubo con 4 ml de MRS fresco para ser incubados a 25°C (6 32°C) durante las siguientes 12 h.

Una vez cumplido este tiempo, se procedid a preparar el indculo correspondiente.

4.2.2.2 Yersinia ruckeri
El método de activacion es andlogo al de la cepa probiodtica L. plantarum, con la tnica salvedad de usar

caldo CASO en vez de caldo MRS. La temperatura de incubacion fue de 25°C.

4.2.3 Preparacion del inéculo

4.2.3.1 Lactobacillus plantarum

Transcurridas las Gltimas 12 horas del protocolo de activacion se procedio6 a centrifugar el tubo (5000
rpm por 10 min). El pellet resultante de la centrifugacion se resuspendié en 1 ml de suero fisiologico
(NaCl 0.9%). De esta suspension se tomaron 70 — 120 ul y se traspasaron a un tubo con 4 ml de suero
fisiologico de forma de alcanzar una densidad optica a 625 nm (DOg;,s) entre 0.5 — 0.6 unidades de

absorbancia, lo cual asegura un inéculo de ~10° UFC/ml.

4.2.3.2 Yersinia ruckeri

Finalizado el segundo traspaso, la cepa fue centrifugada en forma andloga a L. plantarum. El pellet
resultante se resuspendié en 2 ml de suero fisioldgico y se volvid a centrifugar, el pellet de este
segundo lavado se resuspendié en 1 ml de suero fisiologico para ser usado en el ajuste de densidad
Optica. Para el ensayo de inhibicion se ajustd DOgs entre 0.1 — 0.2, lo cual fue equivalente a una

., 4 . .
concentracion de ~10" UFC/ml para este microorganismo.

4.2.4 Cultivo

4.2.4.1 Preparacion medio de cultivo

La preparacion del medio tradicional (MT) constd de dos etapas, en la primera de ellas se procedi6 a
hidrolizar el permeado de lactosuero, para lo cual se utiliz6 enzima lactasa a razén de 6 ml/ 1 de medio

de cultivo. La solucién se mantuvo agitada a 42°C por 90 min. Finalizada esta etapa se procedio a
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agregar la peptona, el extracto de levadura y minerales y se ajustdé el pH a un valor de 6.0. La

esterilizacion se llevd a cabo a 90°C con un tiempo de retencion de 15 minutos.

En los ensayos de microfiltracion se utiliz6 ademas del medio tradicional, un medio simplificado al
cual no se le agregd peptona de caseina (MTD) y otro medio consistente s6lo en permeado de

lactosuero (PL).

Para los experimentos de secado con estrés osmotico, el medio tradicional fue suplementado con NaCl

a fin de alcanzar concentraciones de 0.25; 0.50 y 0.75 M.

4.2.4.2 Cultivo discontinuo
Dependiendo del uso que se dio al cultivo los experimentos en modo discontinuo se llevaron a cabo de

diferente forma.

Cultivo en matraces

Para los ensayos de secado el cultivo se llevo a cabo en matraces erlenmeyer de 1 litro con un volumen
de trabajo de 500 ml. Se usé un in6culo de 875 ul (0.18% v/v) a fin de alcanzar una concentracion
inicial de ~10° UFC/ml. Los matraces fueron puestos en un agitador orbital (Nivel 5) dentro de un

incubador a 25°C o 32°C segtn correspondiera. No se controld pH. El cultivo se siguid por 30 h.

Para los ensayos de filtracion relacionados con la busqueda de las mejores condiciones de operacion
(ver4.2.4.1 y 4.2.4.2) el cultivo se llevo a cabo en matraces de 4 1 con un volumen de trabajo de 2 1. La
temperatura de cultivo se fij6 en 32°C y no se controlé pH. Al finalizar el cultivo, los 2 litros de caldo

de fermentacion se diluyeron con agua destilada estéril hasta completar un volumen de 8 1.

Cultivo en bioreactores

Se utiliz6 un reactor de 3 L con un volumen de trabajo de 1.5 L. Los ensayos se llevaron a cabo usando
un inéculo de 3.5 ml (0.18% v/v) y como condiciones de temperatura y agitacion 32°C y 200 rpm
respectivamente. En los casos en que se utilizd control de pH, este se mantuvo en un valor de 5.5

mediante la adicion de hidroxido de sodio (NaOH) de concentracion 5 M.

Para el ensayo a escala piloto se utilizé el reactor de 30 L con un volumen de trabajo de 20 L. El

inoculo fue de 35 ml. La temperatura asi como la agitacion se mantuvieron constantes en 32°C y 400
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rpm respectivamente. No hubo control de pH. Luego de 24 horas se dio por terminada la fermentacion

y se procedio a filtrar haciendo uso de la membrana de microfiltracion.

4.2.4.3 Cultivo fed-batch

Los cultivos fedbatch se llevaron a cabo en el fermentador de 3 L con un volumen de trabajo de 1.5 L.
Todos los experimentos fedbatch se iniciaron con un cultivo en modo discontinuo (32°C, agitacion de
200 rpm y pH=5.5) hasta las 24 horas, momento en el cual la concentracion de glucosa bajé a menos de

0.5 g/l. Se probaron tres sustratos, detallados en tabla 4.5 y dos estrategias de incorporacion de sustrato.

Tabla 4.5. Composicion de sustratos usados en cultivos en modo fedbatch. Valores en g por 100 ml.

Glucosa Permeado de lactosuero Peptona caseina
Sustrato 1 20 - -
Sustrato 2 - 50 -
Sustrato 3 - 50 2.5

Estrategia 1. Pulsos de alimentacion

Terminadas las 24 horas de cultivo en modo discontinuo se procedio a remover 100 ml de medio de
cultivo y se reemplazo por 100 ml de alimentacion fresca la cual estuvo compuesta por cualquiera de
los tres sustratos detallados en la tabla 4.5. Transcurridas 12 horas se repitid el procedimiento y asi
sucesivamente hasta completar 72 horas de cultivo. En cada uno de los recambios se tomd una muestra

de 30 ml de caldo de fermentacion a fin de medir DOg;s, concentracion de glucosa y de acido lactico.

Estrategia 2. Alimentacion continua
Finalizado el cultivo en modo discontinuo se procedi6 a alimentar el sustrato 3 a razén de 0.17 ml/min
hasta completar 72 horas de cultivo. Se tomaron muestras del caldo de fermentacion cada 12 horas a fin

de medir DOg;s, concentracion de glucosa y de acido lactico.

4.2.4.4 Cultivo continuo

Los cultivos en modo continuo se llevaron a cabo en el fermentador de 3 L con un volumen de trabajo
de 1.5 L. Todos los experimentos se iniciaron con un periodo en modo discontinuo (32°C, agitacion de
200 rpm y pH=5.5) de 24 horas a fin de permitir que las bacterias alcanzaran la fase estacionaria de
crecimiento, transcurrido este tiempo, se inicid la alimentacion del medio de cultivo (detallado en

4.2.3.1) y la descarga de caldo de fermentacion a la misma velocidad de flujo a fin de mantener el
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volumen del reactor constante. Las velocidades de flujo estuvieron determinadas por los distintos
tiempos de residencia, que en este caso fueron de 4, 6, 8 y 12 horas. Los cultivos se siguieron hasta
completar seis tiempos de residencia (61) y durante este tiempo se tomaron muestras del reactor para
medir DOgs, concentracion de glucosa y de éacido lactico. El pH durante todas las experiencias se

mantuvo constante en un valor de 5.5.

4.2.5 Concentracion de biomasa

4.2.5.1 Resistencia de la membrana

La resistencia de la membrana se obtuvo haciendo pasar agua destilada a distintas presiones y se midio
para cada presion el volumen de permeado recolectado en un determinado periodo, con esto fue posible
obtener el flux y con ello construir la grafica de J versus PTM cuya pendiente correspondio a la
resistencia de la membrana limpia, R). Por otro lado, una vez terminado el trabajo con el caldo de
fermentacion se hizo pasar nuevamente agua y se midi6 el flux en funcién de la membrana, esto

permitio conocer la resistencia de la membrana sucia.

4.2.5.2 Microfiltracion
En el médulo Rhodia — Orelis anteriormente descrito, se evaluaron las condiciones de presion
transmembrana (PTM), velocidad tangencial (v), pH y medio de cultivo de acuerdo a las condiciones

detalladas en la tabla 4.6. La temperatura en todos los casos se mantuvo constante e igual a 20°C.

Tabla 4.6. Condiciones de operacion para ensayos de microfiltracion.

Ensayo Medio Vv, m/s PTM, bar pH
1 PL 4 1 3.5
2 PL 4 1.5 3.5
3 PL 4 2 3.5
4 PL 3 2 3.5
5 PL 5 2 3.5
6 MT 4 2 3.5
7 MT 4 2 7

8 MTD 4 2 3.5
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La operacion en todos los casos se realizo por 80 6 120 minutos y durante ese tiempo cada 5 minutos se
midi6 el volumen de permeado obtenido en una probeta y el tiempo transcurrido, a partir de esto mas el
area de la membrana fue posible calcular la densidad de flujo de permeado. Para cada ensayo se
tomaron cinco muestras en forma estéril a lo largo de la filtracion a las cuales se les hizo recuento de

microorganismos viables. Cada muestra fue almacenada a 4°C y analizada durante el transcurso del dia.

4.2.6 Estabilizacion mediante secado por atomizacion
4.2.6.1 Operacion del secador
El procedimiento completo para la operacion adecuada del secador por atomizacidon se encuentra

detallado en el apéndice E.

4.2.6.2 Efecto de las condiciones de operacion del secador

Lactobacillus plantarum fue cultivado en matraces haciendo uso del medio tradicional de cultivo, a una
temperatura de 25°C, bajo agitacion constante de 200 rpm y sin control de pH. Una vez que las
bacterias alcanzaron la fase estacionaria de crecimiento, fueron centrifugadas y resuspendidas en suero
fisiolégico al mismo volumen que tenian en el medio de cultivo. A esta suspension se agrego
lactosuero como material de proteccion y fue llevada al secador por aspersion con una temperatura de

entrada de 180 + 2 °C. Las restantes condiciones de operacion se resumen en la siguiente tabla

Tabla 4.7. Condiciones de secado por atomizacion de Lactobacillus plantarum.

Ensayo Presion Temperatura de pH alimentacion Concentracion
atomizacion, bar salida, °C alimentacion,
%p/p
1 1 70 4.5 20
2 2 70 4.5 20
3 3 70 4.5 20
4 2 80 4.5 20
5 2 90 4.5 20
6 2 70 6.0 20
7 2 70 4.5 30
8 2 70 4.5 40
9 2 70 4.5 50
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4.2.6.3 Efecto del estrés durante el cultivo

Estrés térmico

Se cambid la temperatura de cultivo de 25°C a 32°C manteniendo las demas condiciones inalteradas.
Al completarse 24 h de cultivo se centrifugd el caldo de fermentacion y se procedid a resuspender la
biomasa en suero fisioldgico para después agregar el lactosuero y preparar el deshidratado de acuerdo a
las condiciones Optimas encontradas producto de los ensayos detallados en el punto 4.2.5.2. Tanto al
finalizar el cultivo como después del secado se tomaron muestras para hacer recuento de

microorganismos viables.

Estrés osmotico

Para estos experimentos se modificé el medio de cultivo de acuerdo a lo que se sefiald en 4.3.2.1. Una
vez finalizado el cultivo, se centrifugd el caldo de fermentacion y la biomasa se resuspendio en 100 ml
de suero fisioldgico. Aparte, en 400 ml de suero fisioldgico se disolvieron los materiales de proteccion
detallados en la tabla 4.8 a una concentracion del 20% p/p. Previo al secado, se mezclo la suspension
de biomasa y la solucion de proteccion y se llevaron al secador para ser deshidratadas bajo las

condiciones Optimas encontradas en 4.2.5.2.

4.2.6.4 Efecto de la centrifugacion

Con miras a reducir las etapas intermedias para obtener el producto probiotico final, se procedio a
eliminar la etapa de centrifugacion, es decir, una vez que finalizd el cultivo, los materiales de
proteccion se agregaron directamente al caldo de fermentacion y se procedio a llevar la suspension
resultante al secador por atomizacion. Se tomaron muestras antes e inmediatamente después del secado

para hacer recuento de microorganismos.

4.2.6.5 Efecto de los materiales de encapsulacion

Una vez definidas las mejores condiciones de operacion para el secador, entre ellas, la concentracion de
solidos (20% p/p), se procedid a evaluar una serie de sustancias y mezclas de ellas a fin de determinar
cual brindaba una mejor proteccion, no sélo durante el secado, sino también durante el almacenamiento
a diferentes temperaturas. La forma de incorporacion vari6 en funcién de si el caldo de fermentacion

fue o no centrifugado en forma anterior al secado.

Cuando existio centrifugacion, la biomasa fue separada del caldo (8000 rpm, 15 min) y resuspendida en

100 ml de suero fisiologico, mientras que el material de proteccion fue disuelto en forma separada en
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400 ml de suero fisiologico, una vez que ambas soluciones fueron homogéneas se procedio a
mezclarlas y dejarlas reposar en el agitador orbital (Nivel 3) por lo menos 30 minutos. Terminado este
tiempo, las muestras fueron llevadas al secador por atomizacion. Las sustancias protectoras usadas, asi

como las correspondientes concentraciones, se detallan en la tabla 4.8.

Tabla 4.8. Concentracion en g/L. de sustancias usadas como proteccion en el caldo de fermentacion

centrifugado como preparacion para el secado por atomizacion de Lactobacillus plantarum.

Lactosuero (W) Maltodextrina (M)  Leche descremada  Goma arabiga (Ga) Pectina (Pe)
(SM)
W 250 - - - -
WM 162.5 87.5 - - -
MSM - 87.5 162.5 - -
WMGa 137.5 75 - 37.5 -
WMPe 160 83.75 - - 6.25

Cuando el caldo de fermentaciéon no fue centrifugado, las sustancias protectoras se agregaron
directamente al caldo en la misma concentracion (20%p/p). La mezcla se homogenizo y se esperd por
lo menos 30 minutos antes de llevarla al secador por atomizacion. La tabla 4.9 muestra las sustancias

usadas en este caso

Tabla 4.9. Concentracion g/L de sustancias usadas como proteccion en el caldo de fermentacion sin

centrifugar como preparacion para el secado por atomizacion de Lactobacillus plantarum.

Lactosuero Proteina de Glutamato Fructosa Sacarosa Sorbitol
W) lactosuero monosodico ® (S) (So)
(WP) (G)

w 250 - - - - -
WP - 250 - - - -
WPG - 237.5 12.5 - - -
WPGF - 225 12.5 12.5 - -
WPGS - 225 12.5 - 12.5 -

WPGSSo - 2125 12.5 - 12.5 12.5

En todos los casos, una vez que se obtuvo una suspension homogénea compuesta por las bacterias y los

materiales de proteccion, se tomd una muestra para cuantificar la concentracion de microorganismos
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viables antes del secado (BD), asimismo, una vez finalizado el secado se tomd muestra del producto

deshidratado a la cual también se le hizo recuento (AD) y se le midi6 humedad.

4.2.7 Pruebas de estabilidad post secado

Una vez que se ha obtenido el producto deshidratado es necesario evaluar si el mismo sigue poseyendo
las mismas caracteristicas de interés que tenia la cepa fresca. Por tal motivo se aplicaron una serie de
pruebas tendientes a verificar el crecimiento, la capacidad de acidificar el medio, la resistencia a altas
temperaturas y a condiciones acidas (pensando en el paso por el tracto gastroinstestinal) y en ultima
instancia la capacidad de inhibir una cepa patdogena (Yersinia ruckeri). Para finalizar, se hizo un
seguimiento durante el almacenamiento a fin de evaluar como afectaba la temperatura y el medio de

proteccion a su estabilidad.

4.2.7.1 Cinéticas de crecimiento y acidificacién de Lactobacillus plantarum LPS47

En matraces de 200 ml, conteniendo el medio de cultivo tradicional, se inocularon en forma separada la
cepa fresca asi como también producto deshidratado. En ambos casos se tuvo cuidado de partir con una
concentracion inicial de 10° UFC/ml. Durante un periodo de 24 - 32 horas, y cada 3 horas, se hizo
recuento de microorganismos viables y se midi6 el pH. Las cinéticas de crecimiento fueron modeladas

por la ecuacion de Gompertz (ec. 4.1)

ln( (l]]]f g; j =4 exp{— exp{(%xl)(l)j(l —1)+ 1} (4.1)

En la ecuacion 4.1, N son las UFC/ml a un tiempo arbitrario, ¢, Ny son las UFC/ml iniciales, u,, es la

velocidad méxima de crecimiento, 4 y A, son el tiempo de latencia y la concentracion de
microorganismos en fase estacionaria respectivamente.

De igual forma, el pH del medio se midi6 cada tres horas durante el transcurso de la fermentacion de
forma de estudiar el comportamiento acidificante de la cepa deshidratada en comparacion a la cepa

fresca.

4.2.7.2 Resistencia de la cepa a altas temperaturas
Se prepararon viales con 25 ml de agua — peptona (0.1%) estériles y en ellos se puso la cantidad de
cepa (fresca o deshidratada) suficiente para lograr una concentracién inicial de ~10° UFC/ml. Cada uno

de estos viales fue puesto en un bafio termostatico a temperaturas de 40, 50, 55y 60 °C.
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Independiente de la temperatura se esperaron 15 minutos a fin de que el vial alcanzara equilibrio
térmico con el bafo termostatico y posterior a ello se procedio a ir tomando muestras (para recuento de

microorganismos) en el tiempo de acuerdo al protocolo descrito en la tabla 4.10.

Tabla 4.10. Protocolo de toma de muestras para evaluar resistencia térmica de L. plantarum autoctono.

Temperatura Tiempo transcurrido, min
40 0 10 20 30 40 50 60 - -
50 0 5 10 15 20 25 30 40 60
55 0 5 10 15 20 25 30 35 40
60 0 2 4 6 8 10 15 20 25

Al momento de tomar las muestras estas fueron puestas de inmediato en un bafio de agua-hielo a fin de
detener la reaccion. El andlisis de la mismas se llevd a cabo lo mas rapido posible, sin embargo, cuando
esto no fue posible la muestra se dejo a 4°C y fue analizada durante el transcurso de las dos horas

siguientes.

4.2.7.3 Resistencia de la cepa a condiciones acidas

En su paso por el tracto gastrointestinal los microorganismos se ven expuestos a una serie de
condiciones adversas que deben sortear si es que desean ejercer el efecto protector (en el caso de los
probidticos) para el cual han sido incorporados al huésped. Una de estas variables es la acidez, por
tanto para verificar esto con los productos deshidratados obtenidos, se tomaron muestras de los mismos
asi como de la cepa fresca y fueron puestas (Concentracion inicial ~ 10’ UFC/ml) en matraces de 35 ml
con agua — peptona (0.1%) a tres condiciones distintas de acidez, esto fue pH=2.0; 4.0 y 6.5. Durante el
transcurso de 4 horas se tomaron muestras (cada hora) de cada uno de los matraces y se les hizo

recuento de microorganismos viables.

4.2.7.4 Cinética de inhibicién de Yersinia ruckeri

A fin de comparar las capacidades probioticas de la cepa Lactobacillus plantarum deshidratada y de
otra proveniente de cepario (fresca) se analizé el efecto que ambas tenian en el crecimiento de Yersinia
ruckeri, una cepa patdgena tipica en salmones. La cinética de inhibicion se llevo a cabo en caldo CASO
tripticasa en un periodo de 48 horas a 25°C tomado muestras cada 5 — 6 horas aproximadamente. El
conteo de microorganismos patogenos viables se llevo a cabo en placas de Tripticasa-Agar a las cuales

se les agrego cristal violeta al 1% de forma de hacer mas fécil la visualizacion de los microorganismos.

47



4.2.7.5 Estabilidad de Lactobacillus plantarum deshidratado durante almacenamiento

Cuando el cultivo se llevo a cabo bajo condiciones de estrés osmotico el almacenamiento se llevd a
cabo solamente a 4°C dado que no se sabia cudl iba a ser el comportamiento de las microcapsulas y por
tanto esta era la condicion mds favorable en términos de temperatura ambiental para la mantencion de
las bacterias. Durante un periodo de 10 semanas se hizo recuento del producto deshidratado y a partir
de estos resultados se evaluo el efecto del estrés salino y de un grupo de materiales de encapsulacion en
el almacenamiento (tabla 4.9). Los resultados obtenidos arrojaron luces sobre la resistencia de la cepa,
por tanto, se decidid que en los siguientes ensayos el almacenamiento se haria a temperaturas mas

elevadas y ademas, en lo posible, por una mayor cantidad de tiempo.

En base a lo anterior, en los ensayos siguientes cada una de las muestras recolectadas del secador fue
dividida en tres y almacenada a temperaturas de 4, 25 y 37°C sin control de humedad ambiental.
Semanalmente a cada una se le hizo recuento de microorganismos Los datos recolectados sirvieron
para elaborar graficas log N/Ny (donde N es el conteo bacteriano existente a un tiempo cualquiera y Ny
corresponde al conteo al inicio del almacenamiento) versus tiempo. A partir de los graficos fue posible
obtener la constante de inactivacion, k para cada una de las condiciones de almacenamiento y definir
que mezcla de sustancias era capaz de brindar una mayor vida de estante al producto final (Sunny —

Roberts y Knorr, 2009; Yin et al. 2010)

4.2.8 Pruebas a mayor escala

4.2.8.1 Ensayo escala piloto

Se realizaron dos cultivos de 20 L cada uno para luego:

a. Concentrar biomasa mediante membrana de microfiltracion. Recolectar concentrado y agregar la
mezcla de materiales de proteccion que dio los mejores resultados en términos de estabilidad durante el
almacenamiento, esperar a lo menos una hora para su disolucién total ya que de considerar menos
tiempo se corre riesgo que queden grumos que posteriormente afecten el adecuado funcionamiento de
la boquilla del secador y pongan en riesgo la operacion.

b. Agregar directamente los materiales de proteccion al caldo de cultivo, disolver y esperar por una

hora bajo agitacion hasta lograr una suspension homogénea.

Posteriormente, en ambos casos, se llevd la suspension al secador por aspersion y se seco de acuerdo a
las condiciones Optimas encontradas a partir de los ensayos realizados en el item 4.2.5.2, esto es,

presion de atomizacion de 2 bar, temperatura de salida de 70°C (Flujo de alimentacion ~70-80 ml/min).
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Se hizo recuento de microorganismos viable una vez finalizado el cultivo, al concentrado obtenido de

la membrana y al producto deshidratado inmediatamente finalizado el secado.

4.2.8.2 Ensayo escala semi - industrial
Este ensayo se llevo a cabo en el Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (ICYTAL)

perteneciente a la Universidad Austral de Chile (UACh).

Se hizo un cultivo de 120 L y al cabo de 24 horas se procedié a agregar la mezcla encapsulante, se
agitd alrededor de una hora y fue llevada al secador. Por tratarse de un equipo de caracteristicas
diferentes al que se realizaron las pruebas a escala piloto, las condiciones de secado también variaron,
en ese sentido la temperatura de entrada solo alcanzo los 150°C, y por otro lado, la temperatura de
salida tuvo que aumentarse hasta 75°C de forma de permitir que el producto pusiera descolgarse de
forma adecuada. El producto en polvo fue recuperado desde el ciclon y desde la torre y se envaso

separadamente a fin de medir humedad y hacer recuento de microorganismos viables.

4.2.9 Analisis

4.2.9.1 Relacionados con el cultivo

Viabilidad

El conteo de microorganismos viables se llevo a cabo de acuerdo al método estandar de conteo en
placas MRS agar. Las placas fueron incubadas durante 48 h a 25°C o a 32°C dependiendo bajo que
condiciones de temperatura se efectud el cultivo. La concentracion de microorganismos se obtuvo a
partir de la siguiente formula. En todos los ensayos, a menos que se diga lo contrario, las placas se

sembraron en duplicado.

1000

. (menor dilucion contable)- (4.2)

{UFC} ~ o

ml | m1+m,-0.1+m,-0.01+...+

En la ecuacion (4.2) n; son las colonias contadas en todas las placas que exhibieron entre 10 y 300
colonias (lo cual se considera confiable). Los m; se refieren al nimero de placas efectivamente contadas
por cada dilucion. Entre menor la dilucidon tiene mayor ponderacion. Para un ejemplo de célculo

dirigirse al apéndice F.
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Peso seco

Se hizo crecer la cepa LPS 47 en el medio tradicional (1 L) y se tomaron muestras del caldo de
fermentacion cada tres horas. Para cada punto se midié la densidad oOptica (DOe;s), la viabilidad y
ademas se transfirieron 30 ml de caldo a tres tubos falcon para centrifuga de 15 ml cada uno (10 ml de
caldo en cada tubo), posteriormente los tubos se centrifugaron (5000 rpm por 10 min) y se descart6 el
sobrenadante, el pellet se lavo dos veces mas con suero fisiologico y finalmente el pellet remanente se
llevo a una estufa a 105°C por dos horas. Finalizado este tiempo, las muestras se dejaron en un
desecador hasta que se enfriaron y posteriormente se pesaron. Anterior a la realizacion del ensayo se
contaba con el gramaje de todos los tubos falcon vacios, por tanto de la diferencia de masas se obtuvo
la cantidad de solidos presentes en los 10 ml de caldo de fermentacion. Las concentraciones de solido

se correlacionaron con la densidad Optica, de acuerdo a lo que se muestra en la ecuacion 4.3

Biomasa E} =0.232- DO,,; +0.028 4.3)

Glucosa

Se utilizo el kit enzimético - colorimétrico Glucose-Liquicolor de Human, Alemania. La glucosa se
determina después de la oxidacion enzimatica en presencia de glucosa oxidasa. El peroxido de
hidrogeno formado reacciona bajo catalisis de la peroxidasa con fenol y 4-amino fenazona produciendo
un complejo rojo-violeta usando la quinoneimina como indicador. La intensidad del color es
proporcional a la concentracion de glucosa de la muestra. Toda la reaccion se produce en un lapso de 5

minutos a 37°C y el compuesto coloreado se mide a una longitud de onda de 500 nm.

Acido lactico

Se utiliz6 el kit enzimdatico — colorimétrico Lactate Dry-Fast de Sentinel Diagnostics, Italia. El lactato
presente en la muestra es oxidado por lactato-oxidasa a piruvato y perdxido de hidrogeno, el cual, en
presencia de peroxidasa (POD), reacciona con n-etil-n-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3-metilanilina (TOOS)
formando un compuesto, cuya intensidad de color es proporcional a la concentracion de lactato en la
muestra examinada. Toda la reaccion se produce en un lapso de 10 minutos a 37°C y el compuesto

coloreado se mide a una longitud de onda de 550 nm.
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4.2.9.2 Relacionados con la separacion por membranas

Tamario de bacteria

Se tomd una muestra de caldo de cultivo, se centrifugd y posteriormente el pellet resultante fue lavado
dos veces con suero fisiologico. Después del ultimo lavado, la muestra fue llevada al microscopio
electronico de transmision (JEM 1200 EXII) el cual se contaba con una cdmara acoplada modelo
Erlangshen ES500W. Los datos obtenidos fueron procesados con el software Gatan, Inc. (Reino

Unido).

Viscosidad del permeado
Se tomd una muestra del permeado y se llevd al viscosimetro Brookfield usando el spin S-00. La

viscosidad se midi¢ usando una velocidad de 60 rpm y a una temperatura de 18 £2°C.

Viabilidad
Para el recuento de microorganismos tanto en el permeado como en el concentrado se siguid el

procedimiento detallado en 4.2.9.1.

Acido ldctico

Analogo al detallado en 4.2.9.1

4.2.9.3 Relacionados con el secado
Viabilidad

Antes del secado, la viabilidad del caldo en presencia de los aditivos (con o sin centrifugacion) se
calculdo de igual forma que lo mencionado en el punto 4.2.9.1, pero para hacer los resultados
comparables con el recuento después del secado se considerd
{UFC}_ [UFC/mi]

g | 0.25(g/ml)
Donde 0.25 g/ml correspondi6 a la concentracion de solidos presentes correspondientes a los materiales

(4.4)

de proteccion agregados en forma previa al secado.

Después del secado, se pes6 un tubo conteniendo 4 ml de buffer fosfato (PBS) y al mismo se agregaron
alrededor de 0.5 g de producto deshidratado. Se disolvié mediante agitacion en vortex y se dejo reposar
por lo menos 15 minutos, transcurrido ese tiempo se procedié a agitar nuevamente el tubo para

terminar de disolver cualquier solido que hubiese quedado y se pes6 el tubo nuevamente.
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Posteriormente, se sigui6é con el método estdndar de sembrado en placas, tomando como muestra para
hacer las diluciones los tubos de PBS conteniendo el material deshidratado ya disuelto. Las placas

fueron incubadas en atmoésfera aerdbica, por 48 h. La viabilidad se informé en UFC/g (ec. 4.5).

{UFC} ~ [UFC/mi] “5)

g | [(Masa PBS+polvo-Masa PBS)/4)(g/mi)

Dariio membrana celular

Se siguid la metodologia de Gardiner et al. (2000), quien determind que el dafio en la membrana
celular estaba relacionado con la sensibilidad de la muestra al NaCl. En funcion de esto, las soluciones
de PBS con las bacterias deshidratadas resuspendidas que fueron preparadas para medir la viabilidad en
forma posterior al secado, fueron usadas también para hacer este test, que consistid en sembrar las
mismas diluciones usadas en el punto 4.2.9.3 pero ahora en placas de MRS-NaCl-Agar (Ver 4.1.3.1).
Las placas se contaron después de tres dias de incubacion a 37°C y tanto el recuento de
microorganismos como el tamafio de las colonias fueron comparados con los resultados del sembrado

de las diluciones en las placas que no contenian NaCl.

Rendimiento
Para calcular el rendimiento la masa del producto deshidratado se dividi6é por la masa total de sélidos

alimentados al secador por atomizacion. Los resultados fueron expresados en porcentaje.

Humedad
El contenido de humedad se midid poniendo una muestra de aproximadamente 2 g de producto
deshidratado en la balanza medidora de humedad (ver 4.1.4). En ésta la muestra se seco a 105°C hasta

alcanzar peso constante. Los resultados se expresaron en porcentaje.

Tamario de particula: La distribucidon de tamafio de particulas del producto deshidratado fue obtenida
con el analizador Microtrac usando aire como fluido de transporte para las microcépsulas y un indice

de refraccion 1.000.

Caracterizacion microcapsulas
La morfologia de las particulas asi como un estimado de su tamafo fue obtenida mediante fotografias

SEM con ayuda del microscopio de barrido (EO JSM 380).
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Mojabilidad
Se utilizo la técnica de ascenso capilar acoplada con la teoria de Washburn (1921) usando hexano y

agua como solventes.

Isotermas de adsorcion

Se prepararon soluciones saturadas de sales y se almacenaron en recipientes herméticos, a 25 y 37°C, a
fin de generar determinadas condiciones de humedad relativa (Ver Apéndice C). En los recipientes se
guard¢ el producto deshidratado y se tomaron muestras del mismo en un intervalo de tiempo hasta que
la humedad del producto se mantuvo constante. Los valores de humedad y actividad de agua se
llevaron a un grafico y se les ajusto el modelo de BET.

B-X,-a,
[1-a,) (+(B-1)x,)] (4.6)

En la ecuacion 4.6 B es una constante, X y X, son los contenidos de humedad en el equilibrio y de la

X =

monocapa respectivamente (en base seca) y a es la actividad de agua.

4.2.9.4 Analisis estadistico
Los resultados presentados en este trabajo son el promedio de dos experimentos independientes. La
comparacion entre grupos fue hecha con el test de Tukey de comparaciones multiples usando el

software SPSS de IBM. Las diferencias fueron estadisticamente significativas con un valor p < 0.05.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Seleccion de cepa probiotica
La cepa Lactobacillus plantarum autoctona utilizada en este estudio demostrd tener todas las

caracteristicas necesarias para ser listada como probiotico de acuerdo a lo sefialado por Kosin et al.

(2006).

Bioseguridad: De acuerdo a pruebas API la cepa ha sido reconocida como Lactobacillus, organismos

que son calificados por la OMS como GRAS (Generally Recognized As Safe),

Origen: La cepa ha sido aislada desde salmones de la X region y se busca que sean usados como

probidticos en organismos de la misma especie.

Resistencia: De acuerdo a pruebas realizadas por el grupo de Biologia Marina L. plantarum LPS47 fue
capaz de mostrar antagonismo en presencia de cepas de Yersinia ruckeri, Aeromonas hidrophyla,

Aeromonas salmonicida, Streptococcus focae, Micrococcus luteus y Vibrio anguilarum.

Adherencia y colonizacion: Las pruebas de hidrofobicidad revelaron que la cepa posee una adherencia

media de alrededor de un 42%. En relacion a la autoagregacion, ésta fue de 15%.

Actividad antimicrobiana: Si bien la cepa no es capaz de producir peroxido de hidrégeno y no se le
encontrd ningun tipo de bacteriocina asociada, es capaz de generar acidez en el ambiente hasta alcanzar
un pH cercano a 3.4, esto ultimo resulta ser inhibitoria para una amplia variedad de microorganismos

patdgenos.

Inmunomodulacioén: Bioensayos preliminares demostraron que la cepa no produjo cambios en los

recuentos de eritrocitos y leucocitos. Si se manifesté un aumento en el estallido respiratorio.

El ultimo punto, que se refiere a viabilidad/supervivencia y resistencia durante el procesamiento, es lo

que se busca validar en los siguientes puntos.
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5.2 Modos de Cultivo'
5.2.1 Cultivo en modo discontinuo
Para el cultivo discontinuo se probaron las alternativas con y sin control de pH, en ambos casos se

midi6 el consumo de glucosa, la produccion de &cido lactico y la viabilidad durante el cultivo. Los

resultados se exponen en las figuras 5.1 y 5.2.

10

Cglucose’ g/L

In N/N,

T
[\S}
Clactic acid® g/L

(=]

0 5 10 15 20 25

t, hours

Figura 5.1. Cinética de crecimiento (o) y perfiles de concentracion de glucosa (0 ) y acido lactico (A) de

Lactobacillus plantarum LPS 47 cultivada en modo discontinuo sin control de pH.

De este tipo de ensayos, se desprende el conocimiento basico necesario para el uso de cualquier cepa en
un proceso productivo. Para la que nos interesa en este estudio, LPS 47, en la primera figura es posible
ver que posee una fase de latencia de al menos una hora, seguida por una fase exponencial que se
extiende aproximadamente hasta las 18 horas, momento en el que se inicia la fase estacionaria de
crecimiento, la que se ha observado puede durar hasta pasadas las 36 horas de cultivo. Dado que se
desea que la bacteria sea capaz de resistir de la mejor forma el proceso de secado, la cosecha debe

realizarse durante esta fase (Teixeira et al. 1995), lo que se traduce en que se deben considerar por lo

menos 20 horas para el cultivo.

' Paola Bustos y Rodrigo Borquez. (En preparacion — Bioresource Technology) Batch, fed - batch and continuous culture of an
autochthonous probiotic strain. Use of cheese whey permeate as carbon source.
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La curva de produccion de acido lactico corrobora lo que ya se sabe de estos microorganismos, que
tiene que ver con que la produccion de este metabolito estd solo semi-asociada al crecimiento
(Luedeking y Piret, 1959). Dado que esta especie tiende a inhibirse en presencia de acidez excesiva, un

segundo paso en este estudio consistié en mantener una condicidon constante de pH en el medio (5.5 +

0.2), los resultados se muestran en la figura 5.1.2.
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Figura 5.2. Cinética de crecimiento (o) y perfiles de concentracion de glucosa (0 ) y acido lactico (A) de

Lactobacillus plantarum LPS 47 cultivada en modo discontinuo con control de pH.

Lo primero que llama la atencién es el aumento en la concentracion de acido lactico al cabo de las 24 h
de cultivo (ver tabla 5.1), ademas, contrario a lo que ocurrio6 sin control de pH, la glucosa fue utilizada
completamente durante el cultivo. El hecho que la acidez del medio fuera neutralizada, permiti6 a las
bacterias no estresarse en ese sentido, y por tanto seguir produciendo acido hasta el punto en que
agotaron las fuentes de carbono disponibles. La productividad de acido lactico bajo esta condiciones
resultd ser casi 4.5 veces mayor que para el cultivo en modo discontinuo sin control de pH. El

rendimiento producto/sustrato también se vio favorecido una vez que se mantuvo el pH.

En cuanto a la viabilidad, si bien hubo diferencias entre ambas condiciones estas no fueron

estadisticamente significativas, este comportamiento no es tan comun ya que, tal como se mencionaba
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anteriormente, la gran mayoria de las bacterias pertenecientes a esta especie son mas bien sensibles, por

tanto se esperaba una mejora notable en términos de la viabilidad una vez que se hubo controlado el

pH.

Tabla 5.1. Resumen de variables de interés productivo en cultivo en modo discontinuo de L. plantarum

LPS 47 asociado a las operaciones con y sin control de pH.

Caracteristicas Biomasa Modelo de Acido lactico, Productividad Productividad Rendimientos
Viabilidad, log UFC/ml Gompertz g/L Shiomasa/(L* W) Zacpsctico/ (Lt h)
Concentracion, g/L

Sin control pH 9.46 +0.20 A=9.28 3.5 0.052 0.096 Yxs=0.13
1.77 Uma=1.00 Yps=0.24

A=1.47
Control pH 9.96 + 0.34 A=9.86 14.7 0.060 0.48 Yxs=0.13
2.09 Umax=0.84 Yps=1.05

A=1.87

Asi como la viabilidad, la concentracion de biomasa tampoco se vio afectada por el control de pH y sélo

se observoé un leve aumento, los rendimientos en un caso u otro son practicamente iguales. En

comparacion a los resultados exhibidos por otras bacterias acido lacticas y cultivadas usando el mismo

tipo de sustrato (Amrane, 2001; Mondragén — Parada, 2006; Aguirre, 2010), la cepa LPS47 tiene

caracteristicas acidorresistentes que le permiten crecer y multiplicarse atin bajo condiciones adversas en

términos de acidez. En este punto, se puede pensar que de esta bacteria en particular podria esperarse

una buena tolerancia a la estabilizacion mediante empleo de altas temperaturas, esto porque la

exposicion a estrés acido estd también relacionado con la sobre expresion de proteinas que a la larga

brindan proteccion frente a altas temperaturas (Teixeira et al. 1994; Kim et al. 2001).
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5.1.2 Cultivo semicontinuo
El cultivo fed — batch, tal como ya se ha mencionado ha sido utilizado con éxito en varias especies de
bacterias 4cido lacticas (Ding y Tan, 2006; Aguirre, 2010). Las estrategias son variadas y dependiendo

de ellas son los resultados obtenidos.

La figura 5.3 muestra la variacion en la concentracion de biomasa en funcién del tipo de sustrato

utilizado (dado en tabla 4.5, apartado metodologia).
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Figura 5.3. Perfiles de concentracion de biomasa para Lactobacillus plantarum LPS 47 cultivada en modo

fedbatch.

Hasta las 24 horas se llevé a cabo el cultivo en modo discontinuo, cumplido este tiempo, se aliment6 el
reactor de acuerdo a la estrategia seleccionada hasta completar 72 horas de cultivo. Los resultados
mostrados en la figura dan cuenta que la operacion es factible bajo estas condiciones, sin embargo, la
concentracion de biomasa, si bien aumenta, no lo hace de forma dramatica, como ha sido reportado por
ejemplo, por Aguirre (2010) o Hwang et al. (2011). El andlisis estadistico revela que en cuanto a la
produccion de biomasa las diferencias estadisticamente significativas estuvieron dadas por el uso de
peptona de caseina y no por la forma de administracion del sustrato, es asi como el lactosuero y la
glucosa quedaron en el mismo lugar mientras que el uso de la mezcla lactosuero — peptona de caseina

(Whey — Casein) fueron los que dieron los mejores resultados. Esto tltimo se explica considerando que
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la peptona de caseina es una buena fuente de aminoacidos lo cual en conjunto a la mezcla compleja de
proteinas, lipidos y minerales que es el lactosuero confiere a los microorganismos una excelente fuente
de mantencidon y crecimiento. Ahora bien, junto con que un cultivo cuente con una adecuada
concentracion de biomasa, ésta debe encontrarse viable, en este caso, la variacion de la viabilidad a lo

largo de las 72 horas de cultivo se muestran a continuacion.

14 -

—O— Glucose

—— Whey

—4— Whey - Casein

—O— Whey - Casein (Continuous feed)

N/N,,

12 A

Figura 5.4. Evolucion de la viabilidad de Lactobacillus plantarum LPS 47 cultivado en modo fedbatch relativo

a la viabilidad al finalizar el modo batch (V).

Contrario a lo que ocurrié con la concentracion de biomasa, en términos de viabilidad las diferencias
entre los sustratos fueron mdas notorias, destacandose de igual forma el uso del sustrato 3 (Whey-
Casein) con el cual se consiguid un aumento relativo en el recuento de 13 veces, pasando de 1.5 10
UFC/ml al final del periodo discontinuo a 2.0- 10'° UFC/ml al alcanzar las 72 horas de cultivo. En
términos generales, la alimentacion continua del sustrato 3 se tradujo en mantener el balance celular,
con un recuento que pasé de 9.8- 10° UFC/ml a 1.2- 10'° UFC/ml al finalizar el proceso. Los sustratos
1 y 2 lograron también hacer diferencias en el recuento de microorganismos, pero solo en las primeras
24 — 48 horas, después de esto practicamente no hubo variaciones, especialmente usando glucosa, cuyo
recuento final fue de 5.6: 10° UFC/ml.

Durante el tiempo en que el sistema se operd en forma semi-continua la concentracion de glucosa al
interior del fermentador fue nula o bien tan baja que fue imposible de medir con el método tradicional
enzimatico. Este tipo de comportamiento es lo que se espera de un cultivo en modo fedbatch, dado que
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en la medida que el sustrato va siendo agregado va siendo consumido, el hecho que no se acumule en el
sistema tiene sus ventajas, especialmente cuando un exceso de €l pudiera ser toxico o diera lugar a los

microorganismos a tomar rutas metabolicas alternativas a las de el metabolito que pudiera interesarnos.

Tabla 5.2. Resumen de variables de interés productivo en cultivo en modo fedbatch de L. plantarum

LPS 47 para distintos sustratos y estrategias de alimentacion.

Viabilidad Biomasa Acido Productividad Productividad

lOg UFC/ml g/L lécthO, g/L gbiomasa/(L° h) gac.lz’wtico/(L' h)

Glucosa 9.75+0.01 1.96 20.6 £4.1 0.030 0.12
Lactosuero 9.97 £0.08 2.26 20.0+£2.0 0.036 0.10
Lactosuero — Peptona caseina 10.12+0.36 2.67 300+34 0.045 0.31
Lactosuero — Peptona caseina 10.22+0.17 2.47 41.0+4.7 0.041 0.54

(Alimentacion continua)

En lo que respecta a la tabla 5.2, se observa un aumento en la concentracion de acido lactico para la
cuarta condicion, coincidentemente con que es la condicion donde se observd s6lo una mantencion en
la cantidad de microorganismos y no un aumento en los mismos. La productividad volumétrica en este
caso es mayor que la observada para el cultivo en modo discontinuo, incluso cuando hubo control de
pH, luego, si lo que se desea es producir acido lactico habrd que operar el bio-reactor bajo estas

condiciones.

Tal como ya se habia mencionado, contrario a lo que sefialan Aguirre et al. (2010) en nuestro caso no
se observaron aumentos en la productividad de biomasa, de hecho hubo una disminucién considerable
de la misma, ahora bien, Aguirre et al. reportan una viabilidad de 2.0 10" UFC/ml al finalizar el
proceso después de 40 horas de operacion, en esta tesis dicha viabilidad se mantiene incluso después de
72 horas de cultivo y lo que llama atin més la atencion es que ha sido posible haciendo recambios cada
12 horas de sélo 1/15 avo del volumen total de cultivo, sin necesidad de parar la operacion, lo contrario
del trabajo de Aguirre donde se hicieron reemplazos de 4 del volumen de cultivo previa espera de la

sedimentacion de biomasa.
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5.1.3 Cultivo continuo

La ultima parte de esta etapa consistid en el cultivo continuo de la cepa a diferentes tiempos de
residencia. En todos los casos estudiados el estado estacionario se alcanzdé rapidamente, de hecho
después de 4 tiempos de residencia las concentraciones de biomasa, glucosa y 4cido lactico no variaron

mas alla de un 15%. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5.3.

Tabla 5.3. Resumen de variables de interés productivo en cultivo en modo continuo de L. plantarum
LPS 47 para distintos tiempos de residencia. Concentracion inicial de glucosa 16 g/L. Los valores

informados corresponden una vez alcanzado el estado estacionario.

T, h D,h?! Viabilidad, Biomasa g/ Acido Productividad Js Jp
UFC/ml lactico, g/L. 8 biomasa 8 sustrato 8 dc.lactico
L-h Sbiomasa I 8biomasa P
4 0.250 9.88+0.03 1.44 6.3+£0.01 0.36 1.56 1.04
6 0.167 9.99 +£0.05 1.67 7.2+0.43 0.28 1.35 0.69
8 0.125 10.71 £0.23 1.88 10.3 +0.68 0.24 0.92 0.67
12 0.083 10.13 £0.01 2.01 11.6 £0.16 0.17 0.58 0.47

Las tasas de consumo de sustrato (g;) permitieron estimar un rendimiento biomasa/sustrato de un 17%
con un coeficiente de mantencion de 0.19 Zpiomasa/(Zsustrato’h). En relacion al acido lactico, las tasas de
produccion del metabolito (g,) se ajustaron de buena forma (1’=0.9605) a la ecuacion de Luedeking y
Piret (1959), desprendiéndose de la misma que la cantidad de 4cido asociada al crecimiento celular era

de 3.3 Zicido/Ehiomasa Mientras que la porcion no asociada al crecimiento alcanzoé 0.20 gicido/(Zbiomasa’h)-

En cuanto a la productividad volumétrica de biomasa, bajo cualquiera de las condiciones ensayadas,
¢sta resultdé ser mayor que lo que se habia observado en cultivo discontinuo o fedbatch, de hecho,
dependiendo del tiempo de residencia, la productividad aument6 hasta 6 veces (D=0.25 h™). El hecho
que la operacidon continua sea mas favorable que el cultivo batch, para esta variable, estaria ligado al
hecho que el microorganismo usado en este estudio tiene una velocidad de crecimiento relativamente
alta (entre 0.8 — 1.0 h™). Ahora bien, sin desmedro de esto los resultados si uno se detiene a analizar
solo la concentracion de biomasa, los resultados obtenidos aqui poco o nada difieren de los que se
habian obtenido bajo las otras condiciones de cultivo, de hecho, son incluso mas bajas que las
reportadas en el caso del cultivo en modo semi — continuo. Junto con esto ultimo la viabilidad de
Lactobacillus plantarum durante el cultivo continuo mostr6 solo un leve aumento en relacion a lo que

se tenia al finalizar el cultivo en modo discontinuo. Aun asi llama la atencidén la extraordinaria
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capacidad de adaptacion de esta cepa, ya que incluso a tiempos de residencia tan bajos como 4 6 6
horas fue capaz de mantenerse activa, quiza debido a esto mismo su produccion de acido lactico se vio
disminuida, ya que en general las respuestas adaptativas de los microorganismos pasan por una serie de

cambios a todo nivel a fin de adaptarse a una nueva condicion.

Una ultima cosa a sefialar radica en el comportamiento de la concentracion de biomasa en funcion del

factor de dilucion (inverso del tiempo de residencia).
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Figura 5.5. Comportamiento de la concentracion de biomasa de Lactobacillus plantarum LPS 47 cultivado en

modo continuo en funcion del factor de dilucion.

El comportamiento exhibido por la bacteria da luces de un tipo de anomalia encontrada en los cultivos
en modo continuo y que guarda relacion con el hecho de estar trabajando con un medio complejo (no
definido). De acuerdo a lo que sefiala Wang (1978), en estos casos, en la medida que se varia el tiempo
de residencia varian también los requerimientos nutricionales del microorganismo, por tanto es dificil
establecer con claridad cual es el nutriente limitante, de hecho, se postula que asi como varia la
velocidad de crecimiento del organismo varia también la naturaleza del nutriente que limitara el

proceso.
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5.1.4 Comentarios finales

Tal como ya se habia mencionado, el uso de una u otra forma de cultivo estara determinado
principalmente por las caracteristicas del microorganismo y también por lo que se desea a fin de
cuentas privilegiar, es decir, si queremos fomentar la produccion de biomasa o bien la produccion de un
metabolito. Por otro lado, como en todo proceso productivo, se debe tener en cuenta cuanto es lo que se
tendra que invertir. En este sentido un cultivo en modo continuo, si bien manifestd la mayor
productividad volumétrica en términos de biomasa (32 veces mas que en fedbatch y 6 veces mas que en
modo discontinuo) es mucho mas costoso y también riesgoso, costoso en términos de que siempre
habra componentes del medio original de cultivo que no serdn completamente utilizados y que por
tanto se perderan en la corriente de salida y por otro lado riesgoso ya que no sabemos que puede pasar
con la bacteria en la medida que el tiempo de cultivo transcurre, eso implicaria realizar pruebas
periddicas que sefialen si los microorganismos siguen o no, por ejemplo, manifestando las propiedades
probidticas por las que fueron escogidos inicialmente, ya que, como ya se ha dicho, una de la

principales desventajas de un cultivo continuo es la mutacion.

El modo fedbatch ofrece un buen comportamiento, especialmente en lo que se refiere a la produccion
de 4cido lactico en comparacion a lo obtenido en un cultivo discontinuo con control de pH : 44 g/L
versus 15 g/L respectivamente. El costo asociado al mismo tampoco pareciera ser excesivo ya que se
debe recordar que cada 12 horas lo unico que se hizo fue reemplazar 1/15avo del volumen del reactor
por medio fresco. Con esto se logrd una operacion estable por 72 horas. Las desventajas de este modo
de operacion se relacionan principalmente con que no se sabe si los microorganismos de las 24, 48 6 72
horas seran los mismos, se debe recordar que en la medida que pase el tiempo existird mayor estrés al
interior del reactor ya que habrd mayor nimero de microorganismos, mayor cantidad de metabolitos,
entre otras cosas, y por tanto, las bacterias que se cosechen podran exhibir caracteristicas diferentes o
comportamientos diferentes en una operacion de secado : menos resistencia, perdida de caracteristicas
intrinsecas, entre otras. En este aspecto se cree que falta por investigar mas en esta area antes de
establecer el uso de este tipo de cultivos a una mayor escala, por lo menos en el area de bacterias acido
lacticas, ya que existe suficiente evidencia de su uso exitoso, principalmente con levaduras (Leib ef al.
2001).

Sin lugar a dudas este trabajo ha dado una pincelada a lo que se puede lograr con una operacion de este
tipo en este campo, sin embargo, queda todavia mucho por investigar, pasando por ejemplo por las
diversas estrategias que existen para la incorporacion de la alimentacion (e.g. Ding y Tan, 2006), como

también por el hecho de decidir que es realmente lo que debemos alimentar para lograr un buen
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resultado, ejemplo de esto ultimo es el trabajo de Altamirano et al. (2004) donde se dan luces sobre la
estrategia de ir alternando fuentes de carbono a fin de permitir la “desintoxicacion” de
microorganismos productores de 4cido lactico, lo cual se traduce en una cosecha de células con mejor

crecimiento y viabilidad.

Finalmente, basados en estos criterios se decidid continuar esta investigacion utilizando el método
tradicional de cultivo discontinuo. Dado que en primera instancia lo que interesa es la concentracion de
células viables y no la produccion de acido lactico, se optd por mantener el cultivo sin control de pH.
La operacion de esta forma, ademas de ser mas practica en términos operacionales pone a la bacteria
frente a dos situaciones de estrés: estrés debido al agotamiento de nutrientes (en estado estacionario) y
estrés acido por efecto de la baja de pH. Esto nos sera de utilidad durante el proceso de secado ya que
se han publicado evidencias de protecciones cruzadas entre estrés térmico y estrés acido, asi lo han

sefalado también Teixeira et al. (1995) y van de Guchte (2002) entre otros.
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5.2 Concentracion de biomasa®

5.2.1 Tamaiio bacteriano

En los procesos de bioseparacion particula — liquido se hace importante conocer ciertas propiedades
que permitan dilucidar como separar las moléculas de interés desde el resto del caldo de fermentacion.
En este caso, se tomaron fotografias de alta resolucion a fin de conocer la forma y estimar el tamafio de

la bacteria que ocupa nuestro estudio: Lactobacillus plantarum LPS 47.

2.5 pm

Figura 5.6. Fotografia SEM de Lactobacillus plantarum LPS 47.

El analisis de las fotografias tomadas sirvid para realizar distintas tomas y hacer un estimado de las

dimensiones de la bacteria, a partir de esto se encontrd que tenian 1.56 = 0.34 pm y 0.82 + 0.10 pum.

5.2.2 Microfiltracion

Los ensayos de microfiltracion (MF) se llevaron a cabo usando el médulo Carbosep con tamafio de
poro nominal igual a 0.14um, tamafo que, de acuerdo, a la morfologia presentada en la figura 5.6 no
deberia dejar pasar a los microorganismos, pero que tampoco es tan pequefio que pueda provocar un

bloqueo demasiado rapido de los mismos.

En las paginas siguientes se estudia el efecto de las distintas variables en la operacion de separacion.

? Paola Bustos, Camila Scheel y Rodrigo Bérquez. (En preparacion — Journal of Membrane Science). Separation of probiotic strain from
fermentation broth using microfiltration and ultrafiltration membranes. Study of operating parameters and fouling.
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5.2.2.1 Influencia de la presion transmembrana (PTM)
De forma de conocer el efecto de la presion transmembrana en el flux lo primero fue determinar la
presion critica, es decir, el punto por sobre el cual ya no existiran variaciones en la densidad de flujo

independiente de la presion aplicada.

250

J, L/(m” h)

200

150

100

50 4

0 T T T T T T 1
0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0

TMP, bar
Figura 5.7. Determinacion de la presion transmembrana critica (PTM,) durante la filtracion de Lactobacillus

plantarum LPS 47 en medio PL a una velocidad tangencial de 4 m/s.

De la figura 5.7 se desprende que PTM.~ 2.5 bar, luego, debe trabajarse por debajo de este valor a fin
de evitar la formacion de un queque que a la larga se compactard y hard que la membrana vaya
perdiendo su permeabilidad en forma paulatina haciendo la operaciéon menos eficiente o bien que

provoque problemas durante el lavado y/o en el peor de los casos que impida su reutilizacion.

Con esto claro, los siguientes experimentos se llevaron a cabo a presiones transmembrana de 1.0; 1.5y
2.0 bar. Los resultados (figura 5.8) dan cuenta que en la medida que se aumenta la presion existié un
aumento considerable en la densidad de flujo, atn asi, al cabo de 20 minutos de operacion ya habia
disminuido considerablemente para todos los casos estudiados. Esto tiene que ver, como bien se sabe
por el bloqueo inicial de poros que se produce por efecto de todos los materiales que arrastra el caldo
de fermentacion (Tanaka et al. 1994; Carrere et al. 2001). Este bloqueo continua hasta que se establece
el equilibrio entre el material que es arrastrado producto de la velocidad de flujo cruzado y el efecto
que ejerce la presion transmembrana (PTM), una vez que esto sucede, se alcanza la condicion de flux
en estado estacionario. La tabla 5.4 muestra la reduccion de flujo en funcion del flux que se tenia al
iniciar la operacion.
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Tabla 5.4. Reduccion de la densidad de flujo en funcion de la presion transmembrana

PTM, bar 1.0 1.5 2.0

Je. m’/(m” s) 7.21-10° 1.73-107 2.98:10°
FR, % 36.7 35.1 35.6

De acuerdo a lo que muestra la tabla, independiente de la presion aplicada, la reduccion de la densidad
de flujo fue mas bien constante, lo cual calza con las observaciones realizadas por Buetehorn (2010)
quien sefiala que este parametro depende mas bien de la velocidad tangencial y de la concentracion de
solidos mas que de la PTM, esto porque en la medida que se aumenta la presion, si bien en un inicio
aumentard la densidad de flujo, llegara un punto en que la cantidad de sélidos que se depositen en la
membrana también aumentaran, luego el queque aumentara de espesor hasta que se alcance un nuevo
equilibrio entre lo que se deposita por la aplicacion de presion y lo que se arrastra por efecto de la

velocidad de flujo cruzado, esto es lo que se denomina la teoria de flujo limite.

o
<

—O0— TMP=1.0 bar
—0— TMP =1.5 bar
—&— TMP=2.0 bar

:b
(=]
1

J(10%), m*/(m’ s)

0.0 T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160

¢, min

Figura 5.8. Evolucion del flux en el tiempo en funcion de la PTM aplicada y una velocidad de 4 m/s.

(Los valores del flux deben dividirse por 10° a fin de obtener el valor real).
El efecto de la presion transmembrana se evaluo también para la viabilidad de los microorganismos, de

acuerdo a esto, la mayor concentracion se logré con una presion de 2 bar, tal como puede verse en la

figura 5.9 y en la tabla 5.5.
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Cabe destacar, que independiente de la diferencia de presion aplicada, el recuento de microorganismos

en el permeado estuvo entre 0y ~10* UFC/ml.

£ 107 3 Initial
O BN t=80 min
=
> . |
1

107 *

106 -

105 T T T

1.0 1.5 2.0
TMP, bar

Figura 5.9. Concentracion de microorganismos viables en la alimentacion y en la corriente del concentrado

después de 80 minutos de operacion.

Tabla 5.5. Factor de concentracion (F,) en el recuento de microorganismos viables en funcion de PTM

UFC/mL |
1 bar 1.5 bar 2 bar
Inicial 2.47 - 10’ 3.42 10’ 1.29 -107
Concentrado 3.60 10’ 6.80 -10’ 3.19 .10’
F. 1.5 2.0 25

A la luz de los resultados, se decidi6 por tanto seguir trabajando con una PTM de 2 bar.
5.2.2.2 Influencia de la velocidad tangencial, v
Una vez definidas las condiciones de presion bajo las cuales era posible obtener el mayor factor de

concentracion para la biomasa, se midio el efecto de la velocidad tangencial.

Tabla 5.6. Reduccion de la densidad de flujo en funcion de la velocidad tangencial

v, m/s 3.0 4.0 5.0

Jg m*/(m” s) 226107 3.00-10° 2.51-10°
FR, % 36.4 31.0 37.2
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Al igual que ocurrié con la presion, fue posible alcanzar el estado estacionario alrededor de los 100
minutos desde el inicio de la operacion. Con estos valores fue posible calcular los correspondientes
factores de reduccion que se muestran en la tabla 5.6. Si bien las diferencias entre uno y otro no son tan
grandes, si son estadisticamente significativas, encontrdndose que la mejor operacioén en términos de

este parametro es una velocidad de 4.0 m/s.

5.0

J(10%), m*/(m’ s)

2.0 T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160

t, min
Figura 5.10. Evolucion del flux en el tiempo en funcion de la velocidad tangencial aplicada. PTM = 2 bar.

(Los valores del eje y en el grafico deben dividirse por 10° a fin de obtener el valor real)

Si bien se tiene la idea que el aumento de velocidad tangencial siempre es positivo, a fin de arrastrar los
correspondientes depositos que pudieran formarse en la pared de la membrana. Sin embargo, a partir de
la figura 5.10 queda claro que esto no es siempre asi. De esta figura se desprende que es mejor operar la
membrana a 4 m/s que a 5 m/s. Una de las explicaciones para esto radica en el efecto que tiene la
velocidad tangencial sobre la orientacidn que toman las bacterias al interior de la membrana,
especialmente cuando estas tienen forma de bacilo (rod — shaped), Tanaka et al. (1994, 1996)
encontraron que en este caso, en la medida que mas grande es la velocidad, los microorganismos
tienden a orientarse de forma paralela al flujo, luego, por efecto de la presion transmembrana se
adhieren de esa misma forma a la pared de la membrana provocando con ello el taponamiento de los

poros.

El efecto de la velocidad en la calidad de la separacion se evalud en los mismos términos que en el caso

de la presion transmembrana, los resultados se presentan en la tabla 5.7
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Tabla 5.7. Factor de concentracion de biomasa (recuento de microorganismos viables) en funcion de la

velocidad tangencial.

UFC/mL |
3m/s 4 m/s Sm/s
Inicial 4.93-10’ 1.29 -107 6.43 .10’
Concentrado 6.10 -10’ 3.19 .10’ 1.13-107
F. 1.2 2.5 1.8

De acuerdo esto, la mayor concentraciéon de microorganismos se obtiene con una velocidad de 4 m/s y

considerando esto es que se decidid seguir trabajando con este valor en el resto de los ensayos.

5.2.2.3 Efecto del pH

Para membranas del tipo Carbosep o Kerasep, el pH de la alimentacion es muy importante a la hora de
la separacion dado que dependiendo del pH de esta, existira mas o menos flujo de permeado debido al
comportamiento hidrofilico o hidréfobo de la membrana. Con esto en mente, se modifico el pH del

caldo de cultivo, desde su valor original (~3.5 — 3.8) hasta llevarlo a 7.0 mediante la adicion de

hidroxido de sodio. Los resultados se muestran en la figura 5.11.

J(10°), m*/(m’ s)

2.0 T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160

t, min

Figura 5.11. Evolucion del flux en el tiempo en funcion del pH de la alimentacion. PTM = 2 bar, v =4 m/s.

(Los valores del eje y en el grafico deben dividirse por 10° a fin de obtener el valor real)
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En la figura se ve claramente que si bien en un principio existe un aumento del flux, en la medida que
pasa el tiempo ambas curvas tienden a un valor en comun, esto lleva a pensar, que en aras de no
manipular en forma excesiva el caldo de fermentacion, lo mejor seria filtrarlo en forma directa desde el
matraz o reactor de cultivo. El factor de concentracion para el recuento de microorganismos fue de 2.2

para pH=3.5 y 2.6 para un pH=7.0, el analisis estadistico reveld que la diferencia no era significativa.

Si bien se ha reportado, que la separacion es de mejor calidad en la medida que el pH de la
alimentacion aumenta en este caso esto no se cumplio, probablemente por el hecho de estar trabajando
con un medio diluido, ya que se cree que el pH pudiera tener efecto en las coagulacion de las proteinas
presentes, ahora bien, al estar trabajando con un medio bajo en proteinas dicho efecto no pudo ser

apreciado.

Aun asi, para evitar excesivas manipulaciones en el caldo de fermentacion, se decidié no hacer

variaciones de pH previo a la separacion.

5.2.2.4 Efecto concentracion de so6lidos

El uso del medio tradicional de cultivo (MT) provocé por un lado un aumento en la cantidad de
bacterias en la alimentacion y por otro lado un aumento en la cantidad de solidos disueltos. Frente a
esto se produjo una diferencia notable en cuanto al desempeino de la membrana. De hecho el lavado de
la misma tomd mucho mads tiempo y cantidad de quimicos a fin de recuperar el flux original. Sumado a
esto, la eficiencia de la separacion también se vio afectada, ya que al hacer el balance entre las bacterias
que ingresan al sistema y las que salen del mismo hubo diferencias, las cuales se atribuyen al hecho de
que las mismas pudieron haber quedado adheridas en forma permanente al queque formado en la

membrana de microfiltracion.
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5.3 Secado y Estabilizacion de biomasa

5.3.1 Condiciones de operacion

5.3.1.1 Acidez de la alimentacion

El pH no demostrd tener influencia notoria en el rendimiento o la humedad al finalizar la operacion,
alcanzando en todos los casos un promedio de 35% y 4.6% en rendimiento y humedad
respectivamente. Con respecto a la viabilidad, el pH no tuvo tampoco ningun efecto en el recuento
inmediatamente después del secado.

Por estas razones el pH se mantuvo constante en los experimentos siguientes, con lo cual se evitd la

excesiva manipulacion del medio, y por tanto el riesgo de contaminacion en esta etapa.

5.3.1.2 Presion de atomizacion y temperatura

La presion de atomizacion (P) tiene un efecto directo en el diametro y en la cohesion de las particulas,
lo cual a su vez tiene un impacto directo en el desempefio de la operacion y en la separacion en el
ciclon. Se encontréo que P no tuvo influencia en la humedad del producto final (en promedio 4.6%),
algo que no era lo que se esperaba dado que los resultados de Telang y Thorat (2010), mostraron que en
la medida que se aumentaba la presion de atomizacion era posible obtener un producto con menor

contenido de humedad.

Con respecto al rendimiento, la presion tuvo una influencia bastante importante. Cuando P = 1 bar,
muchas de las gotas que se generaron fueron de gran tamafio, lo que caus6 que muchas de ellas no se
secaran completamente en la cdmara de secado y quedaran adheridas a las paredes de la misma
provocando un rendimiento bastante bajo (4.4%). Por el otro lado, a P = 3 bar, se generaron, gotas
demasiado pequefias las cuales fueron facilmente arrastradas por el aire himedo que abandona el
equipo (rendimiento de 18.9%). Los mejores resultados en este aspecto se consiguieron con P = 2 bar

(26.3%).

La viabilidad de los microorganismos no se vio afectada por presiones de 2 6 3 bar, sin embargo, el uso
de 1 bar también tuvo un efecto negativo en el recuento bacteriano, tal como puede verse en la figura
5.31. Luego, tomando en cuenta el buen desempefio en términos de rendimiento y sobrevivencia de
microorganismos (~95%), todos los ensayos restantes fueron efectuados a una presiéon de 2 bar.

Resultados similares fueron obtenidos por Telang y Thorat (2010) y Menshutina (2010).
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La temperatura de salida (7,,,) del secador tuvo efecto principalmente en la humedad y en la viabilidad

del producto final, pero no en el rendimiento (en promedio 43.8%).
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Figura 5.12. Efecto de la presion de atomizacion (e) y la temperatura de salida (o0) en la supervivencia de
Lactobacillus plantarum autéctono inmediatamente después del secado. N: Conteo bacteriano justo después del

secado, N,: Conteo bacteriano antes del secado.

En la figura 5.12 es posible ver que existio una marcada pérdida de viabilidad del producto en la
medida que la temperatura aumento, este efecto ha sido ampliamente reportado (Varsha y Bhaskar,
2011; Silva et al. 2004: Meng et al. 2008; Chavez y Ledeboer, 2007) y estd relacionado con las
drasticas perturbaciones causadas por la velocidad a la cudl el agua es removida desde las células lo
que resulta en dafo para componentes celulares de vital importancia como ADN y ARN (Varsha,
2011). Considerando que es importante mantener la viabilidad de los microorganismos por sobre 10’
UFC/g, para que sean econdmicamente atractivos, este seria el valor minimo aceptable al inicio del
almacenamiento, bajo esta premisa, el uso de 70°C es lo mas adecuado dado que aunque la humedad
resulta mas alta (5.3% versus 4.2% y 3.4%) cumple con los estandares (<10%). Temperaturas mas
bajas, sin bien son técnicamente posibles, no se recomiendan dado que la humedad del producto final
aumenta por sobre el 12% lo cual impide asegurar una larga vida de estante al producto, especialmente

a temperaturas por sobre los 15°C (Menshutina et al. 2010; Telang y Thorat, 2010).
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5.3.1.3 Contenido de sélidos en la alimentacion

El uso de un contenido de sélidos entre 20 6 30 %p/p no hizo diferencias en cuanto al rendimiento
obtenido (36.1% y 36.8% respectivamente) o la humedad (3.9% y 4.0% respectivamente). En contraste,
el uso de 40% p/p 6 50% p/p resultd, en ambos casos, en un efecto negativo para ambos pardmetros. La
eleccion del 20% p/p fue hecho principalmente debido a que a esta concentracion no se manifestaron
mayores problemas de preparacion de las soluciones, ni tampoco en el paso de la misma a través de la
boquilla de atomizacién, lo cual si fue observado usando concentraciones mayores de sélidos. El
resultado obtenido concuerda con lo obtenido por Yu et al. (2007), donde los mejores resultados fueron
obtenidos usando esta misma concentracion de solidos en la microencapsulacion mediante secado por
atomizacion de fosfolipidos. En su estudio, soluciones mas concentradas se relacionaron con altas
viscosidades y dificultades en la atomizacion, lo que concuerda también con las observaciones ya

mencionadas.

La influencia de la concentracion de s6lidos en el recuento de microorganismos al final del proceso, al

igual que con el pH, no fue estadisticamente significativa.

Finalmente, a partir de los resultados de esta parte de la experimentacion se decidid

1. Usar una concentracion de solidos de 20% p/p.
2. No alterar el pH se la solucion resultante una vez que se han agregado los materiales de proteccion.
3. Operar el secador a una presion de atomizacion de 2 bar y manipular el flujo de alimentacion a fin de

lograr una temperatura de salida de 70°C.

Todos los experimentos que se detallan en los siguientes capitulos cumplen con estas tres

caracteristicas.
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5.3.2 Efecto de la aplicacion de estrés durante el cultivo’

5.3.2.1 Estrés térmico

La figura 5.13 muestra el efecto del secado por atomizacion de bacterias no estresadas osmoticamente
pero cultivadas a diferentes temperaturas, 25°C que era la temperatura original de cultivo y 32°C que
vendria a corresponder a la aplicacion del estrés térmico. En ambos ensayos el conteo inicial de
microorganismos antes del secado fue superior a 10® UFC/ml, tal como se ha recomendado en literatura

(Morgan et al.2006).
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Figura 5.13. Efecto del estrés térmico durante el cultivo de Lactobacillus plantarum LPS 47. En ambos casos las

bacterias fueron resuspendidas s6lo en suero fisioldgico previo a la operacion de secado.

BD: Antes del secado, AD: Después del secado, CD: Dafio en la membrana celular.

El uso de una temperatura mas alta durante el cultivo pareciera brindar claramente una proteccion
adicional frente al secado comparando con aquellas bacterias que fueron cultivadas a 25°C ya que para
esta ultima se observé una pérdida de viabilidad de 3 ciclos logaritmicos versus 1.5 ciclos logaritmicos
perdidos al usar una temperatura de cultivo de 32°C. La respuesta a esto esta en que, como ya ha sido
anteriormente reportado, el hecho de someter a los microorganismos a un estrés subletal previo a la

operacion de secado incrementaria su resistencia a una condicidon mucho mas extrema de temperatura

3 Paola Bustos and Rodrigo Bérquez (2013). Influence of osmotic stress and encapsulating materials on the stability of autochthonous
Lactobacillus plantarum after Spray drying, Drying Technology, 31(1), 57 — 66.
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(van de Guchte er al. 2002) como ser el secado por atomizacién donde se verdn expuestos a
temperaturas varios grados mas altas (70°C en este caso). De acuerdo a varios autores esta resistencia
estd relacionada con una respuesta adaptativa asociada con la sobre expresion de proteinas GroEL y
Dnak (Silva et al. 2004), lo que concuerda con lo encontrado para otros microorganismos mesofilos
con caracteristicas probioticas como ser Lactobacillus lactis y Lactobacillus rhamnosus.

Las diferencias entre el uso de una temperatura y otra se hicieron alin mas notorias al analizar el dafio
en la membrana celular, en la figura es posible ver que de aquellas bacterias cultivadas a 25°C so6lo
alrededor de un 0.01% fue capaz de crecer en las placas con sal, lo cual implica que las bacterias
restantes presentaron dafios o alteraciones en la membrana celular que impidieron por tanto su
adecuado crecimiento. Con el uso de 32°C se minimizo este dafio y se observd un porcentaje de

supervivencia cercano al 1%, es decir dos 6rdenes de magnitud superior.

El crecimiento de los microorganismos en las placas con sal tiene asociado el hecho de que los mismos
son sometidos a estrés osmotico, luego, en este caso el estrés térmico tendria un efecto cruzado
proveyendo proteccion a L. plantarum autdctono no sélo frente a altas temperaturas sino también frente
a la presencia de sal en el medio, siempre y cuando la misma esté por debajo de los limites de letalidad
para el microorganismo en cuestion, lo cual en este caso es valido, ya que para esta especie se ha
reportado crecimiento hasta concentraciones de sal en el medio de hasta 1.5 M, mientras que en las

placas dicha concentracion sélo llega a 0.68 M.

Una vez finalizada esta parte del trabajo se decidio seguir trabajando a una temperatura de 32°C en los

siguientes experimentos.

5.3.2.2 Estrés osmético

Después de la exposicion de Lactobacillus plantarum a diferentes niveles de estrés osmotico durante el
cultivo, se observo que, independiente del nivel de estrés salino utilizado, no hubo diferencias
estadisticamente significativas en el recuento de microorganismos justo al término del cultivo. Esto es
consistente con lo descrito por Glaasker ef al. (1998), quien encontr6é que solo sobre un estrés osmotico
de 0.8 M en el medio de cultivo se registraron alteraciones en el crecimiento de L. plantarum ATCC
14917. Por otro lado, de acuerdo a lo que sefiala Kets ef al. (1996), el rango es ain mas amplio, ya que
se establecid 1.5 M como el limite maximo aceptable para el crecimiento en el caso de L. plantarum

P743.
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Las diferencias entre las distintas condiciones de crecimiento se hicieron visibles so6lo después del
secado, donde la pérdida de viabilidad fue siempre mayor en aquellas muestras que habian sido
estresadas osmdticamente, esto fue mas notorio en la medida que el nivel de estrés aplicado fue mayor.
El comportamiento descrito llamé la atencion dado que bajo similares condiciones, una cepa de
Lactobacillus acidophilus mostré mayor resistencia durante el secado por atomizacion cuando un estrés
de 0.25 M fue usado durante la etapa de cultivo (Riveros et al. 2009). En forma analoga, una cepa de
Lactobacillus plantarum mostrd buena resistencia al secado cuando se cultivd bajo una concentracion
de 1.0 M (Kets et al. 1996), aunque este ultimo caso no es totalmente comparable dado que se usaron
condiciones de secado mucho menos agresivas que las que usualmente implica el uso del secado por

atomizacion.
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Figura 5.14. Efecto del estrés osmotico durante el cultivo de Lactobacillus plantarum LPS 47. El cultivo se
llevo a cabo a 32°C y se us6 lactosuero (20% p/p) como material de encapsulacion. BD: Antes del secado, AD:

Después del secado, CD: Dafio en la membrana celular.

De acuerdo a Csonka (1989), las bacterias responden al estrés osmoético mediante la acumulacion de
solutos denominados compatibles ya que su exceso no afecta negativamente al microorganismo. La
funcién de estos solutos es restablecer el balance osmoético, mediante el paso de agua a través de la

membrana celular, de forma de evitar un shock hiper o hipo-osmoético. Dentro de los solutos
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compatibles se incluyen: iones potasio, azlcares, polioles, amino acidos y aminas cuaternarias. En el
caso especifico de bacterias acido lacticas, la acumulacion de uno o mas de estos solutos dependera de
cada especie en particular (van de Guchte et al. 2002). En forma especifica, para L. plantarum existen
reportes que sefialan que el mismo es incapaz de responder adecuadamente al estrés osmotico causado
por la acumulacion de iones sodio o potasio, lo cual tiene un efecto inmediato en los cambios de
volumen de la célula y por tanto en la membrana celular, lo cual tiene un efecto negativo en los
componentes macromoleculares del citoplasma (Kets ef al. 1996). Adicionalmente, se han reportado
alteraciones en la composicion de acidos grasos de la membrana, lo cual claramente afectard el

transporte a través de ella (Oliveira et al. 2007 y Guillot et al. 2000).

En resumen, si durante el tiempo de exposicion a NaCl, el componente celular mas afectado de L.
plantarum fue la membrana citoplasmatica, y durante el secado por atomizacion es ésta misma también
la zona mas expuesta a deshidratacion, es de esperar que la viabilidad durante el secado se verd mas
afectada en la medida que las bacterias se vean expuestas en mayor grado a altos niveles de salinidad

durante el cultivo, lo cual es concordante con los resultados experimentales.

5.3.3 Centrifugacion del caldo de fermentacion

En los experimentos realizados hasta este punto, en todo momento se centrifugd el caldo de
fermentacion a fin de recuperar solo la biomasa. La excesiva manipulacion asi como el hecho de que la
etapa de centrifugacion se convierte en un cuello de botella si lo que se desea es la elaboracion de un
producto de este tipo a gran escala y en lo posible de forma continua llevé a plantearse la eliminacion
de la etapa de centrifugacion, lo cual permitia agregar en forma directa los materiales de proteccion al

medio de cultivo y de ahi pasar directamente a la etapa de secado.

Tabla 5.8. Rendimiento y humedad de L. plantarum LPS 47 secado por atomizacién con (70°) y sin

centrifugacion (SC70°) del caldo de fermentacion.

Rendimiento, % Humedad, %
70° 543+1.5 5.38+0.12
SC70° 424+1.1 5.27+0.21

La tabla 5.8 da cuenta que existen diferencias significativas en cuanto al rendimiento del producto, pero
no asi en la humedad. No se tiene una explicacion clara para el comportamiento del rendimiento, pero

existe la hipotesis de que exista una pequena variacion de viscosidad entre un caso (siendo mas viscoso
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aquel que no ha sido centrifugado), esto, como ya se ha visto, tendria una incidencia directa en el paso
del liquido a través de la boquilla de atomizacion, modificando el tamafio y las caracteristicas de las
gotas, lo que a su vez podria provocar que el producto quedara en una mayor proporcion adherido a las
paredes de la camara de secado, aun asi, no es una diferencia significativa, y esta dentro de los valores
que se manejan para el comin de las operaciones realizadas en ese equipo, por tanto no se considera

que sea una variable de peso a la hora de tomar la decision de centrifugar o no.

Una variable importante es la viabilidad de los microorganismos, en este sentido, a partir de la figura
5.15 se desprende que no hubo diferencias en la supervivencia después del secado por atomizacion
entre las bacterias que fueron separadas del caldo de fermentacion previo a la operacion y aquellas que
no lo fueron (SC70°) con un 13.5 y un 14.4 % respectivamente. Si se observaron diferencias en cuanto
al dafio en la membrana celular (6.0 versus 7.5 %), sin embargo, de acuerdo al andlisis estadistico, éstas

no fueron significativas.
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Figura 5.15. Efecto de la centrifugacion del caldo de fermentacion en la resistencia de Lactobacillus plantarum
LPS 47 frente al secado por atomizacion. El cultivo se llevd a cabo a 32°C y se us6 lactosuero (20% p/p) como

material de encapsulacion. BD: Antes del secado, AD: Después del secado, CD: Dafio en la membrana celular.

Atendiendo a estos resultados no habria de momento ningun tipo de restriccion en el caso que se
deseara eliminar la etapa de centrifugacion, lo cual reduciria notablemente los tiempos destinados a ella

en el caso que se trabaje con grandes volumenes, ademads, se evitaria una manipulacioén excesiva de los
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microorganismos y por ultimo se eliminaria el gasto energético (y por tanto econémico) asociado a la

operacion.

5.3.4 Estudio del efecto de materiales encapsulantes en la viabilidad de L. plantarum

5.3.4.1 Comportamiento de Lactobacillus plantarum estresado osméticamente durante el cultivo
La figura 5.16 muestra el efecto del secado por atomizacidon en bacterias no estresadas osmoticamente.
En todos los ensayos el conteo inicial de microorganismos antes del secado fue mayor a 10° CFU/ml,

tal como se ha recomendado en literatura (Morgan et al. 2006).

BD
100 + + & = = I =m0
Em CD
(]
g
5 10 -
5
o
=
=
g
w2
1_
0.1 T T T T T T
w WM SM  WMG WMP  32°

Protective material

Figura 5.16 Porcentaje de supervivencia de Lactobacillus plantarum antes del secado (BD), inmediatamente
después del secado (AD) y dafio en la membrana celular (CD) en presencia de distintos materiales de proteccion.
W=Lactosuero; WM=Lactosuero — Maltodextrina; SM=Leche descremada — Maltodextrina; WMG=Lactosuero
— Maltodextrina — Goma arabiga; WMP=Lactosuero — Maltodextrina — Pectina; 32°= Bacterias resuspendidas en

suero fisiologico, sin proteccion.

De esta figura se desprende que es absolutamente necesario el uso de materiales de proteccion, esto
porque en la muestra control (32°C), la cual sélo fue resuspendida en suero fisioldgico, la viabilidad
disminuy6 alrededor de 1.8 ciclos logaritmicos, mientras que en las muestras que en las que se uso
proteccion, la pérdida de viabilidad estuvo en el rango de 0.3 — 0.9 ciclos logaritmicos, usando
lactosuero y la mezcla WMP respectivamente. En consecuencia, la incorporacion de sustancias

protectoras tiene claramente un efecto positivo, lo cual se debe principalmente a la estabilizacion de la
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membrana celular y la costra externa generada por el encapsulante, especialmente cuando este contiene
proteinas y/o azucares (Li et al. 2006). Menshutina et al. (2010), agregan ademas que la adicion de
material de proteccion no so6lo mejora la supervivencia de los microorganismos, si no también tiene un

efecto en la fluidez del producto, lo que claramente se relaciona con la calidad de la atomizacion.

Contrario a los mejores resultados que reporta Desmond et al. (2002), en el secado por atomizacion de
L. paracasei donde se usé una mezcla de leche descremada — goma ardbiga como material de
proteccion, en este trabajo el uso de goma ardbiga como parte del medio de proteccidon no mostrd
ningin impacto en los resultados después del secado, en comparacion al comportamiento que
mostraron otros agentes de proteccion. Aun asi, la goma no fue excluida del analisis ya que como se ha
mencionado, no siempre existe una buena correlacion entre los resultados justo después del secado y

durante la etapa de almacenamiento (Chavez y Ledeboer, 2007; Morgan et al. 2006).

Los resultados que dan cuenta del dafio en la membrana celular (test de sensibilidad a placas con NaCl)
muestran, que aunque hubo diferencias entre los distintos materiales de encapsulacion, éstas no fueron
significativas. La diferencia mas notable se produjo entre las muestras microencapsuladas y aquellas
que no lo estaban (32°C) lo cual resalta aun mas la necesidad de contar con proteccion durante el

secado.

Comparando estos resultados con los obtenidos por Gardiner et al. (2000) para L. salivarius y L.
paracasei, quienes usaron leche descremada como agente de proteccion, los porcentajes de sensibilidad
a NaCl (en placa) para este estudio no excedieron un 21%, mientras que Gardiner reporta entre 70% y
100% de sensibilidad. A pesar de esto, al igual que Gardiner, se observod que el tamafio de las colonias
en las placas MRS — NaCl era claramente mas pequefio que el que se observaba en las placas

tradicionales de MRS.

El hecho que el dafio en la membrana celular se haya visto minimizado mediante el uso de estas
sustancias protectoras es un gran precedente, ya que esta parte de los microorganismos es la que regula
en ultima instancia la adhesion y colonizacion del érgano o tejido huésped. Esta claro que si la bacteria

no logra colonizar no podra ejercer su rol probiotico.

El andlisis estadistico considerando tanto la viabilidad inmediatamente después del secado asi como el

dano a la membrana celular, sefiala que no existen diferencias estadisticamente significativas en el uso
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como material de proteccion de suero (W) o de las mezclas suero-maltodextrina (WM) y leche-
maltodextrina (SM). En segundo lugar queda el uso de goma ardbiga y pectina (p=0,369). La
viabilidad de cada una de estas muestras bajo las condiciones antes descritas, queda detallada en la

tabla 5.9.

Tabla 5.9. Resultados secado por atomizacion Lactobacillus plantarum autdctono. BD: Antes del
secado, AD: Después del secado, CD: Evaluacion dafio membrana celular. Todos los valores en log

UFC/g*.

\\ WM SM WMG WMP 32°C

BD 10.11 £0.07%  10.51 +£0.05™° 10.45+0.04™° 10.16 £ 0.02™* 10.48 £0.07*° 10.47 + 0.06™*
AD 9.85+0.15%  9.72+0.06%* 9.77+0.01%*  9.83+0.02%" 9.62+0.03%*  9.66+0.02%*
CD 9.75+0.09%%  9.71+£0.08%® 974+0.02%* 9.77+£0.02%* 9.69+0.06%®° 9.48+0.03°

*Diferentes letras mayusculas es una misma columna muestran diferencias estadisticas entre los valores. Diferentes letras mintisculas en una misma fila
muestran diferencias estadisticas entre los valores.

De igual forma como se hizo con las muestras que no habian sido sometidas a estrés osmotico, se
estudio el efecto del material de encapsulacion y también del nivel de estrés osmotico (durante el
cultivo) en la estabilidad al almacenamiento de las muestras estresadas osmoticamente. Los resultados,
al igual que en el caso anterior, sugieren como mejores alternativas el uso de lactosuero (W) o de las
mezclas Leche descremada-Maltodextrina (SM) o Suero-Maltodextrina (WM), sin diferencias
significativas entre ellos. En un segundo lugar quedan el uso de goma arabiga o pectina (SMG y SMP),
las cuales incluso mostraron una marcada pérdida de viabilidad en la medida que aumento el nivel de
estrés osmotico, de hecho, se alcanzo6 una pérdida de 1.5 ciclos logaritmicos. Sumado a todo esto, bajo
un estrés de 0.75 M se observo también un ligero aumento en el dafo celular, el cual se vio reflejado

principalmente en presencia de goma ardbiga o pectina.

A la luz de estos resultados se hace importante sefialar que, independiente del hecho que ciertos medios
de proteccidon se comportaron mejor que otros y que el uso de estrés osmdtico mermo la resistencia de
las bacterias al secado, el conteo de microorganismos viables inmediatamente después del secado
estuvo en el rango 7.3-10° a 3.5-10° UFC/g. Tomando en cuenta que para fines probidticos la cantidad
de bacterias viables debe estar entre 107 a 10° UFC/g (Toledo et al. 2010; Peighambardoust et al. 2011,
Chavez y Ledeboer, 2007) todos los medios de proteccion ensayados servirian para tal proposito, al

menos inmediatamente después de efectuado el secado.
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Tal como ha sido sefalado por Li et al. (2008), el dafo celular no sélo ocurre durante el proceso de
secado sino también durante el almacenamiento de los productos deshidratados. A partir del
seguimiento semanal realizado, se observo que en el transcurso de los dias existio una disminucion
paulatina de la viabilidad de L. plantarum en el producto deshidratado. La magnitud de dicha
disminucién estuvo claramente influenciada por el material de proteccion mas que por el nivel de estrés

osmotico aplicado durante el cultivo.

En cuanto al material de proteccion, el analisis reveld que al cabo de los 70 dias lactosuero (W) fue la
sustancia que brindé los mejores resultados en términos de la estabilidad de la cepa (Tabla 5.10),
alcanzando una viabilidad de 9.98 log UFC/g. En un grupo separado quedaron las mezclas de leche-
maltodextrina y suero-maltodextrina, mientras que en un tercer y cuarta posicion quedaron aquellas
muestras que contenian pectina y goma ardbiga respectivamente. En estos ultimos casos, la
concentracién de microorganismos viables disminuyo por debajo de 10® UFC/g al cabo de seis semanas

de almacenamiento a 4°C.

Contrario a lo expuesto por Oliveira et al. (2007), en relacion a las limitaciones de la
microencapsulacion como herramienta para la estabilizacion de bacterias probidticas, en el trabajo aqui
expuesto, si bien existieron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos medios de
proteccion, en todos los casos la viabilidad se mantuvo por sobre 10’ UFC/g, lo cual ratifica las

amplias aplicaciones de la operacion de secado por atomizacion.

Tabla 5.10. Conteo microorganismos viables de Lactobacillus plantarum autoctono a los 70 dias de

almacenamiento a 4°C. Todos los valores en log UFC/g*.

W WM SM WMG WMP 32°C

0.00M 9.98+0.04"  876+0.03* 946+0.00" 888+0.02*° 8.39+0.03* 6.80=+0.01
0.25M  9.23+0.045%%  846+0.035°° 879+0.03°®  8.18+0.06%¢ 8.35+0.025¢ -
0.50M  9.17+0.00“*  8.36+0.05° 9.01+0.01%°  834+0.05%° 8.36+0.05%¢ -
0.75M  9.33+0.01%*  857+0.04%°  8.85+0.04“°  7.64+0.04°° 7.72+0.16°¢ -

* Diferentes letras mayusculas es una misma columna muestran diferencias estadisticas entre los valores. Diferentes letras mintisculas en una misma fila
muestran diferencias estadisticas entre los valores.

Volviendo a los distintos agentes protectores (encapsulantes), la labor del mismo radica principalmente
en recubrir a la bacteria durante el proceso de secado, evitando con ello que las altas temperaturas

provoquen su muerte en forma inmediata. La forma en que el material de proteccion actiia esta
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relacionado principalmente con la forma en que es capaz de estabilizar la membrana celular en la
medida que la ella va perdiendo las moléculas de agua durante el proceso de deshidratacion (Guerzoni
et al. 2001), pero también actlian como agentes anti-oxidantes y fomentadores de la hidrofobicidad
durante la vida de estante (Li ez al. 2006). Bajo estos conceptos, se ha encontrado que los disacaridos
actian de mejor forma que los polisacaridos, cualquiera sea su tipo, ya que estos ultimos al ser de
mayor tamafo tienden a tener dificultades para interactuar con la membrana celular, por tanto se espera
que la proteccion brindada por ellos se vea también disminuida. En este trabajo, al usar maltodextrina,
goma arabiga o pectina (todos polisacaridos), el problema estérico se hizo més notorio en la medida
que aument6 el estrés osmotico ya que también en estos casos la membrana venia con cierta
sensibilidad atin antes de la operacion de secado. El lactosuero, por su parte, esta constituido en un gran
porcentaje por lactosa, un disacarido, frente a esto, existe gran informacion sobre la habilidad de
proteccion que han mostrado los mismos especialmente en procesos de liofilizacion (e.g. Teixeira et al.
1995a). Una vez que las moléculas de agua son removidas, los disacaridos son capaces de formar
enlaces del tipo puente hidrogeno con las proteinas que conforman la membrana celular, lo cual
ayudaria a prevenir la desnaturalizacion de las mismas y con ello la ruptura total de la membrana (Li et
al. 2008; Teixeira et al. 1995; Crowe et al. 1987). En este sentido, los resultados obtenidos en este
trabajo corroboran los estudios ya realizados, ya que aquellas muestras en las cuales se uso lactosuero
como material de proteccion mostraron una supervivencia del 90% aun después de 10 semanas de
almacenamiento. El uso de lactosuero en vez de lactosa pura tiene como ventaja, ademas de las
ambientales y econdmicas, el hecho de que el lactosuero ademas de contener lactosa, contiene lipidos y
proteinas, los cuales son capaces de brindar una proteccion adicional a las bacterias (Martos et al.

2007).

Cabe destacar que todavia podrian hacerse mejoras en cuanto al almacenamiento del producto, por un
lado agregando otras sustancias, y ademas utilizando otro tipo de envase, esto porque se ha mencionado
en muchas publicaciones la importancia de las condiciones ambientales en términos de humedad
relativa, temperatura y presencia (Wang et al. 2010) y la necesidad de contar con un empaque adecuado
que sea capaz de impedir el paso de luz, humedad y oxigeno (Chavez y Ledeboer, 2007). Los
siguientes apartados tratan la primera de estas mejoras, estudiando la presencia de: mayor

concentracion de proteinas, otros carbohidratos, glutamato monosddico y sorbitol.

Para finalizar este apartado, la gran conclusion que se desprende del mismo es que el estrés osmdtico

durante el cultivo no tuvo mayor incidencia en la resistencia exhibida por la bacteria durante el secado
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por atomizacion, de ahi que los siguientes experimentos se realizaron cultivando la cepa en el medio
tradicional (MT). Ahora bien, con respecto al tema del estrés, el hecho que se elimine el estrés salino
no implica que las bacterias no se encuentren estresadas en lo absoluto, cabe recordar que para llevar a
cabo la cosecha de células se ha asegurado (de acuerdo al tiempo) que las mismas se encontraban en la
fase estacionaria de crecimiento. Ahora bien, en este punto empieza a existir competencia por sustrato
o carencia del mismo, ademés dependiendo de los metabolitos producidos podra existir inhibicidon por
la presencia de los mismos (4cido lactico en este caso) y finalmente los cultivos se han hecho sin
control de pH por lo que los microorganismos han estado también expuestos a estrés acido. Todas estas
condiciones, por si solas incluso, han mostrado en otros trabajos que son capaces de crear en las
bacterias una resistencia adicional al secado en comparacion con aquellas, que han sido cosechadas en
la fase exponencial de crecimiento o que incluso hayan sido potenciadas mediante el uso de algin tipo
de estrés no letal en forma previa al secado (Li ef al. 2008; Kim et al. 2001; Guerzoni et al. 2001), de
hecho, tal como senalan van de Guchte et al. (2002) las bacterias en fase estacionaria desarrollan un

estado general de resistencia al estrés.

A partir de los resultados obtenidos durante el desarrollo de todos estos experimentos, se decidid no
usar estrés osmoético en el medio de cultivo, esto, porque quedd demostrado que no era capaz de
conferir ningin tipo de proteccion adicional a la bacteria frente al secado y/o durante el
almacenamiento, incluso, dependiendo del material de encapsulacion, se observé un aumento del dafio
en la membrana celular en comparacion a aquellas bacterias que no se habian visto sometidas a estrés.

En cuanto al material de proteccion, lactosuero (20% p/p) mostrd el mejor comportamiento, lo que fue

mas notorio durante el almacenamiento.

Los siguientes experimentos muestran la inclusion de otras sustancias a fin de mejorar aun mas los
resultados obtenidos en esta etapa inicial, en ellos se hace especial hincapi¢ en la estabilidad a
temperatura ambiente, esto a fin de reducir los costos asociados a la refrigeracion y al hecho de

mantener una cadena de frio durante el transporte.
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5.3.4.2 Efecto de la inclusion de mayor porcentaje de proteinas en el medio protect0r4.

De acuerdo a Wang y Langrish (2010), quién trabajo en primera instancia con lactosa pura como
material de proteccion, la inclusion de pequefias cantidades de proteinas (entre 0.5 — 10% de los
solidos totales) tenia la capacidad de mejorar las caracteristicas de las microcapsulas principalmente a
nivel de superficies. Basados en esto, se decidié cambiar el lactosuero por concentrado proteico de
lactosuero, lo cual corresponde a un cambio en la concentracion de proteinas desde un 13% a un 32%

en base seca aproximadamente.
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Figura 5.17 . Cinéticas de inactivacion durante el almacenamiento de Lactobacillus plantarum encapsulado en

lactosuero (W) y Proteina de suero (WP) a 25°C (o,e ) y 37°C (O, m).

Los resultados mostraron un aumento en el rendimiento junto con el uso de proteina de suero, pasando
de 54.3 + 2.3 % (con lactosuero) a un 63.8 £ 3.6 % usando el concentrado proteico. La humedad no
tuvo cambios significativos con el uso de una u otra sustancia, llegando a un valor promedio de 4.9 +
0.3 %. EI cambio en el rendimiento fue algo también observado por Wang (2010), quien postula que
por las diferencias en las superficies de las microcépsulas, anteriormente mencionadas, la presencia de
mayor concentracion de proteina haria disminuir la adhesion por contacto entre dos particulas, o entre
particulas y superficie. Esto ultimo explicaria el porqué se recuperd mayor cantidad de producto seco

en este caso.

* Paola Bustos and Rodrigo Bérquez (En preparacion, Drying Technology) Microencapsulation of a probiotic strain using milk solids,
carbohydrates, monosodium glutamate and sorbitol in order to improve resistance to spray drying and storage at ambient temperature in
uncontrolled atmosphere.
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Con respecto a la estabilidad durante el almacenamiento, la figura 5.3.6, muestra claramente el efecto
de la temperatura ambiental en esta variable, existiendo, como es de esperar, una mayor inactivacion a
37°C. En cuanto al uso de una u otra sustancia queda claro, especialmente a una temperatura mayor,
que la proteina de suero brindé una mayor proteccion, esto es explicado por Wang (2010) también
desde el punto de vista de la superficie, esto, porque a través de fotografias SEM logro observar que en
los casos en los que se us6 solo lactosa, las microcapsulas si bien se veian mas uniformes tenian gran
cantidad de grietas y la superficie en si mostraba un aspecto mas bien rigido. Contrario a esto, en
presencia de proteina de suero (y también en presencia de caseina) las microcapsulas resultaron ser mas
bien deformes, pero no se observaron grietas, esto hace pensar que las proteinas incrementarian la
elasticidad de la pelicula protectora formada durante el secado, previniendo con ello la formaciéon de
grietas durante la salida del vapor de agua. Al no existir las grietas se provee de mayor proteccion a las

bacterias al interior de las microcéapsulas.

La figura 5.18 corrobora las observaciones de Wang (2010), puesto que en la misma se muestra como
varia la apariencia de las microcépsulas dependiendo si se usa lactosuero o concentrado proteico. En
ella, es notorio que en (A) el agrietamiento es mucho mas severo que lo exhibido por (B). Ademas,
queda de manifiesto que el uso de lactosuero estuvo asociado a una mayor adhesion entre las particulas,

de hecho, en algunas zonas, se ven verdaderos conglomerados de las mismas. Algo que no se observa

en la figura 5.18B.

1851m

(A) (B)
Figura 5.18. Fotografias SEM de Lactobacillus plantarum LPS 47 secado por atomizacion en presencia de

Lactosuero (A) y Proteina de suero (B), ambas en concentracion 20% p/p.
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Luego, después de todo lo anteriormente expuesto y del respaldo bibliografico, resulté oportuno
cambiar el lactosuero por el concentrado proteico, manteniendo la concentracion de proteccion, esto es

20% p/p.

5.3.4.3 Presencia de azicares en el medio de proteccion.
Tal como ya se ha mencionado, los carbohidratos son ampliamente utilizados como agentes de
proteccion en las operaciones de secado, sean estas por liofilizacion, al vacio secado por atomizacion,

entre otras.
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Figura 5.19. Cinéticas de inactivacion durante el almacenamiento de Lactobacillus plantarum encapsulado en

Proteina de suero — Fructosa (WPF) y Proteina de suero — Sacarosa (WPS) a 25°C (o,e )y 37°C (O, m).

El comportamiento que exhibe la figura 5.19 es muy similar al que se observd para el concentrado
proteico por si solo, esto es, una pérdida gradual de viabilidad que se hace mas notoria a altas
temperaturas, no obstante, es interesante destacar que los cambios observados fueron relativamente mas
suaves que los que se muestran en la figura 5.17 para proteina de suero. Esto nos hace pensar que
efectivamente existe un aporte a la estabilidad durante el almacenamiento, la cual estaria dada por la

presencia de los carbohidratos.
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La respuesta al porqué la presencia de carbohidratos, especialmente los disacaridos, pareciera ser de

tanta ayuda cuando existen procesos de deshidratacion, radica en que:

1. Son capaces de preservar la estructura y la funcionalidad de las proteinas durante el secado,
formando puentes hidrégeno con las mismas en la medida que el agua va siendo removida, previniendo

de esta forma la desnaturalizacion (Leslie et al. 1995)

2. En la membrana celular ejercen una labor similar, evitando las interacciones de tipo van der Waals
que se generan en la medida que el agua es evaporada. Si el disacarido no estd presente, es muy
probable que las fuerzas de van der Waals provoquen que la membrana celular pase desde un estado de
liquido cristalino a un estado gel. El problema de esto, es que una vez que se rehidratan las células
(bacterias), la membrana volvera a sufrir un cambio de fase y lo mas probable es que se generen grietas
y defectos que no permitan, por ejemplo, una adecuada adhesion del microorganismo en el huésped.
(Crowe, 1987; Leslie, 1995). Luego, los disacaridos son capaces, en la medida que forman estos
puentes hidrogeno de disminuir la temperatura de transicion de la membrana, 7,,, y por tanto mantener
la capa fosfolipidica en su estado liquido cristalino a temperatura ambiente atin cuando se ha producido

la deshidratacion (Meng et al., 2008).

En cuanto al tipo de carbohidrato, claramente existen diferencias entre mono y disacaridos y entre estos
ultimos y los polisacaridos. Todo depende de la conformacion (orientacion quimica) y de la
temperatura de transicion vitrea, T,, que posean. En este sentido, se busca que esta temperatura se
mantenga lo mas alta posible a fin de evitar que se pierda la estructura cristalina que genera el
carbohidrato en la microcapsula ya que es la barrera protectora que protegera al microorganismo del
ambiente. Si una sustancia no tiene una buena 7,, es posible mezclar esta sustancia con otra que si lo
tenga y lograr un valor mas alto con la mezcla final. Incluso, al agregar otro tipo de sustancias
diferentes de azucares es posible lograr mejoras en la temperatura de transicion. Cabe agregar que, de
acuerdo a Mrad et al. (2012) un producto s6lo puede ser estable cuando se almacena por debajo de la
temperatura de transicion vitrea, solo asi es posible asegurar una reduccion en el riesgo de deterioro
causado por la exposicion del material de interés al ambiente. En este sentido, era de esperar que la
mezcla que contenia sacarosa (7,=31°C) tuviera mejores resultados que aquella que contenia fructosa
(I7=5°C), si se observa con cuidado la figura 5.19 efectivamente la mezcla con sacarosa se comporta
mejor. Ahora bien, dado que la mayor parte del material de proteccion estd conformado por proteina de

suero, las diferencias entre ambas no son tan evidentes, aun asi, el analisis estadistico revela que la
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mezcla protectora que contiene sacarosa brinda una mayor proteccion a L. plantarum almacenado tanto

a 25 como a 37°C.
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Figura 5.20. Isoterma de adsorcion de L. plantarum encapsulado en WPF (@) y WPS (m) a 25°C.

La figura 5.20 muestra las isotermas de adsorcion a 25°C para mezclas con fructosa y sacarosa
obtenidas después del ajuste del modelo BET. De acuerdo a esto, ambas exhibieron un comportamiento
tipo II (Forma sigmoideo), que se encuentra generalmente en alimentos. Las constantes se exponen en

la tabla 5.11. Tal como se ve el ajuste fue bueno en ambos casos con #* promedio de 0.990.

Tabla 5.11. Parametros del modelo BET ajustado a los datos experimentales para producto probidtico

en base a LPS 47 almacenado a 25°C en presencia de WPGF y WPGS.

B Xm’ gagua /gs()l.seco ;/-2 SE
WPF 25.223 0.0825 0.989 0.017
WPS 16.265 0.0811 0.998 0.007

De acuerdo a la teoria de adsorcion, en la medida que el contenido de agua sobrepasa el valor de la
monocapa (X,,), el producto es susceptible de sufrir deterioro. En este caso, para ambos azucares dicha

condicion se cumple para actividades de agua, a,, superiores a 0.15. Por tanto, a humedades relativas

por sobre este valor, existird agua que pueda ser utilizada para reacciones de degradacion.
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5.3.4.4 Presencia de glutamato monosodico en el medio de proteccion.
Los resultados obtenidos producto de la adicion de glutamato monosddico y su efecto en el

almacenamiento se muestran en la figura 5.21.
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Figura 5.21. Estabilidad al almacenamiento de Lactobacillus plantarum LPS 47 secado por atomizacion en

presencia de Proteina de Suero — Sacarosa (WPS) y Proteina de Suero — Sacarosa — Glutamato (WPGS)

De la figura se desprende que la adicion de glutamato tiene un efecto bastante importante, ahora bien,
no debemos confundirnos, ya que la verdadera vida ttil queda determinada por la concentracion de
microorganismos viables que, como ya se ha mencionado, debe ser mayor a 10’ UFC/g. La tabla 5.12

muestra estos resultados.

Tabla 5.12. Tiempo de vida de estante (N=10" UFC/g) para L. plantarum secado por atomizacién en

presencia de WPS y WPGS a distintas temperaturas de almacenamiento. Valores dados en semanas.

4°C ()* 25°C()* 37°C (H)*
WPS > 50 (8.90 + 0.40) 18 (2.20 + 0.06) 3(2.77 £ 0.49)
WPGS >50(8.73+0.13) 24 (4.01+0.21) 5(3.96+0.16)

La forma es que el glutamato monosodico es capaz de brindar proteccion no estd atn clara, la inica

aproximacion con la que se cuenta es la de Martos et al. (2007) quienes sefalan que el modo de accion

* Viabilidad de L. plantarum en log (UFC/g) al dia 300.
* Viabilidad de L. plantarum en log (UFC/g) al dia 300.
* Viabilidad de L. plantarum en log (UFC/g) al dia 70.
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de esta sustancia estaria asociado a la capacidad que tendria de interactuar con la bicapa lipidica de la
membrana celular mediante su insercion en la regidn interfacial, esto a su vez incrementaria la fluidez
de la membrana y por tanto mejoraria la tolerancia del microorganismo a la deshidratacion (Silva et al.
2011). Sunny-Roberts y Knorr (2007) le confieren propiedades antioxidantes al glutamato, pero sefialan
también la necesidad de usarlo en conjunto con trehalosa. Ahora bien, cuando el glutamato fue
agregado al medio de cultivo, de igual forma fue capaz de proteger a la bacteria en estudio
(Lactobacillus sakei), pero en este caso, se encontré un aumento en la concentracion de glutamato
intracelular, por tanto durante el proceso de deshidratacion el glutamato intracelular actia como soluto
compatible, regulando por tanto el transporte del agua a través de la membrana celular. (Ferreira et al.

2005).

En nuestro caso, no se cuenta con evidencia suficiente para conjeturar la via en la que el glutamato fue
capaz de proteger a L. plantarum LPS47, pero los resultados hablan por si solos, ya que de lo que se ha
reportado, se habla de un periodo maximo de almacenamiento de 6 semanas a 25°C y de 4 semanas a
37°C para L. rhamnosus (Sunny-Roberts y Knorr, 2009). Mientras que para L. kefir CIDCA 8348 se
mencionan 4 semanas a 30°C y 8 semanas a 25°C (Golowczyc et al. 2010). Incluso, en ambos trabajos
las condiciones de humedad relativa ambiental han sido controladas y mantenidas en un 11%. Durante
el desarrollo de estos experimentos, el unico factor que se controld fue el de la temperatura ya que las

muestras fueron mantenidas a humedad ambiental (~20% en verano hasta >90% en invierno).

Es también importante hacer notar que de acuerdo a Carvalho et al. (2003) la proteccion brindada por
el glutamato seria especie — dependiente y que ademas su uso en conjunto con leche podria afectar de
alguna forma sus efectos beneficiosos, esto ultimo da lugar a dudas considerando que aqui se ha usado
en conjunto con una importante porciéon de proteina de suero (derivado de la leche), obteniendo

resultados mas que satisfactorios.

5.3.4.5 Presencia de sorbitol en el medio de proteccion.
Como forma de completar el medio protector se evalud el uso de sorbitol dados los antecedentes de
proteccion mencionados en el item 3.4.2.2. Los resultados se presentan en la figura 5.3.11 y contrario a

lo que se esperaba, fue posible mejorar atin mas los resultados que se habian obtenido anteriormente.
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La inclusion de sorbitol a una concentracion de 12.5 g/L gener6 un aumento considerable en relacion al

tiempo durante el cual el producto deshidratado contaba con microorganismos vivos. La tabla 5.9

muestra cuantitativamente las mejoras en términos de estabilidad producto de la adicion de sorbitol.
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Figura 5.22. Estabilidad al almacenamiento de Lactobacillus plantarum LPS 47 secado por atomizacion en

presencia de Proteina de Suero — Sacarosa (WPS) y Proteina de Suero — Sacarosa — Glutamato (WPGS) y

Proteina de Suero — Sacarosa — Glutamato — Sorbitol (WPGSSo)

Estamos hablando que si tenemos los recursos suficientes podemos mantener una viabilidad del orden

~10° UFC/g por mucho mas de un afio, si mantenemos el producto refrigerado a 4°C. Ahora bien, si las

condiciones no son tales, y se debe mantener el producto a temperatura ambiente el producto al cabo de

30 semanas, es decir, poco mas de 7 meses todavia contaria con una viabilidad adecuada para ser

comercializado.

Tabla 5.13. Tiempo de vida de estante (N=10" UFC/g) para L. plantarum secado por atomizacién en

presencia de WPGSSo, comparacion con WPGS a distintas temperaturas de almacenamiento. Valores

dados en semanas.

4°C ()* 25°C ()* 37°C ()
WPGS >50(8.73+0.13) 24 (4.01£0.21) 5(3.96+0.16)
WPGSSo >50(9.20 0.10) 30 (527 £0.21) 7 (4.80 £ 0.04 )

* Viabilidad de L. plantarum en log (UFC/g) al dia 300.
* Viabilidad de L. plantarum en log (UFC/g) al dia 300.
* Viabilidad de L. plantarum en log (UFC/g) al dia 70.
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La forma en la que el sorbitol actiia como proteccidon esta un poco mas clara que la del glutamato, en
este sentido, Carvalho et al. (2003) sefialan 3 formas en las que este compuesto trabajaria: (i)
mantencion de la turgencia, (i) estabilizacion de las proteinas (formando complejos sorbitol — proteina)
y lipidos presentes en la membrana celular y (iii) prevencion del dafio por oxidacion debido a que es

capaz de eliminar los radicales libres.

5.3.5 Pruebas de estabilidad de Lactobacillus plantarum post — secado

Una vez que se determind la composicion del material protector y se verifico que era capaz de
mantener la viabilidad de la cepa autdctona, bajo condiciones ambientales de humedad y temperatura,
por un periodo aceptable, se procedid a caracterizar el producto en funcion de sus propiedades fisicas

como de interés probidtico. Los resultados se presentan en las siguientes paginas.

5.3.5.1 Caracteristicas fisicas del producto deshidratado

Isoterma de adsorcion

Se construyo la isoterma de adsorcion para el producto deshidratado, tal como era de esperar, al tratarse
de un proceso exotérmico, al aumentar la temperatura disminuy6 la cantidad de agua adsorbida por el

polvo. Los parametros de ajuste del modelo BET se presentan en la tabla 5.14
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Figura 5.23. Isoterma de adsorcion de L. plantarum encapsulado en WPGSSo a 25°C (m) y 37°C ().
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A partir de los datos también fue posible estimar la superficie especifica del so6lido, la cual resulto ser

de 313 m?/g.

Tabla 5.14. Parametros del modelo BET ajustado a los datos experimentales para producto probidtico

deshidratado de LPS 47 y encapsulado en WPGSSo. Almacenamiento a 25° y 37°C.

2
B Xma gagua /gsél.seco R SE
WPGSSo (25°C) 16.265 0.0811 0.998 0.007
WPGSSo (37°C) 20.491 0.0686 0.996 0.009

Mojabilidad

Se midio6 el angulo de contacto del producto deshidratado tanto en hexano como en agua bidestilada
(KSV, Sigma 700). Los resultados mostraron un angulo = 89.5 + 0.4°, lo cual habla de que se trata de
una superficie mas bien hidrofoba, lo cual es positivo considerando que se desea mantener el producto
lo menos propenso a la captacion de humedad, esto considerando que se estd almacenando bajo

condiciones en las cuales no se hara control de la misma.

Morfologia de microcapsulas
La figura 5.24 muestra la forma y la morfologia de las particulas obtenidas a partir del proceso de

estabilizacion.

(A) (B)

Figura 5.24. Fotografias SEM de Lactobacillus plantarum LPS 47 secado por atomizacion a una temperatura de

salida de 70°C y en presencia de material encapsulante WPGSSo.
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Las particulas se mostraron relativamente esféricas y no uniformes en tamafios. La superficie de las
particulas se mostr6 mas bien lisa y no se observaron grietas ni resquebrajamientos que dieran luces de
algin tipo de anomalia. Es importante sefalar que durante el barrido no se observd en ningun plano la
existencia de alguna bacteria fuera de las microcapsulas, lo que corrobora la eficiencia lograda en el
proceso. En relacion a esto Yu ef al. (2007) senalan que la concentracion de sélidos afecta en gran
medida la eficiencia de la encapsulacion y determinaron que la misma se incrementa hasta llegar a un
maxima concentracion de solidos de 20% p/p, luego de lo cual la eficiencia comienza a disminuir por el
exceso de material. Junto con esto ultimo, el exceso de sélidos estara también asociado a un aumento

en la viscosidad, lo cual, como ya se vio en la primera parte, trae serios problemas en la atomizacion.

Distribucion de tamario de particulas
La figura 5.25 muestra la distribucion de tamafios de las particulas que conforman el producto en
polvo, tal como puede observarse, si bien existe un rango de tamafios, un 82% del volumen ocupado

corresponde a particulas con un tamano de entre 11 — 19 pm.
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Figura 5.25. Distribucion de tamaiio de particula para LPS 47 secado por atomizacion en presencia de

WPGSSo.

Resultados similares fueron presentados por Ying et al. (2010) para Lactobacillus GG secado por

atomizacion en presencia de una mezcla de proteina de suero (20%) y Hylon VII (20%).
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5.3.5.2 Cinéticas de crecimiento y acidificacion
Tal como ya se ha mencionado, una vez que las bacterias han sido estabilizadas fue necesario evaluar si
las mismas mantenian las mismas caracteristicas y propiedades que se habian encontrado en la cepa

original y fresca (Golowczyc et al. 2010).
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Figura 5.26. (A) Cinéticas de crecimiento y (B) Cinéticas de acidificacion de Lactobacillus plantarum autdctono

en sus formas fresca (o) y deshidratada (0).
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Las figuras 5.26A y B muestran las cinéticas de crecimiento y acidificacion para Lactobacillus
plantarum autoctono cultivado y estabilizado mediante secado por atomizacion haciendo uso de los
mejores resultados obtenidos a lo largo de este trabajo, esto es, cultivo a 32°C sin estrés osmotico y
utilizando la mezcla constituida por Proteina de suero-Glutamato-Sacarosa-Sorbitol (WPGSSo) como

medio de encapsulacion.

Lo primero que llama la atencion de las figura 5.26A, es que el comportamiento de ambas condiciones
de la cepa es casi el mismo. En ambos casos la fase estacionaria de crecimiento se alcanz6 alrededor de
las 15 horas y la concentracion final de microorganismos al cabo de 36 horas de cultivo fue del orden
de 2.0-10° UFC/ml. En relacion a la variacion de pH (figura 5.26B), en ambos casos se detectd una
fuerte caida del mismo entre las 9 y 12 horas. Durante la fase exponencial de crecimiento, las
velocidades maximas de crecimiento (u,) obtenidas haciendo uso del modelo de Gompertz (ec. 4.1)
fueron 3.2 y 2.1 h' para L. plantarum en sus formas fresca y deshidratada respectivamente. La
diferencia puede estar relacionada con la atenuacion que han sufrido las bacterias durante el secado, lo
cual les lleva a gastar mas tiempo tanto en su rehidratacién como en su adaptacion después del estado
de latencia en el que se encuentran originalmente. Aun asi, la viabilidad al finalizar el cultivo
demuestra con creces la efectividad de la mezcla WPGSSo como material de proteccion durante y

después del secado.

5.3.5.3 Resistencia a altas temperaturas
La figura 5.27A - D muestra las diferencias que presentaron las cepas deshidratada y fresca cuando

fueron sometidas a altas temperaturas.

De la observacion de las curvas queda claro que la cepa encapsulada presentd cierta sensibilidad,
especialmente a las altas temperaturas, y a mayor tiempo de exposicion. De hecho, en los primeros
minutos los comportamientos de la cepa encapsulada y fresca son bastante similares, sin embargo,
conforme avanza el tiempo las diferencias se van haciendo cada vez mas grandes, frente a esto, es
posible conjeturar que en la medida que transcurri6 el tiempo, el material protector fue cambiando su
estado dado que se fue hidratando y por tanto en algiin punto dejé de ser esta cascara que protegia a los
microorganismos del ambiente hostil, llegado a este punto, aquellas bacterias que habian quedado con
la membrana celular sensibilizada después del secado por atomizacidén, no habrian sido capaces de
resistir una nueva condicion de estrés. Esta observacion se valida con lo reportado por Silva et al.

(2011) quién en su revision sefiala que varios autores han determinado que la etapa de re-hidratacion es
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critica para la sobrevivencia de los microorganismos que han pasado por un proceso de deshidratacion
a altas temperaturas (Costa et al. 2000; Morgan et al. 2006; Yadav et al. 2009), en forma general, se
espera que este paso sea lo mas “gentil” posible con el microorganismo, es decir, cuidando las
condiciones de temperatura, de agitacion, tiempo de hidrataciéon o incluso la composicion quimica de la
solucion en la que se re-hidratard. En este sentido, las bacterias encapsuladas de este experimento no
habrian tenido ninguna de estas condiciones, por tanto, el sélo hecho que su comportamiento fuera

medianamente similar al de la cepa original ya es algo positivo.
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Figura 5.27 Curvas de mortalidad a 40°C (A), 50°C (B), 55°C (C) y 60°C (D) para Lactobacillus plantarum

autdctono en sus formas fresca (o) y deshidratada (o).
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5.3.5.4 Resistencia a ambientes acidos

En la figura 5.28 se muestra la resistencia de la cepa a ambientes acidos. En este caso la cepa que se
encontraba encapsulada fue capaz de resistir en forma adecuada a pH=6.5 y pH=4.0, y mostro
porcentajes de supervivencia muy similares a los que exhibid la cepa proveniente desde cepario
(fresca), por ejemplo, para pH =4.0 los porcentajes de supervivencia fueron 52.6% y 47.8% para la
cepa en sus forma fresca y deshidratada respectivamente. El andlisis estadistico reveld que estas

diferencias no eran significativas.

E 108 -
8 = [ Fresh strain
Dﬁ == 1 [ Dehidrated strain
= 7
107 -+
T =
106 -
=
105 1 il
104 4
103 4
102 T T T T
t=0 pH=6.5 pH=4.0 pH=2.0

Figura 5.28. Efecto del pH en la supervivencia de Lactobacillus plantarum autéctono microencapsulado con
Proteina de suero — Glutamato — Sacarosa — Sorbitol (WPGSSo). Los porcentajes que se muestran para los

pH=2.0; 4.0 y 6.5 se midieron 4 horas después de inoculada la cepa.

Las mayores diferencias se observaron a pH=2.0, donde el porcentaje de supervivencia para la cepa
fresca cay6 por debajo de 0.5% mientras que la cepa encapsulada aun mostraba alrededor de un 2%. Un
comportamiento similar fue observado por Mosilhey (2003), donde incluso, dependiendo del material
de encapsulacion, al cabo de dos horas no existia recuento alguno de microorganismos viables,
especialmente a valores de pH entre 1.0 y 2.0. Para pH mayores o iguales a 4.0 la cepa (L. acidophilus
en su caso) se comportd en forma analoga a la usada en este estudio y no presentdé mayores diferencias

en relacion a las células libres, como las llama en su trabajo.

El hecho que a valores de acidez tan bajos la cepa encapsulada sea capaz de mantener la viabilidad de

los microorganismos por sobre 10° UFC/ml esta relacionado con la proteccion que le brindan los
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materiales de encapsulacion. Es de esperar entonces, que si el producto deshidratado debe pasar por el
estdbmago y enfrentarse a condiciones inhoOspitas, un buen porcentaje de las bacterias sera capaz de
sobrevivir y asegurar con ello la colonizacidon de la primera zona del intestino delgado. Es importante
mencionar que en mediciones en terreno se encontré que el pH estomacal en salmones pre-smolt el
valor del pH estomacal estaba alrededor de 4 — 4.5. Dicho valor puede modificarse dependiendo de la
cantidad de alimento en el estobmago, sin embargo, no se han reportado valores inferiores a un pH=2.0

para organismos de esta especie (Tittus, 2012).

Para cerrar este punto, no menos importante es recordar que estas bacterias en un principio eran
cultivadas a una temperatura de 25°C, posteriormente, y de forma de mejorar su resistencia al secado se
comprobd que las mismas eran capaces de crecer a 32°C, ahora bien, este ensayo fue llevado a cabo a
37°C, por tanto igual a de tomarse en cuenta que se tenian, en realidad dos condiciones desfavorables

superpuestas y aun asi, los resultados en el caso de las microcapsulas fueron positivos.

5.3.5.5 Inhibicion de la cepa patogena Yersinia ruckeri

De acuerdo a lo que sefalan Ringo ef al. (2010), existe evidencia tanto in vivo como in vitro
concerniente a la efectividad de tratamientos con probidticos en peces en presencia de patdgenos tales
como Vibrio anguillarum, Aeromonas salmonicida o Yersinia ruckeri. Sin embargo, en todos los
ensayos realizados, las bacterias utilizadas estaban en su forma fresca. En relacion a esto, Gatesoupe
(2007) plantea sus dudas en relacion a la factibilidad de usar microorganismos inactivos para el mismo
proposito, esto porque plantea que los mismos podrian ejercer una proteccion limitada en comparacion

a la que proveen las células activas.

En este trabajo, una vez que el crecimiento normal de la cepa deshidratada fue verificado, se hizo
necesario evaluar si sus capacidades probidticas se habian alterado en algun sentido. En el caso
particular de la cepa utilizada en este estudio, las caracteristicas de mayor interés estan relacionadas

con su capacidad acidificante, la cual habia mostrado era capaz de inhibir el crecimiento de patogenos.

El comportamiento de la cepa en su forma pura e inhibida se muestran en la figura 5.29, tal como
puede verse, el crecimiento del patogeno fue claramente afectado por la cepa probidtica, en cualquiera
de sus formas. Es asi como después de un periodo de 48 horas los cultivos que no contenian la cepa de
Lactobacillus alcanzaron una concentraciéon de 7.4 10° UFC/ml mientras que aquellos en los cuales L.

plantarum estuvo presente, el crecimiento de Y. ruckeri se vio disminuido en casi 2 ciclos logaritmicos
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independiente de si la cepa estaba en su forma fresca o deshidratada. Estos resultados sientan un
precedente para responder a la duda presentada por Gatesoupe (2007), en relacién a los beneficios
brindados por probiodticos activos versus aquellos que pudieran conferir aquellos en su forma

inactivada.
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Figura 5.29. Cinética de crecimiento de Yersinia ruckeri pura (0) y en presencia de Lactobacillus

plantarum LPS 47 en forma fresca (0) y deshidratada (A ). Material de encapsulacion: WPGSSo

5.3.6 Evidencia in vivo de la actividad probidtica de Lactobacillus plantarum autéctono

En forma paralela al desarrollo de esta tesis de grado, el grupo de biologia marina asociado el proyecto
de investigacion realizé ensayos in vivo con alevines (20 — 40 g) a fin de verificar el comportamiento
de la cepa LPS47 y el efecto que pudiera tener en estos organismos. Dentro de los principales hallazgos
se encontrd que los peces alimentados en forma continua con pellets conteniendo 10° UFC/g alimento
de la cepa fueron capaces de mantener una concentraciéon de la misma de 10° UFC/ml en el tracto
gastrointestinal.

Una vez que los peces fueron alimentados por 28 dias con esta dieta fueron expuestos a un ensayo de
desafio al ser inoculados con una cepa patdogena de Flavobacterium psychrophilum y se evaluo la

mortalidad de los mismos en el tiempo, al finalizar el experimento, se encontrd que aquellos peces que
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habian tenido una alimentacidon probidtica mostraron un 33.3% de mortalidad versus un 80% de
mortalidad en peces que habian recibido la alimentacion tradicional.

Otra observacion positiva en cuanto al uso de esta cepa radico en que los peces alimentados con pellets
probidticos mostraron una mayor tasa de crecimiento y ganancia de peso que aquellos alimentados en

forma tradicional.

Estos resultados muestran el potencial en el uso de este tipo de probiodticos en la industria salmonera,
este trabajo por tanto abre una gran alternativa en cuanto al manejo del producto probidtico en si, ya
que al estar en forma deshidratada se asegura su estabilidad y se disminuye el riesgo de contaminacion,
por otro lado existen mas alternativas para que el mismo pueda ser incluido en la dieta de los peces, ya
que podria incluirse directamente en la linea de produccion de los pellets, tanto como aditivo dentro de
los demas ingredientes solidos, como resuspendido en aceite para la etapa de aceitado. Todo esto esta

aun en etapa de evaluacion.
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5.4 Pruebas a mayor escala
5.4.1 Ensayos escala piloto
Una vez que se decidieron las mejores condiciones de cultivo y las variables de operacion para la
membrana y el secador, el siguiente paso consistié en hacer ensayos a escala piloto. Dado que la
microfiltracion (o centrifugacion) del caldo de fermentacion termind por ser opcional, en la tabla 5.15

se resumen los resultados para ambos casos.

Tabla 5.15. Resultados obtenidos para la formulacion de producto probidtico usando Lactobacillus

plantarum LPS 47 como principio activo. Escala piloto.

Con microfiltracion’ Sin microfiltracion

Sin centrifugacion

Volumen de cultivo, L 20 20
Viabilidad al final del cultivo batch, UFC/ml 1.7-10" 1.3-10"
Volumen concentrado, L 6.5 NC°
Volumen permeado, L 10 NC
Volumen muerto, L ~2-3 NC
Viabilidad antes del secado, UFC/ml 2.3-10" 2.8-10°
Viabilidad antes del secado, UFC/g 9.1- 10" 1.1-10"
Viabilidad después del secado, UFC/g 1.5- 10" 6.0- 10°
Produccion, g 500 2250
Microorganismos estables disponibles, UFC 7.5-10" 1.3-10"
Rendimiento secador, % ~37 ~45
Humedad Producto final, % 11.7 9.5

Los resultados aqui presentados muestran que es posible la obtenciéon de un producto probidtico
deshidratado de alta viabilidad (cercana a 10'° UFC/g) a escala piloto y que de acuerdo a los estudios
realizados es capaz de tener una vida de estante bajo condiciones ambientales de por lo menos 6 meses.
Considerando que la cantidad de microorganismos es ambos casos (con y sin MF) es practicamente la
misma, se recomienda, a no ser que sea requerimiento por parte del microorganismo (existen cepas que
no sobreviven al secado a no ser que se retiren los metabolitos generados durante el cultivo), no utilizar
esta operacion y pasar desde el cultivo a la etapa de secado directamente, previa adicion de la mezcla

de proteccion.

> Sélo se seco el concentrado probidtico. El permeado tenia una concentracion de 3.6- 10° UFC/g
®No corresponde.
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5.4.2 Ensayo escala semi - industrial
Como ya se menciond, estos ensayos se llevaron a cabo bajo condiciones un poco diferentes a las
estudiadas a lo largo de este trabajo, principalmente en lo que al secado se refiere. La tabla 5.16 resume

los resultados

Tabla 5.16. Resultados obtenidos para la formulacién de producto probidtico usando Lactobacillus

plantarum LPS 47 como principio activo. Escala semi — industrial.

Sin microfiltracion,

Sin centrifugacion.

Volumen de cultivo, L 100
Viabilidad al final del cultivo batch, UFC/ml 3.1-10°
Viabilidad antes del secado, UFC/g 1.2-10"
Viabilidad después del secado, UFC/g 9.3-10°
Produccién, g 11070
Microorganismos estables disponibles, UFC 1.0- 10"
Rendimiento secador, % ~44.3
Humedad Producto final, % 8.1

Este ultimo ensayo demostrd ser una excelente culminacion para este trabajo, habiendo logrando a
nivel semi — industrial la produccién de 11 kg de un producto probidtico estabilizado mediante la

operacion de secado por atomizacion y con una viabilidad ~10'° UFC/g.

De lo que se tiene conocimiento, éste trabajo sienta un precedente en términos del uso de secado por
atomizacion a gran escala para la produccion de un producto probiodtico cuyo principio activo no es otra
cosa mas que una cepa autdctona del género Lactobacillus. En el ultimo tiempo, la mezcla de
sustancias que conforman el material de encapsulacion desarrollado durante esta tesis, se us6 también
con ¢éxito en la proteccion de otra cepa probidtica autoctona aislada de leche materna y sometida a

secado mediante liofilizacién a presion atmosférica en un lecho de impacto’.

"R. Borquez , P. Bustos , F. Caro and J. Ferrer (2013): Atmospheric Freeze-Impingement Drying of an Autochthonous microencapsulated
Probiotic Strain, Drying Technology: An International Journal, 31:5, 535-548.
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6. CONCLUSIONES
A partir del desarrollo de esta tesis es posible concluir lo siguiente:

Fue posible obtener biomasa con viabilidad igual o superior a 10° UFC/ml mediante el uso de un
bioreactor operando indistintamente en modo discontinuo, fed — batch o continuo, en este sentido la
cepa L. plantarum LPS 47 mostr6 una gran capacidad de adaptacion y un comportamiento acidurico lo
cual facilito el trabajo con ella. Sin perjuicio de lo anterior se decidi6 seguir con el cultivo en modo
discontinuo sin control de pH, dado que permitia asegurar que la cepa no habia sufrido otro tipo de

estrés aparte del inherente de llegar a una fase estacionaria de crecimiento.

El cultivo en modo fed — batch permiti6 lograr la mayor concentracion de acido lactico en el medio (~
40 g/L) y también el mayor recuento de microorganismos viables al cabo de 72 horas de cultivo (48 de
ellas en modo semi — continuo). El cultivo en modo continuo si bien brindé la mayor productividad
volumétrica de biomasa no mostr6 mayores concentraciones de acido lactico o de recuento de
microorganismos que los que habian presentado los cultivos en modo discontinuo o semi — continuo.
Aun asi, la cepa fue capaz de adaptarse a tiempos de residencia tan bajos como 4 h, sin ser lavada del
reactor, es mas, después de 6 tiempos de residencia, ain mantenia la viabilidad que tenia al finalizar el

periodo discontinuo.

En el caso en que sea obligatoria la separacion de la biomasa desde el caldo de fermentacion, se
encontrd6 que operando una membrana de microfiltracion Carbosep M14 bajo una presion
transmembrana de 2 bar y una velocidad tangencial de 4 m/s fue posible aumentar en un factor de 2.5 el

recuento de microorganismos viables obtenido al finalizar la operacion de cultivo.

En general la membrana de microfiltracion presentd un buen comportamiento, sin embargo, su
funcionamiento se vio claramente influenciado por la presencia de proteinas en el medio de cultivo,
esto porque las mismas fueron las responsables de gran parte del ensuciamiento sufrido por el equipo
(resultados no mostrados, en preparacion). Lamentablemente al retirar la mayor fuente proteinas del
medio de cultivo (peptona de caseina) si bien fue posible reducir el ensuciamiento la viabilidad bajoé de
10” a 10’ UFC/ml lo cual deja de hacer atractivo el proceso, a no ser que el microorganismo realmente

necesite ser separado del caldo de fermentacion y por tanto se compensen los costos de mantener
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operando la membrana a una baja densidad de flujo versus el valor agregado de la biomasa purificada

propiamente tal.

En cuanto al secado por atomizacion, la cepa que ocupa este estudio, Lactobacillus plantarum LPS 47,
fue capaz de ser deshidratada aun en presencia de todos los componentes de su caldo de fermentacion,
esto quiere decir, que se puede pasar directamente desde la etapa de cultivo a la etapa de secado, sin
necesidad de centrifugar o concentrar mediante membranas. Importante es hacer notar que esta
condicion es particular para esta cepa, por lo tanto, el estudio realizado para el uso de membranas de
microfiltracion es totalmente valido, en el caso que se requiera usar otro tipo de bacteria acido — lactica

mas restrictiva.

Las bacterias que pasaron por la membrana de microfiltracion y que fueron posteriormente
deshidratadas no presentaron ninguna diferencia en resistencia en comparacion con aquellas bacterias

que pasaron desde el cultivo directamente a la etapa de secado.

En términos de las variables de operacion el uso de una presion de atomizacion de 2 bar y una
temperatura de salida de 70°C, permitieron asegurar rendimientos por sobre el 35% una humedad del
producto por debajo del 10%. El recuento de microorganismos después inmediatamente después del
secado disminuy6 cerca de 2 ciclos logaritmicos cuando no se usaron materiales de proteccion, sin

embargo, con el uso de los mismos la viabilidad no disminuy6 mas alla de 0.5 ciclos logaritmicos.

El uso de materiales de encapsulacion fue totalmente necesario para asegurar una buena estabilidad
durante el almacenamiento. Dentro de estos la mezcla compuesta por Proteina de suero — Glutamato
monosoddico — Sacarosa — Sorbitol en proporcion 17:1:1:1 fue la que dio mejores resultados,
permitiendo que lo mismos mantuvieran una viabilidad de a lo menos 10" UFC/g por 7 meses,

almacenados a 25°C sin control de humedad ambiental.

El uso de estrés osmotico durante el cultivo, contrario a lo que se pensaba, no tuvo ninguna incidencia
positiva en la resistencia de los microorganismos a las altas temperaturas. Es mds, en la medida que se
aumentd la concentracion de sal en el medio, las bacterias perdieron con mayor velocidad su viabilidad
durante el almacenamiento, esto debido principalmente, a los dafios asociados a nivel de membrana

celular.
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El comportamiento de la cepa deshidratada fue en todo sentido igual al comportamiento exhibido por la
cepa fresca, esto es en términos del crecimiento, capacidad acidificante, resistencia a altas temperaturas
y a ambientes acidos. Y lo Ultimo, pero no menos importante, la cepa deshidratada manifest6 el mismo
poder inhibitorio que una cepa fresca en presencia de una cepa patdogena. En ambos casos el
crecimiento del patdgeno se vio inhibido en a lo menos 1.5 ciclos logaritmicos. Los resultados

obtenidos a escala de laboratorio fueron posibles de replicar tanto a nivel piloto como semi industrial.

Para finalizar, los resultados obtenidos en este estudio permiten concluir que es posible obtener a gran
escala un producto probidtico deshidratado estable de viabilidad superior a 10° UFC/g (llegando
incluso a 10" UFC/g) usando un esquema productivo del tipo cultivo en modo discontinuo —
concentracion por membranas — microencapsulacion mediante secado por atomizacion, en la medida
que se utilicen las condiciones de operacion adecuadas a la cepa que se desea estabilizar y un conjunto
de materiales de encapsulacion que sean capaces en lo posible de cumplir con todas las caracteristicas

que se necesitan de un buen encapsulante.
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APENDICES

A. Lavado de membranas

Previo a cada experimento se desinfecté con 200 ppm de hipoclorito de sodio, para entonces enjuagar
con agua destilada hasta eliminar cualquier residuo de cloro en el médulo.

Finalizada la experimentacion, se hace un enjuague con abundante agua destilada (3 a 5 veces el
volumen muerto del modulo) y luego se efectia el lavado quimico, que consiste en NaOH a 80°C a una
concentracion de 10g/L por una hora, para luego hacer lavados con agua destilada a 80°C hasta obtener
un pH neutro en los flujos de salida. Logrado esto, se desinfecta nuevamente con 200 ppm de

hipoclorito de sodio a 25°C y luego se enjuaga con abundante agua destilada a temperatura ambiente.
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B. Procedimiento de secado por atomizacion

El procedimiento para el secado por atomizacion es el siguiente:

Preparacion del equipo

Limpiar la parte interna de cada una de las piezas del secador con etanol al 70%.
Ensamblar el equipo

Conectar termocuplas, manguera de alimentacion y deposito de recepcion.

Activar la energia general y encender el equipo siguiendo este orden, verificar cada uno de los pasos

antes de continuar con el siguiente: principal>ventilador>resistencias
Activar las resistencias 1 y 4, 1200 y 5400W respectivamente.

Calentar el equipo hasta que la temperatura a la entrada del ciclon indique los 120 °C (30 min.

aproximadamente), mantener dicha temperatura por 30 minutos.
Abrir la llave de paso de aire comprimido y fijar la valvula en 2 bar.

Alimentar agua destilada al sistema a través de la bomba peristaltica a razén de 70-80 ml/min hasta que

la temperatura llegar a la temperatura de operacion del secador.
Alimentacion

Una vez que se han alcanzado los 70°C cambiar la manguera desde el agua destilada a la solucion a

secar, manipular el caudal de la bomba para mantener la temperatura de salida constante.
Finalizada esta etapa, pasar agua destilada otra vez a por 5 minutos, manteniendo la temperatura.

Golpear con alguna herramienta afin el codo de salida y ciclon, con el fin de retirar las particulas

adheridas al sistema.

Retirar el producto seco.

Apagado del equipo

Apagar las resistencias, detener la alimentacion (bomba) y cerrar la valvula de aire comprimido.

Una vez que el equipo esté frio (20 min. aproximadamente), apagar el panel en sentido inverso:

resistencias>ventilador>general, posteriormente cortar la energia general.

Desmontar los instrumentos, desarmar el equipo y limpiar.
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C. Composicion aproximada de soluciones de sales saturadas

Humedad relativa a

25°C, % Sal, g Agua, ml
Cloruro de litio 11.3 150 85
Acetato de potasio 22.5 200 65
Cloruro de magnesio 32.8 200 25
Carbonato de potasio 43.2 200 90
Bromuro de sodio 57.6 200 80
Cloruro de sodio 75.3 200 60
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