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Biosurfactantes producidos por bacterias acido-lacticas: seleccion, caracterizacion y
aplicaciones como aditivos en la formulacion de alimentos

El objetivo de esta tesis fue el aislamiento e identificacion de bacterias acido-lacticas (BAL)
productoras de biosurfactantes (BS), la seleccion de aquellos con mejor actividad y la
evaluacion de su posible empleo como aditivos en la formulacién de alimentos. En una
primera etapa, a partir de alimentos provenientes de la Patagonia, se aislaron e identificaron
nueve BAL que produjeron BS unidos a la célula. La evaluacion de sus propiedades
tensioactivas permitié seleccionar a cuatro de las cepas productoras. Se evalud la actividad
emulgente, antimicrobiana y antiadhesiva de los compuestos y la capacidad de produccién
por parte de las BAL. En base a los resultados obtenidos se seleccion¢ a Lactiplantibacillus
plantarum Tw226 como la bacteria que presentd ademas de buenas propiedades funcionales,
un mayor rendimiento en la produccion del BS. Se realiz6 un analisis completo del genoma
de la cepa productora y se la caracteriz6 como segura para usos biotecnolédgicos. En una
segunda etapa, se determinaron las condiciones 6ptimas de produccion del BS, se analiz6 su
composicion quimica, propiedades fisicas y su actividad emulgente. Se pudo comprobar que
el compuesto correspondia a un glicolipopeptido, capaz de disminuir la tension superficial
hasta 46,4 mN/m, con una concentracion micelar critica de 0,11 g/L, soluble y estable en su
actividad superficial en el rango de pH entre 5,00 y 7,00. EI BS permitié estabilizar
emulsiones con 0,15 % m/m de goma xantica a pH 6,00, aun en formulaciones que contenian
NaCl o glucosa. También, permitié estabilizar emulsione de aceite esencial de corteza de
canela con una concentracion de 5000 ppm, durante al menos nueve semanas. Las emulsiones
de aceites esenciales presentaron actividad antioxidante y actividad antimicrobiana frente a
Listeria innocua y Zygosaccharomyces bailii. En una tercera etapa, se estudid la produccion
del BS utilizando como medio de cultivo alternativo jugo de yacén en combinacion con
distintas proporciones de caldo MRS. Se encontr6 que el sistema que gener6 un rendimiento
de BS comparable con el obtenido con caldo MRS, fue el formulado con 75 % v/v de jugo
de yacon y 25 % v/v de caldo MRS, presentando, el BS, similares grupos funcionales segln
un analisis FTIR. El trabajo realizado permitié seleccionar una BAL capaz de producir un
BS con propiedades funcionales prometedoras el cual fue capaz de producirse en un medio
con menor costo.

Palabras clave: Bacterias acido-lacticas, biosurfactantes, propiedades tensioactivas,
aditivos, emulsiones.



Biosurfactants produced by Lactic acid bacteria: selection, characterization and
applications as additives for the formulation of foods

The objective of this thesis was the isolation and identification of lactic acid bacteria (LAB)
able to produce biosurfactants (BS), the characterization of those with better activity and the
evaluation of a possible use as food additives for the formulation of foods. In a first stage,
from Patagonian food products, nine LAB able to produce cell bound BS were isolated and
identified. Based on their surfactant properties, four strains were selected. Their emulgent,
antimicrobial and antiadhesive activity were evaluated, and the capacity of the selected LAB
to produce the BS. Based on results obtained, a Lactiplantibacillus plantarum Tw226 was
selected since this bacterium exhibited good functional properties and the highest production
yield. A complete genomic analysis of the producer strain was performed, and it was
characterized as safe for biotechnological uses. In a second stage, the optimal conditions for
the BS production, its chemical composition, physical and emulsifying properties were
evaluated. It was verified that the compound was a glycolipopeptide able to reduce the
surface tension until 46.4 mN/m, with a critical micelle concentration of 0.11 g/L, soluble
and stable in its surfactant activity at pH conditions between 5.00 and 7.00. The BS was
useful to stabilize emulsions with 0.15 % of xanthan gum at pH 6.00, even in formulations
with NaCl and glucose. The BS was also capable of stabilize emulsions with cinnamon bark
essential oil in a concentration of 5000 ppm, for at least nine weeks. The emulsions of
cinnamon bark essential oil shown antioxidant activity and antimicrobial activity against
Listeria innocua and Zygosaccharomyces bailii. In a third stage, it was studied the production
of the BS using as an alternative culture media yacon juice based in combination with
different proportion of MRS broth. It was found that the formulation that generated a BS
production near to the one produced using MRS, contained 75 % v/v of yacon juice and 25
% v/v of MRS, and in those conditions the BS presents similar functional groups according
to FTIR analysis. Therefore, it was achieved the selection of a LAB able to produce a BS
with promising functional properties, which can be produced even using an alternative
culture medium.

Key words: Lactic acid bacteria, biosurfactants, surfactant properties, additives, emulsions.
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Abreviaturas utilizadas:
A: valor asintotico

Absmax: absorbancia maxima asintotica

ANOVA: analisis de la varianza

BAL.: bacterias cido lactica

BM: biomasa

BS: biosurfactante/s

Ds.2: didmetro de Sauter

Da3: diametro de De Brouckere

DLS: dispersion dindmica de luz

CMC: concentracion micelar critica

GRAS: generalmente reconocido como seguro

%IM: disminucion porcentual de la adherencia de las celulas

m: velocidad de crecimiento establecido por el modelo Logistico

PS: presion superficial

%RSA: Radical Scaving Activity (Porcentaje de inhibicion de radicales libres)
SLC: sobrenadante libre de células

ti: tiempo inflexion de la fase lag establecido por el modelo Logistico
TSD: tension superficial dindmica

TSI: indice Turbiscan®

TW: Tween® 80

UFC: unidades formadoras de colonias

Zp: potencial zeta

En letras griegas:
pum: velocidad especifica de crecimiento

A: tiempo de fase de latencia
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Introduccion

1. Introduccién

1.1 Aditivos alimentarios

El modo de obtencion de alimentos de la humanidad cambi6 a través de los siglos, desde la
caza y recoleccion en la era paleolitica, pasando por la domesticacion de especies vegetales
y animales, asi como también la etapa de intercambio de especias y otros bienes en el siglo
XV, llegando a nuestros dias donde los alimentos se producen mayoritariamente de manera
industrial (Atkins y Bowler, 2001; Vos y Bellu, 2019). Este sistema de produccion industrial
presenta desafios especificos, relacionados principalmente con el mantenimiento de la
calidad durante el transporte y almacenamiento (Campélo, 2019). Por lo que el estudio de los
métodos de preservacion de alimentos en el Gltimo siglo es vasto, siendo la incorporacion de

aditivos uno de los factores de conservacion utilizados (Carocho et al., 2015).

El Codex Alimentarius (2011) define al término aditivo alimentario como: “cualquier
sustancia que normalmente no se consume como alimento por si misma y que normalmente
no se usa como ingrediente tipico del alimento, tenga o no valor nutritivo, cuya adicion
intencional a los alimentos con fines tecnoldgicos (incluidos los organolépticos) en la
fabricacion, elaboracion, preparacion, el tratamiento, el envasado, el embalaje, el
transporte o la conservacion de dichos alimentos resultan, o puede esperarse
razonablemente resultar (directa o indirectamente), en que €l o sus subproductos se
conviertan en un componente o afecten de otro modo las caracteristicas de estos alimentos.
El término no incluye contaminantes o sustancias afiadidas a los alimentos para mantener o

mejorar las cualidades nutricionales.”

Por otro lado, el Cddigo Alimentario Argentino (CAA), define el termino de aditivo
alimentario como “cualquier ingrediente agregado a los alimentos intencionalmente, sin el
propdsito de nutrir, con el objeto de modificar las caracteristicas fisicas, quimicas,
biolégicas o sensoriales, durante la manufactura, procesado, preparacion, tratamiento,
envasado, acondicionado, almacenado, transporte 0 manipulacién de un alimento; podra
resultar que el propio aditivo o sus derivados se conviertan en un componente de dicho
alimento. Esta definicion no incluye a los contaminantes o a las sustancias nutritivas que se

incorporan a un alimento para mantener o mejorar sus propiedades nutricionales.”
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Las funcionalidades de los aditivos alimentarios son multiples, el CAA enlista las siguientes:
regulador de la acidez, acidulante, anti aglutinante, antiespumante, antioxidante,
aromatizante/saborizante, colorante, conservador, edulcorante, emulsificante/emulsionante,
espesante, estabilizante, estabilizante del color, resaltador del sabor, agentes de firmeza,
mejorador de harinas, espumante, glaseante, gelificantes, humectante, leudante quimicos y

secuestrante.

El uso de aditivos alimentarios ha aumentado mucho en los ultimos afios y, como resultado,
se estima que el 75% de la dieta contemporanea se compone de alimentos industrializados.
En promedio cada persona puede llegar a consumir de 3,6 a 4,5 kg de aditivos alimentarios
por afio, pero estos valores podrian ser aun mayores (Zengin et al., 2011). Hoy en dia,
aproximadamente el 100% de la produccion de alimentos en todo el mundo se realiza total o
parcialmente con la ayuda de sustancias quimicas (Chaib y Barone, 2020). En consecuencia,
es dificil de concebir la industria de alimentos sin aditivos alimentarios, agentes de limpieza
y desinfeccion de origen quimico. Pero, si bien el uso de aditivos esta ampliamente insertado
en la industria, y proporciona ventajas a nivel tecnolégico y econdémico, también es
importante mencionar la preocupacion creciente acerca de los mismos sobre la salud de los

consumidores y el medioambiente.

En el afio 2008, la Autoridad Europea de Sanidad Alimentaria (EFSA), determiné que, si
bien los aditivos alimentarios son deseables en cuanto a su funcionalidad, podrian tener
efectos negativos en la salud (Bronzwaer, 2008), por lo que era necesario reevaluar la lista
de aditivos aprobados. Por otro lado, cada vez son mas los estudios que relacionan a distintos
aditivos con efectos negativos en la salud, hallando actividad toxicoldgica y teratogénica en
algunos (Sambu et al., 2022), asi como también reacciones de hipersensibilidad (Lauraetal..,
2019). A partir de esto, los consumidores de paises industrializados estan mucho mas
interesados en los componentes de los alimentos que hace 50 afios atras, pudiéndose observar
una creciente tendencia al rechazo de los aditivos alimentarios artificiales los cuales son

mayormente percibidos como insalubres o desconocidos (Asioli et al., 2017).

1.1.2. Aditivos de origen natural
Al aumentar el conocimiento sobre los efectos adversos de los aditivos alimentarios

sintéticos, aumenta la demanda de aquellos productos con ingredientes que poseen una
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impronta natural, los cuales son percibidos por los consumidores como productos positivos,
saludables y amigables con el medio ambiente (McClements y Gummus, 2016; Roman et al.,
2017; Zhong et al., 2018). Sin embargo, detras de esta demanda, la disminucion del uso de
aditivos alimentarios aumenta la susceptibilidad al deterioro, fisicoquimico vy
microbiologico, produciendo un incremento de la variedad de microorganismos
deteriorativos y patdgenos (Brandelli, 2015). También hay estudios que demuestran que el
cambio climético que avanza puede favorecer el crecimiento de microorganismos
deteriorativos aun en alimentos con baja actividad de agua y aquellos que se considera que
no necesitan refrigeracion para su preservacion (Misiou y Koutsoumanis, 2022). Teniendo
en cuenta también, el aumento de la poblacion mundial y las areas urbanizadas, que
confluyen en una creciente demanda de alimentos (Hemathilake, 2022), pensar una industria

alimentaria moderna sin el uso de aditivos es meramente una utopia.

Frente a estos factores que convergen en un mismo escenario, surge la necesidad de la
basqueda y el estudio de nuevos componentes de origen natural que puedan ser utilizados
como aditivos alimentarios. El hallazgo de estos compuestos permitiria atender la demanda
del desarrollo de productos libres o con menor contenido de aditivos sintéticos y al mismo

tiempo otorgar estabilidad y extensa vida Util a los alimentos.

Como respuesta a esta problematica, esta tesis se centra en la seleccion y caracterizacion de
biosurfactantes (BS) - en particular aquellos producidos por bacterias acido-lacticas - y su

aplicacion como aditivos potencialmente multifuncionales en la formulacion de alimentos.

1.2 Surfactantes

Entre los distintos aditivos empleados en la industria alimentaria, los surfactantes presentan
gran importancia desde el punto de vista econémico, ya que el mercado para estos
ingredientes se estima en alrededor de $ 2.1 mil millones en 2012 y se preveia que aumente
a alrededor de $ 2.9 mil millones en 2018 (Lerner, 2015). De acuerdo con un relevamiento
realizado por Cox et al. (2021), existen mas de 100 tipos de emulsificantes que son

comunmente utilizados como aditivos alimentarios de manera global.

Los surfactantes son compuestos que tienen la capacidad de disponerse en la interfase de dos
fases inmiscibles, proceso que generalmente se describe como adsorcion, generando una

disminucion de la tension superficial (Romsted, 2014). Este fendmeno se produce gracias a
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que son moléculas anfifilicas, es decir que poseen en su estructura un extremo hidrofilico
(polar) y otro hidrofébico (no polar). La interfaz mas simple es la del aire / liquido, que se
presenta por ejemplo en las espumas, en este caso, el tensioactivo se adsorbera con el grupo
hidrofilico apuntando hacia el liquido polar (agua), dejando la cadena hidrofébica apuntando

hacia el aire, lo que reduce la tension superficial (y) (Tadros, 2013).

Otra interfaz es el aceite/agua, la cual se presenta en las emulsiones y donde la porcion
hidrofilica del surfactante se orientara hacia el agua y la porcion hidrofébica hacia el aceite,
generando una disminucion de la tension interfacial (Figura 1.1-A). En el caso de que se le
otorgue a la mezcla de aceite y agua suficiente energia, se formaran gotas en el seno del
liquido y el agente surfactante se depositara alrededor de las estas formando micelas (Figura
1.1-B). Por lo tanto, se espera que cuando sea adicionado un surfactante a una formulacion

alimentaria, este aditivo sea capaz de:

e Generar reducciones en la tension superficial e interfacial.
o Disponerse rapidamente en la interfase aceite/agua para facilitar la formacién de
gotas.

e Retardar los mecanismos de desestabilizacion.

A B

Cola hidrofobica
' [ EEEEE NN X

Cabeza hidrofilica ' bl

Figura 1.1: Panel A: Disposicion de moléculas tensioactivas en la interfase (Cox et al., 2021).
Panel B: Esquema de una micela formada a través del uso de surfactantes (Santos et al., 2015).
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1.2.1 Clasificacién de los surfactantes

Los surfactantes pueden clasificarse a través de distintos criterios como:

Fuente de origen: de acuerdo con si son sintéticos o derivados de matrices naturales.

Dos emulsificantes sintéticos ampliamente utilizados son los polisorbatos (Tween®)
0 sorbitan (Span), mientras que los emulsificantes naturales mas comunmente
utilizados pueden tener diversos origenes como animal: proteinas de suero lactico,
proteina de huevo, gelatina y caseina o vegetal como lecitina de soja (McClements y
Gumus, 2016).

Polaridad: puede ser anionicos, cationicos, no iénicos o zwitteriones. Las
aplicaciones y caracteristicas varian de acuerdo con sus propiedades. Los anidnicos
se encuentran comercializados ampliamente, existiendo tanto de origen natural como
sintético, poseen buenas propiedades emulgentes y tensioactivas. Los cationicos
normalmente se utilizan en superficies con carga negativa, como agentes
anticorrosivos, agentes de flotacion, suavizantes y bactericidas. Los no ionicos
poseen buenas propiedades emulgentes a bajas temperaturas y emulsificantes. Por
ultimo, los zwitteriones no se destacan por sus propiedades emulsificantes, pero son
buenos para ser aplicados en la industria cosmética por su excelente compatibilidad
con la piel (Fenibo et al., 2019).

Peso molecular: pueden ser de bajo o alto peso molecular. Los de bajo peso molecular

suelen ser, carboxilatos, sulfatos, fosfatos, sulfonatos, esteres de acidos grasos de
sorbitan (Span) y ésteres de acidos grasos de polietoxisorbitan (Tween®) y los de alto

peso molecular suelen ser polimeros como proteinas (Tadros, 2006).

Como se puede observar los tipos de surfactantes que actualmente se comercializan son

diversos, y asi también son las propiedades que poseen y los efectos adversos que cada uno

puede presentar sobre la salud humana. Debido a esto, resulta de interés su reemplazo por

productos naturales. El cual es uno de los objetivos de este trabajo, en el cual con fines

comparativos se utiliza como surfactante sintético de referencia al Tween® 80 perteneciente

a los polisorbatos, cuya importancia y propiedades se detallan a continuacion.
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1.2.1.1 Surfactantes sintéticos
Entre los surfactantes sintéticos més utilizados se encuentra el grupo de los polisorbatos,
conocidos también comercialmente como “Tween®”, son surfactantes no idnicos de ésteres

de &cidos grasos de polietoxisorbitan (Figura 1.2).
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Figura 1.2: Estructura quimica de varios polisorbatos. PS20: polisrobato 20. PS40: Polisorbato 40,
PS60: Polisorbato 60, PS80: Polisorbato 80 (Ravichandran et al., 2021).

Debido a su facil disponibilidad comercial, la facilidad de sus modificaciones quimicas y
Optimas propiedades funcionales, los polisorbatos son ampliamente utilizados tanto en la
industria de alimentos como en la industria farmacéutica (Ravichandran et al., 2022). Sin
embargo, el uso de estos aditivos es cada vez méas cuestionado. Estudios sobre la ingesta de
aditivos en Francia, Italia, Reino Unido e Irlanda, indicaron un consumo de los emulsionantes
polisorbato 20 y polisorbato 65, también conocidos como Tween® 20 y Tween® 65, en
proporciones mayores a la ingesta diaria admisible (IDA) en nifios (Vin et al., 2013),
pudiendo generarse efectos adversos en los consumidores (Cox et al., 2022). También,
estudios de la carcinogenicidad del polisorbato 80 evidenciaron actividad cancerigena
(National Toxicology Program, 1992), siendo actualmente, un aditivo prohibido por la FDA
(Cox et al., 2022). Sin embargo, es un aditivo ampliamente utilizado en numerosos paises,

entre ellos Argentina.
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1.2.1.2 Surfactantes naturales

Debido a la creciente demanda de productos de origen natural por parte de los consumidores,

el estudio y desarrollo de emulsificantes de origen natural es de interés (Mukherjee et al.,
2006).

Los BS pueden obtenerse a partir fuentes vegetales, animales y microbianas, siendo estos

ultimos producidos por bacterias, hongos y levaduras (Sharma., 2016; McClements y Gumus,

2016). Los BS mas frecuentemente utilizados son las proteinas, los fosfolipidos, asi como

también los producidos por microorganismos (McClement y Gumus, 2016).

Algunos ejemplos de BS ampliamente estudiados en la industria de alimentos son:

Las saponinas: son biomoléculas de alto peso molecular, que poseen un nicleo de

aglicona (parte no soluble en agua) que tiene 27 a 30 4&tomos de carbono, con uno o dos
restos de hidratos de carbono que le otorgan las propiedades anfifilicas (El Aziz et al.,
2019). Las matrices de las que se pueden aislar las saponinas son amplias, como la corteza
de quillaja (Reichert et al., 2019), la mandioca (Ralla et al., 2018a), el ginseng (Ralla et
al., 2017), la avena (Ralla et al., 2018b), entre otras. Sin embargo, en algunos casos, como
en el de las saponinas de quinua, estas presentan la desventaja de poseer un factor anti-
nutricional y posible toxicidad (El Hazzam et al., 2020). No obstante, se destacan por su
actividad emulsificante, con capacidad de generar disminuciones en la tension superficial
similares a los surfactantes sintéticos como los pertenecientes a la familia del Tween®,
Span, SDS y esteres de sacarosa. También son reconocidas por su actividad
antinflamatoria, antimicrobiana, antioxidante, antiviral e hipocolesterolémica, lo que
extendio su aplicacion a la industria de los alimentos y farmacéutica (Schereiner, 2022).

Los fosfolipidos: los ingredientes funcionales provenientes de fosfolipidos son

comunmente llamados lecitinas. Estas se pueden aislar de numerosas fuentes bioldgicas,
siendo las mas comunes la soja, el huevo, la leche, la colza, la semilla de canola, la semilla
de algodon y el girasol. Los fosfolipidos mas comunes que se encuentran en las
formulaciones comerciales de lecitina son: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilinositol y acido fosfatidico (Ericson, 2008). En algunas lecitinas comerciales,
Ilamadas lisolecitinas, se elimina una de las cadenas de acidos grasos para alterar sus

caracteristicas funcionales (Casado et al., 2012). Por lo tanto, es cuestionable que las
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lisolecitinas se las considere emulsionantes naturales (McClements y Gumus, 2016). De
todos modos, las lecitinas, en especial la lecitina de soja es ampliamente utilizada en la
industria de los alimentos por su multifuncionalidad (Szuhaj, 2019).

e Las proteinas: en este grupo se destacan las proteinas lacteas, las proteinas del huevo,
asi como también las proteinas de vegetales provenientes de algunas legumbres como la
soja, garbanzos y frijoles (Raffa et al., 2015; McClements y Gummus, 2016). A pesar de
sus propiedades funcionales y los beneficios que posee su origen natural, presentan
ciertas limitaciones en términos de su baja solubilidad a pH &cido, el cual es caracteristico
de algunos alimentos. Se encuentran en estudio diversas estrategias para su aplicacion
como su uso combinado con otras biomoléculas o generar modificaciones directas sobre
su estructura (Wang y Lou, 2023; Chen et al., 2023).

Por lo tanto, se puede plantear que la implementacion de origen vegetal y animal en industria
alimentaria presenta desafios relacionados con la toxicidad de las moléculas y con la
implementacion de menores modificaciones quimicas en su estructura, por lo que es un area

en pleno desarrollo. Una fuente de BS menos estudiada son los microorganismos.

1.3. Biosurfactantes microbianos

Los tipos de microorganismos capaces de producir BS son variados, pudiendo ser producidos
por bacterias, mohos o levaduras. Estos BS pueden ser moléculas que se extraen de la
superficie de las células, denominandose “biosurfactantes ligados a la célula”, o ser liberadas
al medio de manera extracelular. Poseen una masa molecular entre 500 y 1500 Da, por lo que

pueden clasificarse en BS de alto o bajo peso molecular (Saruboo et al., 2022).

Las razones por las que los microorganismos producen BS no estan ain dilucidadas. Algunas
hipétesis indican que la produccion de BS se relaciona con mecanismos que facilitarian la
absorcion de sustratos hidrofobos, como sustancias oleosas. La liberacion de BS permitiria
la emulsificacion de los sustratos hidrofobos, aumentando el area superficial de nutrientes
disponibles y permitiendo un mayor aprovechamiento de estos por parte de los
microorganismos (Sharma et al., 2016). Otras teorias indican que estarian ligados a la
capacidad de las células de adherirse a las superficies e interfases (Rosenberg y Ron, 1997).
Los BS son también reconocidos como componentes para el funcionamiento del

metabolismo celular, movimiento y defensa. En el caso de los ramnolipidos, BS
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extracelulares, se los identific6 como moléculas asociadas a los mecanismos de “quorum
sensing” para la formacion de biofilms, fomentando la absorcion de sustratos poco solubles,
lubricantes, inmunomoduladores, metabolitos secundarios y sustancias antimicrobianas
conocidas (Fracchia et al. 2012; Dusane et al. 2010).

Los BS son caracterizados como aditivos multifuncionales. Se han registrado BS con
actividad antimicrobiana (Madhu et al., 2014; Sharma et al., 2016), emulsionante (Portilla-
Rivera et al., 2008; Gudifia et al., 2016) y antiadherente (Meylheuc et al., 2006; Sharma et
al., 2016). También se propusieron utilizar para la biorremediacion ambiental y para usos
médicos (Ferreira et al., 2017; Walencka et al., 2007). Por lo cual, su aplicacién no se limita

solo a su capacidad emulgente.

Las aplicaciones estudiadas para los BS microbianos son amplias, desde aplicaciones en la
industria cosmética, gracias a que poseen capacidad humectante y buena compatibilidad con
la piel (Ahmadi-Ashtiani et al, 2020), como agentes que facilitan la recuperacion de petroleo
(Chafale y Kapley, 2022), en aplicaciones biomédicas, con el fin de inhibir el desarrollo de

biofilms (Giri et al., 2019), y alimentarias, como estabilizantes (Ribeiro et al., 2020).

Como se menciond anteriormente, algunos de los beneficios de los BS son su baja toxicidad,
en comparacion con los surfactantes sintéticos (Banat et al., 2010; Naughton et al., 2019),
que son biodegradables, que poseen distintas naturalezas y algunos son estables en
condiciones extremas de pH y temperatura (Sharma et al., 2016). Sin embargo, uno de los
beneficios méas destacables de los BS producidos por microorganismos es la posibilidad de
ser sintetizados a partir de subproductos agroindustriales, siendo una alternativa para su

aprovechamiento, dando lugar a una economia circular (Lakatos et al., 2022).
1.3.1 Composicion quimica de los biosurfactentes microbianos

Los BS son considerados como mezclas complejas de diferentes compuestos anfifilicos cuya
composicion depende del microorganismo productor. Su naturaleza quimica es diversa

pudiéndose destacar a los siguientes grupos:

e Glicolipidos: se consideran BS de bajo peso molecular, compuestos por una porcion
hidrofilica de carbohidratos y una porcion hidrofobica de acidos grasos (Banat et al.,
2010; Naughton et al., 2019). Dentro de esta categoria se encuentran los
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ramnolipidos, que estan conformados por &cidos grasos de 8 a 16 carbonos (Déziel
etal., 1999). Estos son uno de los BS més ampliamente estudiados y comercialmente
disponibles, se obtienen mayoritariamente a partir de Pseudomonas aeruginosa (de
Araujo et al., 2016). En cuanto a sus propiedades fisicas, son capaces de reducir la
tension superficial de 72 mN/m a 30 mN/m y poseen una concentracion micelar
critica (CMC) que varia de 50 mg/L a 200 mg/L segun la cepa de origen (Saruboo et
al., 2022). También se han obtenido glicolipidos con capacidad surfactante a partir
de cepas de levaduras del género Candida (Zenati et al., 2018).

e Lipopéptidos: estdn compuestos por cadenas de aminoacidos y residuos de &cidos

grasos (Saruboo et al., 2022). EI lipopéptido mas estudiado y comercializado es el
“Surfactin”, producido por Bacillus subtilis (de Araujo et al., 2016). Se han
descubierto al menos 30 clases de este tipo de surfactantes, tienen actividades
antibacteriana, antiviral, antifungica y pueden actuar como eficientes emulsionantes,
estabilizadores y modificadores de superficie en la industria alimentaria (Cochrane
etal., 2016; Salek et al., 2019). Pueden reducir la tension superficial de 72 a 27 mN/m
en concentraciones menores a 5% y poseen una baja CMC (Datta et al., 2020).

e Surfactantes poliméricos: los mas conocidos son el liposan, proveniente de

Candida lipolitica, y el emulsan, proveniente de Acinetobacter radioresistens
(Saruboo et al., 2022). EI emulsan posee estructura de lipopolisacarido (Raffa et al.,

2015) y el liposan, de glicoproteina (Adetunji y Olaniran,2021).

Segun Sharma et al. (2016), los BS microbianos mas estudiados son los provenientes de las
cepas pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter y Candida, siendo
en menor medida el estudio de las bacterias &cido-lacticas (BAL) como fuente de BS. Este
ultimo grupo, es de creciente interés especialmente para la industria alimentaria en el cual las

BAL se han utilizado por siglos con fines biotecnolégicos.

1.4 Bacterias acido-lacticas como fuente de biosurfactantes

Las BAL comprenden un grupo de bacterias Gram positivas que poseen similitudes a nivel
morfol6gico, metabdlico y fisioldgico, teniendo también una cercania a nivel filogenético.
Pueden describirse como no esporuladas, cocos o bacilos, anaerobios aerotolerantes, que
obtienen energia a través de la fermentacion de carbohidratos y producen acido lactico como
principal producto de dicho proceso (Khalid et al., 2011; Mouafo et al., 2022). Debido a sus
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propiedades fermentativas, se han empleado para producir alimentos fermentados durante
miles de afios (Rhee et al. 2011; Widyastuti y Febrisiantosa, 2014). Las BAL también pueden
encontrarse en la superficie de las mucosas de humanos, de distintos animales sanos
(Ouwehand et al. 2002; EI Aidy et al. 2015), incluyendo animales provenientes del medio

marino (Sequeiros et al., 2010).

Algunas BAL poseen propiedades probiodticas y desempefian funciones protectoras al
producir compuestos como &cido lactico, bacteriocinas, peroxido de hidrdgeno y BS, que
inhiben el crecimiento de microorganismos patdgenos y deteriorativos (Agboola et al. 2014).
En numerosos trabajos se propone el uso de estos metabolitos como aditivos naturales
(Campos et al., 2013; Schelegueda et al., 2015; Sharma., 2016).

Una ventaja que poseen los BS producidos por BAL de los géneros Lactococcus y
Lactobacillus es que estas bacterias son generalmente reconocidas como seguras (GRAS) de
acuerdo con la Administracion de alimentos y drogas de los Estados Unidos, por lo cual, su
aplicacion en la industria alimentaria y de la salud es ampliamente aceptada (Burdock y
Carabin, 2004; Mouafo et al., 2022). Esta cualidad no se presenta en la mayoria de los
microorganismos reconocidos como productores de BS, por lo que los metabolitos
producidos por ellos requieren de estudios especificos para autorizar su uso en alimentos
(Widyastuti y Febrisiantosa, 2014; Sharma et al., 2016). Por esta razén, es de interés el
estudio de la produccion de BS producidos por BAL de los géneros ya mencionados, ya que
han sido ampliamente utilizados en los alimentos desde tiempos remotos y se espera que los

BS sean inocuos.
1.4.1 Caracteristicas de los biosurfactantes producidos por bacterias acido-lacticas

En los ultimos 30 afios se ha estudiado la produccién de BS de diversas BAL. En la Tabla
1.1, se muestra una recopilacion de datos acerca de los BS obtenidos por BAL utilizando
como medio de produccion caldo MRS (Man, Rogosa y Sharpe), medio nutritivo

ampliamente utilizado para el desarrollo de este tipo de bacterias.
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Tabla 1.1: Bacterias productoras de BS, clasificacion del BS, naturaleza y rendimiento de produccion utilizando como medio
nutritivo caldo MRS (Mouafo et al., 2022).

Bacteria productora Tipo de BS Rendmiento (g/) [ Naturaleza del BS Referencia
L. crispatus BCI Ligado a la celula 0,06 lipoproteico De Gregorio y col. (2020)
L acidophilus NCIM 2903| Ligado a la celula 0.17 glicolipoproteica Stpote y col(2019)
L. jensenii P6A Ligado a la celula 0,27 glicolipoproteica Morais y col (2017)
L. gasseri P65 Ligado a la celula 0,42 glicolipoproteica Morais y col (2017)
L. plantarum G88 Extracelular 0.3 glicolipoproteica | Moufano, Mbawala y Ndjouenkeu (2018)
L. delbrueckii N2 Extracelular 0.51 glicolipoproteica | Moufano, Mbawala y Ndjouenkeu (2018)
L agilis CCUG31450 Ligado a la celula 0,84 glicoprotieco Gudiiia y col (2015)
L. animalis ATCC35046 | Ligado a la celula 0.37 glicoproteico Gudina y col. (2015)
L buchneri ATCC4005 | Ligado a la celula 0,18 glicoproteico Gudifia y col. (2015)
L. plantarum ATCC 8014 | Ligado a la celula 2,01 glicoproteico Benzadnia y col. (2020)
Lactobacillus CVS8LAC Extracellar 1.04 glicoproteico Franccia y col. (2010)
S. termophilus A Ligado a la celula 0.8 glicolipido Rodrigues, Texeira y Oliveira (2006)
Le. Lactis 53 Ligado a la celula 0,7 glicolipido Rodrigues, Texeira y Olivera (2006)
L. fermenti 126 Ligado a la celula 223 fosfoglicoproteico Brezozowskiy col. (2011)
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Como puede observar, las BAL productoras de BS son diversas, asi como también la
naturaleza de los BS. Algunas BAL, son capaces de producir BS extracelulares, metabolitos
que son excretados al medio de cultivo durante la fermentacion, y otras producen BS ligados
a las células, metabolitos que deben ser extraidos de la pared celular de la bacteria al finalizar
la fermentacion. La naturaleza quimica y los rendimientos varian notoriamente con la cepa
productora. En general, los BS producidos por BAL estarian conformados por una mezcla de
diferentes compuestos, cuya composicion varia de acuerdo con la cepa productora. Estos BS
pueden poseer distinta naturaleza quimica pudiendo ser clasificados como lipopolisacaridos,
glicolipidos, glicoproteinas o glicolipoproteinas (Rodrigues, et al., 2006; Sauvageau et al.,
2012; Gudifa et al., 2015; Vecino et al., 2013).

Los estudios sobre BS de BAL demuestran que estos compuestos pueden poseer actividad
emulsificante (Ferreira et al., 2017; Nataraj et al., 2021), asi como también actividad
antimicrobiana (Gudifia et al., 2010; Gudifa et al., 2015; Cornea et al., 2016), actividad
antibiofilm (Rodrigues et al., 2004; Walencka et al., 2007; Sharma et al., 2016; Nataraj et al.,
2021). También se ha informado su uso coadyuvante alimentario de flotacion (Vecino et al.,
2013). A partir de esto se puede plantear que los BS pueden ser considerados compuestos
multifuncionales, lo que proporciona una ventaja a nivel de la formulacion de alimentos,
debido a que con la incorporacion de un Unico aditivo se lograrian maltiples funciones

tecnoldgicas.
1.4.2 Fuentes de bacterias acido-lacticas productoras de biosurfactantes

Se han encontrado BS a partir de BAL obtenidas de diferentes fuentes, entre ellas, el tracto
urogenital de mujeres sanas (Velraeds et al., 1996), frutas y vegetales (Fracchia et al., 2010),
alimentos fermentados a base de arroz (Madhu y Papulla, 2014), derivados de productos

lacteos (Cornea et al., 2016), entre otros.

En los Gltimos afios, el area de investigacion abocada al hallazgo de nuevas biomoléculas se
oriento hacia cepas provenientes de ambientes que presentan condiciones extremas. Esto es
debido a que en los ecosistemas con condiciones extremas los microorganismos desarrollan
estrategias para sobrevivir y sus metabolitos frecuentemente poseen caracteristicas
distintivas (Barros et al., 2013).
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En los ambientes acuéticos, los microorganismos experimentan competencia por nutrientes
y sustratos por lo que es comun que las especies bacterianas que presenten una 0 mas
estrategias competitivas sean mas propensas a la colonizacion y a la absorcién de nutrientes
(Grossart et al., 2003; Barros et al., 2013). Por otro lado, el microbiota gastrointestinal de
vertebrados, como los peces de ambientes frios y calidos, son fuente de cepas probidticas
(Buntin et al., 2008), las cuales suelen ser cepas de BAL que han sido asociadas con la
produccion de BS (Konkol et al., 2019; Lopez-Prieto et al., 2019).

Por lo tanto, el ambiente marino, y en especial el ambiente patagénico por sus condiciones
extremas, asi como los peces que viven en esas zonas, serian prometedores para el
descubrimiento de cepas capaces de producir nuevos compuestos bioactivos y relevantes,
incluidos antibidticos, enzimas, vitaminas, farmacos y BS (Gudifia et al., 2016). Entonces,
las BAL provenientes de peces de la Patagonia resultan un grupo de interés en cuanto a su

potencialidad de produccion de BS.
1.4.3 Etapas de la produccion de biosurfactantes por bacterias acido-lacticas

La produccién de BS por BAL puede separarse en tres etapas, fermentacion, extraccion y
purificacion:
1) Fermentacion

La etapa de fermentacion consiste en generar la multiplicacion de las bacterias en un medio
nutritivo en condiciones controladas de aireacion, agitacion, temperatura y tiempo. En
bibliografia se informa la produccion de BS a partir del cultivo de BAL en diferentes medios
liquidos, siendo el mas comunmente empleado el caldo MRS (Gudifia et al., 2006; Ferreira
et al., 2017). En cuanto a las condiciones de aireacion, agitacion, temperatura y tiempo son
diversas. Tanto el medio nutritivo, como el tiempo de produccion, agitacion y temperatura
son determinantes para el rendimiento de la produccién de BS, como también su composicién

quimica y funcionalidad (Rodrigues et al., 2006; Montoya et al., 2021).
2) Extraccion

La extraccion varia de acuerdo con el tipo de BS que se busque aislar. En el caso de que se
quiera aislar BS ligados a la célula, se realiza el lavado de las bacterias mediante

centrifugaciones y lavados sucesivos del pellet con agua destilada. Las bacterias se
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resuspenden en un solvente adecuado, usualmente, buffer fosfato salino (PBS) y se agita
suavemente para la liberacion del BS. Finalmente, por centrifugacion, se separan las BAL
del sobrenadante libre de células (SLC), en el cual se encontrara el BS (Gudifia et al., 2015;
Ferreira et al., 2017; Morais et al., 2017). Los cambios en el buffer de extraccion, las
condiciones de agitacion y temperatura también pueden generar cambios en la composicion
y el rendimiento de la produccion de BS (Vecino et al.,, 2015). En el caso de BS
extracelulares, estos se liberan en el caldo de fermentacion, por lo que se obtienen luego por

precipitacion acida y técnicas extractivas con solvente (Mouafo et al., 2018).
3) Purificacién:

Por ultimo, se realiza la purificacion. En el caso de los BS ligados a las células, los BS se
encontraran inmersos en el solvente de extraccion por lo que el SLC estara conformado por
el BS con una mezcla de los componentes presentes en el solvente, en particular sales cuando
se emplean buffers. Para separarlo de la solucion salina se realiza un proceso de didlisis, a
partir del cual se obtienen al BS en agua. Finalmente, el BS se suele liofilizar para obtener
un producto libre de agua y en estado solido (Gudifia et al., 2006; Ferreira et al., 2017). En
ciertas investigaciones, se opta luego por seguir profundizando en la purificacion del BS y
separar los componentes que lo conforman, realizando técnicas de separacién

cromatograficas o por precipitacion acidica (Sharma et al., 2015).
1.4.4 Desafios en la produccion de biosurfactantes por bacterias acido-lacticas

La produccion de BS presenta desafios, en especial por su alto costo de produccion y bajo
rendimiento, que dificulta la produccion a gran escala, como también por la falta de estudios

de estos en preparaciones de tipo industrial (Sharma, 2016).

Estos desafios despiertan la necesidad de continuar buscando e investigando nuevas cepas
gue posean mayores rendimientos, asi como también mecanismos de optimizacién de la
produccién y de estudios que profundicen su caracterizacion en sistemas alimentarios o
similes. Una de las alternativas estudiadas para la disminucion de los costos de produccion
de BS es el uso de subproductos de la industria alimentaria como medios nutritivos, siendo

aprovechados por las BAL para la produccion de BS.
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1.4.4.1 Produccion de biosurfactantes a partir de medios nutritivos alternativos

La produccidon de BS de BAL se realiza a partir de fermentaciones en las cuales las bacterias
consumen un sustrato para producir la biomolécula de interés. En este tipo de procesos
biotecnologicos el tipo de sustrato en que se desarrolla la bacteria serd fundamental para

definir las propiedades del producto obtenido, asi como también su costo.

Las primeras investigaciones sobre la produccion de BS de BAL utilizaron como medio de
cultivo caldo MRS, medio complejo utilizado normalmente para la deteccion vy
enriquecimiento de lactobacilos. En los Gltimos afios, la busqueda de nuevos usos de los
subproductos de la industria alimentaria esta en auge. Entre ellos, su empleo como medio de
cultivo para la produccion de biomoléculas como los BS. Por otra parte, se registro la
capacidad de ciertas cepas de BAL para producir BS a partir de residuos agroindustriales.
Esta practica permite la reutilizacion de los subproductos para evitar su eliminacién y la
produccién de compuestos toxicos (Moldes et al., 2007), asi como también la reduccién de
los costos de produccion (Ebadipour et al., 2015). Esto abre el panorama hacia un
aprovechamiento de los residuos y la posibilidad de ser consideradas practicas utiles en el
desarrollo de sistemas de produccién circular (Moldes et al., 2007; Portilla-Rivera et al.,
2008; Thavasi et al., 2011).

Algunos de los subproductos estudiados para la produccién de BS a partir de BAL son suero
lacteo (Rodrigues et al., 2006; Madhu y Prapulla., 2006), licor de maiz fermentado
(Ebadipour et al., 2015), salvado de cebada, recorte de sarmientos, mazorcas de maiz,
residuos de Eucalyptus globulus (Moldes et al., 2007), orujo de uva destilado, cascaras de
avellana, cascaras de nuez (Portilla — Rivera et al., 2008) y subproductos de mango (Sittisart
y Gacaluck, 2022), entre otros.

Entre los alimentos regionales poco industrializados, se encuentra el yacon, éste es una planta
andina cuya raiz tuberosa presenta un alto contenido de compuestos prebidticos, en especial
los fructooligosacaridos e inulina, conocidos por su capacidad de mejorar algunas funciones
metabolicas y el sistema inmunoldgico (Choque Delgado et al., 2013). En cuanto a su perfil
nutricional (Figura 1.3), en base seca contiene un 94,15 % de hidratos de carbono incluyendo
azucares sencillos como glucosa y fructosa, asi como también los fructanos anteriormente

mencionados. Contiene también un 2,45 % de proteina y un 0,87 % de lipidos en base seca
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(Caetano et al., 2016). Por estas propiedades, esta raiz puede ser un medio adecuado para la
produccion de BS, ya que su composicion de azlcares es prometedora para el crecimiento

microbiano.

Raiz de yacon seca

Proteina (2,45 %)
Lipidos (0,87 %)

Otros (2,53 %)

Carbohidratos

- Glucosa
- Fructosa
- Fructanos Inulina
-E Oligofructosa
FOS

N

~

Figura 1.3: Composicion en base seca de la raiz tuberosa de yacon. Gréfico adaptado
de Caetano et al. (2016)

1.5 Funcionalidad de los biosurfactantes
Como se menciond anteriormente, es de interés el hallazgo y seleccion de compuestos
naturales que puedan ser utilizados como aditivos alimentarios. A la hora de seleccionar este

tipo de compuestos es fundamental la evaluacion de su funcionalidad.

Los trabajos relacionados con la seleccion de BS suelen enfocarse en la presencia de alguna

de estas tres funciones:

a. Actividad tensioactiva y emulsificante
b. Actividad antimicrobiana

c. Actividad antibiofilm

A continuacion, se profundizard en la causa de la seleccion de estos tres ejes y los

fundamentos de las técnicas aplicadas para su estudio.
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1.5.1 Actividad tensioactiva y emulsificante

Dentro de los alimentos producidos industrialmente, los alimentos como aderezos, mantecas,
cremas, salsas, bebidas y sopas podrian englobarse dentro de lo que Illamaremos emulsiones
alimentarias (McClements, 2016). Debido a sus propiedades fisicoquimicas este tipo de
alimentos no podria comercializarse sin la adicién de uno o méas agentes con actividad

emulsificante.

Se conoce como emulsion a una suspension heterogénea de gotas microscopicas de un liquido
dispersas en una fase continua de otro liquido inmiscible (McClements, 2015). En el caso de
las emulsiones alimentarias las fases, normalmente, estan compuestas por aceite y agua,
conformando respectivamente una fase oleosa (O) y una fase acuosa (W). Existen distintos
tipos de emulsiones, las cuales se clasifican de acuerdo con cudl es la naturaleza de las fases

que las componen (Figura 1.4):

Emulsion aceite en agua (O/W): En estos sistemas, la fase oleosa se encuentra

dispersa mientras que la fase continua es la acuosa. Este es el caso de aderezos, salsas,

bebidas y sopas.

Emulsion agua en aceite (W/O): En este caso la fase dispersa es la fase acuosa,

mientras que la fase continua que las contiene es la fase oleosa. Este es el caso de las

margarinas, mantecas y cremas.

Emulsiones multiples: Las emulsiones aceite-agua-aceite (O/W/QO) se conforman por

gotas de aceite dispersas en gotas de agua mayores y estas se encuentran dispersas en una
fase oleosa. Las emulsiones agua-aceite-agua (W/O/W) consisten en gotas de agua dispersas
en gotas de aceite mayores, que a su vez estan dispersas en un medio acuoso continuo
(McClements y Li, 2010).
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Aceite

Agua
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Figura 1.4: Formacion de una emulsién y los cuatro tipos de emulsiones que se pueden formar
(Cox et al., 2023).

Para crear un sistema en el cual dos fases inmiscibles se encuentren mezcladas es necesario
incorporar energia. En la industria alimentaria, este proceso generalmente se lleva a cabo
utilizando métodos de alta energia que utilizan dispositivos mecanicos (homogeneizadores),
que someten a las fases a fuerzas disruptivas para formar pequefias gotas. Al formarse gotas
en el seno del sistema, se produce un aumento en el area interfacial. La Ecuacion 1.1,
representa al cambio de energia libre en el proceso de formacion de una emulsion
(AGtormacion), la cual es funcion del area interfacial (AA) y la tension superficial (y). Puede
observarse que un aumento del area interfacial, fendmeno que sucede durante la formacién
de las gotas, producird un aumento de la AGformacion, reflejando que el fenémeno de la

formacion de una emulsion es termodindmicamente desfavorable (McClements, 2016).
AGtormacion=v.AA (Ecuacion 1.1)

Debido a las caracteristicas termodindmicas de las emulsiones, las mismas tenderan a
evolucionar hacia un nivel de menor energia desde el momento de su formacién. Por lo que
el sistema evoluciona hacia una disminucion del éarea interfacial, la cual puede suceder por
distintos mecanismos, pero cuyo fin siempre es la separacion de las fases. Este proceso en el
cual una emulsion se transforma nuevamente en un sistema cuyas fases se encuentran
separadas es llamado desestabilizacion. Distintos mecanismos pueden contribuir a la
desestabilizacion, como consecuencia de la diferencia de densidad entre las fases continua 'y
dispersa, de las interacciones entre las gotas y de la estructura y elasticidad del film interfacial
(Mancuso et al., 1999). Algunos de los mecanismos de desestabilizacion fisica de las

emulsiones son los siguientes (Figura 1.5):
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Separacion gravitacional: normalmente, la densidad de las gotas en una emulsion es

diferente a la del liquido que las rodea, por lo que una fuerza gravitacional neta actla
sobre ellas. Si las gotas poseen una densidad menor que el liquido circundante, tenderan
a moverse hacia arriba, lo que se conoce como cremado. Pero, si poseen una densidad
mayor a la del liquido circundante, tenderan a moverse hacia abajo, lo que se conoce

como sedimentacion. (McClements, 2007).

Emulsion
cinéticamente
estable

= A
o 5 9 o
l‘ »
‘1 ‘ N |
Cremado Sedimentacion Floculacién Coalescencia Maduracién de
Ostwald

Figura 1.5: Diagrama esquematico de los mecanismos de inestabilidad mas comunes que ocurren
en las emulsiones alimentarias: cremado, sedimentacion, floculacion, coalescencia, maduracion
de Ostwald (McClements, 2007)

Floculacion y coalescencia: la floculacién es el proceso mediante el cual dos 0 méas gotas

se aproximan entre si, pero mantienen su integridad individual. La tendencia a que se
produzca la floculacion de las gotas depende principalmente del equilibrio de las fuerzas
de atraccion y repulsidn que acttan sobre ellas: si las fuerzas de atraccion dominan, las
gotas tenderan a agregarse, pero si lo hacen las de repulsion, entonces seran estables a la
agregacion. En una emulsion no es deseable que se produzca la floculacion, ya que esto
podria derivar en un aumento de la velocidad de los procesos de separacion gravitacional
y consiguiente separacion de fases (McClements, 2007). También la formacion de
fléculos puede derivar en un aumento de la viscosidad de la emulsion lo que conlleva a
un cambio en las propiedades sensoriales y reoldgicas de la emulsion (Demetriades y
McClements, 1999; Quemada y Berli, 2002). Por otro lado, la coalescencia se define

como el proceso por el cual dos 0 mas gotas se fusionan para formar una sola gota mas
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grande. La coalescencia, al igual que la floculacién, genera un aumento en la velocidad
de sedimentacion y cremado debido al aumento del tamafio de las gotas generando una
mayor influencia de las fuerzas gravitacionales sobre las mismas (McClements, 2007).

e Maduracion de Ostwald: La maduracion de Ostwald es el proceso mediante el cual

gotas grandes crecen a expensas de las mas pequefias debido al transporte de masa de la
fase dispersa de una gota a otra a través de la fase continua intermedia. La maduracion
de Ostwald es importante en emulsiones de aceite en agua que contienen lipidos mas
solubles en agua (por ejemplo, aceites esenciales) o cuando la fase acuosa contiene

alcohol (por ejemplo, licores de crema) (McClement, 2007).

Volviendo a la Ecuacion 1.1, se puede observar el pardmetro vy, que relaciona al AGformacion
con el AA. La y se define como el trabajo isotérmico y reversible requerido para aumentar el
area superficial por unidad de superficie (Ebnesajjad, 2011). En base a la Ecuacion 1.1, se
puede observar que al disminuir la y, se producird una disminucion del AGformacion,
generandose un sistema termodinamicamente mas estable por lo que en el proceso de
formacion de una emulsion no basta s6lo con el ejercicio de la homogeneizacion fisica, sino
que también es fundamental la incorporacion de emulsionantes o emulsificantes que generen

una disminucién de la vy.

1.5.1.1 Técnicas utilizadas para el estudio de la tensioactividad

La actividad surfactante de una molécula puede ser evaluada a través del estudio de los
cambios de tension superficial que proporciona a un sistema. Este estudio puede realizarse
de manera directa o indirecta. Las metodologias directas consisten en la medicion de la
tension superficial per se con los equipos adecuados. Mientras que las metodologias
indirectas consisten en la observacién del comportamiento del sistema al enfrentarlo a
diversas condiciones de polaridad, siendo que el efecto que genere sobre el mismo indicara

la presencia o no de actividad superficial en las moléculas evaluadas (Walter et al., 2010).

Técnicas_indirectas: son rapidas, se emplea poca cantidad de muestra y no requieren de

equipos especificos. Algunas de estas son:

1. Ensayo del colapso de la gota: se basa en la desestabilizacion que sufre la gota de un

liquido polar que posee en su seno un tensioactivos, al ser depositado en una
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superficie no polar. Para observar dicho efecto, se colocan gotas del liquido a estudiar
sobre una superficie sélida recubierta de aceite o una superficie hidr6foba como
“parafilm”. Si el liquido no contiene surfactantes, las moléculas de agua polar son
repelidas desde la superficie hidrofobica y las gotas permanecen estables (Figura 1.6).
Si el liquido contiene tensioactivos, las gotas se propagan o incluso colapsan,
generando una disminucion en el angulo de la gota sésil que puede ser observado
visualmente, debido a que la tension interfacial entre la gota de liquido y la superficie

hidrofobica disminuye.

A B

Figura 1.6: Ejemplo de un resultado positivo para el andlisis de un SLC de Lactobacillus
acidophilus en la gota “B”, observandose el aplanamiento de la gota con respecto a “A” que
es el control donde se emplea agua en reemplazo de SLC (Shokouhfard et al., 2015).

En el caso de la busqueda de BAL capaces de producir BS ligados a las células, este
tipo de ensayo se realiza sobre los SLC obtenidos luego de la fermentacién y
extraccion. En el caso de la busqueda de BS extracelulares puede realizarse
directamente sobre el caldo de cultivo.

2. Ensayo del desplazamiento del aceite: esta metodologia se basa en la capacidad que

poseen los surfactantes para dispersar una fase oleosa formando un halo (Figura 1.7).
Para este ensayo, algunos autores indican que existe una relacion directa entre el
didmetro del halo y la intensidad de la actividad tensioactiva, de esta manera, aquellas
muestras que presenten una mayor actividad surfactante presentarian un mayor
diametro en el halo (Morikawa et al., 2000).

Al igual que el ensayo del colapso de la gota, éste se realiza sobre los SLC obtenidos
luego de la fermentacion y/o extraccion. Tanto en el ensayo del colapso de la gota,
como en el del desplazamiento del aceite, si se desea comparar la capacidad

surfactante de diversos sistemas, y seleccionar aquellas con una mayor actividad
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superficial, se pueden realizar multiples diluciones del sistema evaluado. Luego, estas
diluciones se evaltan con los ensayos mencionados, informando el valor de la solucién
maés diluida con actividad superficial. Aquellos sistemas que presenten actividad
superficial a menores diluciones seran los que poseen una mayor actividad superficial.

AUSENCIA DE TENSIOACTIVOS: PRESENCIA DE TENSIOACTIVOS
ACEITEEN LA SUPERFICIE NO HAY HALO HAY HALO

—— [ — =

Figura 1.7: Esquema del ensayo del halo adaptado da Silva et al. (2021b)

Si bien las técnicas indirectas poseen sus ventajas, lamentablemente no es posible la seleccion
de una sola para discernir si un sistema presenta compuestos tensioactivos o no, sino que se

debe realizar los analisis combinando al menos dos técnicas (Youssef et al., 2004).

Técnicas directas: en estas técnicas se evalua la tension superficial o interfacial del liquido

estudiado.

1. Anillo DiNouy: este método se basa en medir la fuerza requerida para separar un

objeto con geometria conocida de una interfase o superficie, que en este caso
consiste en un anillo (Ebnesajjad, 2011). Para este fin, se dispone un anillo con
didametro conocido sobre la superficie del liquido o la interfase a estudiar y se
realiza una fuerza perpendicular al anillo para separar al mismo de la superficie
(Figura 1.8)

Aire

F = Fuerza

M

Figura 1.8: Diagrama esquematico del método de Du Nody.
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La fuerza méaxima que se realiza en este proceso se relaciona con la tension

superficial o interfacial de acuerdo con la Ecuacion 1.3.

¥y =.——  (Ecuacion 1.3)
Siendo “L”, la longitud mojada del anillo, correspondiente a la suma de la
longitud externa e interna del anillo y el “cos 6” corresponde al coseno del angulo
de contacto inicial entre el anillo y el liquido valor que en el caso de los anillos
de platino es 0. Una de las desventajas de esta metodologia es la necesidad de un
volumen importante de liquido para obtener el pardmetro deseado. A pesar de que
es una técnica utilizada desde finales de Siglo IXX, aun tiene vigencia por su
precision y facilidad de uso (Walter et al., 2010, Ebnesajjad et al., 2011),

existiendo actualmente modelos de equipos, tanto manuales como automatico.

2. Técnica de la gota pendiente: puede utilizarse para calcular la tension superficial

o interfacial y para el estudio de la tension superficial dindmica, es decir, como
varia la tension superficial en el tiempo. Es de interés que un BS sea capaz de
disponerse y acomodarse rapidamente en una interfase ya que de esta manera podra
intervenir en la formacion de gotas en una emulsién de manera més efectiva. La
forma de una gota de un liquido esta intimamente relacionada con el balance entre
la fuerza gravitacional y las fuerzas superficiales. A mayor tension superficial, las
gotas formadas seran mas esféricas, ya que de esta manera disminuye la superficie
expuesta. Mientras que, en una gota pendiente, las fuerzas gravitacionales tienen a
darle a las gotas una forma mas alargada. Por lo que la forma que tome una gota
pendiente estara relacionada con su volumen, densidad y también por la tension
superficial del liquido que la compone (McClements, 2004). La silueta de gota
evaluada por el equipo es capturada por un sistema de anélisis de imagen a partir
del cual se puede calcular el valor de tension superficial. En la seccién Materiales
y Métodos se explicaran con mayor detalle las especificaciones técnicas de esta

metodologia.
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A partir del empleo de técnicas directas, también es posible la de terminacion de la CMC.
CMC: es un pardmetro caracteristico de cada surfactante y corresponde a la cantidad de
tensioactivo a partir de la cual comienzan a formarse micelas en el seno del liquido
(Sharma et al., 2016) En esta concentracion la interfase se ve saturada de moléculas de

surfactante y se alcanza la maxima reduccion de tension superficial. (Figura 1.9).
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Figura 1.9: Pasos en la reduccién de la tension superficial debido a la adicion de
surfactante hasta alcanzar la CMC y la posterior formacion de micelas (Sarubbo et
al., 2022).

Los agentes tensioactivos potentes poseen una CMC baja, es decir, que se busca que
utilizando una concentracion muy baja de tensioactivo sea suficiente para reducir la
tension superficial (George y Jayachandran, 2009). Por lo que este es un pardmetro muy
importante de caracterizar en el estudio de nuevos agentes surfactantes. Para tal fin se
realizan diluciones del agente tensioactivo y se mide la tension superficial para cada
concentracion, utilizando cualquiera de las técnicas de medicion directa. EI punto de
inflexion a partir del cual no se obtiene una reduccion de la tension superficial es definido
como la CMC.
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1.5.1.2 Tecnicas utilizadas para la evaluacion de la actividad emulsificante

Iindice de emulsificacion (E1%24): es importante tener en cuenta que no todos los agentes

tensioactivos poseen la capacidad de estabilizar emulsiones (Walter, 2010), por lo que la
medicién de la tension superficial no es suficiente para concluir que poseen actividad
emulsificante. Un parametro Gtil para evaluar la capacidad que posee un compuesto para
producir una emulsion estable es el IE%... Esta técnica, fue desarrollada por Cooper y
Goldenberg (1987) y consiste en realizar una emulsién, incorporando una fase oleosa a una
fase acuosa que posee el surfactante que se desea estudiar. Luego se homogeniza, se registra
la altura de la emulsion y se almacena de un tiempo determinado en condiciones controladas.
Finalizada la incubacidn, se mide la altura de la porcion de emulsién que permaneci6 estable
(Figura 1.10). Aquella emulsién que mantuvo una mayor altura, luego del almacenamiento

posee un mayor E1%:4.

aceite
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24 h

/‘UJOJL,,

h emulsion

Figura 1.10: Proceso de formacion de la emulsién y evaluacion del 1E%:a4,

Aquellos surfactantes que sean capaces de formular emulsiones con un El%24 mas alto, se
consideran mejores agentes emulsificantes. En otras palabras, es una medida de cuan Util es
un surfactante para formar gotas que se mantengan dispersas en el seno de un liquido a lo
largo del tiempo. Debido a su rapidez y simpleza, esta técnica es ampliamente utilizada para

identificar compuestos con capacidad emulgente.

Potencial Z (Zp): es un parametro relacionado con las interacciones eléctricas de las

particulas en una matriz. Se define como el potencial entre la capa liquida inmediatamente
préxima a la superficie (fuertemente unida a la particula) y la fase continua, y proporciona

una medida de la carga neta en la superficie de la particula y de la distribucién del potencial
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eléctrico en la interfaz (Cano-Sarmiento et al., 2018). El desarrollo de una carga neta en la
superficie de una particula afecta la distribucion de iones de la region interfacial circundante.
Esto resulta en un aumento de la concentracion de iones de carga opuesta a la particula que
estan cercanos a la superficie. Asi, una doble capa eléctrica se genera alrededor de cada
particula (Figura 1.11). La capa de liquido mas proxima a la particula se denomina capa de
Stern, en ella los iones estan fuertemente ligados. Luego, hay una region externa, conocida
como capa difusa, donde los iones estan ligados con menos fuerza a la particula. Cuando una
particula se mueve (debido a la gravedad, por ejemplo), lo hace con los iones que conforman
la capa Stern y la difusa, pero los iones que se encuentran por fuera del limite no se mueven
con la particula. Este limite se conoce como plano Slipping (deslizamiento). El potencial que
existe en este limite se conoce como Zp (Figura 1.11).
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Figura 1.11: Esquema de una particula cargada y la doble capa que la rodea (Malvern Instruments
Ltd, 2016).

La magnitud del Zp es un indicador de la estabilidad del sistema coloidal en estudio, por lo
que esta técnica es empleada ampliamente para determinar la estabilidad de sistemas
coloidales liquidos, como las emulsiones. Si todas las particulas en la suspensién tienen un

Zp negativo o positivo alto, tenderan a repelerse evitando asi la floculacion de la emulsion.
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Si las particulas tienen, en cambio, bajos valores de Zp, las fuerzas que previenen que las
particulas se acerquen seran méas debiles y la tendencia a flocular serd mayor. La magnitud
de la Zp varia de — 200 a 200 mV, dependiendo del comportamiento electroquimico de la
interfaz de particulas (Glawdel y Ren, 2008). Se considera que una suspension es estable
cuando tiene valores de Zp mayores a 30 mV en valor absoluto. Por otro lado, cuando las
particulas tienen valores bajos Zp, no habréa fuerza suficiente para evitar que las particulas se
agreguen (Carneiro-da-Cunha et al., 2011).

Para medir el Zp se utiliza la microelectroforesis de laser Doppler. Se aplica un campo
eléctrico a una solucién de moléculas o a una dispersion de particulas, que entonces se
mueven con una Vvelocidad relacionada con su Zp. Esta velocidad se mide utilizando una
técnica interferométrica de laser llamada M3-PALS (Dispersion de luz para analisis de fase).
Esto permite el calculo de la movilidad electroforética, y a partir de esta, se obtiene el Zp y
la distribucion de Zp (Malvern Instruments Ltd. 2016).

Turbidimetria: la medicion de la turbidez de una emulsion es una medida de la estabilidad

ya que los dos principales fendmenos de desestabilizacion que afectan a la homogeneidad de
las dispersiones, los cuales son la migracion de particulas (cremado, sedimentacion) y la
agregacion o variacion de tamafio de particula (coalescencia, floculacion), producen cambios
en la turbidez del sistema. Un equipo Util para estudiar la turbidez de las emulsiones en las
distintas capas de un sistema es conocido normalmente con su nombre comercial
TURBISCAN, el cual, a través un sistema de dispersion multiple de luz, permite el analisis

de la desestabilizacion fisica de dispersiones liquidas concentradas (Mengual, 1999).

Caracterizacion de la fase dispersa: muchas de las propiedades mas importantes de las

emulsiones estan determinadas por el tamafio de las gotas que contienen, por ejemplo, la vida
atil, apariencia, textura, caracteristicas de liberacion de un activo, perfil de sabor y
propiedades funcionales (McClements, 2004). De acuerdo con los tamafios de las particulas
a estudiar se podran utilizar dos técnicas: dispersion estatica de luz, para determinar tamafos
de particula entre 0,1 y 1000 um, comunmente utilizadas para el andlisis de micro
emulsiones; o dispersidn dinamica de luz para particulas que tienen un tamafio ente 0.3 nm -

10 pm.
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1. Dispersion estatica de luz: en esta técnica, un arreglo de detectores, ubicados en

diferentes &ngulos, mide la intensidad de la luz dispersada por las particulas
estudiadas.

La difraccion producida por una particula suficientemente pequefia (del orden de la
longitud de onda de la radiacion incidente), ante un haz de luz, origina un patron de
difraccion que es caracteristico del tamarfio de la particula. El tamafio de las gotas, la
longitud de onda de la luz y la diferencia entre los indices de refraccion de las fases
dispersa y continua, determinan la intensidad con la que se produce este fendmeno.
La suma de los patrones individuales producidos por cada una de las particulas que
constituyen la muestra genera un patrén de difraccion. Cuando se hace incidir un haz
de luz laser sobre una suspension de particulas o gotas, es posible medir el patron de
difraccion que se produce, pudiendo deducir la distribucion de tamafios de particula
en la muestra. Esto es gracias a que las particulas grandes dispersan la luz en angulos
pequefios en relacion con el rayo laser, y las particulas pequefias dispersan la luz en

angulos grandes (Figura 1.12).

Luz incidente

l Dispersion de angulo pequefia

Luz incidente

‘; Dispersion de angulo grande

Figura 1.12: Dispersién de luz de particulas pequefias y grandes. (Malvern instruments
Ltd., 2016).
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A traveés de la teoria de Mie de la dispersion de luz, se pueden analizar los datos de la
intensidad de dispersion angular para calcular el tamafio de las particulas responsables
de crear el patron de dispersion. Esta teoria fue desarrollada para interpretar patrones
de dispersion de emulsiones diluidas que contienen particulas esféricas
independientemente de su tamafio y se correlaciona muy bien con los resultados
experimentales. El tamafio de particula se registra como un diametro de esfera

equivalente al volumen (Instrumensts Malvern, 2012).

Distribucion de tamafio de particula: en una emulsion monodispersa el tamafio de
las gotas esféricas puede caracterizarse de manera completa e inequivoca a través de
un solo pardmetro, el radio (r) o el didmetro (d). Sin embargo, las emulsiones
polidispersas requieren un analisis mas complejo. Generalmente, las emulsiones
alimentarias son polidispersas, esto quiere decir, que el tamafio de todas las gotas
varia dentro de un rango definido entre un valor minimo y un valor méximo. En este
caso, es conveniente analizar la fase dispersa en términos de una distribucion de
tamafo de gota. El diametro de las gotas en una emulsion esta siempre comprendido
entre un valor minimo y un maximo, lo que permite dividir la escala de diametros en

31
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diferentes clases “1” (i=1, 2, 3...n) y contar el nimero de gotas “ni” correspondientes

a la clase “i”, cuyo diametro representativo es “di” (en general, el centro del
intervalo). A partir de esto, se puede definir la frecuencia relativa o fraccién de

731
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ocurrencia “fi”, como el nimero de gotas pertenecientes a la clase “i” dividido por el
namero total de gotas, es decir, “fi”” corresponde a la probabilidad de ocurrencia de
“di” (Ecuacion 1.4).

fiomi_ ny= (Ecuacion 1.4)

T Xng n

Los resultados pueden presentarse en forma tabular o mediante un histograma. En la
practica es mas conveniente e informativo presentar los datos como una frecuencia
de tamafios en namero, en superficie o en volumen. La distribucion de tamafio de
particula también puede representarse como curvas continuas: las funciones de
distribucion y de distribucion acumulativa. Las funciones de distribucion pueden ser
monomodales cuando presentan un Gnico pico, bimodales cuando presentan dos picos

principales o multimodales si hay mas de dos picos.
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A partir de las funciones de distribucion pueden calcularse distintos diametros
promedio que permiten caracterizar las distribuciones de tamafio de particula. Dos
pardmetros muy Utiles para caracterizar emulsiones y evaluar la estabilidad de estas
en el tiempo son los diametros promedio de Sauter (D32) y de DeBroucker (Da3)
(Figura 1.13):

Volumen (%)

Diametro (um)

Figura 1.13: Valores de D32y Da3en una distribucion de tamafio de particula en la cual esta
presente una proporcion significativa de particulas finas (Malvern Instruments Limited,
2016).

e D32 (diametro medio de superficie o diametro de Sauter): es el didmetro de
una esfera que tiene la misma relacion volumen/area superficial que la particula
de interés. El D32 brinda una medida del didmetro promedio en donde se
encuentran la mayoria de las gotas (Ecuacién 1.5). Es mas sensible a la presencia
de particulas pequefias en la distribucién del tamafio. Menores valores de D3

indica la presencia de gotas de menor tamario en el sistema.

Indi ion 1.
Dy, = zzi <L (Ecuacion 1.5)

Donde ni es el numero de particulas de tamafio di.

e Du3s(Didmetro medio de volumen o didmetro De Brouker): es el diametro de
una esfera que tiene el mismo volumen que la particula de interés (Ecuacion 1.6).

Es méas sensible a la presencia de grandes particulas, se usa para describir
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fendmenos de aglomeracion, floculacion y cremado en emulsiones. ElI aumento
de dicho parametro en el tiempo indica un aumento en los tamarfios de particulas,

lo que puede traducirse en un avance de la desestabilizacion de la emulsion.

4 -z
Dy, = X n;.dj (Ecuacion 1.6)
rng .df
e Span: para la caracterizacion de una emulsion polidispersa también es util el
calculo del Span. Este parametro es un indice que refiere a la polidispersidad de
la emulsién. Cuanto mayor es el Span, mas polidispersa sera la muestra. EI mismo
se calcula a traves de la Ecuacion 1.7:
dgo—d .,
Span = (0'2—0’1) (Ecuacion 1.7)
0,5

Donde “do,1” corresponde al diametro por debajo del cual se encuentra el 10% del
volumen total de las particulas de la muestra, “do,s” al diametro por debajo del cual
se encuentra el 50% del volumen total de las particulas de la muestra y “doo” al
diametro por debajo del cual se encuentra el 90% del volumen total de las

particulas de la muestra.

2. Dispersion _dindmica de luz (DLS): esta técnica se utiliza para la medicion de

tamafo de particulas pequefias entre 0,3 nmy 10 um. La medicion se fundamenta en
el movimiento Browniano de las particulas, el cual surge de la colision al azar de las
moléculas del liquido que rodean a la particula. En el caso de las particulas pequefias,
el movimiento que presentan es rapido, mientras que las particulas grandes se mueven
mas lentamente. En la técnica de DLS, se ilumina la muestra con un laser;
dependiendo del tamafio de cada particula la luz sera dispersada con cierta intensidad,
generando diferentes fluctuaciones en la velocidad de la luz. El andlisis de la
intensidad de estas fluctuaciones permite la obtencion del coeficiente de difusion
traslacional (D) de la particula. Esto posibilita estimar el tamafio de particula a partir

de la ecuacion de Stokes- Einstein (Ecuacion 1.8):
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d=— (Ecuacion 1.8)
3nnD

donde, “d” es el diametro hidrodinamico (m); “D” es el coeficiente de difusion
traslacional (m%s?); “k” es la constante de Boltzmann (1,38 x 10-23 N.m.K); «T”
es la temperatura absoluta (K) y; # es la viscosidad del solvente (N.s.m™). De esta
manera se puede obtener la distribucion de tamafio de particula, el cual se puede

realizar en base a la intensidad %, volumen % o nimero %.

1.5.2 Actividad antimicrobiana

Anteriormente se menciond que en la industria alimentaria es importante asegurar la
estabilidad fisica de los alimentos, lo que lleva a la adicion de aditivos como los
emulsificantes. Sin embargo, la desestabilizacidn fisica no es la Unica razon de la disminucién
de la vida util de los alimentos, sino que es igual 0 mas importante asegurar la estabilidad

microbioldgica de los alimentos.

Asegurar la inocuidad microbioldgica en los alimentos es fundamental, ya que su falta, no
solo genera pérdidas econdmicas estimadas en 1,3 billones de toneladas de alimento al afio
segun la FAO (Di Renzo et al., 2015), sino que también se asocia a enfermedades que pueden
ser mortales (Petruzzi et al., 2017). Las enfermedades transmitidas por alimentos son
llamadas normalmente a través de la sigla “ETA”. Estas enfermedades son provocadas por
el consumo de agua o alimentos contaminados con microorganismos o parasitos, o bien por
las sustancias tdxicas que aquellos producen, y constituyen un importante problema a nivel
mundial (ANMAT, s.f.). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 que 1 de cada
10 personas sufren enfermedades cada afio a causa de la ingesta de alimentos contaminados
y 420.000 resultan en muerte (2015).

Los microorganismos que afectan la estabilidad de los alimentos pueden ser:

e Deteriorativos: son aquellos que causan deterioro en las propiedades sensoriales de

los alimentos, pueden ser tanto bacterias como mohos y levaduras. Dentro de las
bacterias deteriorativas podemos encontrar a las bacterias acido-lacticas (BAL) como
las cepas de Lactococcos, Lactobacillus, Leuconostoc, Weissella, Carnobacteria y

algunas cepas de Enterococcos. También, a las Pseudomonas, como P. auruginosa,
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P. fluorescens, P. putida y P. fragi (Petruzzi et al., 2017). En el caso de las levaduras,
algunas cepas son Zygosaccharomyces bailii, Zygosaccharomyces bisporus,
Zygosaccharomyces rouxii, varias cepas de Cantida y Rodothula entre otras (Fleet,
2011). Los mohos, como por ejemplo Rhizopus stolonifer y Botrytis cinerea suelen
deteriorar alimentos como vegetales y frutas, aun a bajas temperaturas (Chong et al.,
2022).

e Patdgenos: son aquellos que causan enfermedades al consumidor, sin necesariamente
causar cambios en las caracteristicas sensoriales del alimento (FAO, s.f.). Algunas
bacterias patdgenas son Listeria monocytogenes (Xedzro et al., 2022), Salmonela
ssp., Shigella ssp. (Oyedeji et al., 2023), Escherichia coli (Esciso-Martinez et al.,
2022), entre otras. También, pueden destacarse algunas cepas de hongos y levaduras
con actividad patogénica, como Candida spp, Saccharomyces cerevisae, Rhizpous
spp, Penicillium spp. y Aspergillus spp. (Oyedeji et al., 2023).

Las estrategias para controlar el crecimiento microbiano son multiples y pueden ser
implementadas en todas las etapas de elaboracién de un alimento. Durante la elaboracion, se
busca implementar buenas practicas de manufactura y el adecuado tratamiento de materias
primas. Se busca aplicar tratamientos que favorezcan su conservacion en el tiempo, como
depresion de la actividad de agua, tratamientos térmicos, disminucion de la acidez,
incorporacion de agentes antimicrobianos. También se busca la implementacion de las
condiciones de empaquetamiento, transporte y almacenamiento adecuadas, utilizando
atmosferas modificadas, materiales que permitan mantener las condiciones de humedad
optimas y la refrigeracion, de ser necesario. Generalmente, estas tecnologias se utilizan en
conjunto con el fin de generar sistemas que actlen como multiples barreras para el

crecimiento microbiolégico (Cassani et al., 2020).

En el Codigo Alimentario Argentino, los antimicrobianos se encuentran denominados como
conservadores y se los define como aquellas sustancias que “impiden o retardan la alteracion
de los alimentos provocada por microorganismos o enzimas” (Coédigo Alimentario
Argentino, s.f.). La naturaleza de los antimicrobianos es diversa, algunos son sales
inorganicas, acidos organicos o sus sales. Los mas comunmente utilizados son, el dioxido de

azufre, benzoato de sodio, acido ascorbico, acido propionico, sorbatos, nitritos y nitratos de
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sodio y potasio (Lennerz et al., 2015). En los ultimos afios, los antimicrobianos tornaron una
Imagen negativa debido a que algunas investigaciones mostraron que pueden poseer efectos
adversos para la salud. Como es el caso de los nitritos y nitratos, que presentan en algunas

condiciones actividad mutagénica (Nuji¢ et al., 2017).

A raiz de lo anteriormente mencionado, es creciente el estudio de agentes antimicrobianos
de origen natural como los BS, asi como la combinacion de estos con los sintéticos con el fin

de disminuir las dosis utilizadas (Travisan et al., 2022; Pereira Batista et al., 2023).

1.5.2.1 Evaluacién de la capacidad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana in vitro de un extracto o un compuesto puro puede ser
determinada mediante diversas metodologias, desde metodologias sencillas como la de
difusion en agar, hasta mas complejas, como citofluorometria de flujo, que requieren equipos
especializados (Balouri et al., 2015). Sin embargo, a la hora de realizar un “screening” de
compuestos antimicrobianos, se suele optar por metodologias sencillas como las
primeramente mencionadas, ya que permiten determinar rapidamente si un compuesto posee

0 no actividad antimicrobiana.

Método de Kirby-Bauer

El método de Kirby-Bauer o también Ilamado método de difusion en agar, es una
metodologia utilizada para determinar la capacidad antimicrobiana de un compuesto. El
mismo se realiza a través de la siembra de un inéculo del microorganismo indicador con
concentracion estandarizada sobre agar nutritivo en placas de Petri formando un césped. La
sustancia para analizar se dispone en discos estériles los cuales se ubican sobre el césped
microbiano. Finalmente, se incuba en condiciones &ptimas de crecimiento del
microorganismo Y el resultado se informa como el diametro del halo de inhibicion (Figura
1.14).
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Figura 1.14: Diagrama de los pasos del método de Kirby-Bauder.

1.5.3 Actividad antiadhesiva y antibiofilm

Otra problemética que es de importancia es el desarrollo y eliminacion de biofilms
microbianos en establecimientos de produccion de alimentos. Con el fin de protegerse del
estrés ambiental, los microorganismos, en general, dejan su estado planctonico y se acercan
a las superficies desarrollando biofilms. Al alcanzar una densidad celular especifica, se activa
un sistema de sefializacion a través de mecanismos de quorum sensing que propician el
desarrollo del biofilm microbiano en conjunto. A partir de eso, las células comienzan a
producir polisacaridos extracelulares que permiten la unién de las células a la superficie y
entre ellas, generandose consorcios microbianos (Sauer et al., 2003; Palmer et al. 2007). Este
tipo de estructura se denomina comdnmente biofilm. La formacion del biofilm es progresiva,
posee diferentes etapas y condiciones, que se describen a continuacion y que se muestran en
la Figura 1.15 (Percival et al. 2011):

1. Movimiento de los microorganismos cerca de la superficie

Para que se forme el biofilm los microorganismos deben llegar a la superficie, por
lo que las condiciones de movilidad del microorganismo determinaran la facilidad
con la cual se adicionara. Por ejemplo, las condiciones de flujo turbulentas en una
industria y la motilidad de los microorganismos favoreceran la formacion de

biofilm.
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2. Adhesion
La adhesion a la superficie acondicionada se realiza en dos etapas, adhesion
reversible e irreversible. La adhesion reversible se da a distancias de la superficie
mayores a 50 nm, teniendo relevancia solamente fuerzas de Van Der Waal. Al
continuarse aproximando los microorganismos a la superficie y alcanzar
distancias a esta entre 10 — 20 nm se suman a las fuerzas mencionadas
anteriormente fuerzas electrostaticas. Finalmente, al aproximarse a una distancia
menor a 1,5 nm se suman fuerzas especificas entre el microrganismo y la

superficie generando una adhesién mas fuerte e irreversible.

Dispersion

.L\\‘ Células plantonicas

~ =0 Maduracién

EPS y Otras sustancias estracelulare

Figura 1.15: Etapas de la formacion de biofilm sobre una superficie (Sharma et al., 2016)

3. Secrecion, colonizacion y maduracién

Una vez que los microorganismos lograron adherirse comienza la secrecion de
exopolisacaridos, glicoproteinas y otras biomoléculas que fortalecen ain mas la
adhesion. Luego, los microorganismos contindan creciendo y multiplicandose,
logrando la colonizacién de la superficie, a través de la generacion de colonias y
una continua secrecion de polimeros extracelulares. Cuando el biofilm alcanza

una altura de 10-25 um, los microrganismos que se encuentran en la base
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comienzan a ser anaerobicos, lo que indica la maduracién del biofilm, alcanzando
una alta diversidad de especies y estabilidad.
4. Desprendimiento y dispersion

El desprendimiento consiste en la transferencia de células y componentes del
biofilm hacia el liquido, lo que produce nuevamente la dispersion de células en
forma planténica. Los factores que favorecen el desprendimiento son cepas
dependientes y puede relacionarse con las condiciones de pH, temperatura o

fuerzas de deformacion que se apliquen sobre la superficie.

Los biofilms microbianos compuestos por una sola especie son razonablemente raros en
comparacion con los multiespecie (Kotulova y Slobodnikova 2010; Bueno, 2014). Cuando
los microorganismos se encuentran formando biofilms, la expresion de genes beneficiosos
para su desarrollo y supervivencia aumenta, hay cambios morfologicos en las colonias y
puede facilitarse la adquisicion de genes resistentes a antibioticos por medio de transferencia
de plasmidos, poseen mejor acceso a los nutrientes y las células se encuentran méas préximas
unas de las otras facilitando asociaciones mutualistas, sinérgicas y de proteccion (Percival et
al. 2011). De esta manera, los biofilms se transforman en focos de crecimiento y
desprendimiento microbiano constante que, por sus caracteristicas adaptativas también son

dificiles de erradicar.

Una gran cantidad de bacterias transmitidas por los alimentos son capaces de adherirse y
formar biofilms en diferentes superficies, como acero inoxidable, plastico, vidrio (Wang et
al., 2014) e incluso superficies de alimentos, como frutas y verduras (Bilek et al., 2013). La
adhesion de bacterias en las superficies compromete la inocuidad y el deterioro de los
alimentos, generando enormes pérdidas economicas (Van Houd y Michiels, 2010). Los
biofilms son una fuente de infeccién continua y dificil de erradicar, en consecuencia, hay un

foco de interés en torno al desarrollo de técnicas innovadoras para superar este problema.

En cuanto a la disminucion en la formacion de biofilm, las estrategias son varias, desde
estrategias microbicidas, asi como también, estrategias no microbicidas. Estas ultimas
engloban mecanismos que evitan la unién microbiana a una superficie, que interrumpen el
desarrollo de biofilms y/o afectan su estructura para mejorar la penetracion de

antimicrobianos y que afectan la maduracion del biofilm (Rasamiravaka et al., 2015). Las
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técnicas no microbicidas son de mayor interés en los ultimos afios debido a que el aumento
de la resistencia antimicrobiana genera que los microbicidas sean cada vez menos efectivos
(Parrino et al., 2019).

Existen tres estrategias generales para la inhibicion de la formacion de biofilms (Yin et al.,
2021):

1. Cambiar las propiedades de la superficie: la formacion de biofilms depende de las

caracteristicas fisicoquimicas de la superficie. Por lo tanto, cambiar las caracteristicas
del material, como su suavidad, humectabilidad o hidrofilia, podria ayudar a prevenir
la formacion del biofilms.

2. Regqular las vias de sefializacion: la formacion de biofilm depende de diversas vias de

sefializacion como quorum sensing y sistemas de segundo mensajero de nucledtidos.
Por lo tanto, los inhibidores de biofilm pueden disefiarse dirigiéndose a proteinas
relevantes en los respectivos sistemas reguladores para bloquear sus vias de
sefializacion y, por lo tanto, inhibir la formacién del biofilm.

3. Aplicar presiones externas para erradicar el biofilm: diferentes estrategias, tanto

fisicas como biogquimicas, se han estudiado como medios de erradicacion. Algunos
mecanismos fisicos son la aplicacion de ultrasonido y campos magnéticos. Desde el
aspecto biogquimico, el uso de antimicrobianos no es tan efectivo como en cultivos
planctonicos, por lo que también se estudia el uso de enzimas, fagos y otros

metabolitos microbianos.

A pesar de las mdltiples estrategias que se conocen para la erradicacion de biofilms, el
hallazgo de nuevas vias de control sigue siendo de interes debido a las interacciones diversas
que se generan en estos sistemas que los conforman como sistemas complejos (da Silva et
al., 2021b).

1.5.3.1 Evaluacion de la capacidad antiadhesiva y antibiofilm

Las metodologias utilizadas para evaluar la capacidad antiadherente o antibiofilm de un
compuesto son diversas, llevando incluso a que algunos autores planteen la necesidad de
establecer un método de deteccion sencillo, estandarizado y de alto rendimiento que
contemple la variabilidad biologica de los biofilms (Haney et al., 2021). Existen

metodologias para estudiar la formacion de biofilm en condiciones de flujo (Rodrigues et al.,
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2006b) y en condiciones estancas. Dentro de estas Ultimas, las mas populares son los ensayos
colorimétricos en placas de 96 pocillos (Fracchia et al., 2010; Gudifia et al., 2010; Madhu y
Paoyla, 2013; Vecino et al., 2018), aunque también existen adaptaciones que permiten
aplicarlos en mangueras de silicona (Sharma y Sharan, 2016) o en pequefias porciones de

metal inmersos en tubos de fermentacion (Meylheuc et al., 2006).

Ensayo colorimétrico en microplaca: tanto para la medicion de la actividad antiadhesiva

de un compuesto como la actividad antibiofilm, se pueden utilizar técnicas colorimétricas
utilizando microplacas. Estas técnicas se usan para hacer un primer screening de la capacidad

de los compuestos en estudio.

En el caso de las técnicas que miden la actividad antiadhesiva, éstas tienen el objetivo de
evaluar, si una sustancia utilizada para acondicionar una superficie posee la capacidad de
disminuir la adherencia de los microorganismos. Para esto se pueden utilizar técnicas
similares a las planteadas por Madhu y Prapulla (2014). En este tipo de técnicas se
acondiciona la superficie de los pocillos mediante la incorporacion del activo analizado
durante un tiempo prefijado. Luego, se retira el exceso y se incorporan los microrganismos
formadores de bi6film, los que se remueven después de un tiempo suficiente para que se
produzca la adhesion a la superficie. Finalmente, se realiza una tincion para cuantificar la
cantidad de microorganismos adheridos tanto en ausencia como en presencia del agente

acondicionador.

En el caso de las técnicas que miden la actividad antibiofilm, éstas tienen el objetivo de
evaluar si una sustancia presente en el seno de un medio nutritivo es capaz de disminuir el
desarrollo de biofilm. Para esto se utiliza una técnica similar a la antes comentada, pero se
permite la formacion del biofilm, se descartan las células no adheridas y se incorpora el

agente en estudio.

Debido a que la formacion de biofilm in vitro es altamente susceptible a diversas condiciones,
para minimizar los errores y proporcionar un analisis confiable de los datos obtenidos, es
esencial realizar varias réplicas (Stepanovi¢ et al., 2007). También es importante que l0s
compuestos utilizados en esta metodologia no posean actividad antimicrobiana frente a las

bacterias indicadoras o, en su defecto, que la concentracion de este sea al menos la mitad de
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la minima concentracion necesaria para causar inhibicion, para poder descartar que la

inhibicion en el biofilm no sea producida por la inhibicion microbiana.

1.6 Estructura general del proceso de seleccion de bacterias acido-lacticas productoras

de biosurfactantes y del estudio de la caracterizacion y funcionalidad de éstos

A partir del analisis de los trabajos publicados, el proceso de la seleccion de BAL productoras

de BS y el estudio de la caracterizacion y funcionalidad de éstos, podria dividirse en cinco

etapas, que se explican a continuacion:

1)

2)

Aislamiento y caracterizacién preliminar de microorganismos: algunos

microrganismos de entornos especificos son de interés ya que pueden ser conocidos
como productores de distintos metabolitos. En esta etapa se aislan los
microorganismos que pertenecen al grupo o familia que se decidi6 estudiar a partir
de diversas pruebas bioquimicas. Luego, se puede optar por realizar una
caracterizacion inicial de las cepas aisladas, a través de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), para confirmar su naturaleza como BAL.

Seleccion de microorganismos capaces de producir compuestos tensioactivos: una

vez aislados los microorganismos del grupo de interés, se evalla la capacidad que
poseen para producir compuestos con capacidad tensioactiva y/o emulsificante,
propiedades bésicas de los BS. Esta seleccion se puede realizar a partir de métodos
de screening, los cuales rapidamente pueden dar indicios de cuéles cepas son
productoras de BS. Algunas de estas metodologias de screening son las mencionadas
anteriormente como la “Técnicas del colapso de la gota”, “Técnica del
desplazamiento del aceite”, medicion de la hidrofobicidad de las células, medicion de
tension superficial de los SLC o “Indice de Emulsificacion (Elz4)” (Walter et al.,
2010). Aquellas cepas que posean mejores resultados ante estas pruebas podran,
seguir siendo estudiadas aplicando técnicas mas complejas como la medicion del
tamafo de gotas de emulsiones formuladas con SLC o medicion del rendimiento en
la produccion de los BS purificados. En algunos casos, también es de interés la
evaluacion de la actividad antibiofilm, antioxidante o antimicrobiana de los SLC, ya
que, como se menciond anteriormente, los BS pueden poseer maltiples funciones
(Campos et al., 2013b).
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Caracterizacion de los microorganismos seleccionados: es importante la

caracterizacion completa de las bacterias reconocidas como productoras de un
metabolito, ya que parte de esto depende la seguridad de la posible aplicacion de este.
Esto se puede realizar a partir del estudio del genoma completo del microorganismo,
asi como también su resistencia a antibiéticos. Por otro lado, en algunos trabajos
también optan por analizar los requerimientos nutricionales para la produccion del
BS y como estos afectan el rendimiento o sus propiedades, asi como también el
descubrimiento de las condiciones Optimas de produccion y/o extraccion (Vecino et
al., 2015; Montoya Vallejos et al., 2021).

Caracterizacion de los BS seleccionados: Con el fin de evaluar las posibles

aplicaciones de los BS seleccionados es necesario poder caracterizarlos tanto
fisicoquimica como funcionalmente. Para esto, al BS aislado se le estudia la
composicion de sus principales macrocomponentes (Vecino et al., 2015), asi como
también el andlisis de grupos funcionales mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (Rodrigues et al., 2006; Jameel y Haider, 2021) y en algunos
casos la determinacion de la composicion elemental por espectroscopia
fotoelectronica de Rayos-X (Rodrigues et al., 2006) y caracterizacion de &cidos
grasos por cromatografia gaseosa (Vecino et al., 2015). En cuanto a los analisis
fisicos, se caracteriza su actividad superficial, esto se puede realizar mediante la
medicion de la tension superficial y/o tension interfacial, (Fracchia et al., 2010;
Madhu y Prapulla, 2014). También se determina su CMC (Madhu y Prapulla, 2014;
Al-Sheraih et al., 2022). Por otro lado, no solo basta que un BS sea capaz de reducir
la tension superficial, sino que también, debe de realizarlo de manera rapida por lo
que es relevante realizar una medicion dindmica de la tensién superficial, utilizando
un tensiémetro de gota (Bakshi et al., 2017). Estas propiedades mencionadas, tambien
pueden evaluarse en presencia de agentes humectantes comunmente utilizados en la
industria alimentaria, como azulcares o sales, asi como también en diferentes
condiciones de pH. También, se puede evaluar la capacidad para formar emulsiones
con distintos aceites, condiciones de pH o en presencia de agentes humectantes, con

el fin de evaluar su funcionalidad en sistemas similes a alimentos. La medicion del
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tamano de gota y de la turbidez en el tiempo, del Zp, la observacion microscépica de
las emulsiones y el IE24, son algunas de las técnicas que nos permiten poder evaluar
la capacidad que poseen los BS a la hora de estabilizar emulsiones. En ocasiones, se
profundiza en la capacidad antimicrobiana y antibiofilm que poseen los BS,
utilizando el compuesto purificado en distintas concentraciones frente a diferentes
microorganismos (Gudifia et al., 2010).

5) Produccién de BS a partir de medios nutritivos alternativos: si bien, esta etapa no es

fundamental, como se menciond anteriormente, hay un interés creciente por evaluar
que los metabolitos sean capaces de ser producidos por medios alternativos
provenientes principalmente de subproductos agroindustriales. Esta etapa podria ser
también evaluarse al principio, ya que, si el foco esta en descubrir microorganismos
que sean capaces de producir metabolitos, como BS, a partir de un subproducto
industrial especifico, es factible poder contrastar a este con el grupo completo de

bacterias aisladas (Portilla-Rivera et al., 2008; Vecino et al., 2015).

En esta tesis se siguieron las etapas que se detallan en la Figura 1.16 para la seleccion BAL

productoras de BS y para la caracterizacion de estos.

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION
PRELIMINAR DE MICROORGNAIMOS

¥

SELECCION DE MICROORGANISMOS CAPACES
DE PRODUCIR COMPUESTOS TENSIOACTIVOS

¥

CARACTERIZACION DE LOS
MICROORGANISMOS SELECCIONADOS

¥

CARACTERIZACION DE LOS
BIOSURFACTANTES SELECCIONADOS

I PRODUCCION DE BIOSURFACTANTES A PARTIR |

: DE MEDIOS NUTRITIVOS ALTERNATIVOS :
Figura 1.16: Etapas para la seleccién de BS producidos por microorganismos. La Gltima etapa se
encuentra punteada ya que es opcional, pero es incorporada a los estudios de BS con mayor
frecuencia.
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2. Objetivos
2.1 Objetivos generales

e Contribuir al desarrollo de alimentos mas sanos y seguros teniendo en cuenta las
actuales demandas de los consumidores.

e Promover el uso de BS para disminuir el uso de surfactantes sintéticos y optimizar
la estabilidad fisica de alimentos y la higiene de superficies en contacto con
alimentos.

e Promover el aprovechamiento de subproductos agroindustriales.

2.2 Objetivos particulares

e Aislar e identificar BAL productoras de BS a partir de productos de la pesca y quesos
ovinos naturales de la Patagonia.

e Caracterizar la actividad surfactante, la capacidad antiadhesiva y antimicrobiana de
BS.

e Seleccionar el/los BS con mejor funcionalidad.

e Determinar las condiciones éptimas de produccion del BS seleccionado.

e Caracterizar al BS seleccionado a través de sus propiedades fisicas y quimicas.

e Emplear un BS seleccionado como emulsionante, estabilizante y antimicrobiano en
emulsiones aceite en agua y como agente anti-adhesivo.

e Caracterizar la actividad surfactante y emulsificante del BS en funcion del pH y la
concentracion de solutos.

e Caracterizar la actividad emulsificante del BS en combinacion con surfactantes
sintéticos.

e Evaluar el uso de jugo de yacon, s6lo o combinado con diferentes proporciones de
caldo MRS, como medio de cultivo alternativo para el crecimiento de L. pentosus
Tw226 y para la produccion del BS.

e Analizar el efecto del uso de jugo de yacon, sélo o combinado con diferentes
proporciones de caldo MRS, como medio de cultivo alternativo sobre la composicion
quimica del BS obtenido.

e Estudiar el efecto de distintas condiciones de aireacion sobre el crecimiento de L.

pentosus Tw226 y la produccion del BS.
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e Analizar el efecto de un aumento en el volumen de trabajo sobre la produccion del

BS en las condiciones de aireacion previamente seleccionadas.

En base a los objetivos mencionados, el trabajo realizado se centrd en la seleccion de
BAL productoras de BS, la caracterizacion de los BS seleccionados y su aplicacién como
aditivos alimentarios. En funcion de los mencionados objetivos, el trabajo se dividié en

las siguientes etapas:

1) Asilamiento, seleccion e identificacion de BAL productoras de BS en base
a la evaluacion funcional de los SLC (Capitulo 1).

1) Evaluacion de las caracteristicas de la cepa seleccionada con el fin de
evaluar su viabilidad en procesos biotecnoldgicos alimentarios (Capitulo
1).

I11)  Caracterizacion fisicoquimica del BS seleccionado y determinacion de las
condiciones 6ptimas de produccion (Capitulo 2).

IV)  Evaluacion de las propiedades funcionales del BS seleccionado como
emulsificante, antimicrobiano y antibiofilm (Capitulo 2).

V) Produccién del BS en un medio alternativo a base de jugo de yacén
(Capitulo 3).
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3. Materiales y métodos
3.1 Materiales
3.1.1 Reactivos

e Aceite esencial de corteza de canela — Cinnamomum zeylanicum (Euma, Buenos
Aires, Argentina)

e Aceite de maiz (Molino Cafiuelas, Buenos Aires, Argentina)

e Acido acético glacial (Anedra, Argentina)

e Acido clorhidrico (Anedra, Argentina)

e Acido nalidixico (Sigma Aldrich, Misuri, EE. UU.)

e Ampicilina (MP Biomedicals, California, EE. UU.)

e Azul Nilo (Sigma Aldrich, Misuri, EE. UU.)

e Buffer de carga (Inbio Highway, Tandil, Argentina).

e Buffer tris acetato EDTA -TAE- (Sigma Aldrich, Misuri, EE. UU.)

e Bromuro de etidio (Biopack, Buenos Aires, Argentina)

e Clindamicina (Sigma Aldrich, Misuri, EE. UU.)

e Cicloheximida (MP Biomedicals, California, EE. UU.)

e Cloranfenicol (Sigma Aldrich, Misuri, EE. UU.)

e Cloroformo (Biopack, Buenos Aires, Argentina)

e Cloruro de sodio (Biopack, Buenos Aires, Argentina)

e Cloruro de potasio (Biopack, Buenos Aires, Argentina)

e Cristal Violeta (Biopack, Buenos Aires, Argentina)

e Dihidrogeno fosfato de potasio — KH2PO4— (Anedra, Argentina)

e Eritromicina (Sigma Aldrich, Misuri, EE. UU.)

e Gentamicina (Sigma Aldrich, Misuri, EE. UU.)

e Goma xantica (Cargill, Buenos Aires, Argentina)

e Hidrdgeno fosfato de sodio -Na2HPO4 - (Biopack, Buenos Aires, Argentina)

e Hidroxido de sodio (Biopack, Buenos Aires, Argentina)

e Hexano (Biopack, Buenos Aires, Argentina)

e Kanamicina (Sigma Aldrich, Misuri, EE. UU.)

e Metanol (Biopack, Buenos Aires, Argentina)

49



Materiales y métodos

Nistatina (Sigma Aldrich, Misuri, EE. UU.)
Sorbato de potasio (Sigma, Saint Louis, EE. UU.)
Tetraciclina (Sigma Aldrich, Misuri, EE. UU.)
Tween® 80 (Anedra, Argentina)

Todos los reactivos usados fueron de calidad analitica. La goma xantica, el aceite de maiz y

los aceites esenciales fueron de calidad alimentaria.

3.1.2 Medios de cultivo

Agar bacterioldgico

Agar M17

Agar Man Rogosa Sharpe -MRS-
Agar Mueller-Hinton

Agar triptona soja — TSA —

Caldo Man Rogosa Sharpe -MRS-
Caldo triptona soja -TSB-

Solucién Ringer

Todos los medios de cultivo fueron provistos por Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia, a

excepcién del agar Muller-Hinton provisto por Merck Diagnostic, Berlin, Alemania.

3.1.3

Bacterias indicadoras

Escherichia coli 35218

Lactobacillus plantarum ATCC 8014
Listeria innocua ATTC 3309
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Pseudomonas fluorescens ATCC 49838
Shewanella putrefaciens ATCC 8071
Zygosaccharomyces bailii NRRL 7256

3.1.4 Equipos

Agitador Orbital (Vicking, Buenos Aires, Argentina)
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Bario de ultrasonido 24TACA con una frecuencia de 40 Khz (Testlab S.R.L., Buenos
Aires, Argentina)

Centrifuga de alta velocidad (Eppendorf 5804 R, Hamburgo, Alemania)

Centrifuga DCA-300 RVT R (Presvac S.R.L, Buenos Aires, Argentina)

Dispersor de luz estatica (SLS) Mastersizer 2000 con una unidad de dispersion
Hydro 2000MU y un laser He-Ne (633 nm) (Malvern Instruments, Worcestershire,
Reino Unido)

Difractometro laser Zetasizer Nano-Zs (DLS). El equipo cuenta con un laser He-Ne
(633 nm) y un correlador digital Modelo ZEN3600. (Malvern Instruments Ltd.,
Worcestershire, ReinoUnido)

Equipo comercial de purificacion Wizard Genomics Promega DNA (Madison,
Wisconsin, EE. UU.)

Espectrofotometro FTIR Nicolet 8700 equipado con un detector DTGS (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, USA)

Espectrofotometro (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japon)

Estufa de vacio (Towson y Mercer LTD, Croydon, Inglaterra)

Fluorémetro Qubit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

Higrometro Aqualab (La Plata, Buenos Aires, Argentina)

Homogeneizador de alta velocidad Ultra-turrax T-8 equipado con una herramienta de
dispersion S8N-5G (IKA-Labortechnik, Staufen, Alemania)

Homogeneizador de alta velocidad Utra-turrax T-25 equipado con una herramienta
de dispersion S25N-18G (IKA-Labortechnik, Staufen, Alemania)

Juguera centrifuga (Peabody, Buenos Aires, Argentina)

Lector de microplacas acoplado al programa Gen5: BioTek Instruments, ELx808
(USA Reader Control and Data Analysis Software)

Liofilizador (Christ, Alemania)

Microscopio Optico Axisoskop 40 (Ziess, Jena, Alemania)

Microscopio confocal de barrido LSM980 con un objetivo de aceite 63x (NA 1.4)
(Ziess, Jena, Alemania)

pHmetro (Mettler Toledo, AD1030; Ohio, EE. UU.)
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e Tensiometro de anillo manual de Du Nolly modelo Cenco 70535 (Cenco, lllinois,
Estados Unidos)

e Tensiémetro de anillo de Du Noly automético Lauda TD 3 (Lauda, Lauda-
Konigshofen, Alemania)

e Tensiémetro de gota PAT-1 (Sinterface Technologies, Berlin, Alemania)

e Termociclador Mastercycler® (Eppendorf, Hamburg, Alemania)

e Transiluminador (Labnet, Nueva Jersey, EE. UU.).

e Turbidimetro (Densichek, Biomerieux, Francia)

e Turbiscan TMA2000 (Formulaction, Toulouse, Francia)

e Redmetro equipado con un sistema de con y plato PP40/S (AntonPaar MCR 302,
Austria)

3.2. Métodos generales
3.2.1 Metodologias para el aislamiento, identificacién y caracterizacion de BAL
3.2.1.1 Toma de muestra y aislamiento de cepas provenientes de alimentos de la region

patagdnica

Se trabajé con muestras de quesos ovinos provenientes de queserias artesanales del Valle
Inferior del rio Chubut (Patagonia, Argentina) y con distintos tipos de pescados capturados
en el litoral maritimo del noreste de la provincia de Chubut.

Las muestras de quesos se extrajeron con sacabocados estériles y se procesaron dentro de las
4 horas de obtencion. Para ello, se pesaron en condiciones de esterilidad 1,0 g de cada muestra
y se transfirieron a un recipiente plastico estéril y hermético. Luego, se ajustaron a un
volumen final de 10,0 mL utilizando como diluyente agua peptonada estéril (1,5 % m/v)
conteniendo Tween® 80 (1,0 %) para favorecer la disolucion de la materia grasa presente y
se homogeneizaron mediante vortex. Luego de una incubacion de 12 horas a 35 °C, se tomo
una alicuota de 0,1 mL, se extendio sobre placas de agar Man Rogosa Sharp (MRS)
suplementado con 4cido nalidixico (20 pg/mL) y nistatina (10 pg/mL) para asegurar la
inhibicién de la flora Gram negativa y de los mohos y levaduras, respectivamente. Después
de 24-48 horas de incubacion a 35 °C en aerobiosis, en las colonias compatibles con BAL se
investigo la morfologia por coloracion de Gram, ensayo de la actividad de catalasa y oxidasa.
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Los cultivos caracteristicos de BAL se conservaron a -30 °C en una suspension de caldo

tripticasa soya (TSB) adicionada con glicerol al 10,0 % m/m.

En cuanto a las muestras provenientes de pescados, éstas se trasladaron bajo refrigeracion
hasta el laboratorio y se procesaron dentro de las 8-10 horas. Todos los ejemplares
recolectados previamente se lavaron superficialmente con agua marina estéril para remover
bacterias epifiticas. Posteriormente, se procedio a la diseccion utilizando tijeras estériles y se
realizé la remocion del intestino, tegumento y branquias mediante pinzas estériles para su
posterior procesamiento. Posteriormente, cada muestra se transfirid asepticamente a
diferentes medios de enriquecimiento con la finalidad de favorecer el desarrollo de diferentes
BAL:

A) Agar MRS ajustado a pH 4,60 y 5,40 -medio selectivo para Lactobacillus.

B) Agar MRS sin acetato ajustado a pH 8,00 -medio selectivo para Carnobacterium.

C) Agar MRS suplementado con 6,5 % m/v de NaCl -medio selectivo para
Enterococcus.

D) Agar M17 -medio selectivo para Streptococcus y Lactococcus.

Los enriguecimientos se incubaron a 30 °C durante 24-48 horas. Luego del periodo de
incubacion los cultivos liquidos se repicaron a agar MRS respetando la misma composicion
de su respectivo medio de enriquecimiento, agar M17, mientras que los enriquecimientos en
MRS (6,5 % de NaCl) repicaron a agar bilis esculina. Se realizaron repiques sucesivos con
el objetivo de obtener aislamientos puros. Todos los medios s6lidos se suplementaron con
acido nalidixico (20 pg/mL) y nistatina (10 pg/mL), y se incubaron durante 24 - 48 a 30 °C
en aerobiosis. Los cultivos se repicaron hasta su purificacion, se realizaron las pruebas antes
mencionadas para su identificacion preliminar. Todos los cultivos puros se conservaron como

en el caso anterior.

3.2.1.2 Identificacion fenotipica de los aislamientos

Todas las cepas de BAL con morfologia de bacilo/cocobacilo que mostraron homogeneidad
bajo el microscopio, Gram positivas y que no presentaron actividad de catalasa se repicaron
a agar MRS para su posterior identificacion preliminar a nivel de género, mediante los

siguientes ensayos:
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e Produccidén de CO» por fermentacion de la glucosa: se determiné en tubos con 5 mL

de caldo MRS suplementados con glucosa (40 g/L final) y campana de Durham,
siguiendo el procedimiento descripto por Muller (1990). Los tubos se incubaron a 35
°C durante 48 horas. El ensayo se considero positivo si luego de la incubacion se
observo la produccion de gas.

e Fermentacion de ribosa: Las cepas se repicaron a caldo MRS e incubaron a 35 °C

durante 18-20 horas. Posteriormente se centrifugaron a 3.500 rpm, se descarto el
sobrenadante y se resuspendieron en agua destilada estéril. Se sembraron 20 pL de
los cultivos en tubos con 2 mL de caldo para fermentacion, suplementado con ribosa
(1,00 % m/m) como unica fuente de carbono y purpura de bromo cresol (0,006 %
m/m) como indicador acido-base. Se dejaron incubar durante 48 horas a 35 °C, se
realizaron dos lecturas a las 24 y 48 horas. El resultado se consider6 positivo
(fermentacién de la ribosa) cuando se producia un viraje del color purpura a amarillo

como consecuencia del descenso de pH.

3.2.1.3 Identificacion genotipica de las cepas seleccionadas

Extraccion y amplificacion del ADN

Las cepas seleccionadas se incubaron a 30 °C en caldo MRS durante 18-20 horas. Luego, los
cultivos se centrifugaron a 12.000 g durante 5 minutos y el ADN se extrajo utilizando un
equipo comercial de purificacion Wizard Genomics Promega DNA siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Posteriormente se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa para observar y cuantificar las
muestras de ADN extraidas. Para tal fin, se prepard un gel de agarosa al 1,0 % m/v en buffer
TAE (Tris, &cido acético, EDTA a pH 8,00), la electroforesis se llev6 a cabo en una cubeta
horizontal a 70 V. En los pocillos del gel se sembraron 4 puL de cada muestra, previamente
mezclados con 1 pL de buffer de carga. Luego de finalizada la corrida, el gel se colocd
durante 20 min en una solucion de buffer TAE y bromuro de etidio (0,5 pg/L); posteriormente

se observo el gel con luz UV en un transiluminador.

El ADN de cada una de las BAL seleccionadas se utilizé como molde para la amplificacion
por PCR del gen que codifica el ARNr 16S. Para ello, se emplearon los cebadores universales
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para procariotas 27F (5 -AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") y 1492R (5-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3).

La PCR se llevé a cabo en un termociclador Mastercycler®. Los productos de amplificacion
se examinaron en un gel de agarosa al 1,5 %, utilizando los reactivos en los volimenes y

concentraciones de la Tabla 3.1.

El protocolo para la amplificacion consistié en una desnaturalizacion inicial durante 5 min a
94 °C, seguida de una desnaturalizacion de 1 min a 94 °C. Luego, se realizé el alineamiento
durante 20 segundos a 55 °C y la extension a 72 °C durante 5 minutos. Los pasos de
desnaturalizacion, alineamiento y extension se repitieron 35 veces para finalmente enfriar las
muestras a 22 °C. Posteriormente, los productos de la amplificacion de ARNr 16S se enviaron
para su secuenciamiento a Macrogen Inc, Corea, donde se utilizd un secuenciador

automatico, para producir los cromatogramas.

Tabla 3.1: Concentracion de los reactivos para la amplificacion del gen ARNr 16S

Mezcla de reaccion para 50 uL. ~ VVolumen (uL)

Mezcla madre (5x) 10
Primer R (10 uM) 2
Primer F (10 pM) 2
Tag (5 p/ul) 0,5
Cl2Mg (25 mM) 2
ADN 1

AD (CSP) 32,5

Andlisis de las secuencias del ADNr 16S

Los cromatogramas se analizaron y editaron utilizando el programa BioEdit Sequence
Alignment Editor. Se corrigieron los errores en la asignacion de bases debido a ruido de
fondo de los electroferogramas y se eliminaron los extremos (alrededor de 25 nucleétidos de
longitud) de cada secuencia parcial debido a que suelen presentar una baja fiabilidad. Las
secuencias del ADNr 16S se ensamblaron manualmente a partir de las secuencias

amplificadas con los iniciadores 27F y 1492R.

La identificacién de las secuencias se determind mediante la herramienta SeqMatch de la
base de datos Ribosomal Database Project (RDP) (Cole et al., 2005), especifica para el ARN
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ribosomal, que contrasta la secuencia de interés con las depositadas en la base, el porcentaje

de similitud se obtuvo a traves del parametro S_ab score (Izquierdo Altarejos, 2015).

Andlisis filogenético

El arbol filogenético se construyo con el programa MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013) de
acuerdo con el método estadistico Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987), utilizando el
método de sustitucion de Tamura-Nei y con un valor de bootstrap de 1000 réplicas. El
alineamiento mdltiple de las secuencias se realizd mediante la herramienta Clustal W
(Thompson et al., 1994). Las secuencias para la construccion del arbol filogenético
pertenecen a cepas de coleccion y fueron obtenidas de la base de datos del RDP. Se escogid

arbitrariamente a la secuencia de la cepa Escherichia coli como grupo externo.

Secuenciacion y ensamble del genoma de la cepa seleccionada

Para verificar, antes de la secuenciacion genética, la pureza y viabilidad de la cepa con fines
biotecnologicos se realizo una secuenciacion y ensamble del genoma de la cepa productora
de BS. La cepa criopreservada a -80 °C, se cultivd en agar MRS, se repicé en caldo MRS, se
incub6 a 30 ° C por 24 horas y, posteriormente, se centrifugd a 3000 xg durante 5 min. El
ADN gendmico se extrajo utilizando el Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega,
Madison, WI, USA) y se cuantifico utilizando el fluorbmetro Qubit. Las bibliotecas de
extremo pareado se prepararon utilizando los Kits de preparacion de la biblioteca de ADN
Nextera XT (Illumina, San Diego, CA, EE. UU.) y se secuenciaron en la plataforma MiSeq
(IMlumina), utilizando el kit de reactivo MiSeq versién 3 de 600 ciclos (Illumina). Las lecturas
sin procesar se recortaron con Trimmomatic v0.39 utilizando pardmetros predeterminados.
El genoma se ensambld utilizando pipeline SPAdes, version 3.14.1 (Parks et al., 2015)
utilizando el genoma de P. pentosaceus SRCM102736 (CP028259) como guia para la
resolucion de ensamblaje de regiones repetitivas. La integridad del genoma, la contaminacion
y la heterogeneidad de la cepa se analizaron a través de CheckM, version 0.9.6 (Haft et al.,
2018). Este proyecto de secuenciacion “shotgun” de genoma completo se depositd en
DDBJ/ENA/GenBank bajo el numero de acceso JALGQC000000000.

3.2.1.4 Prueba de sensibilidad a antibioticos
La susceptibilidad a antibio6ticos se evalu6 mediante dilucidn en agar utilizando agar Mueller-

Hinton de acuerdo con las directrices del Clinical and Laboratory Standards Institute
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(FEEDAP, 2018). En esta prueba se utilizaron siete antibidticos diferentes: ampicilina (2
mg/L), cloranfenicol (8 mg/L), clindamicina (4 mg/L), eritromicina (1 mg/L), gentamicina
(16 mg/L), kanamicina (64 mg/L) y tetraciclina (32 mg/L). Las placas de agar se incubaron
a 37 °C durante 24 horas. Enterococcus faecalis ATCC 29212 y Staphylococcus aureus
ATCC 25923 se utilizaron como microorganismos referencia. Después de la incubacion, los
resultados se interpretaron de acuerdo con los puntos de corte identificados por el Panel
FEEDAP y adoptados por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria para distinguir

entre cepas susceptibles y resistentes (2018).

3.2.2 Metodologias para la produccién de biosurfactante
Un resumen de la metodologia empleada se puede observar en la Figura 3.1.

3.2.2.1 Inoculo

Para evaluar la capacidad de producir BS de las BAL se tomaron los cultivos previamente
aislados de quesos y pecados y se sembraron en placas con agar MRS. Se tomd una colonia
aislada, se incorpord a 5,0 mL de caldo MRS y se incub6 a 30,0 + 0,1 °C durante 24 horas.
Finalizada la incubacion, se realizé otro inoculo en el cual se sembro 1,0 mL del cultivo
previo en 10,0 mL de caldo MRS, el cual se incub6 a 30,0 = 0,1 °C durante 15 horas con una

agitacion de 100 rpm, y se obtuvo un cultivo de BAL en fase estacionaria temprana.

3.2.2.2 Produccion de biosurfactante

Para la etapa de seleccidén de cepas productoras de BS, la produccion se llevé a cabo
utilizando el protocolo propuesto por Gudifia et al. (2010). Se empled 600 mL de caldo MRS
como fuente de nutrientes, medio Optimo para el crecimiento de BAL, al que se le
incorporaron 6,0 mL del pre-inoculo en fase estacionaria temprana. El proceso se llevo a
cabo en condiciones de agitacion orbital con una frecuencia de 120 rpm durante 72 horas a
37,0+ 0,1°C. Luego, se separo el caldo de la biomasa por centrifugacion (5,0 minutos a 8500
rpm a 10,0 £ 0,1 °C) y se realizaron dos lavados con agua desmineralizada estéril. De esta

manera, se obtuvo el SLC y el pellet bacteriano.

En una segunda fase de la investigacion, a partir de la cual se determinaron las condiciones
Optimas de produccion, se utilizé la misma metodologia para la produccién de BS, solo que,
durante la fermentacion, se utilizaron las condiciones de temperatura, agitacion y tiempo
determinadas como éptimas.
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PREINOCULO

BAL + Caldo MRS
100 rpm, 30 °C, 15 horas

!

FERMENTACION

6 mL de preinéeculo + 600 mL C. MRS
120 rpm, 37 °C, 72 horas

!

Centrifugacion
8500 rpm, 10 °C, 5 minutos

4

Y

I Caldo fermentado ‘

!

| Biomasa (Pellet) ‘

!

Tension superficial

EXTRACCION de
BIOSURFACTANTES

Pellet + 100mL buffer PBS
150 rpm, 25 °C, 2 horas
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12000 rpm, 4 °C, 15 minutos

Secado - Rendimiento

Sobrenadante libre de
células (SLC)

Tension superficial
Elaboracion de
emulsiones: [E24%,
Distribucion de gota,
Diametro de Sauter y
de Broucker.

!

Filtracion
0,2 um
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24 horas
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I
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oM 4|

BIOSURFACTANTES |

FTIR

Figura 3.1: Diagrama que indica los pasos del proceso de produccion, seleccion y caracterizacion
inicial de BS.

58



Materiales y métodos

En una tercera etapa, la produccion de BS se llevo a cabo a partir de un medio nutritivo
alternativo. Para esto utilizaron las condiciones de temperatura y agitacion de 37 °C y 120
rpm, ya que no se poseian las condiciones dptimas para el medio y estas son las condiciones
generalmente utilizadas en bibliografia, sin embargo, el tiempo de incubacion se acoto6 a 48

horas.

3.2.2.3 Extraccion del biosurfactante ligado a la célula

En todas las instancias de la investigacion de la produccion de BS ligado a la célula se utilizo
el siguiente protocolo para su extraccion. Se resuspendio el pellet obtenido en la etapa
anterior en buffer fosfato salino (PBS) ajustado a pH 7,00 con NaOH 0,1 M. Para la
resuspencion se utilizé un volumen de buffer igual a 1/6 del volumen de caldo utilizado en
la etapa de fermentacion. Dicha suspension se incub6 durante 2 horas a 25,0 £ 0,1 °C y a 150
rpm para favorecer la liberacidon de BS adherido a la pared celular. Finalmente, se centrifugd
(15 minutos a4 °Cy a 12000 rpm ) y se filtré usando un filtro estéril con un tamafio de poro
de 0,22 um para obtener SLC estéril el cual puede contener compuestos con actividad

surfactante.

3.2.2.4 Purificacion parcial y liofilizacion

Los SLC fueron dializados y liofilizados con el fin de purificar parcialmente el BS. Para la
dialisis se utilizé una membrana con poro de 6-8 kDa de diametro y se dispuso en ella cada
uno de los SLC empledndose agua Millie-Q como medio de recepcion de los compuestos con
capacidad de permear. El proceso de dialisis se realizd por 24 horas a 4 £ 1 °C, generando
cuatro recambios de agua cada dos horas y un Gltimo periodo de dilisis de catorce horas sin
recambio. Los SLC dializados, se congelaron y se liofilizaron por 48 horas, utilizando un

liofilizador. Las muestras liofilizadas se almacenaron a -20 + 1 °C.

3.2.3 Metodologias para el screening de biosurfactantes

Para realizar un estudio preliminar de los SLC e identificar aquellos que poseen una mayor
actividad superficial se utilizaron tres técnicas de screening propuestas por Walter et al.
(2010).
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3.2.3.1 Ensayo del colapso de la gota

Para esta metodologia se colocaron 500 pL de aceite de maiz comercial en una placa de Petri
de 90 mm de didmetro y, sobre la superficie del aceite, se depositaron 50 uL. de SLC sin
dializar, formando una gota sésil. Una disminucion del &ngulo de contacto de la gota apoyada
sobre la superficie se considera como un indicio de la presencia de compuestos con actividad
superficial. Con el objetivo de poder evaluar cudles SLC poseian una mayor actividad
superficial, se realizaron diluciones de estos al 1/2, 1/4, 1/8 y 1/16. A dichas diluciones se las
evalué mediante la metodologia descripta en esta seccion. Los sobrenadantes que posean una
mayor actividad superficial presentaran una disminucién del angulo de contacto en las
diluciones més diluidas, por lo que, como resultado se informé la ultima dilucion en la cual
se observo un aplanamiento de la gota visualmente apreciable. Como control negativo se

utilizé PBS. Este ensayo se realizd, al menos, por cuadruplicado.

3.2.3.2 Ensayo de la dispersion del aceite

La metodologia utilizada se basa en la propuesta de Morikawa (2000). Para la realizacion del
ensayo, se incorporaron 40,0 mL de agua destilada y 1,0 mL de aceite de maiz comercial en
una placa de Petri de 150 mm de didmetro. Luego, se depositaron 10 pLL de cada SLC sobre
la capa de aceite. Las muestras con actividad superficial forman un halo sobre dicha capa. Al
igual que en el ensayo anterior, para determinar cuéles SLC poseian una mayor actividad
superficial se realizaron diluciones 1/2, 1/4, 1/8 y 1/16 de los mismos y se inform6 como
positivo la Gltima dilucion en la cual se observé la formacion de un halo en la fase oleosa.

Este ensayo se realizd, al menos, por triplicado.

3.2.3.3 Evaluacion de la hidrofobicidad de las cepas

De acuerdo con Pruti y Cameo (1997), la capacidad de las bacterias de adherirse a
hidrocarburos es caracteristico de microorganismos productores de BS, esperando que
aquellas cepas productoras posean una membrana mas hidrofoba. Para evaluar la
hidrofobicidad de las cepas se utiliz6 el ensayo de adhesién bacteriana a hidrocarburos
(BATH), propuesto por Rosenberg et al. (1980). Este método se basa en el grado de
adherencia de las células a diversos hidrocarburos liquidos. Para medir esta propiedad de las
diversas cepas aisladas, las mismas se incubaron en tubos con caldo MRS durante 24 horas

a 30,0 + 0,1 °C. Finalizada la incubacion, se centrifugaron (15 minutos a 7500 rpm a 10 °C)
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y los pellets se lavaron dos veces con PBS a pH 7,00. Luego, se ajusto la concentracion de la
bacteria a 1,0 McFarland (aproximadamente 3.108 UFC/mL) en buffer PBS. Se separaron
fracciones de 4,0 mL de la suspensidn bacteriana en tubos de ensayo, a una parte de los tubos
se les adiciono 1,0 mL de un solvente no polar, mientras que el otro grupo de los tubos quedo
tal cual. Los solventes no polares utilizados fueron xileno y hexadecano, por separado. Los
tubos se incubaron 10 minutos a 25,0 + 0,1 °C y al finalizar, cada tubo se agité durante 1
minuto en un agitador vortex. Se dejo estabilizar 30 minutos a 25,0 + 0,1 °C y se tomaron 1,5
mL de la fase acuosa, a las cuales se les midi6 la absorbancia a 600 nm. El porcentaje de

células unidas a la fase hidrofoba se calculé mediante la Ecuacién 3.1.

Y%Hidrofobicidad = Usinfasearganica” Acon fase organica) 100 (Ecuacién 3.1)

Asin fase organica

3.2.4 Evaluacion del rendimiento en la produccidn del biosurfactante

Para evaluar el rendimiento en la produccion de BS se determiné la masa del BS y de biomasa
bacteriana seca por produccién. La determinacion de masa de BS liofilizado se obtuvo
mediante su pesaje en una balanza analitica. La materia seca de las bacterias se determind
secando la biomasa en un horno de conveccion a 105 + 1 °C, hasta peso constante y pesandolo

en una balanza analitica (Schelegueda et al., 2015).
El rendimiento del BS se calcul6 como:

- Gramos de BS por gramo de biomasa seca.
- Gramos de BS por litro de caldo nutritivo.
- Gramos de BS por litro de buffer de extraccion.

- Productividad (mg de BS/L de caldo.h), de acuerdo con la Ecuacién 3.2:

.. masa de biosur factante
Productividad = !

(Ecuacion 3.2)

volumen de caldo Xtiempo de produccion

3.2.5 Metodologias directas para la determinacion de la tension superficial
3.2.5.1 Tensiometro de anillo de Du Noty

La tension superficial de los SLC se midi6 utilizando un tensiémetro de anillo manual de Du

Noly, equipado con un anillo de platino de 12,8 mm de diametro interno y 13,8 mm de

didmetro externo. Para ello, se dispusieron 20,0 mL de SLC en una placa de Petri de vidrio
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de 52 mm de didmetro interno y se realizo la medicion con la muestra termostatizada a 25,0
+ 0,1 °C. Paralelamente, se midi6 la tension superficial del buffer PBS (debido a que es el
medio de extraccion de los BS), con el fin de poder calcular la presion superficial. El
resultado se expres6 como presion superficial, siendo la diferencia de las tensiones
superficiales entre el solvente (PBS) y la solucion que contiene las moléculas tensioactivas
(SLC). La presion superficial hace referencia a la capacidad que posee un agente tensioactivo
para disminuir la tension superficial, entonces, un mayor valor de presion superficial indicara

que el componente tensioactivo posee una mayor capacidad de reducir la tension superficial.

Esta técnica también se utilizé para detectar BS extracelulares en los medios de fermentacion.
Para ello, se midio la tension superficial de los medios de cultivo luego de la fermentacion y
se las compard con la tension superficial del medio de cultivo MRS estéril termostatizado a
25,0+ 0,1°C.

3.2.5.2 Tensiometro de gota: determinacion de tension superficial dindmica
Para determinar la tension superficial y la tension superficial dindmica (TSD) del BS en
diferentes condiciones de acidez y en presencia de agentes humectantes, se utilizd un

tensiometro interfacial de gota PAT-1.

El equipo permite realizar un analisis dinamico de la tensién superficial ya que registra los
valores de tension superficial en funcion del tiempo (8). Cuenta con un sistema de inyeccion
que permite la formacion de una gota (12 pL) de la solucion estudiada en la punta de un
capilar inmerso en una cubeta de vidrio. En el caso de la medicidn de la tension superficial,
la cubeta se encuentra vacia y termostatizado a 25,0 + 0,1°C. El tensiémetro cuenta con un
sistema Optico formado por una fuente de luz, lentes y una cdmara que permite obtener
imagenes de la gota en una computadora. El equipo esta apoyado sobre una mesa anti-
vibratoria y cuenta con una unidad de proteccién para disminuir el efecto de perturbaciones

provenientes del exterior.

El perfil de la gota se ajusto a la ecuacion de Young-Laplace (Ecuacion 3.3), lo que permitio
determinar, de manera automatica y en cortos periodos de tiempo, la variacion de la tension

interfacial:

1.x. (x - send) = 2 _C-z (Ecuacion 3.3)
x dx b
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donde x y z son las coordenadas cartesianas de cualquier punto del perfil de la gota, b es el
radio de la curvatura en el punto mas bajo de la gota, ® es el angulo de la tangente al perfil

de gota y C es la constante de capilaridad (Ecuacion 3.4):
_ _.Ap .
C=g-""/, (Ecuacion 3.4)

Donde vy es la tension superficial, A p es la diferencia de densidad de los dos fluidos y g es

la aceleracion de la gravedad (Figura 3.2).

Figura 3.2: Gréfico de la ubicacion de las variables medidas por el tensiémetro de gota.

Se estudio la tension superficial dinamica (TSD) segin Bakhshi et al. (2017) utilizando la

Ecuacién 3.5:

TSD = % (Ecuacion 3.5)

e

donde ATS corresponde a la diferencia entre la tension superficial del solvente que contiene
el surfactante y la tension superficial de equilibrio (mencionado anteriormente como presién

superficial) y Te, el tiempo en que se demora en alcanzar la tension superficial de equilibrio.

Los resultados informados corresponden a un promedio de la medicién de la tension

superficial del BS obtenido de, al menos, tres producciones independientes.

Los materiales de vidrio utilizados en esta determinacion se limpiaron cautelosamente con
agua y detergente, se enjuagaron con abundante agua y con una mezcla de persulfato de

amonio (8,00 % m/v) disuelto en acido sulfurico para eliminar restos de materia organica,
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finalmente se lavaron con agua destilada y se secaron a 80,0 £ 0,1 °C. También, luego de
cada medicion, el capilar fue higienizado con etanol y abundante agua destilada. Las
mediciones se realizaron por triplicado.

3.2.6 Determinacion de capacidad emulgente de biosurfactantes y caracterizacion de
emulsiones

A partir de las técnicas detalladas a continuacion se caracterizo la capacidad de los BS para
otorgar estabilidades fisicas a distintas emulsiones. El protocolo de elaboracion de las

emulsiones se encuentra en la seccion 1.2.1y 11.2.3.

3.2.6.1 Determinacién del indice de emulsificacién.

La estabilidad visual de una emulsion se puede determinar a partir del indice de
emulsificacion (IE%:4). Para ello, 5 mL de las emulsiones se colocaron en tubos graduados,
se midié la altura inicial de las emulsiones al cabo de una hora de la homogenizacion y luego
de 24 horas de almacenamiento a 25,0 + 0,1 °C. Para calcular el indice se utiliza la Ecuacion
3.6:

El%;, = h‘;l"“‘ﬂ 100 (Ecuacion 3.6)

total

donde “hemuision” representa la altura de la emulsion luego de 24 horas de almacenamiento y
“htotal” representa la altura de la emulsion recién formada. Las mediciones se realizaron por

duplicado en todas las emulsiones.

3.2.6.2 Determinacion de la distribucion, el tamafio de gota, el indice de

polidispersidad por dispersion estatica de la luz

Para caracterizar las emulsiones y evaluar la capacidad emulgente de los BS, se determinaron
el tamafio de gota, su distribucion y polidispersidad por dispersion estatica de la luz (SLS) a
25,0+ 0,1 °C. El tamafio de gota se inform6 como el Didmetro de Sauter (D32) y el Diametro
de Bouker (D43). Una reduccion significativa de estos pardmetros indicaria que los BS son
capaces de intervenir en la formacion de gotas pequefias, efecto deseable en la formacién de

una emulsion (Zalazar et al., 2016).

Las mediciones se realizaron con el equipo Mastersizer 2000, estableciendo la velocidad de

la bomba a 1800 rpm y utilizando un indice de refraccion de 1473 para la fase de aceite de
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maiz y un parametro de absorbancia de 0,001. Se hicieron dos lecturas por muestra y cada

medicion se repitio al menos en dos muestras independientes.

3.2.6.3 Determinacion del tamafio de gota por dispersion dinamica de la luz

El diametro de gota de las emulsiones se determiné por dispersion de luz dindmica (DLS),
utilizando un difractometro laser Nano Zetasizer. Las mediciones se realizaron a un angulo
fijo de 173°, siendo el rango de medida del equipo entre 0,6 nm y 6,0 um. Cada una de las
muestras utilizadas se coloc6 en cubetas de poliestireno. El indice de refraccion (IR) de la
fase oleosa se determino con un refractometro portéatil. Las emulsiones se almacenaron a 25,0
+ 0,1 °C y las determinaciones se realizaron cada 15 dias durante un lapso de 56 dias. Los
tamarios de gota se reportaron como el volumen promedio (Z-average). Este equipo se utiliza
para medir tamafios de particulas entre 3,8 nm a 100 um. Se hicieron cinco lecturas por
muestra y cada medicion se repitid6 al menos en dos muestras preparadas en forma

independiente.

3.2.6.4 Determinacion del Potencial Z

Para determinar la carga neta superficial de las particulas en solucion, se realizé la medicion
del potencial zeta (Zp) en un equipo Nano Zetasizer a un angulo fijo de 17°. Las soluciones
se diluyeron entre 0,01 y 0,001 % m/v con agua bidestilada y se colocaron en celdas capilares
provistas de electrodos a cada lado (Figura 3.3). El Zp se determind midiendo la direccion y
velocidad de las particulas al aplicar un campo eléctrico. Se hicieron diez lecturas por muestra

y cada medicidn se repiti6 al menos en dos muestras preparadas por separado.

Figura 3.3: Celda utilizada para la medicion del
potencial Z en el equipo Zetasizer Nano-Zs.
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3.2.6.5 Estudio de la evolucidn de la turbidez en el tiempo

La estabilidad de las emulsiones se determin6 mediante un Turbiscan®. Para ello, la
emulsion se deposita en un vial y un cabezal mévil en el interior del equipo se desplaza
verticalmente y de forma automatica cada 40 um desde la base del vial hasta la altura final
de la muestra, irradiando una fuente de luz pulsada de una longitud de onda en el infrarrojo
cercano de 880 nm. La luz retrodispersada llega a un detector ubicado a 45° con respecto a
la fuente de luz y, por otro lado, un detector ubicado a 180° con respecto a la fuente de luz
detecta la radiacion transmitida que puede atravesar la muestra cuando no existe un gran

numero de gotas dispersas (Figura 3.4).

Laser Detector (T)

Detector (BS)

Figura 3.4: Esquema del equipo Turbiscan®.

El “Indice de Estabilidad Turbiscan®” (TSI) es un indice numérico adimensional que es el
resultado de sumar todos los fendmenos de desestabilizacion que ocurren en la muestra que
puede ser medido por un cambio notable de la retrodispersion o intensidad de la sefial de
transmision a lo largo de la altura de la muestra. Estas variaciones de sefial son directamente
vinculadas a cualquier desestabilizacion en la muestra, por lo que, cuanto mayor sea el valor

de TSI, menor sera la estabilidad. El TSI se calcula mediante la Ecuacion 3.7:

T (xi—xps)? g
TSI (t) = W (Ecuacion 3.7)
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donde xi es el promedio de retrodispersion para cada minuto de medicion, xgss es el promedio
de xiy n es el nimero de escaneos. El valor de TSI para cada emulsién es calculado con el
software del equipo Turbiscan® de forma automatica.

3.2.6.6 Observacion microscopica de las emulsiones

La observacion microscopica de las emulsiones es una técnica cominmente usada para el
estudio de su desestabilizacion, debido a que permite observar la morfologia que poseen las
gotas y sus cambios en el tiempo, asi como también respaldar los resultados a través de las

técnicas anteriormente mencionadas.

Microscopia dptica: para la observacién microscopica de las emulsiones, se dispusieron

cuidadosamente 200 pL. de cada emulsion sobre un portaobjetos. Luego, se tapd con un
cubreobjeto para evitar la coalicion y disminuir el movimiento de las gotas. Las muestras se

observaron con un microscopio Axiskop 40, con magnificacion x100.

Microscopia laser confocal de barrido: la microestructura de las emulsiones de aceites

esenciales se observo utilizando un microscopio laser confocal de barrido. Para observar las
muestras, se colocaron alicuotas de 10 pL (sin dilucion previa) sobre un portaobjetos y se las
tifd con soluciones acuosas del fluorocromo Azul Nilo (0,1 %m/v en etanol) para tefiir los
polisacaridos y las proteinas. Luego, se colocd cuidadosamente 1 puL en una microplaca de
96 pocillos para microscopia, evitando la formacion de burbujas. Las muestras se excitaron
con un laser de 639 nmy se registro la emision con un detector espectral en el rango de 641-
695 nm. Todas las imagenes se adquirieron con el equipo Zeiss LSM980 y se procesaron con

el software Fiji - Image J (ImageJ Ops, 2021).

3.2.6.7 Caracterizacion reolégica de emulsiones

Para evaluar el comportamiento viscoelastico de emulsiones se realizaron mediciones en un
redmetro dindmico de tensidn tangencial controlada con una geometria de cono (24,94 mm
de didmetro, angulo de 2°) y plato con un espacio o gap entre ellos de 1 mm. Se colocaron
aproximadamente 1,00 mL de muestra entre el cono y plato, lo que permitié llenar
completamente el espacio entre ellos. Cada muestra se coloco sobre la platina, apoyandose,
a continuacion, el cono sobre la misma segun se determinaba desde el software del equipo.
Durante el proceso de medicion, cada muestra debid alcanzar un estado de verdadero o

pseudo equilibrio. Por lo tanto, para evitar su deshidratacion durante la medicion, se la aislo
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y se la mantuvo en una atmdsfera himeda mediante el uso de un cobertor. La plataforma
(fija) donde se apoya la muestra a medir posee un controlador de temperatura por sistema
Peltier (TEK 150P-CF), conectado a un bafio termostatico. Todas las mediciones se

realizaron a 25,0 + 0,1 °C.

Se realizaron barridos de flujo aplicando velocidades de deformacion entre 0y 1800 s, para
determinar el tipo de comportamiento que poseen las emulsiones. A partir de este estudio,
también se obtuvieron los resultados de viscosidad en funcion de la velocidad de
deformacion, que se utilizo para la determinacion de la viscosidad aparente de las emulsiones.
Se calculé una viscosidad promedio, con fines comparativos, para esto se determind el
promedio de las viscosidades correspondientes a la zona en que la viscosidad permanece

constante.

3.2.7 Determinacion de la actividad antimicrobiana y antibiofilm
3.2.7.1 Indculos

Todas las cepas utilizadas como indicadoras se conservaron hasta su uso a -80,0 £ 0,1 °C en
caldo nutritivo adicionado con 20,0 % m/m de glicerol. Antes de su uso, las cepas se
repicaron dos veces con el objetivo de reactivarlas luego del estrés producido por la
crioconservacion. De acuerdo con el tipo de microorganismo, las condiciones de incubacién

de los pre-inoculos fueron diferentes:

e Para bacterias (S. putrefaciens, P. aeruginosa, L. plantarum, E. coli y L. innocua): En
el primer repique se incub6 la cepa durante 24 horas, mientras que en el segundo la
incubacion fue de 15 horas. En todos los casos se utilizé caldo triptona — caseina
(TSB). La temperatura de incubacion fue de 30,0 = 0,1 °C para todas las cepas,
excepto para E. coli que tuvo una temperatura de incubacion de 37,0 £ 0,1 °C.

e Paralevaduras (Z. bailii): La incubacion de los dos repiques tuvo una duracion de 30
horas. El caldo utilizado fue caldo Sabouraud y la temperatura de incubacion fue de
25,0+0,1°C.
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3.2.7.2 Determinacién de la actividad antiadherente de los sobrenadantes libres de

células

Se analiz6 si los SLC tenian compuestos capaces de disminuir la adherencia sobre
poliestiereno de S. putrefaciens, L. innocua, P. aeruginosa y P. fluorescens, cepas
seleccionadas por su reconocida capacidad para formar biofilms (Bagge et al.; 2001, Borucki
et al., 2003; Rossi et al., 2017; Yiy Xie, 2022; Chen et al., 2023; Esposito et al., 2023)

Para la realizacion del ensayo, se emple6 la metodologia propuesta por Madhu y Prapulla
(2014). Se utilizaron microplacas de poliestireno estériles de 96 pocillos con base plana. En
aquellos pocillos que se utilizaron para analizar la capacidad antiadherente de los SLC se
agregaron 200 pL de muestra, y en los que se usaron como control de la adherencia de la se
colocaron 200 pL de PBS. Las microplacas se dejaron reposar durante 18 horas a 4,0 £ 0,1
°C para permitir la interaccion del SLC con el poliestireno. Pasado el tiempo, se retir6 el
liquido no adherido y se lavé dos veces con PBS. Luego, se incorporaron 200 pL de las
bacterias indicadoras ajustadas a una densidad 6ptica de 1,00 + 0,01 McF (3.108 UFC/mL).
Se dejé incubar durante 4 horas a 4,0 £ 0,1 °C, y al finalizar la incubacidn se lavo tres veces
con PBS. Luego, se agregaron 200 uL de metanol para fijar las células adheridas, el cual se
elimind por vertido luego de 15 minutos. Se dejo secar y se tifieron los pocillos con 200 pL
de cristal violeta al 0,1 % durante 5 minutos. Finalmente, se quit6 el exceso de la solucion de
violeta cristal y se resuspendio el colorante con 200 L &cido acético glacial 33,0 %m/v. Se
midié la absorbancia a 590 nm. La disminucion porcentual de la adhesion de las células

(%IM) al poliestireno se determing a traves de la Ecuacion 3.8.
%IM = [1 - (%)] x 100 (Ecuacion 3.8)

siendo “Ac” la absorbancia del biofilm remanente luego del tratamiento y “Ao” la absorbancia
del biofilm sin ningun tratamiento. Un mayor %IM, representa una mayor disminucion en la

formacion de biofilm.

3.2.7.3 Determinacion de la actividad antimicrobiana de los biosurfactantes
Se determin6 la actividad antimicrobiana de los BS que presentaron mejor actividad
superficial utilizando el ensayo de gota en superficie frente a las bacterias indicadoras: P.
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aeruginosa, L. plantarum, E. coli y L. innocua. Se siguio la metodologia propuesta por
Reenen et al. (1998).

El inoculo, en fase estacionaria temprana, se centrifugo (5000 rpm, 10 °C, 5 minutos) y se
separd el pellet del caldo. Los microorganismos se resuspedieron con agua peptona 0,1
%ml/v, y se ajustaron a una densidad éptica de 0,50 + 0,01 McF. Luego, se realiz6 una
dilucion 1/100 con agua peptona 0,1 % m/v para alcanzar una concentracion de 1.10°
UFC/mL. Esta suspension bacteriana se utilizd para realizar un césped sobre placas de Petri
estériles con TSA. Para ello, se depositd 1,0 mL de la suspensidn bacteriana, se dispersé con

una espatula de Drigalsky, se retird el exceso con una pipeta y se dejé secar.

Sobre el césped bacteriano se dispusieron gotas de 10 pL de solucion de BS liofilizado en
una concentracién de 20 mg/mL. Luego, las placas se guardaron en la heladera durante 30
minutos para favorecer la difusion de la muestra de BS sobre el agar inoculado. Finalmente,
las placas se incubaron a 30,0 + 0,1 °C durante 24 horas. La ausencia de crecimiento sobre la
zona en que se dispuso la muestra del BS se consideré como indicativo de actividad
antimicrobiana frente a la cepa sembrada sobre el agar nutritivo. A mayor didmetro de
inhibicion de crecimiento, mayor actividad antimicrobiana ejercida por la muestra. El ensayo

se realiz6 por triplicado.

3.2.7.4 Determinacion de actividad antimicrobiana del biosurfactante seleccionado

mediante el ensayo de microdilucién en caldo

Se realiz6 una solucién de BS con una concentracion 40 mg/mL en caldo TSA 'y se esterilizo
por filtracién, utilizando un filtro con diametro de poro de 0,22 um. A partir de esta solucion
se realizaron diluciones con concentraciones de 20, 10 y 5 mg/mL. En una microplaca de 96
pocillos de poliestireno estéril con fondo curvo se incorporaron 180 pL de cada una de las
soluciones de BS en caldo, por triplicado. Estos pocillos se inocularon con biomasa de
Listeria innocua en fase estacionaria temprana, la suspensién bacteriana se ajusté a una
densidad Optica de 0,5 McF (1.108 UFC/mL) y se diluy6 1/10 alcanzando una concentracion
estimada de 1.107 UFC/mL, utilizando, en ambos pasos. agua peptonada 0,1 % como
diluyente. En los pocillos con la solucién de BS se dispusieron 20 uL de la dilucién con una

concentracion 1.10" UFC/mL con 180 uL de caldo TSB, alcanzandose una concentracion
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final 1.10% UFC/mL. La concentracion del inoculo se corrobord realizando un recuento en

superficie sobre TSA.

En la misma microplaca se realizaron los blancos, para los cuales se dispusieron 180 pL de
las soluciones de BS y 20 L de agua peptona. También se realiz6 un control del crecimiento
en caldo TSA disponiendo 180 pL de caldo TSB y 20 pL del inéculo 1.10” UFC/mL. El
crecimiento se evalud a través de la medicion de la absorbancia a 600 nm, utilizando un lector
de microplacas que realizé mediciones en forma automatica cada 60 minutos, durante 24

horas y mantuvo la temperatura de incubacion a 30,0 + 0,1 °C.

3.2.7.5 Determinacion de la actividad antibiofilm por co-incubacion

La capacidad del BS para inhibir el mecanismo de “quérum sensing” asociado a la formacion
de biofilm se estudié mediante un ensayo colorimétrico, de acuerdo con Viola et al. (2021).
Con este fin, una vez finalizado el ensayo descripto en 3.2.7.4. se descarto el sobrenadante y
se agregaron 200 pL de solucion de cristal violeta 0,1 % a cada de uno de los pocillos. Luego,
se incubo de manera estatica durante 30 min a 30,0 £ 0,1 °C. Como el biofilm tiene afinidad
por el poliestireno, queda retenido en las paredes de los pocillos, por lo que se prosiguid al
lavado de la microplaca sumergiéndola en con agua destilada tres veces, descartando asi el

cultivo no adherido y el exceso de colorante.

Teniendo en cuenta la mayor solubilidad del cristal violeta en etanol, una vez seca la placa,
se agregaron 200 pL de etanol 96° y se incubd con agitacion suave a 37,0 = 0,1 °C, durante
30 min. La absorbancia se midio a 600 nm. La inhibicion del biofilm se calcul6 mediante la

Ecuacion 3.8.

3.2.7.6 Determinacién de la minima concentracion inhibitoria de emulsiones de aceites

esenciales de corteza de canela estabilizadas con el biosurfactante seleccionado

Se determind la minima concentracion inhibitoria (MIC) frente a:
e Z. bailii en medio nutritivo caldo Sabouraud ajustado a pH 3,50 con &cido citrico
20,0 % m/v a una temperatura de incubacion de 30,0 + 0,1 °C.

e L. innocua en medio nutritivo caldo TSB ajustado a pH 5,00 con &cido citrico 20,0
%m/v a 30,0 £0,1°C.
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Para ello, la suspension microbiana frente a la cual se probaron las emulsiones se realizd

de la siguiente manera:

e Para Z. bailii, se partié de un inoculo incubado durante 30 horas a 25,0 + 0,1 °C, el
cual se centrifugo y el pellet se resuspendio con 2 mL de agua peptona 0,1 %. Luego,
se realizd una dilucién 0,5 McF, es decir con una concentracion 1.10° UFC/mL,
registrando los volumenes utilizados para alcanzar esta dilucion. A partir de los datos
registrados, se obtuvo una dilucion 1.10" UFC/mL.

e ParaL. innocua se sigui6 la metodologia previamente detallada en la seccion 3.2.7.4.

Las diluciones 1.10" UFC/mL se utilizaron para sembrar la microplaca. Todas las diluciones
se realizaron con agua peptona 0,1%m/v como solvente. La concentracién de las UFC se
corroboro realizando un recuento de colonias en profundidad en TSA para L. innocua y un

recuento en superficie en agar Sabouraud para Z. bailii.

Para determinar la MIC de la emulsion frente a los distintos microorganismos se realizaron
diluciones de la emulsion. Se parti6 de la dilucion de la emulsion madre con una
concentracion de 5000 ppm a 2500 ppm utilizando un caldo doble concentrado.
Posteriormente, se realizaron diluciones sucesivas al medio de la emulsion 2500 ppm
alcanzando concentraciones 1250, 625, 312,5, 156, 78 y 39 ppm. Todas las diluciones
(incluyendo la de la emulsion madre) se hicieron utilizando los caldos mencionados
anteriormente para cada tipo de microorganismo. Se incorporaron en los pocillos 180 pL de
cada dilucion y 20 pL de cada microorganismo con la concentracion ajustada a 1.107
UFC/mL, alcanzando una concentracion final de 1.10° UFC/mL. Las microplacas se
incubaron en un lector de microplacas a 25,0 + 0,1 °C para Z. bailii y a 30,0 + 0,1 °C para L.
innocua. Se registro la MIC como la minima concentracion de emulsion que inhibe el
crecimiento del microorganismo debajo de un valor de absorbancia de 0,1 luego de 48 horas

de incubacion.

También, se determin0 si la actividad de las emulsiones era bacteriostatica o bactericida. Para
ello, se tomé una alicuota de 50 pL de los pocillos que no presentaron crecimiento y se hizo
una siembra en gotas sobre TSA para L. innocua y agar Sabouraud para Z. bailii. Las placas
se incubaron por 72 horas a 30,0 £ 0,1 °C para L. innocua y a 25,0 + 0,1 °C para Z. bailii
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3.2.8 Caracterizacion quimica del biosurfactante seleccionado

3.2.8.1 Caracterizacion quimica primaria por Espectroscopia infrarroja por
transformadas de Fourier (FTIR)

Se analizaron alicuotas del BS semipurificado por didlisis y liofilizado en un
Espectrofotometro FTIR Nicolet 8700 equipado con un detector DTGS, provisto de un
accesorio de transmision, en el rango espectral de 4000 hasta 400 cm™, 32 barridos

acumulados, resolucion 4 cm™, apertura 100 y ganancia 8.

La verificacion de desempefio del equipo fue realizada tanto en la escala de Nimeros de onda
como en la Resoluciéon del equipo registrando el espectro de un film de poliestireno

certificado de 35 um de espesor.

Para el andlisis, se prepar6 una pastilla de KBr empleando 0,5-1 mg de la muestra pulverizada
finamente en un mortero de agata, mezclandola y triturandola con 150-200 mg de KBr (grado
de pureza para espectroscopia de infrarrojo). La mezcla se comprimié en un pastillero,
mediante una prensa mecanica, aplicando una presion de 100 kN/cm? durante al menos 1
minuto, con ayuda de vacio, a fin de obtener un disco transparente de aproximadamente 13

mm de diametro a través del cual puede atravesar el haz del espectrometro.

3.2.8.2 Cuantificacion de hidratos de carbono
Para la determinacion de hidratos de carbono se utilizdé el método colorimétrico del Fenol-

Sulfarico, segun DuBois (1956), el cual permite cuantificar azlcares totales.

El BS liofilizado y almacenado a — 20 °C, se disolvié completamente en agua bidestilada en
una concentracion de 50 pg/mL, luego, se diluyd en proporcion 1:4 con agua bidestilada
alcanzando un volumen de 2000 pl, siendo la concentracion final de muestra igual a 12,5
pg/mL. A este Gltimo sistema, se le incorporaron 50 pL de fenol 80 %ml/v, y se agito el
contenido con vortex. Luego, se incorporaron 5,0 mL de &cido sulfurico concentrado, se dejo
reposar 10 minutos bajo campana, y se agito en vortex. Para propiciar la reaccion
colorimétrica en condiciones controladas, se incub6 15 minutos a 25,0 £ 0,1 °C. Se midié la
absorbancia a una longitud de onda de 490 nm contra el blanco de reactivos. Ademas, se
realizd una curva de calibracion utilizando soluciones estandar de D - glucosa en
concentraciones entre 0 y 5 pug de D - glucosa/mL. Los resultados se expresaron como

porcentaje de hidratos de carbono en base seca. Dicha determinacion se realizé por triplicado.
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3.2.8.3 Cuantificacion de proteinas
Para la cuantificacion del porcentaje de proteinas del BS se utilizé la técnica de Lowry
modificada segiin Peterson (1977). El “Reactivo A” y el “Reactivo B” se prepararon de la

siguiente manera:
Reactivo A (mezcla de las siguientes soluciones en una relacion 100:1:1):

— Solucién 1: carbonato sodico (Na.COs) al 2,0 % m/v en solucion de
hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 N.

— Solucion 2: sulfato cuprico pentahidratado (CuSO4.5H20) al 1,0 % m/v en
agua.

— Solucion 3: tartrato sddico potasico tetra hidratado (KNaCsH40s6.4H20) al
1,0 % m/v en agua.

Reactivo B:
— Solucion de Folin-Ciocalteu 1:1 en agua.

La muestra de BS liofilizada y almacenada a - 20°C, se disolvié completamente en agua
bidestilada en una concentracion de 1,0 mg/mL. Luego, se adicionaron 100 pL de dicha
solucion y 100 pL de agua destilada a 1,0 mL del reactivo A. Se agitd en vortex y se incub6
por 20 minutos a 37,0 £ 0,1 °C. Luego, se agregd 100 pL del reactivo B, se agitd en vortex
y se incubd 20 minutos a 37,0 + 0,1 °C. La absorbancia se midié a una longitud de onda de
660 nm contra el blanco conformado por agua destilada. Ademas, se realiz6 una curva de
calibracién utilizando como estandar albumina de suero bovino disuelta en agua bidestilada.
Se utilizaron concentraciones abarcando un rango comprendido entre 0 y 900 pg de
proteina/mL. Los resultados se expresaron como porcentaje de proteinas en base seca (%).

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado

3.2.8.4 Cuantificacién de lipidos

La determinacion de lipidos se realizd a través del método de Folch (1957), con
modificaciones. Se pesaron 50,0 £ 0,1 mg de una muestra de BS liofilizado en tubos falcon
de 50 mL. Se incorporan 300 pL de agua bidestilada para formar un sistema, con una
consistencia similar a una pasta, en el cual se encuentre disperso el BS favoreciendo su

interaccion con los solventes de extraccion. Para realizar la extraccion se utilizaron los
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siguientes reactivos y metodologias sobre la muestra de BS diluida, en el orden

correspondiente:

1)

2)

3)

4)

5)

Se agreg6 4,0 mL de la solucion cloroformo: metanol (2:1), agitando
manualmente para favorecer la interaccion entre fases y se sometio a ultrasonido
por 15 min con una potencia de 240 w para facilitar la extraccion de los lipidos
presentes.

Se separd la fase organica obtenida con una pipeta Pasteur y se repitié el paso 1)
con el pellet de BS remanente, para dar lugar a una segunda extraccion.
Finalizada la segunda extraccion, se separé la fase organica del pellet y se juntd
con la primera fase organica, extraida en el paso 2.

La fase organica se lavo dos veces con 4,0 mL de una solucién de KCI 0,88% v,
posteriormente, dos veces mas con 4,0 mL de cloroformo: metanol:KCI 0,88% en
relacion 3:48:47. Se separ0 la fase organica de la acuosa, con una pipeta Pasteur,
entre cada lavado.

La fase organica obtenida se dispuso en placas de Petri, previamente secadas y

pesadas, para la evaporacion del solvente y posterior pesaje de estas.

El porcentaje de lipidos en la muestra se determin6 como (Ecuacién 3.9):

%Lipidos = % x 100 (Ecuacién 3.9)

donde mpe corresponde a la masa de la placa de Petri con el extracto lipidico, mp corresponde

a la masa de la placa de Petri y mbs corresponde a la masa de muestra del BS.

3.2.8.5 Determinacién de humedad

Se determiné la humedad de la muestra liofilizada del BS y almacenada a -20,0 + 0,1 °C,

mediante gravimetria. Con este fin, se secaron pesafiltros a 60,0 + 0,1 °C y vacio en una

estufa de conveccidn, hasta peso constante. Posteriormente, se depositd una masa de

aproximadamente 0,0250 + 0,0001 g de BS en los pesafiltros. Las muestras se secaron en las

condiciones anteriormente mencionadas hasta peso contante. Los resultados se informaron

como porcentaje de humedad (%), haciéndose uso de la Ecuacion 3.10:

% Humedad = (mpn=mp)—(mps—mp) 100 (Ecuacién 3.10)

(mph_mp)
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siendo mpn la masa del pesafiltro conteniendo la masa de biosurfactante humedo, mp la masa

del pesafiltro y mps la masa del pesafiltro conteniendo la masa de BS seco.

El resultado obtenido de esta determinacion se utiliz6 para el calculo del porcentaje de
hidratos de carbono, proteinas y lipidos en base seca. Las mediciones se realizaron por
duplicado y el resultado fue el promedio de ambas mediciones.

3.2.9 Caracterizacion de las propiedades fisicas del biosurfactante seleccionado

3.2.9.1 Concentracion micelar critica

La CMC se determiné utilizando la metodologia mencionada por Gudifia (2010). Se
prepararon diluciones del BS parcialmente purificado y liofilizado en concentraciones entre
0,004 y 12,0 mg/ml en agua bidestilada y se determind la tension superficial de cada dilucién
a 20 + 1 °C utilizando un tensiémetro de anillo automatico, equipado con un anillo de platino
de 12,8 mm de didmetro interno y 13,8 mm de didmetro externo. El punto que corresponde
a la CMC se identifica como el punto de inflexion a partir del cual no se observan cambios
significativos en la tension superficial a pesar del aumento de la concentracion de BS. Es
posible determinarlo graficando la tensién superficial en funcién de la concentracion de BS
en escala logaritmica. Aquel punto a partir del cual se observa un cambio en la pendiente de
la curva es reconocido como la CMC. Para facilitar la determinacion de su valor, ambos lados
de la curva se ajustaron a una recta, antes y después de la inflexion. El punto donde ambas

rectas se intersecan corresponde al valor de CMC.

3.2.9.2 Solubilidad en funcion del pH

Se evaluod la solubilidad del BS en soluciones de pH entre 4,00 y 7,00. Para esto, se
dispusieron en tubos de ensayo 5,0 mL de una solucion del BS en una concentracion de 5,00
g/L y se ajustd el pH con acido clorhidrico 1,0 M a valores de 4,00, 5,00, 6,00 y 7,00. La

presencia de turbidez o precipitado indican la pérdida de solubilidad de la muestra.

3.2.10 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante del BS y de las emulsiones de aceites esenciales estabilizadas con
BS se determind por medio de las técnicas de DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo), de

acuerdo con Brand-Williams et al. (1995), evaluando la capacidad que tienen las muestras
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para captar radicales libres. En la Figura 3.5 puede observarse la ecuacion de la reaccion
quimica.

La molécula DPPH es conocida como un radical libre capaz de permanecer estable, debido a
que, cuando un electron no apareado se deslocaliza, lo hace sobre la molécula completa,
evitando la dimerizacion. La deslocalizacion del electron genera un color violeta intenso, que
absorbe en medio etanolico o metanolico a 517 nm. Cuando la solucién de DPPH reacciona
con un sustrato antioxidante que puede donar un 4tomo de hidrogeno, el color violeta va

desapareciendo por la formacién de la forma reducida, y adquiere un color amarillo.

NO, NO.
¥
O N : + AH - ON N—N + A

NO,

1,1-difenil-2-picrilthidraziio (radical libre)

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)
Morado

Amarilio

Figura 3.5: Reaccion del DPPH con un sustrato antioxidante.

Se realizd una solucion de BS, en agua desionizada con una concentracion de 5,00 g/L y se
dispusieron 200 pL en tubos de ensayo. En paralelo se realiz6 la curva de calibracion con
acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trélox) con concentraciones entre
0,1y 0,4 mM en una mezcla de proporcion 1:1 de etanol: agua desionizada. Se incorporé a
cada sistema analizado y a los correspondientes a la curva de calibracion, 1,8 mL de una
solucién etandlica de DPPH 0,1 mM vy se incubé en forma inmediata a 37 °C durante 30
minutos. Cumplido el tiempo de incubacion de cada sistema, se midié la absorbancia a 517
nm contra el blanco de reactivos.
También, a partir de los datos de absorbancia se realizo el célculo de % RSA (Radical
Scaving Activity) (Ecuacion 3.11), parametro que refiere a la disminucion de la oxidacién en
la muestra, a mayores valores de % RSA indican mayor actividad antioxidante.

0= A1

%RSA = AA—

o

x 100 (Ecuacion 3.11)

donde A, corresponde a la absorbancia del banco de reactivo y A: la absorbancia de la

muestra.
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3.2.11 Estudio del crecimiento de la cepa productora de biosurfactante empleando

distintos medios de cultivo

Una de las metodologias utilizadas para el seguimiento del crecimiento de bacterias
corresponde a la medicidn de los cambios de absorbancia en el tiempo. Para esto se utilizaron

dos técnicas:

1) La siembra en microplacas de 96 pocillos, que permite la medicion automatica de la
absorbancia en el tiempo a través del uso de un lector de microplacas.

2) Latoma aséptica de 1,0 mL de muestra previamente homogeneizada del contenedor
donde se produce la fermentacion y la medicion de la absorbancia en un

espectrofotometro UV.

La primera técnica se utiliz para evaluar el crecimiento de BAL en sustratos a base de jugo
de yacon. La segunda, para evaluar el crecimiento de BAL en sustratos a base de yacén, en
aquellos casos en los que era necesario luego extraer el BS, ya que el volumen reducido de

la microplaca no permite la extraccion de este metabolito.

3.2.11.1 Seguimiento del crecimiento a través de la absorbancia
Con los datos obtenidos de absorbancia se construyeron curvas de crecimiento las que se
modelaron aplicando el Modelo Logistico, éste presenta la Ecuacién 3.12 (Dalgaard y

Koutsoumanis, 2001):

AbSmax—AbSmin
1+e~m(t-t)

Abs = Absmin + (Ecuacion 3.12)

Donde Absmin corresponde a la absorbancia minima asintotica, y Absmax corresponde a la
absorbancia maxima asintotica. El pardmetro tj, corresponde a el tiempo de inflexion y m
corresponde al pardmetro relacionado con la velocidad de crecimiento. Abs y t corresponde
a la variable absorbancia y tiempo respectivamente. Es importante destacar que la velocidad
especifica de crecimiento no corresponde a la maxima velocidad de crecimiento, como
tampoco el ti coincide con el tiempo de fase lag, ya que el método de densidad Optica es
menos sensible que el método de recuento de viables en placa (Dalgaard y Koutsoumanis,
2001; Biesta-Peters et al., 2010).
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3.2.11.2 Seguimiento del crecimiento a través de recuento en placa

Para realizar los recuentos del crecimiento de la bacteria productora de BS en el tiempo, se
tomaron alicuotas de 1,0 mL del recipiente de fermentacion de manera aséptica, el cual
previamente debid ser agitando con suavidad para homogenizar la disposicion de las
bacterias en el medio. De dicha alicuota, se tomaron 100 pL y se diluy6 en agua peptona 0,1
%m/v estéril para lograr una dilucion de 1/10. Para homogenizar la dilucion se agité con
vortex. Luego, se realizaron diluciones seriadas mezclando una parte de la dilucion anterior

con 9 partes de agua peptona.

El recuento de BAL se realiz6 en superficie utilizando placas de Petri con agar MRS. Para
esto, se sembraron 100 pL de la dilucion deseada sobre el agar y se rastrillé con una espatula
de Drigalsky, esterilizada por flameo, hasta la absorcion completa de la muestra en el agar y
se incubaron a 37,0 £ 0,1 °C. Luego de la incubacion, se contaron las colonias caracteristicas.
En todos los recuentos microbiol6gicos, se utilizaron 3 réplicas independientes, y a cada una

se le realizaron los recuentos por duplicado.

El modelado del crecimiento de las BAL en base al recuento en placa se realiz6 utilizando el
modelo de Gompertz modificado segin Zwietering et al. (1990), presente en la Ecuacion
3.13:

logNlo = Aexp {— exp [,um % A-v+1 ]} (Ecuacion 3.13)

la cual expresa el logaritmo del cociente entre la poblacién microbiana a un dado tiempo (N)
y la poblacion inicial (No) en funcién del tiempo. De esta manera, se obtuvieron los
parametros biologicos del crecimiento de BAL: la velocidad especifica de crecimiento (um),

el tiempo de fase de latencia (1) y el valor asintético (A).

3.2.11.3 Medicion del pH
Paralelamente, se midio el pH de una alicuota del medio de cultivo en funcién del tiempo de
incubacion a través del uso de un pHmetro de mesada. Se realizé por triplicado midiendo una

vez cada muestra independiente.
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3.2.12 Andlisis estadisticos de los datos

Los datos obtenidos de los distintos ensayos realizados se analizaron mediante un Analisis
de la VVarianza (ANOVA) de un factor, seguido por el test de Tukey para detectar diferencias
significativas con un nivel de significancia de 0,05. En ciertos ensayos también se evaluo el
coeficiente de correlacion lineal de Pearson, para determinar correlacion lineal entre un factor
y un efecto, valores cercanos a + 1 de este coeficiente indican posible correlacion lineal. Este
andlisis y la comparacién de las medias, asi como también la evaluacion de correlacion lineal

entre factores, se hizo utilizando el programa estadistico Infostat (Infostat, 2020).

Para el analisis del comportamiento reoldgico, las curvas obtenidas a partir del barrido de
flujo se modelaron utilizando la Ley de la potencia (Ecuacion 3.14):

T =K.y™ (Ecuacion 3.14)

siendo 7 el esfuerzo de corte, y la velocidad de deformacion, K el indice de consistenciay n
el indice de comportamiento. Este Gltimo permite clasificar los fluidos en newtonianos (n=1),
pseudoplasticos (n < 1) y delatantes (n > 1) (Ramirez-Navas, 2006). El ajuste de los
pardmetros se evalud a través de un ANOVA, el ajuste se evalud a partir del error estandar y
el p-valor (p <0,05)

En el caso del estudio del crecimiento de la BAL productora del BS, el ajuste de las
ecuaciones utilizadas para modelar las curvas de crecimiento se evalué realizando un analisis

factorial de varianza obteniéndose los coeficientes de correlacion ajustados (R?).

Tanto los parametros obtenidos a partir del modelado de las curvas de flujo y de las curvas
de crecimiento, se compararon mediante un ANOVA determinandose las diferencias
significativas a través de la prueba de Tukey. En todos los casos, la significatividad
estadistica se evalué a un nivel del 5% (p < 0,05). Los modelados y la obtencion del
coeficiente de correlacion ajustado se obtuvieron mediante el programa estadistico
Statgraphiscs (Centurion XV, Version 15.2.05).

80



Capitulo



Capitulo 1

I. Capitulo 1: Aislamiento y seleccion de bacterias acido lacticas productoras de
biosurfactante y caracterizacion de la cepa seleccionada

1.1 Objetivos particulares
e Aislar e identificar BAL productoras de BS a partir de productos de la pesca y quesos
ovinos naturales de la Patagonia.
e Caracterizar la actividad surfactante, la capacidad antiadhesiva y antimicrobiana de
BS.

e Seleccionar el/los BS con mejor funcionalidad.

1.2 Metodologias especificas

En la Figura | se muestra un diagrama de las etapas de trabajo y metodologias aplicadas en
este capitulo.

1.2.1 Formacién de emulsiones para la determinacion de la actividad emulgente de los
sobrenadantes libres de células conteniendo biosurfactantes

Para evaluar la actividad emulgente de los compuestos surfactantes presentes en los SLC, se
formularon emulsiones que fueron luego evaluadas a través de la determinacion del: i) indice

de emulsificacion (IE24%) y ii) Didametro y distribucion de gota por SLS.

Como fase acuosa de las emulsiones se utilizaron los SLC a los cuales se les adicion6 0,15
% m/m de goma xantica y se les permitié una hidratacion por 24 horas en agitacion,
finalizado dicho proceso se ajustd el pH a 7,00 utilizando una solucion de HCI 1 M o de
NaOH 1 M segun fuere necesario. Como fase oleosa se utilizo aceite de maiz comercial
(Arcor, Argentina). La proporcion entre la fase acuosa y oleosa fue de 90/10. Ambas fases
se mezclaron durante un minuto en un agitador vortex para formar una emulsion gruesa.
Posteriormente, para reducir el tamafio de gota de la emulsién, se procesdé con un
homogeneizador Ultra-turrax T-8 equipado con una herramienta de dispersion S8N-5G
operando a 24000 rpm por 3,5 minutos. Con fines comparativos, se formulé una emulsion
usando PBS con 0,15 % m/m de goma xantica como fase acuosa. Luego, las emulsiones se

almacenaron a 25,0 £ 0,1 °C.
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Aislamiento e identificacion de BAL
Y-

Produccion y extraccion de BS
T

Analisis de SLLC

Colapso de la gota Dispersion del aceite
Hidrofobicidad

\, I(

Seleccion de potenciales cepas
productoras de BS

3
Analisis de SLC o BS liofilizado

Tension superficial A. antiadherente
Emulsiones: EI%24, Tamano de gota

Rendimiento A. antimicrobiana
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\
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seleccionada

Analisis genomico

Resistencia a antibioticos

Figura I: Diagrama de flujo de las etapas de trabajo desarrolladas en el Capitulo 1.
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1.3 Resultados y discusion

1.3.1 Identificacion y capacidad para producir compuestos tensioactivos de las

bacterias acido-lacticas aisladas

A partir de las muestras de quesos de leche ovina artesanal y del tracto gastrointestinal de
pescados, fue posible identificar taxondmicamente nueve cepas de BAL. Las mismas se
identificaron a nivel feno y genotipico. Este Gltimo se realizé mediante la amplificacion del
ARN ribosomal 16s por medio de PCR. El genoma de las bacterias se incorporo a la base de
datos GenBank de NCBI (Tabla I.1). Las cepas presentaron una alta homologia con los
géneros Lactiplantibacillus, Lactococcus y Leuconostoc. Algunas especies pertenecientes al
género Lactiplantibacillus y Lactococcus, son conocidas como productoras de BS ligados a
la célula o extracelulares (Mouafo et al., 2020). También, Salman y Khudair (2015) aislaron
a la cepa Leuconoctoc msentroides ssp. cremoris, que fue capaz de producir un BS con

actividad antibiofilm y antimicrobiana.

Tabla 1.1: Género, especie y origen de las especies aisladas.

, . Numero de
Género y especie Fuente
acceso
Lactiplantibacillus plantarum (LbTw3)  MK308540 Queso ovino
Lactiplantibacillus plantarum (LbTw5)  MK308541 Queso ovino
Lactiplantibacillus paraplantarum .
(LbTw?) MK308542 Queso ovino

Tracto intestinal de pejerrey panzon

Lactoccocus lactis ssp. lactis (Tw1l) JQ724544 (Odontesthes platensis)

Tracto intestinal de pejerrey panzon

Lactoccocus lactis ssp. lactis (Tw12) KF930996 (Odontesthes platensis)

Tracto intestinal de pejerrey panzén
(Odontesthes platensis)
Tracto intestinal de pejerrey panzon
(Odontesthes platensis)

Lactoccocus lactis ssp. lactis (Tw34) GQ845022

Lactoccocus lactis ssp. lactis (Tw35) KF930997

Leuconostoc mesenteroides ssp. MN831890 Tracto intestinal de palometa (Parona
jonggajibkimchii (Tw234) signata)

Tegumento de pejerrey panzon

Lactobacillus pentosus (Tw226) MN831889 (Odontesthes platensis)
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Luego de someter a las bacterias a un proceso de fermentacion, utilizando caldo MRS como
medio nutritivo y posterior extraccion en buffer PBS, se obtuvieron SLC de cada una de ellas.
Estos SLC fueron analizados por la metodologia del colapso de la gota y dispersion del aceite,
y en todos se observd presencia de compuestos tensioactivos en mayor o menor medida
(Tabla 1.2).

En cuanto a los analisis con las metodologias del colapso de la gota y dispersion de aceites,
se obtuvo que, a través de ambas técnicas, el nivel de dilucion hasta el cual se observo
actividad superficial fue similar. Thavasi et al. (2013) y Youssef et al. (2004) detectaron
correlacion entre ambas técnicas, y no s6lo eso, sino que reportaron que los resultados
obtenidos por ambas técnicas tienen una buena correlacion con los andlisis de tension
superficial. Segin ambos autores, la técnica que poseeria una mayor precision para predecir
la actividad superficial seria la técnica de la dispersion del aceite. Youssef et al. (2004)
recomiendan la utilizacion de ambas técnicas como metodologias de screening de BS,
indicando que resultados positivos de ambas técnicas confirmarian la presencia de

compuestos tensioactivos en los SLC analizados.

Tabla 1.2: Resultados del ensayo de colapso de la gota, dispersion del aceite e hidrofobicidad.

, . Colapso  Dispersion  Hidrofobicidad  Hidrofobicidad
Género y especie

de gota del aceite Xileno (%) Hexadecano (%)

L. plantarum (LbTw3) 1 1 443+0,3 85,0 £0,7
L. plantarum (LbTw5) 1 1 66,0+ 1,3 86,4 +2,1
L. paraplantarum (LbTw?7) 1/16 1/8 66,0 £ 3,6 89,3+1,2
Lc. lactis ssp. lactis (Tw11) 1/2 1/2 48+11 11,8 +0,8
Lc. lactis ssp. lactis (Tw12) 1/16 1/8 99+18 5,4 +0,6
Lc. lactis ssp. lactis (Tw34) 1 1 1,9+0,1 3,1+0,3
Lc. lactis ssp. lactis (Tw35) 1/2 1/8 65+18 3,3+04
L. pentosus (Tw226) 1/8 1/8 26,4+1,0 29,8+1,8
L. mesenteroides ssp. 1/16 1/16 23,2+0,8 254413

jonggajibkimchii (Tw234)

Por otro lado, se evalud la hidrofobicidad de las cepas, como se aprecia en la Tabla 1.2. Los
resultados de hidrofobicidad obtenidos no presentan correlacion con el método del colapso
de la gota y el de la dispersion del aceite. Multiples trabajos reportan que la hidrofobicidad

de las cepas podria considerarse como un indicio para identificar cepas productoras de BS,
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en base a que estas cepas serian mas hidrofobicas ya que los BS le permitirian interactuar
facilmente con la fase no polar (Pruthi y Cameotra, 1997; Thavasi et al., 2011; Nadella et al.
2018). En un principio se evalu6 dicha técnica como un método répido de identificacion
debido a que la extraccion de los BS es un proceso laborioso. Realizando una revision
bibliografica se observé que normalmente la técnica de hidrofobicidad se utiliza para la
deteccion de cepas capaces de producir BS extracelulares y bacterias aisladas de entornos
relacionados a hidrocarburos, donde los BS cumplen la funcion de facilitar la nutricion de las
bacterias (Cornea et al., 2016). Mientras que en los casos de los estudios de cepas que
producen BS adheridos a las células, normalmente se realiza un estudio directo sobre los
extractos. Por otro lado, Thavasi et al. (2013) plantearon que la hidrofobicidad de las cepas
puede deberse a metabolitos que no necesariamente son BS, siendo entonces una metodologia
poco confiable para determinar la capacidad de una cepa de producir BS ligados a la célula.
Por lo tanto, para la seleccion de las cepas, se consideraron los resultados obtenidos del

andlisis de colapso de la gota y de la dispersién del aceite.

Como se menciono anteriormente, en la Tabla 1.2 se muestra el nivel de dilucion hasta el cual
se observo actividad superficial a partir del analisis de colapso de la gota y de la dispersién
del aceite. Se considera que los SLC que presentan actividad superficial en condiciones de
mayor dilucién, poseen mayor actividad superficial y, por ende, es prometedora la presencia
de BS en ellos. Por lo tanto, a partir del ensayo del colapso de la gota y de la dispersion del
aceite, se seleccionaron cuatro cepas que presentaron actividad superficial hasta, al menos,

la dilucion 1/8 por ambas metodologias.

Para profundizar el analisis genotipico de las cuatro cepas con mayor actividad superficial,
se construyo su arbol filogenético utilizando las especies validas para cada género y como
grupo externo se eligid E. coli. En el arbol se observan cuatro grupos definidos, el primero
perteneciente al género Lactobacillus, el segundo a Lactococcus, el tercero a Leuconostoc y
el dltimo el grupo externo. La cepa Tw226 y LbTw?7 integraron el primer grupo y se
identificaron como L. pentosus y L. paraplantarum, respectivamente. Mientras que las cepas
Twl2 y Tw234 se identificaron como Lc. lactis ssp. lactis y Ln. mesenteroides ssp.
jonggajibkimchii, respectivamente (Figura 1.1).
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721 & Lactobacillus pentosus Tw226 (MN831889)
100 [ Lactobacillus pentosus JCM 1558 (D79211)
A Lactobacillus paraplantarum LbTw7 (MK308542)
52! Lactobacillus paraplantarum DSM 10667T (AJ306297)
Lactobacillus oryzae SG293 (AB731660)
a8 L [ actobacillus sakei ssp camosus JCM 11031 (LC145559)
Lactococcus lactis ssp. cremoris NCDOB07 (NR040954)
100 A Lactococcus lactis ssp. lactis Tw12 (KF930996)
66! L actococcus lactis ssp. lactis NCDOG604T (AB100803)
A Leuconostoc mesenteroides ssp. jonggajibkimchii Tw234 (MN831890)

99

99

72

Leuconostoc mesenteroides ssp. jonggajibkimchii DRC1506 (NR157602)

100 | | euconostoc mesenteroides ssp. dextranicum JCM 9700 (LC096223)

73! L euconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides JCM 6124 (LC071839)

Escherichia coli ATCC 11775T (X80729)

b
0.02

Figura 1.1: Arbol filogenético construido por el método Neighbor-Joining basado en la relacion entre
las secuencias del gen 16S rRNA de la seleccion de cepas (A ): L. pentosus Tw226, L. paraplantarum
LbTw?7, Lc. lactis ssp. lactis Tw12, Ln. mesenteroides ssp. jonggajibkimchii Tw234. Los niUmeros en
los nodos internos son valores de soporte de boot-strap. Entre paréntesis estan los nimeros de acceso
de GenBank. La secuencia de ARNr 16S de Escherichia coli fue elegida arbitrariamente como el
grupo externo.

1.3.2 Estudio de las propiedades funcionales de los sobrenadantes libres de células

preseleccionados

1.3.2.1 Presion superficial

Con el objetivo de confirmar que la reduccion en la tension superficial que generan los
compuestos presentes en los SLC seleccionados es significativa respecto a la tensién
superficial del buffer PBS (solucién base del SLC), se evalu6 la tension superficial de los
SLC con un tensiémetro de anillo de Du Nolly antes y después de realizar la dialisis. Con los
valores de tension superficial obtenidos se calculd la presién superficial. Los resultados se

muestran en la Figura 1.2.

Las presiones superficiales de los SLC se encontraron dentro del rango de 19,0 mN/m - 28,1
mN/m. ElI SLC que presentd la mayor reduccion en la tension superficial fue el producido
por Lactobacillus pentosus Tw226. Segin van der Vegt et al. (1991) un compuesto puede
considerarse como tensioactivo cuando genera una disminucion de la tension superficial de,
al menos, 8 mN/m, por lo que los valores de presion superficial observados afirmarian la

presencia de BS en los SLC. Por otro lado, el rango de reducciones de tension superficial se
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encuentra dentro de lo esperado para BAL. Gudifia et al. (2011) estudiaron la produccion de
BS por parte de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei A20 en distintos medios de cultivo,
y obtuvieron disminuciones en la tension superficial de los SLC entre 15,03 mN/m y 24,50
mN/m, dependiendo del medio nutritivo utilizado. Madhu y Prapulla (2014) reportaron una
disminucion de 22,0 mN/m en la tension superficial en el SLC obtenido por una cepa de
Lactobacillus plantarum. También se registr6 una disminucion en la tension superficial igual
a 21,5 mN/m en el SLC de una cepa de Lactobacillus pentosus (Rodirgues et al., 2006).
Sharma et al. (2016), analizando diversas investigaciones realizadas sobre BS producidos por
BAL, informaron disminuciones en la tension superficial en un rango entre 13,5 - 30,0 mN/m

cuando los BS eran empleados en una concentracion igual a su CMC.

35

30 A

= N N
(6] o a1

=
o

Presion Superficial (mN/m)

Twl2 Tw226 Tw234 LbTw7

Figura 1.2: Presion superficial del SLC producido por las cepas preseleccionadas (MSLC; mSLC
dializado). Las medias para una cepa con un tratamiento diferente seguido de las mismas letras
mayusculas no difieren significativamente (p < 0,05); las medias para diferentes cepas y el mismo
tratamiento seguido de la misma letra minGscula no difieren significativamente (p < 0,05). SLC de:
L. lactis ssp. lactis Twl12 (Tw12), L. pentosus Tw226 (Tw226), L. paraplantarum LbTw7 (LbTw7),
Ln. mesenteroides ssp. jonggajibkimchii Tw234 (Tw234).

También se midié la tension superficial de los caldos fermentados siendo la reduccién de la
tension superficial insignificante. De este modo, se confirma que las cepas identificadas
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serian incapaces de producir BS extracelulares, al menos en las condiciones en las que se

produjo la fermentacion.

Luego de dializar, los SLC presentaron una ligera pero significativa disminucion de la
presion superficial, con excepcion del BS obtenido de Lactococcus lactis ssp lactis Tw12 en
el que la dialisis no modifico la presion superficial (Figura 1.2). Este procedimiento se llevo
a cabo para eliminar principalmente las sales del PBS, sin embargo, dado que los BS estan
compuestos por mezclas de biomoléculas con diferente masa molecular, la liberacion de
compuestos de masa molecular baja a través de los poros de membrana podria explicar la
pérdida de presién superficial (Rodrigues, et al., 2006; Sharma, 2014). Aun asi, los valores
de presion superficial obtenidos después del proceso de purificaciéon estan dentro de los
valores maximos de presion superficial reportados para los BS producidos por BAL (Sharma
etal., 2016).

1.2.3.2. Actividad emulsificante: estudio de la capacidad emulsificante

Con el fin de evaluar posibles aplicaciones en la industria alimentaria, es fundamental
estudiar la capacidad emulgente de un BS. Entonces, para poder detectar si los BS presentes
en los SLC poseian esta capacidad, se formularon emulsiones con los mismos y se evalué el
IE24%. Los resultados pueden se muestran en la Tabla I.3.

Tabla 1.3: indice de emulsificacién de las emulsiones formuladas con los SLC obtenidos de las
distintas especies de BAL y del control negativo, formulado con PBS.

Twi2 Tw226 LbTw7 Tw234 CN

IE2a06 98,542, 5a 91,7+1,2% 827+23° 84,9+36° 14,1+3,6¢

Los promedios cuyo superindice poseen la misma letra no difieren significativamente (p < 0,05).
Emulsién formulada con goma xéantica 0,15 %m/m (CN), emulsién formulada con goma xantica 0,15
%m/my el SLC de: L. lactis ssp. lactis Tw12 (Tw12), L. pentosus Tw226 (Tw226), L. paraplantarum
LbTw7 (LbTw7), Ln. mesenteroides ssp. jonggajibkimchii Tw234 (Tw234).

El 1E24% de las emulsiones formuladas con los SLC resulté significativamente mayor que el
control negativo, en el cual se utilizo PBS como fase acuosa adicionado con 0,15 % de goma
xantica (Tabla 1.3). Las emulsiones realizadas con los SLC presentaron 1E24% entre 98,5y
82,7 %. Los SLC que otorgaron a las emulsiones una mayor estabilidad fueron los

provenientes de Lc. lactis ssp. lactis Twl2 y L. pentosus Tw226. El control negativo exhibio
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un IE24% de aproximadamente 14,1 % probablemente concedido por la presencia de la goma
xantica en la fase acuosa. Segun Willumsen y Karlson (1996), un agente emulsificante debe
tener la capacidad de mantener, al menos, el 50 % del volumen inicial de la emulsion luego
de 24 horas. En base a lo comentado, se concluye que los compuestos extraidos poseen la
capacidad de aumentar la estabilidad de emulsiones en las condiciones de emulsificacion

propuestas.

En este trabajo se midio el 1E24% frente a un aceite vegetal, debido a que era de interés que
la capacidad emulsificante se manifieste en sistemas formulados con aceites comestibles.
Madhu y Prapulla (2014) encontraron que emulsiones formuladas con un BS producido por
Lactobacillus pentosus CECT 4023 exhibieron un 1E24% de 38 y 19 % para el aceite de coco
y girasol, respectivamente. Ferreira et al. (2017) evaluaron el 1E24% utilizando aceite de trigo,
romero, almendra y jojoba, y obtuvieron valores de 60% para los primeros dos sistemas, 70
% para el tercero y 15 % para el tltimo. La informacion sobre la actividad emulsionante de
BS obtenidos de BAL frente a aceites vegetales es escasa debido a que el 1E22% normalmente
se prueba frente a hidrocarburos y en este trabajo se adapt6 la metodologia. La medicion del
IE24% fue desarrollada por Cooper y Goldeberg (1987), quiénes evaluaron la capacidad
emulsificante del SLC obtenido a partir dos especies de Bacillus, frente a querosén. Dicha
técnica, aun se continda utilizando en trabajos relacionados con la bdsqueda de BS
relacionados a la biorremediacion. Por ejemplo, Nadella et al. (2018) evaluaron
sobrenadantes de diversas cepas de Pseudomonas aisladas de zonas petroliferas frente a
querosén, Diesel y petrdleo. Moldes et al. (2013) también evaluaron el SLC obtenido de una
bacteria Lactobacillus pentosus CECT 4023 frente a querosén, xileno, heptano y hexano,
obteniendo resultados entre 40 y 15 %. Gudifa et al., (2015) formularon emulsiones que
tuvieron un 1E24% del 60 % utilizando los BS producidos por Lactobacillus agilis

CCUG31450 en una concentracion superior a la CMC para n-hexadecano.

1.2.3.3 Actividad emulsificante: estudio de la estabilidad fisica de las emulsiones

En el estudio de las emulsiones, también es de interés analizar el tamafio de las gotas
presentes en las mismas ya que de éste depende la estabilidad fisica, apariencia, perfil de
textura, entre otras propiedades (McClements et al., 2010). Para ello, se realizo el andlisis del

tamafio de gota de las emulsiones utilizando un difractometro laser, obteniéndose las
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distribuciones de volumen y nimero de particulas que se muestran en la Figura 1.3, Panel A.
A partir de dichos perfiles se puede observar que las emulsiones formuladas con los SLC
obtenidos de las cepas Lactococcus lactis ssp. lactis Tw12, Lactobacillus pentosus Tw226 y
Lactiplantibacillus plantarum LbTw7 presentaron una distribucién bimodal, lo que indicaria
que hay dos poblaciones con gotas de distinto tamafio en la emulsion. Al analizar las
distribuciones de tamafio en volumen, pareciera que las gotas de mayor tamafio poseen un

volumen porcentual mayor que las de menor tamafio en todas las emulsiones formuladas.

Al realizar la conversion de la distribucion en funcién del nimero de particulas (Figura 1.3,
Panel B), se observa que la poblacion principal para la emulsion formulada con el SLC
obtenido de Lactobacillus pentosus Tw226 corresponde a la poblacién de menor tamafio.
Esta tendencia se puede explicar considerando la contribucion diferencial de las gotas
pequefias y grandes a las estimaciones de diametros ponderados por nimero y diametros
ponderados por volumen, respectivamente (Fioramonti et al., 2017). Las distribuciones
basadas en el volumen de las gotas siempre estaran desplazadas hacia mayores tamafios en
comparacion con las distribuciones basadas en su nudmero, por lo que los didmetros
informados para cada poblacion en volumen presentaron valores mayores a los sefialados
para la distribucién en nimero en el caso de la emulsion producida por el SLC de la cepa
Lactobacillus pentosus Tw226.

El analisis de polidispersidad (span) (Figura 1.3, Panel C) muestra que las emulsiones
realizadas con los SLC presentaron una mayor polidispersidad que el control negativo. Esto
puede deberse a que las emulsiones formuladas con los SLC presentan una poblacion
bimodal. Al analizar la distribucion en volumen, la bimodalidad no es tan evidente, siendo
que las poblaciones caracteristicas se encuentran entre 1y 10 umy entre 10 y 100 um. Pero
sin dudas, se confirma la bimodalidad en la distribucion en numero de particulas,
observandose también dos poblaciones en la emulsion estabilizada por el SLC de
Leuconoctons mesenteroides ssp. jonggajibkimchii Tw234. Por otro lado, la emulsion libre
de BS presentd una poblaciéon unica y con una menor polidispersidad estadisticamente

significativa.
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Figura 1.3: Distribuciones de tamafio de particula en volumen (Panel A) y en nimero (Panel B)
de las emulsiones formuladas con el SCL de cada cepa. (—#— SLC Tw226; —— SLC Tw12; —=—

SLC LbTw7;

SLC Tw234; —=—Control). Valor de Span para las emulsiones formuladas con

los SLC y con PBS para el control negativo (Panel C). Emulsion formulada con goma xantica 0,15
%m/m (CN), emulsion formulada con goma xéntica 0,15 %m/my el SLC de: L. lactis ssp. lactis
Twl2 (Twl2), L. pentosus Tw226 (Tw226), L. paraplantarum LbTw7 (LbTw7), Ln. mesenteroides
ssp. jonggajibkimchii Tw234 (Tw234). Las medias para diferentes emulsiones seguidas de la misma

letra no difieren significativamente (p < 0,05).
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Cuando se trata de la formacion de una emulsion hay multiples factores que entran en juego.
Uno de ellos es la concentracion del surfactante. Se necesita una concentracion de surfactante
suficiente para poder cubrir toda la interfase aceite/agua, cuanto mayor sea esta concentracion
mas pequefa seran las gotas que se puedan formar. Por otro lado, en el caso de los BS
naturales, muchas veces, un sobre-procesamiento de la muestra puede generar la formacion
de gotas mas grandes en las emulsiones, ya que condiciones de estrés pueden generar dafios
en las moléculas (McClements y Gumus, 2016). La existencia de poblaciones bimodales al
formularse una emulsion puede deberse a que el uso de grandes velocidades de cillazamiento
puede generar pequefias gotas que producen un aumento de la viscosidad en la zona de
recirculacién, generando, al pasar el tiempo de agitacion, que aquellas zonas que se
encuentran mas alejadas del homogeneizador se vean impedidas a recircular y que su tamafio

de gota se reduzca (Ramirez et al., 2002).

Otros parametros que también se tuvieron en cuenta para la caracterizacion de las emulsiones
formadas fueron el D32y el Da3 El D32 proporciona una estimacién del didmetro medio de
la mayoria de las gotas, mientras que el D43 esta vinculado a cambios en el tamafio de las
particulas relacionados con los procesos de desestabilizacion (McClements, 2007).
Reducciones significativas del D32y Da 3 indicarian que los BS poseen capacidad emulgente,
ya que refleja la capacidad que poseen para intervenir en la formacion de gotas de menor

tamafo (Zalazar et al., 2016). Los resultados pueden verse en la Figura 1.4, paneles Ay B.

El uso de SLC obtenidos de Lactobacillus pentosus Tw226 y Lactococcus lactis ssp. lactis
Tw12 promovi6 las mejores reducciones del D32y del Da3 (Figura 9, paneles A 'y B). Esto
indicaria que los BS presentes en los SLC de estas cepas serian Utiles para la creacion de una
emulsion, facilitando la formacion inicial de finas gotas lipidicas durante la homogeneizacion
y mejorando la estabilidad de las gotas de aceite en la fase acuosa una vez que se han
formado. Por lo tanto, se demuestra que los SLC producidos por Lactococcus lactis ssp. lactis
Twl12 y Lactobacillus pentosus Tw226, contienen BS dUtiles para formar y estabilizar
emulsiones de aceite en agua. En base a esto, se infiere que los BS de ambas especies serian
capaces de acomodarse alrededor de la fase oleosa de manera exitosa, permitiendo asi la

formacion de gotas méas pequerias durante el proceso de homogenizacion.
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Figura 1.4: Didmetro de Sauter (D32) (Panel A) y diametro de De Brouckere (Ds3) (Panel B) para
las emulsiones formuladas con los SLC de las distintas cepas de BAL preseleccionadas y PBS
(Control Negativo). Emulsion formulada con goma xantica 0,1 %m/m (CN), emulsion producida con
goma xantica 0,1 %m/my el SLC de: L. lactis ssp. lactis Tw12 (Tw12), L. pentosus Tw226 (Tw226),
L. paraplantarum LbTw7 (LbTw7), Ln. mesenteroides ssp. jonggajibkimchii Tw234 (Tw234). Las
medias para diferentes emulsiones seguidas de la misma letra no difieren significativamente (p <
0,05).
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1.3.3 Rendimiento en la produccion de biosurfactante

El rendimiento de produccion, expresado en gramos de BS por gramo de biomasa seca, fue
de 0,03; 0,04; 0,09 y 0,26 para las cepas Leuconoctons mesenteroides ssp. Jonggajibkimchii
Tw234, Lactiplantibacillus paraplantarum LbTw?7, Lactococcus lactis ssp. lactis Twl2 y
Lactobacillus pentosus Tw226, respectivamente (Figura 1.5). ElI rendimiento
significativamente mayor obtenido por Lactobacillus pentosus Tw226 es destacable, ya que,
aungue una biomolécula tenga caracteristicas excepcionales, un bajo rendimiento impide su
aplicacion industrial y comercial. Por lo tanto, el hallazgo de bacterias y técnicas que
permitan obtener un alto rendimiento es uno de los ejes de mas interés en el campo de la
produccion de BS. De esta manera, la productividad generada por Lactobacillus pentosus
Tw226 es un aspecto importante, siendo que la misma posee un rendimiento hasta 8 veces

mayor que la cepa con el menor rendimiento estudiada en este trabajo.
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Rendimiento: Biosurfactante/Biomasa seca (g/g)

Figura 1.5: Gréfico: Rendimiento de biosurfactante / biomasa seca (g/g) para cada cepa productora.
(m Lactobacillus pentosus Tw226; B Lactococcus lactis ssp. Lactis Twl2; B  Lc. mesenteroides ssp.
jonggajibkimchii Tw234; = Lb. paraplantarum LbTw7). Las medias para diferentes rendimientos
seguidas de la misma letra no difieren significativamente (p < 0,05). Fotografia: Aspecto del
biosurfactante producido por Lactobacillu pentosus Tw226, luego de la liofilizacion.
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Los datos de rendimiento, de productividad en base a litro de caldo, y las concentraciones en
base a PBS pueden encontrarse en la Tabla 1.4, reafirmando que aquella cepa que posee una
mejor performance en la produccion de BS es Lactobacillus pentosus Tw226.

Tabla 1.4: Rendimiento de BS en base a litro de caldo nutritivo, productividad y concentracion en
buffer PBS de extraccion.

Concentracion en buffer

Rendimiento Productividad de extraccién
(9/L caldo) ) (g BSIL de PBS)
Lactococcus lactis 0,041 + 0,009% 0,57 +0,04 0,32 +0,04°
ssp. lactisTw12
Lactobacillus 0,120 + 0,024 1,66 + 0,08 180+0,13"
pentosusTw226
Leuconoctons
mesenteroldes sp. 4 0364+ 0,009° 0,50 +0,04° 0,24 :+0,01°
jonggajibkimchii
Tw234
Lactiplantibacillus
paraplantarum 0,059 +0,013* 0,82+0,07 0,47 £ 0,06°
LbTw7

Lo promedios cuyo superindice poseen la misma letra no difieren significativamente (p < 0,05).

En este capitulo, la produccion del BS de Lactobacillus pentosus se dio en las condiciones
estandar normalmente utilizadas en bibliografia. Pero cada cepa posee su condicion 6ptima
para la produccién de BS. Probablemente, con una seleccion adecuada del medio de cultivo,
fuente de carbono y condiciones de crecimiento (pH, temperatura, nutrientes y
micronutrientes) podria haber un aumento en el rendimiento de la produccion. Moldes et al.,
(2007) reportaron que una cepa de Lactobacillus pentosus fue capaz de producir 0,28 gramos
de BS/gramo de biomasa seca utilizando un hidrolizado de granos de cebada, mientras que
el rendimiento se elevd a 0,76 g de BS/gramo de masa seca utilizando como medio de cultivo
hidrolizados hemicelulésicos derivados del recorte de brotes de vid. También, Bustos et al.
(2018) lograron aumentar el rendimiento del BS producido por una cepa de Lactobacillus
pentosus realizando tres procesos de fermentacion/extraccion cada 15 horas. Esto demuestra

la importancia en la seleccion de las condiciones utilizadas para la produccion de BS.

Al mismo tiempo, las condiciones de extraccién del BS también juegan un papel en su
rendimiento. Una de las técnicas reportadas para aumentar el rendimiento consiste en realizar

procesos de extraccion sucesivos, logrado aumentar la masa de BS extraido. Utilizando esta
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técnica para extraer un BS ligado a la célula de una cepa de Lactobacillus pentosus, se logré
extraer un 89,6% de BS es una primera extraccion y el 10,4% restante en una segunda (Bustos
et al. 2018). Por otro lado, Vecino et al. (2015) también informaron que el tiempo de
agitacion, la salinidad del medio y la temperatura durante el proceso de extraccion generan

cambios en el producto obtenido.

Por lo tanto, el rendimiento del BS producido por Lactobacillus pentosus Tw226 puede
considerarse prometedor, teniendo en cuenta que éste puede ser ain mayor si se optimizan

las condiciones de produccion y de extraccion.

1.3.4 Actividad antiadherente

Debido a que la adherencia a la superficie es la primera etapa de la formacion de un biofilm,
disminuir la afinidad de los microorganismos a la superficie es una buena estrategia para
inhibir su formacién y disminuir, asi, el uso de agentes de limpieza sintéticos (Campos et al.,
2019). Con este propdsito, se evalud la capacidad de los SLC para disminuir la adherencia al
poliestireno de bacterias asociadas a contaminaciones alimentarias, obteniéndose los
resultados de la Figura 1.6. Puede observarse que todos los SLC disminuyeron la adherencia
de las bacterias al poliestireno, las cuales se encontraron entre 26,9 £ 0,5y 59,6 + 3,6 %,
variando su valor de acuerdo con el SLC utilizado como acondicionador y con la cepa

indicadora.

Para las cepas de Pseudomonas, se presentaron las mayores disminuciones de la adherencia
con el SLC proveniente de Lactobacillus pentosus Tw226, Lactococcus lactis ssp. lactis
Twl2 y Lactiplantibacillus paraplantarum LbTw7, mientras que la menor inhibicion se
observo con el SLC producido por Leuconoctons mesenteroides ssp. Jonggajibkimchii
Tw234. En el caso de S. putrefaciens, los SLC que generaron una mayor inhibicién de la
adherencia fueron los producidos por Lactobacillus pentosus Tw226 y Lactococcus lactis
ssp. lactis Twl2, presentando un menor efecto antiadherente los SLC producidos por
Lactobacillus paraplantarum LbTw7 y Leuconoctons mesenteroides ssp. Jonggajibkimchii
Tw234. Por ultimo, se observo que la disminucion de la adherencia de la bacteria L. innocua
se dio en mayor medida en las superficies acondicionadas con los SLC provenientes de
Lactobacillus pentosus Tw226, mientras que el menor efecto antiadherente fue dado por el

SLC de Lactococcus lactis ssp. lactis Tw12.
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Figura 1.6: Porcentaje de inhibicién de la adherencia de P. fluorescens, P. aeruginosa, S. putrefaciens
y L. innocua a poliestireno en superficies tratadas con los SLC obtenidos de las cepas Leuconoctons
mesenteroides ssp. jonggajibkimchii Tw234 (), Lactiplantibacillus paraplantarum LbTw7 (m),
Lactococcus lactis ssp. lactis Twl2 (m), Lactobacillus pentosus Tw226 (m). Letras minlsculas
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre tratamientos para inhibir
la adherencia de una misma cepa. Letras mayusculas diferentes indican diferencias en la inhibicion
entre cepas para un mismo tratamiento (p < 0,05).

En bibliografia no se encuentran registros previos del estudio de la actividad antiadherente
de BS adheridos a las células provenientes de BAL frente a P. fluorescens, microorganismo
normalmente asociado a la contaminacion de alimentos, especialmente productos lacteos
(Meliani y Basoltane, 2015), ni frente a S. putrefaciens, microorganismo asociado a la
contaminacion de alimentos y a la corrosion de superficies de acero inoxidable (Bagge et al.,
2001). Sin embargo, hay estudios sobre la actividad antiadherente de BS de BAL frente a P.

aeruginosa y L. innocua.

P. aeruginosa es una bacteria deteriorativa, capaz de formar biofilm y que posee varios
factores de virulencia coordinados por “quorum sensing” (Viola et al., 2018). Gudifia et al.

(2010) estudiaron el efecto de acondicionar la superficie de poliestireno con una solucion de
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BS proveniente de L. paracasei ssp. paracasei A20 frente a diversas bacterias patdgenas,
entre ellas P. aeruginosa. Este estudio revel6 que la actividad antiadherente es dependiente
de la concentracion, obteniéndose una mayor inhibicién a la maxima concentracion (50
mg/mL), en este caso la disminucidn obtenida fue del 21,2 %. EI mayor efecto antiadherente
de un BS adherido a la célula producido por L. paracasei frente a P. aeuruginosa fue del 72
% cuando se utilizé el BS en una concentracion 25 mg/mL (Vecino et al., 2018). En cuando
a la actividad antiadherente de BS adheridos a las células, producidos por BAL frente a L.
innocua, Sharma et al. (2016) reportaron que un BS producido por Lactobacillus helveticus
genero una inhibicion del 82,1 % para una concentracion de 25 mg/mL y del 21,0 %, para
1,56 mg/mL. Si bien los resultados de actividad antiadherente obtenidos a partir de los SLC
de las BAL (Figura 1.6) estudiadas ejercieron disminuciones menores que las reportadas por
bibliografia, es importante tener en cuenta que en los SLC las concentraciones de BS (Tabla
I.4. — Concentracion en buffer de extraccion) son menores a la utilizada por Gudifia et al.
(2010), Sharma et al. (2016) y (Vecino et al., 2018).

1.3.5. Actividad antimicrobiana

En la Figura 1.7 pueden observarse los resultados del andlisis de actividad antimicrobiana de
las soluciones producidas con los BS provenientes de Leuconoctons mesenteroides ssp.
jonggajibkimchii Tw234, Lactiplantibacillus paraplantarum LbTw?7, Lactococcus lactis ssp.

lactis Tw12 y Lactobacillus pentosus Tw226, en una concentracion de 20 mg/mL.

En ninguna de las placas se lograron visualizar halos de inhibicion definidos. Sin embargo,
en la placa correspondiente al césped de E. coli se observé una disminucion de la densidad
de las colonias en la zona en la cual se dispuso el BS proveniente de la cepa Lactobacillus
pentosus Tw226. Un fendmeno similar, ocurrio en la placa inoculada con el césped de L.
innocua, en la cual se observé una disminucion de la densidad de crecimiento en la zona en
la que se sembrd el BS proveniente de Lactococcus lactis ssp. lactis Tw12. A partir de estos
resultados se podria inferir que es posible que los BS provenientes de Lactobacillus pentosus
Tw226 y Lactococcus lactis ssp. lactis Twl2 inhiban levemente el crecimiento de E. coli y
L. innocua respectivamente, sin embargo, es necesario realizar mas ensayos para confirmar

este primer indicio.
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Figura 1.7: Fotografias de las placas sembradas con un césped de la bacteria indicadora luego de 48
horas de incubacién. EI nombre presente en la esquina superior izquierda de cada foto representa la
bacteria inoculada en el agar. Los nombres en el interior de la placa indican el origen de las soluciones
de BS analizadas con una concentracion de 20 mg/mL, siendo: Lc 12: el BS proveniente de la cepa
Lactococcus lactis ssp. lactis Twl2; Lb 7: el BS proveniente de la cepa Lactiplantibacillus
paraplantarum LbTw7; Tw 226: el BS proveniente de la cepa Lactobacillus pentosus Tw226; Tw
234: el BS proveniente de la cepa Leuconoctons mesenteroides ssp. jonggajibkimchii Tw234 y CN,
el control negativo que es buffer PBS.

Madhu y Padulla (2014) reportaron actividad antimicrobiana del BS proveniente de
Lactobacillus plantarum CFR 2194 en concentraciones de 25 mg/mL para las cepas de E.
coli ATCC 31075y E. coli MTCC 108 utilizando la técnica de la difusién en agar luego de
16 horas de incubacién. En el trabajo mencionado, observaron que la actividad de la solucion

fue diferente para ambas cepas de E. coli ya que los halos de inhibicién fueron 5 mmy 15
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mm, respectivamente. Cornea et al. (2016) también estudiaron, mediante la técnica de
difusion en agar, la actividad antimicrobiana del BS adherido a la célula producido por
distintas cepas de BAL frente a E. coli y observaron que de tres BS analizados sélo uno

presento actividad antimicrobiana.

No se han encontrado antecedentes del estudio de la actividad antimicrobiana de BS
provenientes de BAL frente a L. innocua, aunque si algunos sobre la actividad antimicrobiana
frente a L. monocytogenes. Sittisart y Gasaluck (2022) indicaron que un BS presente en un
SLC producido a partir de Lactobacillus plantarum MGL-8, gener6 halos de inhibicion entre
9,30 y 14,70 mm dependiendo del medio de fermentacion. También, un BS producido por
Lactobacillus casei MRTL3 presentd actividad antimicrobiana frente a L. monocytogenes y
genero halos de inhibicién mayores a 8 mm (Sharma y Sharan, 2014).

En base a los antecedentes de BS con actividad antimicrobiana, puede observarse que esta
funcionalidad posee una dependencia con la cepa y con el medio de produccion. También,
se puede observar que, en general, poseen una actividad antimicrobiana menor que la que se
registra para otros agentes antimicrobianos de BAL como las bacteriocinas, las cuales pueden
generan halos de inhibicion frente a L. innocua en el rango de 18 a 23 mm (Delcarlo et al.,
2019).

1.3.6 Analisis gendmico de la cepa seleccionada y de resistencia a antibidticos

Sobre la base de los resultados obtenidos, especialmente los relacionados al rendimiento, se
eligio a la cepa Lactobacillus pentosus Tw226 como la mejor productora de BS. Por lo tanto,
antes de proseguir con la caracterizacion del BS producido por esta cepa, se estudio si es
segura para utilizarla con fines biotecnoldgicos, a través de la determinacién del genoma

completo y del estudio de su resistencia a antibioticos.

Para identificar completamente la cepa Tw226, previamente aislada del tracto intestinal de
pejerrey panzon (Odontesthes platensis) y clasificada como Lactobacillus pentosus mediante
la técnica de amplificacion por PCR del gen ARNr 16S, se secuencid y analizo el genoma
microbiano total. De un conjunto de 4.348.464 lecturas logradas con la secuenciacion de 80
contigos, se obtuvo un genoma borrador con un tamafio de aproximadamente 3,33 Mb y

44,4% G + Cy en base al ensamblaje se consiguié un 99,38% del genoma completo, con un

100



Capitulo 1

total de 3460 secuencias de codificacion (CDS), 81 ARNt, 4 ARNNc, cinco copias del operon
ribosomal (5S, 16S y 23S) y 55 pseudogenes.

La identificacion taxondmica se realizd en base al analisis ANI, provisto por “PGAP
pipeline” permitiendo clasificar la cepa Tw226 como una Lactiplantibacillus plantarum. La
discrepancia observada sobre la identificacion se debe a que las especies L. plantarum, L.
pentosus y L. paraplantarum (anterior clasificacion) estan estrechamente relacionadas desde
el punto de vista genético y exhiben fenotipos muy similares. La heterogeneidad genética del
grupo L. plantarum ha sido demostrada por Dellaglio et al. (1975) sobre la base de la
hibridacion ADN-ADN, permitiendo identificar tres grupos que luego se clasificaron como
L. plantarum sensu stricto, L. pentosus y L. plantarum. En consecuencia, el anélisis molecular
de las secuencias de ADN ribosomal 16S no es adecuado debido al alto valor de identidad (>

99%) compartida por L. plantarum y L. pentosus (Torriani et al., 2001).

Las especies de Lactobacillus ssp. son consideradas como cepas GRAS (“Generally
Recognized as Safe’) segun la clasificacion brindada por la Administracion de Alimentos y
Drogas de los EE. UU. (FDA), es decir, que no estan asociadas con riesgos toxicoldgicos,
sin embargo, algunas cepas fueron clasificadas como patdgenos oportunistas para humanos
y animales (Burdock y Carabin, 2004). Por lo tanto, se hicieron esfuerzos para evaluar
cuidadosamente los riesgos potenciales y los factores de virulencia de la cepa Tw226, se
realizaron analisis bioinformaticos sobre la informacion genética secuenciada que permitié
la identificacion de las caracteristicas funcionales ilustradas en la Figura 1.8. A través de los
resultados obtenidos por las herramientas RAST y PGAP, fue posible verificar que el genoma
de la cepa Tw226 contiene algunos genes asociados a la movilidad de elementos, siendo
escasas las relacionadas a los transposones y profagos, por lo que se puede determinar que
no posee factores de virulencia asociados a dichos elementos. También se observo que el
genoma no posee genes relacionados a sistemas de secrecion de Tipo Il 'y VI, que suelen
estar relacionados con la patogenicidad de las cepas de Aeromonas y otros géneros

patogénicos.
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M Cofactores, grupos proteicos, vitaminas y pigmentos (105)

M Pared celular (57)

M Virulencia, enfermedades y defensa (41)

M Metabolismo del potasio (9)

M Fotosintesis (0)
Varios (14)

M Fagos, profagos, elementos transferibles y plasmidos (13)
Transporte de membrana (39)

W Acumulacién y metabolismo del hierro (5)
Metabolismo del ARN (40)

M Nucleésidos y nucleétidos (86)
Metabolismo proteico (128)

M Division celular o ciclo celular (4)
Motilidad y quimiotaxia (0)

M Regulacion y sefializacion celular (23)
Metabolismo secundario (4)
Metabolismo del ADN (60)

M Acidos grasos, lipidos e isoprenoides. (34)

M Metabolismo del nitrégeno (8)

M Esporulacién y latencia (6)

B Respiracidn (16)

I Respuesta al estrés (20)
Metabolismo de compuestos aromaticos (6)
Aminodacidos y derivados (161)
Metabolismo del azufre (4)
Metabolismo del fésforo (7)
Carbohidratos (236)

Figura 1.8: Caracteristicas genéticas identificadas por la secuenciacion del genoma del
Lactiplantibacillus plantarum Tw226. EI nimero entre paréntesis representa el nimero de genes
identificados en cada categoria funcional.

En cuanto a la resistencia a antibidticos, la cepa L. plantarum Tw226 fue sensible a
cloranfenicol, clindamicina, eritromicina, gentamicina y kanamicina, mientras que fue
resistente a ampicilina y tetraciclina, segin los puntos de corte establecidos por la EFSA
(2018).

La familia Lactobacilaceae es el grupo mas grande de BAL, cuyos miembros son los mas
utilizados como probi6ticos en una amplia variedad de alimentos. Hasta la fecha, 23 géneros
y 561 especies fueron descritas en la “Lista de Nombres Procarioticos con dicha Preposicion
en la Nomenclatura” (LPSN) (Zheng et al., 2020) lo que da una idea de la complejidad y
diversidad de esta familia. En términos de susceptibilidad a los antibi6ticos, por lo general,
se considera que los lactobacilos son sensibles a la ampicilina y la penicilina. Sin embargo,
algunos autores han reportado la presencia de resistencia a laampicilinay a las cefalosporinas
en varias especies (Colautti et al., 2020). La resistencia a la ampicilinay la penicilina se debe
a cambios en la secuencia de las proteinas fijadoras de penicilina (PBP), por lo que no debe
considerarse peligrosa, ya que su transmision no esta asociada a elementos moviles, sino que
se da de manera vertical. Por otro lado, la tetraciclina es un antibiético de amplio espectro

que exhibe actividad frente a una amplia gama de bacterias Grampositivas y Gramnegativas.
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La resistencia a ella esta relacionada con la presencia de dos grupos de genes y es la

resistencia mas comunmente encontrada en lactobacilos (Gueimonde et al., 2013). Aparte de

los determinantes de la resistencia a la ampicilina y la tetraciclina, y segun los analisis

gendmicos, la cepa Tw226 parece ser segura para fines biotecnoldgicos.

1.4 Conclusiones

Se pudieron aislar nueve cepas de BAL productoras de biosurfactantes a partir de
queso ovino y pescados de la Patagonia.

Las cepas Lactobacillus pentosus Tw226, Lactiplantibacillus paraplantarum
LbTw7, Lactococcus lactis ssp. lactis Twl2 y Leuconostoc mesenteroides ssp.
jonggajibkimchii Tw234 fueron capaces de producir BS.

La mayor reduccion en la tension superficial se hallo en el SLC de Lactobacillus
pentosus Tw226.

El SLC obtenido de Lactococcus lactis ssp. lactis Twl2 proporciond una mayor
estabilidad a la emulsion formulada.

Las emulsiones formuladas con los SLC de las cepas Lactobacillus pentosus
Tw226, Lactiplantibacillus paraplantarum LbTw?7, Lactococcus lactis ssp. lactis
Twl12 y Leuconostoc mesenteroides ssp. jonggajibkimchii Tw234 presentaron
distribuciones de gota polidispersas, con dos poblaciones caracteristicas.

Los BS presentes en los SLC obtenidos de Lactobacillus pentosus Tw226 y
Lactococcus lactis ssp. lactis Twl2 ejercieron las mayores reducciones en los
tamafos de gota.

Los SLC presentaron la capacidad de acondicionar una superficie de poliestireno
para disminuir la adherencia de P. fluorescens, P. aeruginosa, L. innocua y S.
putrefaciens.

Los SLC no presentaron actividad antimicrobiana certera frente a E. coli, P.
aeruginosa, L. innocuay L. plantarum.
En cuanto al rendimiento en la produccion de BS, se destacd Lactobacillus pentosus

Tw226.
A partir de un andlisis genomico completo se determind que la cepa Tw226,
anteriormente identificada como Lactobacillus pentosus mediante analisis PCR,

pudo ser identificada como una cepa Lactiplantibacillus plantarum Tw226.
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Por lo tanto:

Se selecciond la cepa Lactiplantibacillus plantarum Tw226 como la mejor productora
de BS en base a su rendimiento del BS y a las propiedades del SLC. Se decidid
caracterizar al BS producido fisicoquimica y funcionalmente, asi como también

estudiar las condiciones 6ptimas de produccion.
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I1. Capitulo 2: Seleccion de las condiciones de produccion del biosurfactante
seleccionado y su caracterizacion fisicoquimica y funcional
11.1 Objetivo particulares
e Determinar las condiciones éptimas de produccion del BS seleccionado.
e Caracterizar al BS seleccionado a través de sus propiedades fisicas y quimicas.
e Emplear al BS seleccionado como emulsionante, estabilizante y antimicrobiano en
emulsiones de aceite en agua y como agente anti-adhesivo.
e Caracterizar la actividad surfactante y emulsificante BS en funcién del pH vy la
concentracion de solutos.
e Caracterizar la actividad emulsificante del BS en combinacion con surfactantes

sintéticos.

11.2 Metodologias especificas:
En la Figura Il. se muestra un diagrama de las etapas de trabajo y metodologias aplicadas en

este capitulo.
11.2.1 Optimizacion de la produccion de biosurfactante

Para evaluar el efecto de la produccion de BS en el tiempo se realizaron producciones de BS
a 37 °C, 120 rpm en caldo MRS durante 24, 48 y 72 horas de agitacion, segun la seccion
3.2.2.1 y 3.2.2.2 de Materiales y Métodos. Luego, se extrajeron los SLC de la manera
indicada en la seccion 3.2.2.3 de Materiales y Métodos y se midié la actividad superficial a
través del ensayo del colapso de la gota y del desplazamiento del aceite, evaluando la

actividad superficial de diluciones sucesivas.

Con el fin de optimizar la produccion de BS en funcion de la temperatura de incubacion y la
velocidad de agitacion, en aquellos tiempos en los cuales se detecto actividad superficial, se
utilizoé un Disefio Compuesto Central Rotacional (CCD) de 2 factores, con 8 puntos radiales
y con una réplica por quintuplicado del punto central (totalizando 13 experimentos) cuyas
variables independientes fueron la temperatura de cultivo y la velocidad de agitacion. Las
temperaturas seleccionadas variaron entre 20-35 °C y las velocidades de agitacion entre 0-
100 rpm (Tabla 11.1).
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Biosurfactante
.
Condiciones optimas de produccion
¥
LUIE Fisica « Caracterizacion » Funcional — Estabilizando
Solubulidad en 3 l emulsiones de a.
distintos pH o - esencial de
Quimica En distintas canela
condiciones de
FTIR pH y con Emlilsiﬁcaczién:
. tamaiio particula,
Porcentaje: agentes . i
p , h tant turbidimetria,
- droéemlz;s, umectantes microoscopia
; E'p?:l‘os:moj T. superficial confocal.
ipi o
Emulsificacion: A. antioxidante y
EI24%,SLS antimicrobiana
Zp, reologia, .
microorscopia AC?[IVldE.Id
Antimicrobiana y
antibiofilm del BS

Figura I1: Esquema de las etapas de trabajo desarrolladas en el Capitulo 2.

107



Capitulo 2

Se realizaron ensayos independientes a las 48 y 72 horas para cada experimento. Para cada
ensayo, el inoculo se prepar6 por dilucion de un preindculo previamente cultivado utilizando
como medio de cultivo MRS fresco a una densidad dptica de 0,7-0,8 u.a. a 600 nm. El cultivo
se prepard mediante la adicion de 10 mL de inéculo de la cepa L. plantarum Tw226 en 90
mL de medio de cultivo MRS en un Erlenmeyer de 250 mL. Los experimentos se realizaron
mediante la incubacion de diferentes cultivos a las velocidades de agitacion y temperatura

que se muestran en la Tabla I1.1.

Tabla 11.1: Condiciones de las corridas realizadas segun el Disefio Compuesto Central Rotacional
(CCD) con 8 puntos radiales y una réplica de 5 veces del punto central. La temperatura y la velocidad
de agitacion fueron seleccionadas como variables independientes, mientras que las concentraciones
de biomasa y BS como respuestas.

Temperatura (°C) Velocidad de agitacion (rpm)
27,5 50
27,5 50
27,5 50
27,5 50
27,5 50
22,2 85
22,2 15
32,8 85
32,8 15
35,0 50
27,0 0
20,0 50
27,0 100

Las variables dependientes se ajustaron a una funcion polinémica de segundo grado
(Ecuacion 11.1):

W = By + B;x; + Byx, + By1x? + Byyx2 + By,x%, (Ecuacion 11.1)
Donde, ¥ es la variable dependiente (concentracion de BS o de biomasa), X1 ¥ X2 son las
variables independientes (temperatura y velocidad de agitacion, respectivamente); Bo es el
valor de la respuesta ajustada en el punto central del disefio; B1 y B2 son los coeficientes de
regresion lineal; B11 'y B22 son los coeficientes de regresion cuadratico; y Biz es el coeficiente

de interaccion entre las variables independientes.

Se realiz6 un ANOVA para determinar la significatividad de los coeficientes de regresién de

las ecuaciones (p < 0,05). La adecuacion de los modelos se evaludé mediante la determinacién

108



Capitulo 2

del coeficiente de determinacion (R?), R? ajustado, la prueba de falta de ajuste (p < 0,05) y el
estadistico Durbin-Watson (p < 0,05). Se aplico la metodologia de superficie de respuesta
para optimizar las respuestas y determinar los valores 6ptimos de los factores. El analisis

estadistico se realizé utilizando Statgraphics (Centurion XV, Version 15.2.05).

11.2.2 Caracterizacion de la actividad superficial del biosurfactante

Para caracterizar la actividad superficial del BS se disolvio en agua destilada alcanzando una
concentracion de 5,0 g/L. A dicha solucién se le determino: i) la CMC, utilizando un
tensiometro de anillo automatico; ii) la solubilidad a distintas condiciones de pH; iii) la
tension superficial dindmica (TSD) durante 7200 segundos, a distintas condiciones de pH y

en presencia de agentes humectantes. Para esto se realizd lo siguiente:

- Seajusto el pH de la solucion de 5,0 g/L de BS a 5,00; 6,00 y 7,00 utilizando HCI
1,0 M.

- Se realizaron soluciones de los agentes humectantes NaCl y glucosa, en
concentraciones de 5,00 y 13,9 % m/v y se ajusté el pH al valor més acido posible
en el cual se observo estabilidad en su actividad superficial, manteniendo la
concentracion de BS en 5,0 g/L. Dichas concentraciones de solutos se
seleccionaron con el objetivo de que las muestras posean igual actividad de agua
(aw = 0,984), siendo la misma determinada con el higrometro Aqualab. Las
determinaciones se realizaron para cada produccién del BS, al menos, por
duplicado para cada condicién de pH y de humectante, utilizando un tensiémetro
de gota.

11.2.3 Formulacion y estudio de emulsiones estabilizadas el biosurfactante
seleccionado

11.2.3.1 Formulacion y caracterizacion de emulsiones de aceite de maiz en presencia de
agentes humectantes

En alimentos, los agentes tensioactivos son normalmente utilizados para estabilizar sistemas
que contienen mdaltiples solutos en su formulacion. Algunos de los mas comuinmente
utilizados son NaCl y glucosa. Para evaluar el efecto del BS sobre el tamafio de gota de
emulsiones que contienen estos agentes humectantes se formularon las fases acuosas

detalladas en la Tabla 11.2.
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Tabla 11.2: Composicion de las fases acuosas utilizadas para estudiar la capacidad
estabilizante del BS en presencia de humectantes.

Sistema NaCl (%m/m) Glucosa (%om/m) BS (g/L)

Control - - -
E-BS - - 5,0

E-NaCl 5,0 - -

E-GLU - 15,0 -
E-NaCl:BS 5,0 - 5,0
E-GLU:BS - 15,0 5,0

Todas las emulsiones contenian 0,15 % m/m de goma xantica. El sistema “Control”,
estd conformado solamente por la solucion de goma xantica.

Para realizar las fases acuosas, primero se prepar6 una solucion acuosa del BS, a la que se le
adiciono el agente humectante y finalmente la goma xantica. Las suspensiones formadas se
sometieron a agitacion durante 24 horas a 5 °C para lograr la hidratacion de la goma xantica.
Luego, se ajustd el pH a 6,00 con &cido citrico 25 % m/v. En los sistemas que contenian
glucosa como humectante se adicion6 1,0 mg/mL de sorbato de potasio con el fin de evitar
el posible crecimiento microbiano. Cémo fase oleosa se incorpord aceite de maiz al 10 %
m/m. Ambas fases se homogeneizaron durante un minuto en un agitador vortex para formar
una emulsion gruesa y posteriormente, para reducir el tamafio de gota, la emulsion se proceso
con un homogeneizador de alta velocidad Ultra-turrax T-8 equipado con una herramienta de

dispersion S8N-5G operando a 24.000 rpm por 3,5 minutos.

Para caracterizar las emulsiones y estudiar el efecto del BS se evalud: a) el indice de
emulsificacion; b) el tamafio de gota, su distribucion y polidispercidad; c) el potencial Z; d)
el comportamiento reolégico mediante la determinacion de las curvas de flujo y de la
viscosidad. Los ensayos se efectuaron a 25 °C de acuerdo con las condiciones especificadas

en “Materiales y Métodos 3.2.6”.

11.2.3.2 Formulacion y caracterizacion de emulsiones de aceite esencial de corteza de
canela en agua

Se formularon emulsiones de aceite esencial de corteza de canela. Para su estabilizacion se
utilizaron como emulsificantes Tween® 80 y el BS. La composicion de las emulsiones se
detalla en la Tabla 11.3:
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Tabla 11.3: Composicion de las emulsiones de aceite
esencia de corteza de canela en agua.

Tween® 80 Biosurfactante

(ppm) (ppm)
C:BS:T 2500 2500
C:BS - 5000
C:T1 5000
C:T2 2500 -
C:T3 1250 -

Todas las emulsiones contenian 5000 ppm de aceite
esencial de canela corteza.

Para la homogeneizacion de los sistemas se utiliz6 un homogeneizador de alta velocidad
Ultraturrax T-25. Las condiciones de homogeneizacion fueron 20 segundos a 13.500 rpm,
para favorecer la mezcla entre las distintas fases, seguido de 50 segundos a 20.500 rpm, para

generar la formacion de gotas mas pequefias.

Para caracterizar las emulsiones se determiné: a) el tamafio de gota por dispersion de luz
dindmica (DLS); b) la evolucion de la turbidez, mediante el uso del Turbiscan®; c) la
actividad antioxidante, mediante la metodologia de DPPH; d) la actividad antimicrobiana,
mediante la determinacion de la MIC frente a Z. bailii y L. innocua por el método de
microdilucion en caldo. Los ensayos del “a” al “c” se efectuaron a 25 °C. El ensayo “d” se

realizé a 25 °C para Z. bailli y a 30 °C para L. innocua.

11.3 Resultados y discusién

I1. 3.1 Optimizacion de la produccion de biosurfactante

El estudio de los SLC obtenidos de la incubacién de L. plantarum Tw226 en MRS y posterior

extraccion de BS a 24, 48 y 72 horas, presentaron los resultados de la Tabla 11.4.

Tabla 11.4: Actividad superficial de los SLC obtenidos a las 24, 48 y 72 horas de

produccion.
Tiempo (h)
Metodologia 24 48 72
Colapso de la gota 1/2 1/8 1/16
Desplazamiento del aceite 1/2 1/4 1/8

El resultado informado corresponde a la menor dilucion en la cual se observo
actividad superficial.
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En base a los resultados presentes en la Tabla I1.4, puede observarse que hay mayor actividad
superficial en los SLC obtenidos en las producciones a 48 y 72 horas. Madhu y Prapulla
(2014) evaluaron la tension superficial de SLC obtenidos luego de 24, 48 y 72 horas de
incubacion. Estos autores observaron que empleando tiempos de incubacion de 48y 72 horas
obtuvieron mayores disminuciones de tension superficial, siendo mayores las disminuciones
a las 72 que a las 48 horas. En base a los resultados obtenidos para L. plantarum Tw226, se
seleccionaron los tiempos de 48 y 72 horas como los méas prometedores para la obtencién de
BS y se estudiaron las condiciones Optimas de produccién para estos dos tiempos de

incubacion.

Los datos obtenidos de rendimiento de biomasa (g/L) y de BS (g/L), en las distintas
condiciones de temperatura y de velocidad de agitacion, se evaluaron a través de un modelo
de segundo orden con un término de interaccion bidireccional (Ecuaciéon 11.1). Los
coeficientes de regresion y los analisis de varianza se muestran en la Tabla 1.5 y las

superficies de respuesta, en la Figura I1.1.

A ambos tiempos evaluados, la temperatura fue el factor que mas efecto tuvo sobre la
produccion de BS y de biomasa, mientras que la agitacion s6lo fue significativa sobre la
produccion de BS luego de 72 horas (Tabla 11.4, p > 0,05). Este resultado también se observé
en las superficies de respuesta, en las cuales, el incremento de la temperatura, en ausencia de
agitacion, produjo un incremento de la concentracion de BS y un descenso de la cantidad de
biomasa (Figura 11.1). Este comportamiento no se modificé al incrementarse la velocidad de

agitacion.

Mediante la optimizacién de las curvas de regresion se calculé que las concentraciones
méaximas de BS se obtuvieron a 35,0 °C y 0,5 rpm para ambos tiempos. Por otro lado, la
maxima concentracion de biomasa se obtuvo bajo condiciones éptimas de 22,7 °C y 0,5 rpm,
a las 48 horas, y de 24,08 °C y 49,5 rpm, a las 72 horas. Esto indicaria que la produccién de
BS no seria un proceso que requiere altas velocidades de agitacion durante la incubacion y
que, ademas, no habria una correlacion entre las condiciones 0ptimas de produccion del BS,
producido por L. plantarum Tw226, y las condiciones de crecimiento déptimas. Las
concentraciones maximas de BS que se obtuvieron en mediante la optimizacion de los

modelos de regresion fueron 0,125y 0,185 g de BS/L a las 48 y 72 h, respectivamente. A
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partir de estos valores, se calculd la productividad (g de BS/L.h), resultando la misma

2,6.10° para ambos tiempos, lo que indicaria que la produccion de BS no aumentaria

significativamente por aumentar el tiempo de incubacion.

Tabla 11.5: Coeficientes de regresion del ajuste de los rendimientos del biosurfactante
(A) y de la biomasa (B) a la funcién polindmica de segundo grado y el analisis de
varianza, luego de 48 y 72 horas de incubacion.

A: Concentracién de biosurfactante (g/L)

Tiempo (h) 48 72
Coeficientes Estimado p Estimado p
Bo 0,347 0,365
B -2,50.102 0,0003 | -2,70.10° 0,00001
B> 5,20.10% 10,3807 | -2,59.10*% 0,0406
Bu 5,34.10* 0,0011 | 6,26.10* 0,0033
B22 3,98.107 10,2886 | 6,20.10° 0,1021
B12 -2,29.10° 0,8670 | -2,29.10° 0,4507
R2 91,7 -- 93,7 --
R?%aj 85,0 -- 89,2 --
FA -- 0,052 -- 0,051
DW 3,22 0,9778 2,99 0,9338
B: Concentracién de biomasa (g/L)
Tiempo (h) 48 72
Coeficientes Estimado p Estimado p
Bo -2,02 -4,01
B1 0,418 0,00001 0,527 0,00001
B> -7,61.10° 0,1583 | -1,07.10° 0,5508
B -9,20.10° 10,0001 | -1,08.10° 0,0001
B22 -1,72.10° 0,514 | -6,74.10° 0,0785
B2 2,92.10* 0,2204 | -1,67.10* 0,5765
R?2 97,4 -- 96,0 --
R?aj 9,55 -- 93,1 --
FA -- 0,0943 -- 0,0994
DW 1,06 0,051 1,67 0,1870

1: temperatura de incubacién, 2: velocidad de agitacion. Bo: constante. B; y B»: términos
lineales. By Byo: términos cuadraticos. Bip: término de interaccion. R% coeficiente de
determinacion (%). R? aj: coeficiente de determinacion ajustado (%). Falta de ajuste (p > 0,05).
DW: estadistico de Durbin-Watson (p > 0,05).
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Figura 11.1: Superficies de respuesta de concentracion de BS y de biomasa como funcién de la
temperatura de incubacion y de la velocidad de agitacion.

La temperatura comdnmente considerada dptima para el crecimiento de BAL se encuentra
alrededor de los 37,0 °C (Gallus et al., 2022), sin embargo, la mayor tasa de crecimiento de
L. plantarum Tw226 se obtuvo a temperaturas cercanas a los 25,0 °C. Frente a este
comportamiento, es util recordar el origen de la cepa L. plantarum Tw226. La misma fue
aislada de un especime de pejerrey plateado (Odontesthes platensis) propio del litoral
maritimo del noreste de la provincia de Chubut. De acuerdo con registros sobre la
temperatura maritima de la zona, esta se encuentra entre los 8 — 18 °C, dependiendo de la
época del afio (Rubilar et al., 2005; Carrasco et al., 2010). Ademas, los peces son animales
ectotérmicos, lo cual significa que la temperatura de sus cuerpos se rige por factores externos,
en especial por las aguas que habitan. Si viven en regiones frias, entonces su temperatura
corporal se encontrara cercana a esas temperaturas (Boltafia et al., 2017; Balcombe, 2018).
En base a estos factores, y a el hecho de que las bacterias normalmente se encuentran
adaptadas a su entorno, es razonable que cepas como L. plantarum Tw226 puedan llegar a

tener una temperatura de crecimiento menor que otras BAL.

En cuanto a la temperatura de produccion éptima de BS, suele ser un factor que depende de
la BAL productora, y se encuentran registrados valores entre 30 y 37 °C, dependiendo de la
cepa utilizada (Moufao et al., 2022). A partir de los resultados obtenidos, pudo observase que
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para la cepa L. plantarum Tw226, las condiciones 6ptimas de produccién del BS no coinciden
con las de produccion de biomasa. Cornea et al. (2016) también informaron que varias
especies de Lactobacillus mostraron una mayor produccion de BS a las 48 horas, tiempo en
el que se alcanzé una reduccion del pH méxima. Sittirart y Gasaluck (2022) reportaron que
el mayor rendimiento de BS producido por L. plantarum MGL-8 lo obtuvieron a las 120
horas de incubacién, momento en que la BAL se encontraba en fase de muerte, con
condiciones de pH desfavorables y los nutrientes escasos. Por lo tanto, pareceria que la
produccidn de BS en estas cepas se encontraria asociada a factores de estrés. Algunos autores
plantean que las BAL son capaces de crecer y sobrevivir en un medio gracias a la presencia
de mecanismos de “quorum senssing”. Las BAL secretan péptidos autoinducidos que
promueven la activacion de mecanismos de “quorum senssing”, como la produccion de BS
y la produccion de biofilms para poder protegerse (Sharmay Saharan, 2016; Gu et al., 2018).
Bajo este planteo, es posible que las condiciones méas favorables para la produccion de BS
difieran de las 6ptimas condiciones de crecimiento de la bacteria productora.

11.3.2 Caracterizacion quimica

11.3.2.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

La espectroscopia FTIR es muy util para identificar diferentes grupos funcionales y dilucidar
algunos componentes de una sustancia cuya composicion se desconoce. El espectro FTIR del
BS se muestra en la Figura 11.2. El pico de 3200-3500 cm™ indica la presencia de grupos O-
Hy N-H caracteristicos de las glicoproteinas (Vecino et al., 2013). La absorbancia registrada
a longitudes de onda de 3304,9 cm™, podria ser debida al estiramiento N-H de un grupo
amida. Ademas, la absorcion de vibraciones a 1655,1 cm™ podria corresponder a la vibracion
del estiramiento C = O (banda Amida 1) y la absorcion a 1542,0 cm™ podria representar la
vibracion N-H (banda Amida 1) (Barth, 2007). La presencia del estiramiento C-H,
correspondiente a los grupos CH2 y CHz de las cadenas alifaticas, se denota en la banda de
absorbancia entre 2931,5 cm™y 2961,6 cm™, asi como en bandas alrededor de 1453,3y 1379
cmt. Una fraccion de polisacarido se puede detectar debido al rango de longitud de onda de
absorcion de 1200-1000 cm™, la absorcion a 1084,3 cm™ podria identificarse como el
estiramiento de C-O-C de los enlaces glicosidicos y la de 1237,0 cm™ podria representar la
presencia de grupos sulfato éster, normalmente presentes en polisacaridos de sulfato (Gomez-

Ordofiez y Rupérez, 2011).
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Figura 11.2: Espectros FTIR de biosurfactantes producidos por L. plantarum Tw226

Madhu et al. (2014) y Bakhshi et al. (2017), estudiando el BS producido por una cepa de L.
plantarum CFR 2194 y L. plantarum subsp. plantarum PTCC 1896 pudieron identificar a
través del espectro FTIR que el BS no estaba conformado por una Unica sustancia y que
poseia enlaces caracteristicos a proteinas y polisacaridos. Ademas, Behzadnia et al. (2020) y
Sittisart y Gasaluck (2022), comprobaron que los BS extraidos de L. plantarum ATCC 8014
y L. plantarum MGL-8, respectivamente, poseen una estructura de glicolipopéptido
Behzadnia et al. (2020), sumé a la espectroscopia FTIR un analisis de cromatografia gaseosa
acoplado a masas, confirmando asi la presencia de &cido esteéarico. Por lo que, segln
Behzadnia et al. (2020), los picos caracteristicos de lipidos podrian estar solapados por los
pertenecientes a polisacaridos y proteinas. Teniendo en cuenta que los picos caracteristicos
de los lipidos de la membrana celular de las BAL suelen encontrarse en entre 3050 y
2800 cm L asi como en 1350 cm ™ty 1740 cm™, es posible que en el espectro analizado estos
picos estén enmascarados (Berterame et al., 2016). Por lo tanto, es necesario realizar analisis

adicionales para confirmar la presencia de compuestos lipidicos en el BS.

11.3.2.2 Composicion quimica
El estudio de la composicion quimica del BS crudo demostro la presencia de proteinas,
hidratos de carbono y lipidos en una proporcion 64,0 £ 0,1 %; 15,0+ 1,0 % y 21,0 £ 2,0 %,
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respectivamente (Figura 11.3). Por lo tanto, a partir de este analisis se puede plantear que el
BS producido por L. plantarum Tw226 presenta una composicion glicolipopeptidica.

Proteina

Carbohidratos
Lipidos 21%

Figura 11.3: Composicion guimica del BS producido por L. plantarum Tw226.

Los resultados del estudio de composicion quimica ratifican el analisis realizado previamente
por FTIR que mostrd la presencia de grupos caracteristicos de proteinas y glucidicos.
Estudios desarrollados previamente sobre la composicion quimica de BS de BAL, mostraron
que la composicion de los BS puede variar segun la cepa utilizada para la produccién, ademas
de que suele referirse a ellos como una combinacion de diferentes compuestos (Rodrigues et
al., 2006; Saravanakumari y Mani, 2010; Vecino et al., 2015).

Si bien hay presencia de lipidos y carbohidratos, es destacable el caréacter proteico del BS.
Muchos compuestos proteicos son conocidos por sus propiedades tensioactivas porque
presentan grupos polares y apolares capaces de disponerse en las interfaces generando una

disminucion de la tension superficial (McClements, 2016).

11.3.3 Caracterizacion fisica y funcional
11.3.3.1 Concentracion micelar critica
Para el BS producido por L. plantarum Tw226, la CMC fue de 0,11 + 0,02 g/L, alcanzando

un valor de tension superficial de equilibrio igual a 46,4 + 0,09 mN/m (Figura 11.4).

Los datos de actividad tensioactiva y CMC de BS adheridos a las células de cepas de L.
plantarum son escasos. Se encuentra informado que el BS producido por L. plantarum CFR
2194 fue capaz de reducir la tension superficial hasta 44,3 mN/m y su CMC fue 6,00 g/L
(Madhu y Prapulla, 2014). Ademas, el BS extraido con un tratamiento de ultrasonido
producido por L. plantarum ATCC 8014, tuvo una CMC de 1,00 g/L, disminuyendo la
tension superficial hasta 37,3 mN/m (Behzadnia et al., 2020). En otros estudios que

emplearon SLC conteniendo BS producidos por diversas cepas de L. plantarum se obtuvieron
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valores de tension superficial de SLC entre 44,74 — 47,44 mN/m dependiendo del medio y
de las condiciones de produccion, no informaron valores de CMC (Bakhsi et al., 2022).
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Figura 11.4: Efecto de la concentracion de BS sobre la tension superficial del agua destilada.
Gréfico: Tension superficial (MN/m) del BS bruto obtenido de L. plantarum Tw226 disuelto en
agua destilada a diferentes concentraciones a temperatura ambiente (20 °C). Fotografia: Aspecto
de la solucion del BS producido por L. plantarum Tw226 en una concentracion de 12 g/L.

Ampliando el analisis a otras cepas de BAL, Bustos et al. (2018) reportaron que Lactobacillus
pentosus CECT-4023T alcanzd una tensién superficial en agua destilada de 50,0 mN/m
cuando se utiliz6é MRS como medio de fermentacion. También, un valor de tension
superficial igual a 55,0 mN/m fue obtenido por Vecino et al. (2013) quienes produjeron un
BS a partir L. plantarum ATCC 8014 utilizando como medio de cultivo azucares
hemiceluldsicos producto de residuos de la vinicultura. En cuanto a la CMC de los BS
producidos por Lactobacillus pentosus, Bustos et al (2018) informaron un valor de CMC de
1,95 g/L para el BS producido por Lactobacillus pentosus CECT-4023T. También, un BS
producido por Lactococcus lactis 53, redujo la tension superficial a 40,0 mN/m, sin embargo,
la CMC resulté en 14,0 g/L, valor que es considerablemente elevado. En base a la

informacidn presente se puede determinar que la CMC del BS producido por L. plantarum
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Tw226 es destacable debido a que puede alcanzar su méxima capacidad surfactante en

concentraciones bajas.

11.3.3.2 Solubilidad a distintas condiciones de pH

La solubilidad del BS dependié del pH del medio. Cuando se solubiliz6 en agua bidestilada
ajustada a pH 4,00 se observd que comenzo a aparecer turbidez con posterior precipitacion.
Este fendmeno también fue informado por Behzadnia (2022) quien reportd la aparicion de
precipitados para soluciones del BS producido por Lactobacillus plantarum ATCC 8014 con
un pH menor a 5,00. Esta tendencia se vincula al carcter altamente proteico del BS (Figura
I1.3). Numerosas proteinas presentan un punto isoeléctrico (pl) entre 4,00 — 5,50, generando
que su solubilidad disminuya drasticamente por la pérdida de carga neta. Esta limitacion
también esta presente en BS proteicos actualmente utilizados en la industria como las

proteinas de suero lacteo, caseinas y proteinas de huevo (McClements y Gumus, 2016).

11.3.3.3 Andlisis dindmico de la tensidn superficial en distintas condiciones de pH y en
soluciones con agentes humectantes

En la Figura 1.5 se muestran los cambios de la tension superficial de soluciones del BS en
una concentracion de 5,00 g/L y ajustadas a distintos valores de pH. Se puede observar que
la tension superficial varia en el tiempo y que las curvas presentan tres secciones. Una inicial,
donde se registra una fuerte caida de la tension superficial que corresponde a un periodo en
el cual las moléculas del BS se desplazan y ubican en la interfase. Luego, una region en la
que hay una disminucién gradual de la tension superficial, en la cual las moléculas de BS se
acomodan en la interfase y, finalmente, una region en la cual la tensién superficial se vuelve
constante. La tension superficial de esta Gltima regidn es conocida como tensién superficial

de equilibrio.

Las tensiones superficiales de equilibrio de las soluciones a pH 5,00, 6,00 y 7,00 no
presentaron diferencias significativas, por lo que se podria plantear que se mantiene estable
la actividad superficial en ese rango de pH. Los resultados pueden observarse en la Tabla
11.6.
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Figura I1.5: Tensidon superficial en funcion del tiempo para las soluciones de BS 5 g/L
ajustadas a pH 5,00 (#), 6,00 (A)y 7,00 (®@).

Tabla I11.6: Valores de tension superficial de equilibio (TS) para
el BS (5 g/L) a distintos valores de pH.

pH TS (mN/m)

5,00 43,14 + 1, 47a
6,00 42,80+ 1, 69a
7,00 42,50 + 1, 40a

Lo promedios cuyo superindice poseen la misma letra no difieren
significativamente (p < 0,05).

En otros trabajos en los que se estudio la estabilidad de BS obtenidos de L. paracasei (Gudifia
et al., 2010), L. agilis CCUG31450 (Gudifa et al., 2015), Enterococcus faecium MRTL9
(Sharma, 2015) y Lactiplantibacillus plantarum ATCC 8014 (Behzadnia et al., 2022) a
diferentes valores de pH, se observé que el punto en el cual habia una disminucion mayor en
la tension superficial correspondia al pH 7,00 y que en condiciones de menor pH se

comenzaba a observar aumentos significativos en la tension superficial.
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Desde el punto de vista tecnoldgico, un BS no sélo debe tener la capacidad de reducir la
tension superficial de equilibrio, sino que esta disminucion también debe producirse
rapidamente. Para evaluar la rapidez con la que se dispone el BS en la interfase es {util la
determinacion de la tension superficial dinamica (TSD), parametro que relacion la presion
superficial con el tiempo en que tarda el BS en llegar al equilibrio. Cuanto mas rapida sea la
reduccion de la tension superficial, mayor sera el valor de TSD, por lo tanto, mayores seran
las actividades de emulsificacion y formacion de espuma (Romsted, 2014). En la Tabla I1.7,
pueden observarse los valores de TSD para las soluciones del BS producido por L. plantarum
Tw226. Se puede observar que la TSD aumentd en el valor de menor pH, probablemente, al
estar mas cerca de la pl, haya cambios estructurales que produzcan que se desplace mas
rapidamente a la interfase. Bakhshi et al. (2017) informaron mayores valores de TSD para
BS producidos por L. plantarum ssp. plantarum que los que se obtuvieron en este trabajo,
resultado obtenido basicamente porque registraron menores tiempos para alcanzar el
equilibrio (Te). Sin embargo, estos autores utilizaron, a diferencia de este trabajo, la
metodologia del plato de Wilhelmy. Por otro lado, Verdearlers et al. (1996) realizaron
estudios de la tension superficial de BS, producidos por BAL, en el tiempo a través de un
tensiometro de gota, equipo utilizado en este trabajo. Si bien no informaron TSD, si
mencionaron los Te. Estos autores observaron que, dependiendo de la cepa de origen del BS,
los Te se encontraron entre 15 y 40 minutos, y los valores de presion superficial también
fueron similares a los obtenidos con el BS obtenido por L. plantarum Tw226.

Tabla 11.7: Presion superficial de equilibrio (PS), tiempo que demora el sistema para alcanzar el
equilibrio (Te) y tensién superficial dindmica (TSD).

pH PS (mN/m) Te (min) TSD (mN/m.min)
5,00 28,9 £152 17,3 +0, 12 1,67 *+ 0,092
6,00 292+1, 72 29,7 +0,7° 0,98 = 0,03°
7,00 295 +1,.4%8 29,6 +0,6° 0,99 + 0,03°

Lo promedios cuyo superindice poseen la misma letra no difieren significativamente (p < 0,05).

La adicion de glucosa y NaCl en concentraciones de 14,00 y 5,00 %, respectivamente, a
soluciones de BS obtenido de L. plantarum Tw226 en una concentracién de 5,00 g/L y a pH
6,00 no generé cambios estadisticamente significativos en la reduccion de la tension
superficial de equilibrio (Tabla 11.8, Figura 11.6). Las investigaciones previas acerca del

efecto de NaCl o glucosa sobre la tension superficial de los BS producidos por BAL, son
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escasas. Gudifia et al. (2015) evaluaron la tension superficial de un BS producido por
Lactobacillus agilis CCUG31450 en soluciones con una concentracion de NaCl entre 5,00 y
20,0 %, y observaron cambios significativos en la tension superficial a partir de la
concentracion 10,0 %. Por otro lado, no se encontraron investigaciones previas que registren
el efecto que puede producir la incorporacion de glucosa sobre la tension superficial de un
BS producido por BAL.

Tabla 11.8: Tension superficial (TS) de las soluciones con una

concentracion de 5 g/L de BS producido por la cepa Tw226 a pH
6,00 conteniendo 14,0 % m/m de glucosa y 5,0 % m/m de NacCl.

Humectante TS (mMN/m)
Sin humectante 42,80 £ 1,692
NaCl 42,25+ 1,352
Glucosa 42,35+ 0,072

Lo promedios cuyo superindice poseen la misma letra no difieren significativamente (p < 0,05).
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Figura I1.6: Tension superficial en funcidn del tiempo para la solucién de BS (5 g/L) con glucosa
(14,0 % m/m) (M), con NaCl (5,0 % m/m) (A) y sin agentes humectantes (®) a pH 6,00.
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En cuando a los cambios de TS en el tiempo, la incorporacién de los humectantes no generé
cambios significativos en la TSD (Tabla 11.9). Esto es destacable, ya que la incorporacion de
estos ingredientes a una formulacion con el BS producido por la cepa Tw226, no afectaria su
funcionalidad y su cinética de acomodamiento en la interfase. No se encontraron otros
trabajos que hayan registrado TSD de BS producidos por BAL bajo estas condiciones o
similares.
Tabla 11.9: Presion superficial de equilibrio (PS), tiempo que demora el sistema para alcanzar el
equilibrio (Te) y tensidon superficial dindmica (TSD) de soluciones de BS producido por L.

plantarum Tw226 con una concentracién 5,0 g/L conteniendo 14,0 % m/m de glucosa y 5,0 % m/m
de NacCl, ajustadas a pH 6,00.

Humectante PS (mN/m) Te (min) TSD (mN/m.min)
Sin humectante 29,2 =172 29,7 =0,72 0,98 +0,032
NaCl -5 %m/m 29,6 1,22 29,2 +0,12 1,05 +0,042

Glucosa - 14 %m/m 29,8 0,22 29,0 =0,1° 1,01 +=0,018

Lo promedios cuyo superindice poseen la misma letra no difieren significativamente (p < 0,05).
11.3.3.4 Formacion de emulsiones conteniendo el biosurfactante en presencia de NaCl

0 glucosa

11.3.3.4.1 Estabilidad visual: Indice de Emulsificacion
A través del andlisis visual se calculd el indice de emulsificacion para evaluar la estabilidad
al cabo de 24 horas (Figura 11.7, Ay B).

El agregado de BS gener6 un aumento de la estabilidad de las emulsiones sin humectante y
con NaCl. Es destacable que la adicion del BS a la emulsion con NaCl produjo un aumento
en la estabilidad del 87,5 % respecto a su analoga sin BS, siendo el sistema en el que la
adicion del BS generé un mayor aumento en la estabilidad. También, el agregado de glucosa
generd un aumento en la estabilidad de la emulsion independientemente de la presencia del
BS. A partir de este resultado se puede afirmar que el BS producido por L. plantarum Tw226,
posee una funcionalidad como agente emulsificante de prometedora. A continuacion, se
caracterizaran estas emulsiones estructuralmente para determinar los modos de accion del
BS.
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Figura I11.7: Actividad emulsificante del BS de L. plantarum Tw226 en emulsiones almacenadas
durante 24 ha5 °C. Panel A: Fotos digitales. Panel B: indice de emulsificacion (El24%). Emulsiones
sin BS (J); Emulsiones con BS de 5,0 g/L (M). El grupo "S/ H' son sistemas sin humectante. El grupo
"NaCl' son sistemas con 5,0 % m/m de NaCl. El grupo "Glu' son sistemas con 14,0 % m/m de glucosa.
Diferentes letras mintsculas indican diferencias significativas entre sistemas (p < 0,05).

11.3.3.4.2 Distribucion del tamafio de gota y observacion microscopica

Se analiz6 la distribucion de tamafio de gota de las emulsiones estabilizadas con el BS, en
ausencia y presencia de agentes humectantes, ya que el conocimiento de la distribucion del
tamafo de las gotas proporciona informacion sobre su estabilidad (McClements, 2004). La
Figura 11.8 representa las distribuciones de tamafio de gota y las morfologias de las
emulsiones formuladas. Puede observarse que todas las emulsiones, tanto con o sin BS, se
clasifican como macroemulsiones debido a que contienen gotas con un tamafo entre 0,5 —
100 pm (Guerra-Rosa, 2016). También, puede observarse que la adicion del BS a las

emulsiones provoco un corrimiento en la distribucion hacia tamarios de gota mas pequefios.
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Figura 11.8: Distribuciones de tamafio de gota e imagenes microscOpicas de emulsiones que
contienen 10,0 % m/m de aceite de maiz y 0,15 %m/m de goma xantica en la fase acuosa. Emulsiones
después de 1 h de almacenamiento a5 °C (Panel A). Emulsiones después de 24 h de almacenamiento
a 5 °C (Panel B). De arriba para debajo de cada panel: Primera subdivisién: Emulsiones sin
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humectantes. Segunda subdivision: Emulsiones con 5,0 % m/m de NaCl. Tercera subdivision:
Emulsiones con 14,0 % m/m de glucosa. (®) Emulsiones con BS en una concentracion de 5,0 g/L,
(' ) emulsiones sin BS. Control: emulsiones sin humectante y biosurfactante. E-BS: emulsiones sin
humectante y que contienen 5,0 g/L de BS. E-NaCl: emulsiones con 5,0 % m/m de NaCl sin BS. E-
NaCl:BS: emulsiones con 5,0 % m/m de NaCl y 5,0 g/L de BS. E-GLU: emulsiones con 14,0 % m/m
de glucosa y sin biosurfactante. E-GLU:BS: emulsiones con 14,0 % m/m de glucosa y con 5,0 g/L de
BS.

Independientemente de la presencia de BS, se encontré que las emulsiones presentan una
distribucion bimodal, a excepcién de la que contiene NaCl, sin BS, cuya distribucion fue
monomodal. Este tipo de distribucion en emulsiones estabilizadas con goma xéantica, en
rangos de tamafio de gota similares fueron reportados por Zalazar et al. (2022). Puede
observarse gue en la distribucion en % en volumen la poblacion mas grande fue la que tenia
un tamafio en el rango de 10 - 100 um, siendo apenas evidente la poblacién con tamafio en
el rango de 1 - 10 um (Fig. 11.8 - panel A). Sin embargo, la distribucion de tamafio de gota
expresada en funcion del % en nimero revela que la mayor poblacion estad conformada por
aquellas gotas que se encuentran en el rango de 1 - 10 um. Cabe aclarar que las distribuciones
basadas en el volumen de las gotas siempre estaran desplazadas hacia mayores tamafios en
comparacion con las distribuciones basadas en su numero. Es por esto por lo que los
didmetros informados para cada poblacion en volumen presentaron valores mayores a los

sefialados para la distribucion en nimero.

Después de 24 horas de almacenamiento se observé que en los sistemas con NaCl y sin
humectante ni BS aparece una nueva poblacién en la distribucion de % en volumen de
alrededor de 1000 um, lo que sugiere la presencia de gotas mas grandes, producto de la
desestabilizacion. Sin embargo, no influy6 en la distribucién de % en namero (Fig. 11.8, Panel
B). Por lo tanto, una comparacion con los perfiles al inicio y después de 24 horas de
almacenamiento sugirié que la presencia de BS no jugo un papel significativo en la formacion
de gotas mas pequefias, pero si en su estabilizacién, evitando la coalicion entre gotas que
permitan la aparicion de gotas de mayor tamafio, lo que generaria la aparicion de nuevas

poblaciones y desplazamientos hacia mayores valores de tamafio de gota.

El sistema con NaCl mostrdé una poblacibn monomodal conformada por gotas de mayor
tamafo en comparacion con el resto de las emulsiones, lo que indicaria que la adicion de
NaCl es un factor que afecta a la formacion de gotas pequefias. Por otro lado, la distribucion

en % en volumen y en % en namero del sistema con NaCl y BS fue similar a la obtenida en
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ausencia de NaCl (Fig. 11.8, Panel A). Este comportamiento también se refleja en las
imagenes microscopicas, es decir, las gotas de la emulsion que contiene s6lo NaCl exhibieron
tamafios mucho maés grandes y de forma mas irregular que el sistema analogo que contiene
BS. Las iméagenes de estas emulsiones después de 24 horas muestran que en la emulsion que
contiene sélo NaCl hubo una marcada desestabilizacion evidenciada por grandes zonas de
aceite en agua, mientras que las gotas de la que contiene BS y NaCl muestran un tamafio y
morfologia similar a los de la emulsion de partida (Fig. 11.8). EI NaCl fue reportado como un
agente desestabilizante de emulsiones con goma xantica por Zalazar et al. (2022), asi como
también que presenta poblaciones monomodales. En base a esto, el empleo del BS seria una

alternativa promisoria para la estabilizacion de emulsiones conteniendo NaCl.

Finalmente, las emulsiones que contienen glucosa mostraron gotas con tamafio mas pequefio
que las que no tienen este azlcar. La adicion de BS favorecio el desplazamiento del pico mas
alto de la distribucion en nimero hacia un tamafio mas bajo. Sin embargo, estas diferencias
disminuyeron después de 24 horas de almacenamiento. En otras palabras, la glucosa
inicialmente favorecio la formacion de pequefias gotas, y el BS potencio esta tendencia, pero,
luego de 24 horas, las gotas sufrieron un aumento de tamafio que fue menos pronunciado en

presencia de BS (imagenes microscépicas en la Fig. 11.8, Paneles Ay B).

11.3.3.4.3 Pardmetros de tamafio de gota

El diametro de De Brouckere (Da43) y el didmetro de Sauter (D32) de las gotas se muestran
en la Figura 11.9. Cabe recordar que el primer parametro esta relacionado con los cambios en
el tamafio de las particulas que involucran procesos de desestabilizacion y es afectado por el
tamano de las gotas mas grandes, mientras que el altimo es un indicador del diametro medio

de la mayoria de las gotas (Eastoe y Dalton, 2000).

En la Figura 11.9 se puede observar que la adicion de BS hizo que el Das3z disminuya
significativamente en todas las emulsiones, tanto al inicio como después de 24 horas de
almacenamiento. Esta tendencia sugiere que la adicién de BS promovio una reduccién en el
tamafio de las gotas mas grandes. Después de 24 horas de almacenamiento, el D43z aumentd
significativamente en las emulsiones que no contienen BS y se mantuvo sin cambios
significativos en la emulsion estabilizada con el BS y que contiene NaCl y la que no posee

agentes humectantes. Por lo tanto, se puede sugerir que la reduccién en el tamafio de las gotas
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puede haber ralentizado la desestabilizacion y que la presencia de glucosa y BS promovid la

ruptura del aceite en gotas méas pequefias.
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Figura 11.9: Didmetros de gotas de emulsiones que contienen 10,0 % m/m de aceite de maiz y 0,15
% m/m de goma xantica en la fase acuosa. Diamétro de De Brouckere (D43) (Panel A). Diametro de
Sauter (Ds2) (Panel B). (1) Emulsiones sin BS luego de 1 hora de almacenamiento. (m) Emulsiones
con 5,0 g/L de BS luego de 1 hora de almacenamiento. (m) Emulsiones sin BS luego de 24 horas de
almacenamiento. (m) Emulsiones con 5,0 g/L de BS luego de 24 horas de almacenamiento. EI grupo
“‘s/H” sin sistemas sin agentes humectantes. El grupo ‘“NaCl” son sistemas con 50 % m/m de NaCl.
El grupo “‘Glu” son sistemas con 14,0 % m/m de glucosa. Las letras mintsculas diferentes indican
diferencias significativas entre sistemas evaluados en el mismo tiempo. Las letras mayusculas
diferentes indican diferencias significativas para un mismo sistema, pero evaluados en el tiempo 1y
24 horas (p < 0,05).

En cuanto al pardmetro D32, en el que las gotas mas pequefias tienen una mayor influencia,
no se produjo una disminucion significativa en el sistema sin humectantes ante la adicion del
BS. Sin embargo, al comparar los sistemas sin humectantes luego de 24 horas, puede
observarse que la presencia del BS gener6 que el D32 se mantenga estable, mientras que el
que no tiene BS sufrié un aumento significativo. En base a esto puede plantearse que la
adicion de BS favorecio la estabilidad, ya que promovié que el tamafio de las gotas mas
pequefias se mantenga estable luego de 24 horas de envejecimiento. Estos resultados son
consistentes con el perfil de distribucion discutido previamente (Fig. 11.8) y pueden explicar
el aumento en la estabilidad visual sugerido por IE%>4 (Fig. 11.7, Panel B). El valor D3 de la
emulsion que contiene NaCl fue el mas alto, lo que significa que este humectante desfavorece
la formacion de pequefias gotas en este tipo de emulsion. Para los sistemas con NaCl, la
adicion de BS redujo el valor D3> a aproximadamente un tercio del obtenido en la emulsion

sin BS (Fig. 11.9, Panel B). En la emulsion con glucosa, la presencia de BS resultd en la
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formacion de gotas mas pequefias, lo que condujo a una disminucion estadisticamente

significativa tanto del D3> como del D4 3.

No hay otros estudios de distribucion tamafio de gota para emulsiones estabilizadas por BS

producidos por BAL.

11.3.3.4.4 Potencial Z

La repulsion entre las particulas que conforman una emulsion es un factor que influye en la
estabilidad, el cual puede ser estimado mediante la determinacion del potencial Z (Zp).
Cuanto mayor sea el Zp, mayor sera la probabilidad de que una suspension permanezca
estable, ya que las particulas cargadas se repelen entre ellas y, en consecuencia, pueden
vencer la tendencia natural a agregarse (Benitez y Lozano, 2006). En la Tabla 11.10 pueden
observarse los valores de Zp de las emulsiones formuladas. Las emulsiones presentaron
valores de Zp negativos, lo que caracteriza a las emulsiones con una estructura anionica,
otorgada principalmente por la presencia de goma xantica. Se observo que en todas las
emulsiones la adicion del BS genero valores de Zp mas negativos indicando que las mismas
poseerian estructuras mas estables. Aquellas emulsiones que poseen un Zp, cercano y menor
a -30 mV, pueden reconocerse como estables, siendo las cercanas 0 menores a 60 mV aun
mas estables en términos electroestaticos (Serrano-Lotina et al., 2022). A partir de este
fendmeno se puede plantear que el BS es un agente que aporta estabilidad a las emulsiones a
nivel electroestatico, ya que su incorporacion en las emulsiones genera el desplazamiento del

potencial Zp hacia valores mas negativos.

Tabla 11.10: Potencial Z de las emulsiones a 1 h de la homogeneizacion.

Emulsiones Potencial Z (mV)
Control -18,74 +£0,812
E-BS -64,68 +1,44°
E-NaCl -34,20 =4,49°¢
E-NaCl:BS -41,84 +2,05°
E-GLU -22,53 +0,23¢
E-GLU:BS -55,44 +2,29

Lo promedios cuyo superindice poseen la misma letra no difieren significativamente (p <
0,05). Control: emulsiones sin humectante y BS. E-BS: emulsiones sin humectante y que
contienen 5,0 g/L de BS. E-NaCl: emulsiones con 5,0 % m/m de NaCl sin BS. E-
NaCl:BS: emulsiones con 5,0% m/m de NaCl y 5,0 g/L de BS. E-GLU: emulsiones con
14,0 % m/m de glucosa y sin BS. E-GLU:BS: emulsiones con 14,0 % m/m de glucosa y
con 5,0 g/L de BS.
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11.3.3.4.5 Comportamiento reoldgico

Se realizo el barrido de flujo de las emulsiones y se evaluaron los cambios de la viscosidad
en funcion de la velocidad de deformacidn presentandose los resultados en la Figura 11.10 —
Paneles A 'y B. Todas las curvas de flujo (Figura 11.10 - Panel A) ajustaron al modelo de la
Ley de la potencia (Ecuacion 3.14), presentando todos los parametros del modelo un buen
ajuste Tabla 11.11.

El indice de comportamiento (n) en todas las emulsiones fue menor a 1, por lo que puede
determinarse que las emulsiones tuvieron un comportamiento pseudopléstico (Tabla 11.11).
Que un fluido sea pseudopléastico implica que sufre una disminucion a la resistencia a fluir al
aumentar el esfuerzo de corte debido a cambios estructurales, lo que se traduce en una
disminucion de la viscosidad al aumentar el esfuerzo de corte. Este comportamiento se puede

observar claramente en la Figura 11.10 — Panel B.

El indice de consistencia (“K”), presente en la Tabla 11.11, se puede interpretar como un
parametro relacionado con la deformacion, que depende de la temperatura y de la
composicion del sistema (Suarez-Dominguez et al., 2015). Con respecto a las fases acuosas,
puede observarse que la adicion del BS produce una leve pero significativa disminucion en
K, tanto para el sistema control, como para el sistema E-NaCl. Se observa por otro lado
también, la disminucion marcada de K al adicionar NaCl a la suspension de goma xantica
(Control). Zalazar et al. (2022) observaron la misma tendencia. Probablemente, el NaCl
interfiera en la formacion de zonas de union entre cadenas de goma xantica. En cuanto a las
emulsiones, se observa que la incorporacién del BS a la fase acuosa con goma xantica, genera
un aumento en la consistencia de la emulsion. Sin embargo, en aquellas emulsiones que
contienen los agentes humectantes, la incorporacion del BS gener6 una disminucion en el K,
por lo que la incorporacion del BS no seria un factor que genera un aumento en la consistencia

en estos casos.
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Figura 11.10: Comportamiento reoldgico de emulsiones conteniendo humectantes a 25 °C. Barridos
de flujo (Panel A). Cambio de viscosidad en el tiempo (Panel B). Control: emulsiones sin humectante
y BS. E-BS: emulsiones sin humectante y que contienen 5,0 g/L de BS. E-NaCl: emulsiones con 5,0
% m/m de NaCl sin BS. E-NaCl:BS: emulsiones con 5,0% m/m de NaCl y 5,0 g/L de BS. E-GLU:
emulsiones con 14,0 % m/m de glucosa y sin BS. E-GLU:BS: emulsiones con 14,0 % m/m de glucosa
y con 5,0 g/L de BS.
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Tabla I1.11: indice de consistencia (K), indice de comportamiento (n) y viscosidad promedio de
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las fases acuosas y de las emulsiones formuladas a 25 °C.

Viscosidad
K (Pa.s"?1) n promedio
(mPa.s)
Fases acuosas
BS 2.10°+7.10°%2 0,99 + 0,012 1,1+0,12
Control 0,03 +4,15.10%P 0,48 + 0,01° 11,6 +0,5°
E-BS 0,02 + 8,70.10°¢ 0,51 +0,01° 10,8 +0,2°
E-NaCl 6,50.10“+ 2,40.10%9 0,87 +0,02°¢ 58+0,8°
E-NaCl:BS  1,95.10* +6,40.10°% 0,81 +0,02 ¢ 3,1+0,24¢
E-GLU 0,01 +8,60.10*¢ 0,59 + 0,01 © 13,2+072°¢
E-GLU:BS 0,01+ 2,80.10°¢ 0,63+0,01° 11,2+0,3"
Emulsiones
Control 0,17 +0,012 0,54 + 0,02 2 13,2+0,52
E-BS 0,31+0,01° 0,43+0,03° 13,3+0,52
E-NaCl 0,17 +0,012 0,53 +0,04 2 6,7+0,2°
E-NaCl:BS 0,08+0,01°¢ 0,57 + 0,05 2 11,2+0,3°¢
E-GLU 0,41 +0,01¢ 0,43+0,03° 19,3+0,6 ¢
E-GLU:BS 0,22 +0,02 ¢ 0,49+0,012 15,3+04°¢

Los promedios cuyo superindice posee la misma letra no difieren significativamente (p < 0,05). BS:
solucion de BS 5g/L. Control: emulsiones sin humectante y BS. E-BS: emulsiones sin humectante y
que contienen 5,0 g/L de BS. E-NaCl: emulsiones con 5,0 % m/m de NaCl sin BS. E-NaCl:BS:
emulsiones con 5,0% m/m de NaCl y 5,0 g/L de BS. E-GLU: emulsiones con 14,0 % m/m de glucosa
y sin BS. E-GLU:BS: emulsiones con 14,0 % m/m de glucosa y con 5,0 g/L de BS.

Los valores de viscosidad promedio pueden observarse en la Tabla 11.11. En las fases acuosas
y en las emulsiones se observo que la incorporacion del BS a la emulsion que posee solo
goma xantica, no generd cambios en la viscosidad. El agregado de NaCl a la emulsién control
gener6 una disminucion de la viscosidad a la mitad, aproximadamente, siendo la emulsion
E-NaCl la que mostrd la menor viscosidad por lo que puede plantearse que la adicién del
NaCl fue un factor influyente en la disminucion de la viscosidad. La disminucion de la
viscosidad al incorporar el NaCl también pudo observarse en las fases acuosas, ya que su
incorporacion disminuyé la viscosidad de la solucién de goma xantica de 11,6 a 5,8 mPa.s.
De alguna manera, esto indicaria que la incorporacion del NaCl dificulta el acomodamiento
de las moléculas de goma xantica en el agua impidiendo que genere su efecto espesante. Esta
disminucion de la viscosidad, puede ser parte de lo que causa la disminucién de la estabilidad
en la emulsidon E-NaCl, ya que los espesantes, como la goma xantica, aumentan la estabilidad

de las emulsiones al disminuir el movimiento de las gotas en la fase continua por aumento
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de su viscosidad. También, se observa que cuando a la fase acuosa de la emulsion E-NaCl,
se le incorporé el BS la viscosidad de esta solucion disminuyd a 3,1 mPa.s. Sin embargo,
cuando la fase acuosa de la emulsion E-NaCl:BS se utilizé para formular una emulsion, la
viscosidad de esta aumenté hasta 11,2 mPa.s, aumentando casi al doble respecto de la
viscosidad de la emulsion E-NaCl. Como se observé en la Figura 11.8, laemulsion E-NaCl:BS
tuvo gotas mas pequefias que la emulsién E-NaCl, esto puede explicar el aumento de la
viscosidad ya que la formacion de gotas pequefias en una emulsion aumenta su estructura, lo

que genera el aumento de la viscosidad (Ramirez et al., 2002).

La incorporacion de glucosa a la fase acuosa generé un aumento de la viscosidad de 11,6 a
13,2 mPa.s, sin embargo, la adicion del BS generd que esta disminuya hasta 11,2 mPa.s, valor
similar a la fase acuosa sin agentes humectantes. Este comportamiento también se observo
en las emulsiones con glucosa, al disminuir la viscosidad de la emulsion E-GLU de 19,3 a
15,3 mPa.s. A pesar de esta disminucion el valor de la viscosidad de E-GLU:BS fue mayor
que el de laemulsién E-BS, por lo que la glucosa es un ingrediente que aumento la viscosidad

de la emulsion.

A partir de lo observado puede plantearse que, en las emulsiones, el BS no fue un factor que
aportd a la estabilizacion de las emulsiones a través de un mecanismo de aumento de
viscosidad en la fase acuosa. Sino que, como se observo en la Figura 11.10 y en la Tabla 11.11,
las propiedades del BS que aportarian a la estabilizacion de las gotas es su capacidad
tensioactiva, que favorece a la formacion de gotas de aceite de menor tamafio, y que produce

la disminucion del Z, al incrementar la repulsion electroestatica.

11.3.3.4 Aplicacion como agente de control microbiano: actividad antimicrobiana y

actividad antibiofilm

Se estudio el efecto del del BS producido por L. plantarum Tw226 en concentraciones 5,0,
10,0, 20,0 y 40 mg/mL sobre el crecimiento de E. coli , mediante la técnica de microdilucion
en caldo y seguimiento a través de la absorbancia a 600 nm durante 24 horas. No se evidencio
un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de E. coli en ninguna de las concentraciones

evaluadas, a pesar de los resultados obtenidos anteriormente en la Fig. 1.7, donde se habia
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determinado una cierta actividad inhibitoria mediante la técnica de difusién en agar.

Tampoco se observo que el BS ejerciera actividad inhibitoria sobre la formacion de biofilm

Por lo tanto, podemos confirmar que el BS producido por la cepa Tw226, no se destaca por
su funcionalidad como agente de control del crecimiento de E. coli. Sin embargo, en base a
los resultados observados previamente si es de interés continuar evaluando su aplicacion

como agente emulsificante.

11.3.3.5 Aplicacion como estabilizante de emulsiones de aceites esenciales en agua
11.3.3.5.1 Actividad antimicrobiana de aceite esencial de corteza de canela

En busqueda de formular una emulsion con actividad antimicrobiana, se evalug el efecto del
aceite de corteza de canela (Cinnamomum verum) frente a L. innocua. El ensayo de difusion
en agar mostroé que este aceite presentd actividad para inhibir el crecimiento de L. innocua
generando un halo de 26,5 + 2,0 mm. Por otro lado, Gonzalez et al. (2021) informaron que
el mismo aceite presenta actividad frente a Z. bailii, generando un el halo de inhibicion de
41,5 + 0,7 mm. En base a lo comentado, se puede considerar al aceite de corteza de canela

como un agente antimicrobiano prometedor para ser aplicado frente a L. innocua y Z. bailii.

Los aceites esenciales son compuestos naturales conocidos por su actividad antimicrobiana
y antioxidante. Sin embargo, al ser hidréfobos, presentan problemas de solubilidad vy,
ademas, se requieren altas concentraciones para que su actividad bioldgica se detecte en un
alimento, observandose, como consecuencia, un impacto negativo sobre las caracteristicas
sensoriales. Una estrategia para evitar este problema es utilizarlos encapsulados en
emulsiones. Para la formacion de estas es necesaria la incorporacion de un agente
emulsionante, empleandose, mayoritariamente, agentes sintéticos como el Tween®. Esto
conlleva a que en las formulaciones se reduzca el porcentaje de compuestos de origen natural,
siendo algo indeseable por los consumidores actuales. En base a esto, un BS producido por
BAL surge como una alternativa natural para la estabilizacion de emulsiones de agentes
esenciales. Por lo tanto, se evalu6 la capacidad del BS producido por L. plantarum Tw226
para estabilizar emulsiones con actividad antimicrobiana a base de aceite esencial de corteza

de canela.
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11.3.3.5.2 Analisis del tamafio de gota de las emulsiones de aceites esenciales de corteza
de canela

Como se menciond anteriormente una de las posibilidades para utilizar los aceites esenciales
es a través de su incorporacion en sistemas emulsionados. Por este motivo, se realizaron
emulsiones con aceite esencial de corteza de canela, estabilizadas con el BS, y con
combinacion de Tween® 80 con BS segun lo indicado en la seccion Materiales y Métodos

particulares “I1.2.3.2”.

A las emulsiones se les midié el tamafio de gota utilizando DLS. En base a los promedios de
la distribucién de tamafio de gota (Z-average), las emulsiones C:T1, C:T2, C:T3y C:BS:T,
siendo las tres primeras estabilizadas solamente con Tween® 80 en concentracion
decreciente y la Gltima, con una mezcla de Tween® 80 y BS en proporciones iguales, pueden
clasificarse como nanoemulsiones de aceite en agua debido a que su didmetro de particula es
menor a 200 nm (McClements y Rao, 2011). Sin embargo, la emulsion C:BS, en la cual se
utilizé solamente BS como emulsificante, se clasific6 como una emulsion aceite en agua
debido a que posee un diametro de particula promedio mayor a 200 nm. En la Figura 11.11
pueden observarse los cambios en el Z — average y la polidispersidad de las emulsiones

durante 8 semanas de almacenamiento a 25 °C.

En la Figura I11.11 — Panel A puede observarse una tendencia a que el Z-average disminuya
al aumentar la concentracion de Tween® 80, habiendo una correlacion significativa inversa
entre estas dos variables segun el coeficiente de correlacion de Pearson (r = - 0,978). Este
comportamiento se debe a que, al aumentar la concentracion de surfactante, la tensién
superficial entre el aceite esencial de canela y el agua disminuye, permitiendo la formacion
de gotas pequefias (Bouchemal et al., 2004). De estas emulsiones, la que se mantuvo con
menores cambios en el tiempo fue C:T2, sin presentar diferencias significativas entre los
valores de Z-average entre semanas (p < 0,05), a excepcion de la semana 2, en la que fue

ligeramente mayor al resto de las semanas.
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En las emulsiones C:BS, C:BS:T y C:T3 se observé una tendencia a la disminucién del Z-
average hasta la semana 4, luego de esa semana comienza a permanecer estable. Hashtjin y
Abbasi (2015), reportaron que una nanoemulsion elaborada a base de aceite esencial de
naranja y almacenada a 25 °C, presentd una disminucién del Z-average hasta la semana 4,
para luego permanecer estable o aumentar. Los autores indicaron que este fenémeno podia
ocurrir por una disminucién gradual de la barrera que ejerce la energia cinética hasta alcanzar
un estado de equilibrio cinético. En los sistemas que incluyen aceite, agua y surfactante a
temperatura ambiente, existe una barrera de energia cinética que impide que estos sistemas
alcancen el estado de equilibrio cinético més alto (Rao y McClements, 2011). La reduccién
de esta barrera con el tiempo probablemente mejora el equilibrio cinético del sistema. Una
tendencia similar fue observada en nanoemulsiones de aceite esencial de lemongrass y de

canela estabilizadas con Tween® 80 por Gonzalez et al. (2021).

Por otro lado, en la emulsion C:T1 se observo un aumento estadisticamente significativo (p
> 0,05) en el tamafio de particula en el tiempo (r = 0,927). Esto podria deberse a que el
mecanismo de desestabilizacion es diferente al mencionado para las emulsiones anteriores.
Un problema bésico de las nanoemulsiones es la maduracion de Ostwald, debido a que los
componentes de los aceites esenciales poseen una alta solubilidad en agua comparado con
los triglicéridos de cadena media o larga (Rao y McClements., 2011). La solubilidad de estos
componentes genera la disminucion del tamafio de gota y la migracion de estos hacia gotas
de mayor tamarfio (Kaur et al, 2021), generando la desaparicion de las gotas méas pequefias y

la aparicién de gotas mas grandes, lo que resulta en un aumento del Z-average.

La combinacion de BS y Tween® 80 en la emulsién C:BS:T permitié que el Z-average de
las gotas sea significativamente menor (p < 0,05) o que presente tamafios de gotas similares
(p > 0,05) alo largo del tiempo (a excepcion del tiempo inicial de formacion) que la emulsion
C:T1 que posee la maxima concentracion de Tween® 80. Esto es destacable debido a que la
mezcla de BS con Tween® 80 permitid obtener una emulsion con tamafio de gota similar a
la emulsion con mayor concentracion de Tween 80, de esta manera se estaria reduciendo la

concentracion de este surfactante sintético a la mitad.

La informacion sobre emulsiones de aceites esenciales estabilizadas por BS producidos por

BAL es escasa, y la que se encuentra esta enfocada principalmente a la industria cosmética.
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En un trabajo realizado por Vecino et al. (2015) evaluaron la capacidad de un BS producido
por L. pentosus para estabilizar una emulsion de aceite esencial de romero en agua y
obtuvieron una emulsién con tamafio de particula < 100 um vy estable durante 24 horas.
También probaron el uso de un BS producido por L. paracesei para estabilizar emulsiones
de aceite esencial de jojoba, almendra, romero y germen de cereal en agua e informaron que
la estabilidad de la emulsién posee una dependencia con el aceite utilizado (Vecino et al.,
2016). EI mismo BS, luego fue utilizado por Ferreira et al. (2017) para la elaboracion de un
producto cosmético, siendo capaz de estabilizar emulsiones de aceite en agua en una
proporcion de aceite a surfactante de 1:3 con una concentracion de BS de 1,0 y 10,0 g/L,
alcanzando tamafios de gota de la emulsion de 10,1 y 19,2 nm, respectivamente. Por lo tanto,
se puede plantear que los datos obtenidos para el BS producido por L. plantarum Tw226 son
innovadores para esta area de investigacion, abriendo una puerta para el estudio de
emulsiones de aceites esenciales estabilizadas con BS con posible aplicacion a alimentos.
También, en base a la informacion registrada por Ferreira et al. (2017) y Vecino et al. (2016)
podria indicar que la optimizacion de la formulacién y el uso de diferentes aceites esenciales
podria llevar a la formacidn de emulsiones con gotas méas pequefias.

11.3.3.5.3 Evaluacion de la estabilidad de emulsiones de aceites esenciales por
turbidimetria

La estabilidad de estas emulsiones se evalué a partir del analisis de la evolucién de la
turbidez, relacionado directamente con el backscattering, en el tiempo, utilizando el equipo

Turbiscan®. Los resultados pueden observarse en la Figura 11.12 — Paneles A y B.

Los resultados de la emulsion C:BS:T, estabilizada con una mezcla de BS y Tween® 80,
estan presentes en la Figura I11.12 - Panel A. En este caso, se observd un aumento del
backscattering al pasar el tiempo entre los 0 y 500 um, lo que puede indicar la
desestabilizacion de la emulsion por cremado, producido por la migracion de las gotas a la
superficie. Al mismo tiempo se observé una leve disminucién del backscattering entre los
500 y 5000 um, lo cual se explica por una disminucion de la concentracion de las gotas en
esa fraccion del sistema debido a la migracion de las gotas a la fraccion superior por cremado
(Mengual et al., 1999).

En la Figura 11.12 - Panel B, se encuentra el grafico de la evolucion del backscattering de la

emulsion C:BS en el tiempo, la cual esta estabilizada utilizando solamente BS. En esta
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emulsion se observo que en el tope y en la base hay mayor turbidez, lo que podria indicar
que hay una mayor concentracion de gotas en esas regiones. Al envejecer, se produjo un

aumento uniforme del backscattering en todo el sistema.
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Figura 11.12: Back Scattering (%) de la emulsion C:BS:T en las distintas porciones que la conforma
al envejecer a 25 °C (Panel A). Back Scattering (%) de la emulsion C:BS en las distintas porciones
que la conforma al envejecer (Panel B).
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También se evalud el TSI, pardmetro basado en la intensidad del backscattering y la
transmitancia, que se relaciona con la estabilidad de las emulsiones (Xu et al., 2016). El valor
de TSI va de 0 a 100, cuanto mayor es el valor de TSI, menor sera la estabilidad del sistema
(Galvéo et al., 2022). En la Figura 11.13 se observa que el TSI de las emulsiones C:BS
permanecio constante en el tiempo con un valor menor que el TSI de la emulsion C:T2
(estabilizada solo con Tween® 80) y que la emulsion C:BS:T. Por lo que se determina que
la emulsion C:BS posee una mayor estabilidad a lo largo del tiempo, seguida por las
emulsiones C:T2 y C:BS:T. Esto concuerda con lo observado en la Figura I1.11 — Panel A,
en donde se observa que al transcurrir el tiempo de almacenamiento la emulsién no presento
los cambios en el backscattering normalmente asociados a los fendmenos de

desestabilizacion de emulsiones.
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Figura 11.13: TSI en funcién del tiempo. Emulsion C:BS (@), emulsion
C:T2 (@) yemulsion C:BS:T (e@).
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11.3.3.5.4 Caracterizacion de la emulsion de aceite esencial de corteza de canela por
microscopia confocal de barrido

Para observar la morfologia de la emulsion de aceite esencial de corteza de canela
estabilizada con el BS producido por la cepa L. plantarum Tw226, se utiliz6 microscopia

confocal de barrido. A partir de esta técnica se obtuvo la imagen presente en la Figura 11.14.

Como puede observarse en la Figura I11.14 el colorante Azul Nilo se dispuso alrededor de
particulas de forma circular dispersas en el seno de la emulsion. El colorante Azul Nilo es
capaz de teflir polisacaridos y proteinas, siendo importante recordar que dentro de la
naturaleza quimica del BS se encuentran este tipo de macromoléculas (Figuras 11.2 y 11.3).
Por lo tanto, se puede afirmar que el Azul Nilo pudo haber tefiido las moléculas de BS y que,
efectivamente, el BS se dispuso en la interfase de agua (fondo negro) y aceite. También, la
Figura I11.14 muestra que la emulsion C:BS contiene gotas de diferentes tamafios, por lo que
es una emulsién polidispersa, como se observo anteriormente en el analisis de la distribucion

de tamafio de particula a través del span (Figura 11.11).

10000 hm

Figura I11.14: Imagen de la emulsion C:BS por microscopia confocal de barrido.

También se tomaron imégenes de las emulsiones C:BS:T y C:T2, sin embargo, no se

muestran en este trabajo. En la emulsion C:BS:T la mayoria de las gotas tuvieron un tamafio
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que esta en el limite de deteccion del equipo siendo dificil de observar la fluorescencia
alrededor de las gotas. Por otro lado, en las im&genes de C:T2, al no haber compuestos que

se logren tefiir con el Azul Nilo, s6lo se observé un fondo negro.

Estas imagenes confirman la capacidad que posee el BS, producido por L. plantarum Tw226,
para disponerse en la interfase o/w y, de esta manera, acomodarse alrededor de las gotas de

aceite de una emulsion.

11.3.3.5.5 Actividad antioxidante de las emulsiones de aceite de corteza de canela

Los resultados de la actividad antioxidante de las emulsiones y soluciones de agentes
tensioactivos pueden observarse en la Tabla I1.12. Las emulsiones formuladas con aceite de
corteza de canela tuvieron actividad antioxidante, mientras que los agentes tensioactivos no.
A partir de estos resultados es posible plantear que la actividad antioxidante de las emulsiones

esta dada por la accién del aceite esencial.

Tabla 11.12: % RSA 'y Z-average de soluciones de 5000 ppm de
BS, de 2500 ppm de Tween® 80 (TW) y de las emulsiones C:BS,

C:BS:TyC:T2.
% RSA  Z- Average (nm)
BS 0 -
TW 0 -

C:BS 46,3+4,8* 3039 +4,68°
C:BS:T 580+309° 87,2 +7,33°
C:T2 616+25° 92,6 +0,87°

Lo promedios cuyo superindice poseen la misma letra no difieren
significativamente (p < 0,05).

Se observd una disminucién en la actividad antioxidante de la emulsion C:BS con respecto a
la actividad antioxidante de las emulsiones C:BS:T y C:T2. En base a que el BS y el Tween®
80 no poseen actividad antioxidante, podria suponerse que en este caso la diferencia en la
actividad antioxidante se debe a la diferencia en el tamafio de las gotas que conforman las
emulsiones. La actividad antioxidante de un agente en una emulsion o/w depende de su
polaridad y de la actividad superficial, debido a que cuanto mas sea capaz de disponerse en
la interfase aceite agua, mayor sera su actividad antioxidante (Decker et al., 2000). En el caso
de una emulsion aceite agua, en la que la fase oleosa es un aceite esencial, los agentes

antioxidantes se encontrardn dentro de las gotas de la emulsion. En este caso, se podria
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plantear que al aumentar la superficie de la interfase aceite en agua, lo que se logra al
disminuir el tamafio de las gotas, los agentes antioxidantes estarian mas disponibles para

ejercer su actividad.

En la emulsion C:BS:T no hay diferencias significativas en el % RSA con respecto a la
emulsion C:T2. Esto es destacable, debido a que el uso de la combinacion BS y Tween® 80
como emulsificante, permitiria la disminucion de la concentracion de Tween® 80 a la mitad,

sin perjudicar la actividad antioxidante de la emulsion.

11.3.3.5.6 Actividad antimicrobiana de las emulsiones de aceite de corteza de canela

Se determind las MIC de las emulsiones C:BS, C:BS: Ty C:T2 frente a Z. bailii y L. innocua.
La MIC frente a Z. bailii fue 140 ppm, independientemente del agente emulsionante
utilizado. Gonzélez et al. (2021) informaron que la MIC para una emulsion de aceite esencial
de corteza de canela, estabilizada por Tween® 80, frente a Z. bailii, fue de 156,3 ppm. Es
interesante que, a pesar de los distintos agentes emulsificantes y la diferencia en los tamafios
de gota que presentan las distintas emulsiones, no hay cambios en el valor de la MIC. Esto
también concuerda con el trabajo de Gonzalez et al. (2021), en el cual se inform6 el tamafio
de gota no generaba cambios en el valor de la MIC y que el Tween® 80 no inhibia el

crecimiento de Z. bailii.

Por otro lado, la MIC frente a L. innocua fue 562,5 ppm para las emulsiones C:BS y C:BS:T
y de 281,3 ppm para la emulsion C:T2. Este ultimo valor de MIC concuerda con precedentes
en bibliografia que informan que para una emulsion de aceite de corteza de canela
estabilizada con Tween® 80 frente a L. innocua la MIC es de 315 ppm (Thrin et al., 2015).
En este caso, si se observaron cambios en la MIC de acuerdo con el agente emulsificante
utilizado, aparentando que se requieren mayores concentraciones para inhibir el crecimiento
de L. innocua al incorporarse el BS como estabilizante de la emulsion. Podria plantearse que
esto se debe a la diferencia de tamafio de gota entre las emulsiones, siendo que la emulsién
C:T2 tuvo el menor tamarfio de gota, esto generaria un aumento del area de contacto entre el
microorganismo Yy el aceite esencial. Sin embargo, los Z-average de las gotas de C:T2 y
C:BS:T no difieren significativamente de acuerdo con los resultados observados en la Figura

I1.11, por lo que se descartaria la explicacion anteriormente planteada como la mas certera.
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En base a estos resultados, se puede establecer que la emulsion formulada con aceite de

corteza de canela y el BS producido por L. plantarum Tw226 podria ser utilizada como

agente de control microbiologico.

1.4 Conclusiones

A partir de los andlisis realizados al BS producido por Lactiplantibacillus plantarum Tw226
pudo determinarse que:

Presentd caracteristicas quimicas propias de glicolipopolipéptido, siendo
predominante la fraccion proteica.

No fue soluble en condiciones de pH menores a 5,00.

Presento estabilidad en su actividad como tensioactivo entre pH 5,00 y 7,00.

Fue util para estabilizar emulsiones de aceite de maiz en agua, que pueden contener
con agentes humectantes glucosa o NaCl a pH 6,00.

Su actividad emulsificante proviene primeramente de la capacidad de incorporarse en
la interfase aceite agua, disminuir la tension superficial y el Z,

No presentd actividad antimicrobiana frente a E. coli en medio liquido ni tampoco
capacidad para inhibir la formacion de biofilm en concentraciones entre 5,0 y 40
mg/mL.

Fue capaz de estabilizar emulsiones con aceites esenciales de corteza de canela como

Unico agente emulsificante.

La emulsion de aceite de corteza de canela estabilizada con una combinacién del BS

producido por Lactiplantibacillus plantarum Tw226 y Tween® 80 en igual proporcion:

Tuvo tamafios de gota menores o iguales a la emulsion que contenia la mayor

concentracion de Tween® 80.

Mantuvieron iguales propiedades antioxidantes que la emulsion que contenia

solamente Tween® 80 como agente emuslsificante.

Presentaron actividad antimicrobiana frente a L. inocula y Z. baili siendo las MIC de
las emulsiones 562,5 y 156 ppm, respectivamente.

Presentd condiciones para ser utilizada como Unico emulsificante, en reemplazo de

Tween® 80, permitiendo la reduccion de la concentracion de este a la mitad.
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La emulsion de aceite de corteza de canela estabilizada solamente con BS producido por
Lactiplantibacillus plantarum Tw226 :

e Presento los mayores niveles de estabilidad, segun el “Indice Turbiscan”.

e Presento actividad antioxidante.

e Presento actividad antimicrobiana frente a L. inocula 'y Z. bailii siendo las MIC de las
emulsiones 562,5 y 156 ppm, respectivamente.

Por lo tanto:

El BS producido por Lactiplantibacillus plantarum Tw226 present6 una naturaleza
glicolipopeptidica; pudo ser utilizado para la estabilizacion de emulsiones a pH entre
5,00y 7,00 que contenian glucosa o NaCl como agentes humectantes; también fue til

para estabilizar emulsiones de aceite esencial de canela como Unico agente

emulsificante o en combinacion con Tween® 80.
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Capitulo I11: Produccion del biosurfactante en medios de cultivo alternativos
I11.1 Objetivo particular del capitulo

e Evaluar el uso de jugo de yacon solo o combinado con diferentes proporciones de
caldo MRS como medios de cultivo alternativos para el crecimiento de L. plantarum
Tw226 y para la produccion del BS

e Analizar el efecto del uso de jugo de yacén solo o combinado con diferentes
proporciones de caldo MRS como medios de cultivo alternativos sobre la
composicion quimica del BS obtenido.

e Estudiar el efecto de distintas condiciones de aireacion sobre el crecimiento de L.
plantarum Tw226 y la produccién del BS

e Analizar el efecto de un aumento en la escala de trabajo sobre la produccion del BS

en las condiciones de aireacion previamente seleccionadas.

I11.2. Metodologias especificas

En la Figura I11. se muestra un diagrama de flujo de las etapas de trabajo y metodologias
aplicadas en este capitulo

111.2.1. Elaboracién del jugo de yacén

Se trabajo con tubérculos, libres de pesticidas, provenientes de la Comunidad Los Chorrillos,
Jujuy, Argentina. Al ingreso al laboratorio, se higienizaron mediante lavado con agua
corriente, cepillado para retirar excesos de tierra e inmersion en agua clorinada (200 ppm)
durante 5 minutos. Luego, se pelaron y cortaron en cubos de 1 cm?®y se sumergieron en una
solucion de acido citrico 2,5 % m/v durante 5 minutos para reducir el pardeamiento
enzimatico. Finalmente, los cubos se escaldaron con vapor por 5 minutos, se enfriaron y se
les extrajo el jugo con una juguera centrifuga comercial. Para clarificar el jugo se realizaron

dos centrifugaciones consecutivas a 10000 rpm durante 15 minutos.
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Crecimiento en:
Jugo de yacon T1 y T2 (100,75,50y 25 %)
MRS (100, 75,50,25y 12,5 %)

Absorbancia vs. tiempo
Microplaca

-

Crecimiento en:
MRS 100, MRS 25y 12,5 %
Jugo de yacon T1 y T2.
Jugo deyacon T1 yT2+ MRS 25012,5%

Absorbancia vs. tiempo
Microplaca

-

Crecimiento en:
MRS 100y 25 %
Jugo de yacon 75 %
Jugo de yacon T1 + MRS 25 %

Absorbancia vs. tiempo:
distintas condiciones de aireacion
Rendimiento de BS y biomasa
Presion superficial y FTIR de BS

-

Crecimiento en:
Jugo de yacon T1 + MRS 25 %
en mayor escala

Absorbancia vs. tiempo
Recuento de colonias en placa vs tiempo
Rendimiento de BS y biomasa
Presion superficial

Figura I11: Diagrama de las etapas de trabajo desarrolladas en el Capitulo 3.
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111.2.2 Efecto de la concentracion del jugo de yacon y del caldo MRS sobre el
crecimiento de la cepa productora del biosurfactante

Para el estudio del crecimiento de L. plantarum Tw226 en medios con concentraciones
reducidas de MRS o con jugo de yacon se realizaron las formulaciones presentes en la Tabla
.1

Tabla I11.1: Composicién de los sistemas utilizados para el estudio

del crecimiento de L. plantarum Tw226 en jugo de yacon y caldo
MRS en distintas concentraciones.

Sistema MRS (g/L)  Jugo de yacon (% v/v)

MRS100 55,3 0
MRS50 27,5 0
MRS25 13,8 0
MRS12,5 6,91 0
J100 0 100,0
J75 0 75,0
J50 0 50,0
J25 0 25,0
J12,5 0 12,5

Para todos los sistemas se ajusté el pH a 6,40, pH del caldo MRS comercial. En los casos de
los sistemas que contienen solamente jugo de yacon se plantearon dos vias para el ajuste del

pH, antes de esterilizar (T1) y después de esterilizar (T2):

e T1 consistio en ajustar con NaOH 1,5 M y luego esterilizar 15 min a
108 £ 1 °C en un autoclave eléctrico.

e T2 consistio en esterilizar 15 mina 108 + 1 °C en un autoclave eléctrico
y luego ajustar el pH con NaOH 1,5 M mediante el uso de una muestra

sacrificio.

Para evaluar el crecimiento se utilizo el método de microdilucion en caldo empleando
microplacas de 96 pocillos de fondo concavo, en cada pocillo se colocaron 180 UL de sistema
y 20 pL de un in6culo de 1.10% UFC/mL aproximadamente. Este indculo se obtuvo de un
cultivo overnight ajustado a 0,5 McF que se diluyé 1/10 antes de sembrar en la microplaca.
Se midio la absorbancia de los pocillos a 590 nm cada 30 minutos durante 48 horas en un
lector de microplacas a 35,0 £ 0,1 °C. Cada sistema se sembro por sextuplicado, también se
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incluyé caldo sin inocular como control negativo, y caldo MRS inoculado como control
positivo.

11.2.3 Evaluacion del crecimiento en medios con diferentes proporciones de caldo
MRS y suplementados con jugo de yacén

Para evaluar el crecimiento de L. plantarum Tw226 en medios que contienen una
concentracion de MRS reducida y suplementados con jugo de yacon, se plantearon los
sistemas de la Tabla I11.2.

Tabla I11.2: Composicion de los sistemas utilizados para el estudio

del crecimiento de L. plantarum Tw226 en jugo de yacon y caldo
MRS en distintas concentraciones.

Sistema MRS (g/L)  Jugo de yacon (% v/v)

MRS100 55,3 0
MRS25 13,8 0
MRS12,5 6,91 75
J75 0 75
MRS25J 13,8 75
MRS12,5J 6,91 75

En aquellos sistemas con jugo de yacon se ajusto el pH a 6,40 siguiendo las dos vias (T1y
T2) indicadas previamente en la seccion 111.2.2. El jugo y el caldo MRS se autoclavaron por
separado y se realizaron las diluciones correspondientes en esterilidad. El crecimiento de L.
plantarum Tw226 se evalu6 en microplacas de 96 pocillos a través del método descrito en la
seccion 111.2.2

||_|.2.4_|?roduccic’>n del biosurfactante en diferentes escalas de trabajo y condiciones de
aireacion

Para la produccion del BS en distintas condiciones de aireacion se realizé un inoculd
overnight de Lb. plantarum Tw226. El in6culo se centrifugo, el pellet bacteriano se

resuspendio en agua peptona 0,1 %m/v y se ajustd a 0,5 McF.

Por otro parte, se dispusieron 75 mL de los medios nutritivos MRS 100, MRS25, MRS25J y
J75, presentes en la Tabla 111.2.2, en dos tipos de recipientes para establecer dos condiciones

de aireacion (Figura 111.1). Las condiciones fueron:
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e Condicion “A”: Erlenmeyer de 250 mL, dejando un espacio cabeza de 125 mL. Se
considera que la geometria del recipiente facilita la agitacion y dilucion del oxigeno en
el medio.

e Condicion “B”: botella de 100 mL, con un didmetro de 4,00 cm y altura 8,00 cm, dejando
un espacio cabeza de 25 mL. Se considera que la geometria del recipiente dificulta la

agitacion y la disolucion del oxigeno en el medio.

Condicion A Condicion B

Figura I11.1: Imagen de los recipientes utilizados para las
condiciones de aireacion Ay B.

En cada sistema se sembr6 750 pL del in6culo ajustado a 0,5 McF, alcanzando una
concentracion de bacterias igual a 1.10® UFC/mL. La incubacion se realiz6 a 35,0 + 0,1 °C,
durante 48 horas en agitacion a 120 rpm. El crecimiento se evaludé midiendo la absorbancia
de alicuotas de 200 pL de los sistemas en esterilidad a 590 nm en un lector de microplacas.
Finalizadas las 48 horas de incubacion, se extrajo el BS siguiendo la metodologia descripta
en la seccion 3.2.2.3 de Materiales y Métodos. Luego, se le midi6 la presion superficial del
SLC mediante el Tensiémetro de Du Noly manual, se dializd, liofilizo y se estimo el
rendimiento (g/L). El producto obtenido en las condiciones de aireacion Optimas para la

produccién de BS se caracterizé quimicamente por FTIR.

111.2.5 Produccidn del biosurfactante en una mayor escala de trabajo
Una vez seleccionadas las condiciones de aireacion éptimas para la produccién de BS se
realizo una produccion aumentando el volumen del medio nutritivo a 600 mL, logrando un

aumento de la escala de produccion de aproximadamente 10 veces (x9,8). Para esto, los 600
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mL de medio nutritivo se dispusieron en Erlenmeyers de 2 L y se sembraron 6,0 mL de un
cultivo overnight de L. plantarum Tw226, ajustado a 0,5 McF con agua peptona 0,1 %. Las
etapas de limpieza del pellet y de separacion del SLC se realizd con una centrifuga de 2 L de
capacidad (3000 rpm, 10 °C, 15 min). Para seguir el crecimiento de los microorganismos se
tomaron alicuotas de 2 mL en condiciones asépticas y: i) se midié la absorbancia a 590 nm
usando un lector de microplacas; ii) se siguié el crecimiento mediante recuento en placa
utilizando agar MRS e incubando las placas a 37 °C por 48 horas; iii) se midio el pH de la

alicuota remanente utilizando un peachimetro de mesada.

I11. 3. Resultados y discusion
111.3.1. Evaluacion del crecimiento de L. plantarum Tw226 empleando caldo MRS o

jugo de yacon en distintas concentraciones.

Se realiz6 una prueba preliminar para evaluar el crecimiento de L. plantarum Tw226 en caldo
MRS o jugo de yacon en distintas concentraciones. Con respecto al jugo de yacon, se debid
ajustar el pH ya que el jugo tenia un pH inicial de 4,00, para ello, se ensayaron dos
condiciones de ajuste de pH, T1 antes de la esterilizacion y T2 luego de la esterilizacion.
Estos tratamientos se plantearon debido a que en las condiciones de T1 se propicia la reaccion
de Maillard al producirse un tratamiento térmico a pH = 6,40, mientras que en el T2 se espera
que la reaccién de Maillard avance en menor grado ante la acidificacion del medio (Ellis,
1959). Las curvas de crecimiento pueden observarse en la Figura 111.2.

El valor de la absorbancia en la fase estacionaria esti directamente relacionado con el
crecimiento, por lo que se considera que mayores valores, implican que el microorganismo
alcanzd un mayor crecimiento (Dalgaard y Koutsoumanis, 2000). Por lo tanto, se considero
el valor de la absorbancia maxima al finalizar la incubacion como criterio para analizar el
crecimiento de la bacteria en las distintas condiciones. Los valores obtenidos, al cabo de 48
horas, fueron 1,83 + 0,03 y 1,79 + 0,02 para el crecimiento en las condiciones de MRS100 y
de MRS75, respectivamente, sin presentar diferencias significativas. Por otro parte, se pudo
observar que la disminucion de la concentracién de MRS generé una disminucién progresiva
de la absorbancia alcanzada a las 48 horas de crecimiento (Figura Il1.2, panel A). Este
fendmeno se deberia a la limitacion en la cantidad de nutrientes disponibles para el

crecimiento ocasionada por la dilucion (Saeed y Salam, 2013).
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Figura I11.2: Crecimiento de L. plantarum Tw226 a 37 °C en, caldo MRS (Panel A), en jugo de yacén ajustado a pH 6,40 antes de la esterilizacion
(T1) (Panel B), jugo de yacon ajustado a pH 6,40 luego de la esterilizacion (T2) (Panel C). En Panel A: caldo MRS 100 % v/v (®), caldo MRS 75
%vl/v (®), caldo MRS 50 %v/v (®), caldo MRS 25 %v/v (©) y caldo MRS 12,5 %uv/v (®). En Panel B y C: jugo de yacon 100 % v/v (®), jugo de
yacon 75 %v/v (®), jugo de yacon 50 %v/v (@), jugo de yacon 25%v/v (©).
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Los sistemas formulados s6lo con jugo de yacén y tratados mediante los tratamientos T1y
T2 presentaron absorbancias a las 48 horas iguales a 0,63 = 0,03 y 0,75 + 0,03,
respectivamente, siendo significativamente diferentes (Figura I11.2, panel B y C). Este
resultado sugeriria que la reaccion de Maillard, que se favorecio en el tratamiento T1,

promoveria una leve disminucion en el crecimiento bacteriano.

Al comparar el crecimiento en las distintas concentraciones de jugo de yacdn para un mismo
tratamiento, se observd que, tanto para el tratamiento T1 como para el T2, no hubo
diferencias significativas en la absorbancia a las 48 horas entre las concentraciones 100, 75
y 50 % v/v, lo que indicaria que en las tres condiciones se alcanzaron niveles de crecimiento
similares (Figura I11.2, Paneles B y C). También, en ambos tratamientos, hubo una
disminucion marcada en la absorbancia a las 48 horas a partir de la dilucion con una

concentracion de 25 %v/v de jugo de yacon.

Por altimo, si se compara el crecimiento obtenido utilizando el jugo de yacdn con respecto
al crecimiento obtenido con el caldo MRS, se observa que la absorbancia a las 48 horas fue
significativamente menor en todos los casos (Figura 111.2, paneles By C vs. A). Por lo que,
se concluye que los nutrientes que aporta el jugo de yacdn no son suficientes para alcanzar

un crecimiento similar al obtenido mediante el medio nutritivo tradicional.

111.3.2 Evaluacion del crecimiento de L. plantarum Tw226 en jugo de yacén

suplementado con distintas concentraciones de caldo MRS

Como se observo anteriormente, el jugo de yacon sélo no aportd suficientes nutrientes para
permitir un crecimiento 6ptimo de L. plantarum Tw226. Por lo que se probd formular
sistemas con base de jugo de yacon y suplementado con caldo MRS en distintas
concentraciones, utilizando los dos métodos para el ajuste del pH a 6,40 (T1y T2). En la
Figura I11.3, se muestran los valores experimentales de la evolucion del crecimiento de L.
plantarum Tw226 en el tiempo y las curvas ajustadas al modelo Logistico. Puede observarse
que la curva que presenté mayor crecimiento fue aquella en la cual el sustrato fue MRS100,
seguida por la curva con sustrato MRS25J T1y MRS12,5J T1.

Las curvas de crecimiento pudieron modelarse satisfactoriamente mediante el modelo

Logistico segun se probo a través de un ANOVA y por medio del coeficiente de correlacion
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(R?), el cual mostrd valores comprendidos entre 99,90 y 89,28 % para todos los sistemas
(Tabla I11.3). Si bien el modelo incluye al parametro Absmin, €l mismo no se incorpor6 en
este andlisis debido a que no brindaba informacion significativa. Es notable que la presencia
de los nutrientes que aporta el MRS, aun en concentraciones bajas, son necesarios para
propiciar el crecimiento del L. plantarum Tw226 ya que el crecimiento en sistemas que
poseen sélo jugo de yacon (J T1y J T2) fue escaso. En todos los casos la adicion de MRS,
aun en concentraciones de 12,5 %v/v generd aumentos de la Absmax estadisticamente
significativos respecto al sistema analogo sin MRS (J75). En todos los casos, la adicion de
MRS a jugo tratado mediante T1, generd aumentos de la Absmax mayores que los obtenidos

al adicionar el jugo tratado con T2.
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Figura I11.3: Curvas de crecimiento de L. plantarum Tw226, a 37 °C y agitacion de 120 rpm.
Sistemas: MRS100 (®), MRS25 (m), MRS12,5 (A), J75 T1 (®), MRS25) T1 (m), MRS12,5J T1
(A),J75T2 (%), MRS25J T2 (), MRS12,5] T2 (). Caldo MRS al 100 % (MRS100); caldo MRS
diluido al 25 % (MRS25); caldo MRS diluido al 12,5 % (MRS 12,5); jugo de yacén diluido al 75 %
(J75); medio nutritivo con 25 % de caldo MRS y 75% jugo de yacon (MRS25J);medio nutritivo con
12,5 % de caldo MRS y 87,5 % de jugo de yacon (MRSJ12,5). T1: pH ajustado antes del autoclavado.
T2: pH ajustado luego del autoclavado.
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Al comparar la Absmax de los sistemas MRS25 y MRS12,5, con los adicionados con el jugo
de yacoén tratados tanto con el T1y T2, se observé que, en general, la presencia del jugo de
yacon tratado con el T1, cuando se empled en combinacion con caldo MRS, produjo un
aumento significativo en la Absmax. Se exceptua de dicho comportamiento el sistema MRS25J
T2 que no presentd cambios significativos de la Absmax respecto a MRS25.

Tabla 111.3: Parametros asociados al modelado de las curvas de crecimiento de

L. plantarum Tw226 en distintos medios nutritivos y condiciones de aireacion
utilizando el modelo Logistico.

ADbSmax m (h-l) ti (h) R2 (%)

MRS100 1,87+0,03 0,82+0,03° 8,99+0,15*° 99,20
MRS25 1,40 £0,04° 0,72+0,06° 8,23+0,36*° 99,28
MRS12,5 1,09+0,10° 0,83+0,04* 8,07+043 9857
J75T1 0,54+0,06 0,23+0,01¢ 12,58+0,40¢ 99,08
MRS25J T1 1,73+0,02° 054+0,02¢ 10,62+0,13° 99,90
MRS12,5JT1 1,63+0,05" 05+0,02¢ 10,91+0,05° 99,90
J75 T2 0,51+0,03° 0,27+0,02° 14,48+0,807 98,75
MRS25]J T2 1,46+0,04> 0,85+0,022 971+0,12®> 89,28
MRS125J T2 1,13+0,049 0,89+0,04% 9,49+0,30° 92,98

Los promedios de cada columna cuyo superindice posee la misma letra no difieren significativamente
(p < 0,05). Absmax: absorbancia maxima asintética; m: valor asociado a la velocidad de crecimiento;
ti: tiempo inflexion de la fase lag. MRS100: caldo MRS al 100 %. MRS25: caldo MRS diluido al 25
%. MRS 12,5: caldo MRS diluido al 12,5 %. J75: jugo de yacén diluido al 75 %. MRS25J: medio
nutritivo con 25 % de caldo MRS y 75% jugo de yacdn. MRSJ12,5: medio nutritivo con 12,5 % de
caldo MRSy 87,5 % de jugo de yacén. T1: pH ajustado antes del autoclavado. T2: pH ajustado luego
del autoclavado.

En todos los sistemas con jugo de yacon tratado con T1 se observo un aumento en el “ti” y
una disminucién de la “m”, indicando un aumento del tiempo de latencia y una disminucion
de la velocidad de crecimiento exponencial. Esto puede deberse al tiempo de adaptacion que
posee la bacteria al pasar del in6culo, realizado en caldo MRS, al caldo compuesto por jugo
de yacon adicionado con MRS. Sin embargo, en los sistemas MRS25J y MRS12,5J T2, los

parametros de “m

MRS100.

y “t1”, no presentaron diferencias estadisticamente significativas con

Previamente se observd que el BS proveniente de L. plantarum Tw226 no se obtuvo en las
condiciones Optimas de crecimiento de biomasa, sin embargo, es necesario que haya una

cantidad suficiente de biomasa bacteriana para obtener una produccion de BS significativa.
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Por lo que, en base a los resultados mostrados, se optd por seguir los estudios con el sistema
“MRS25J T17, ante todo, porque tuvo los valores mas cercanos a la Absmax Obtenida por el
caldo MRS, sin poseer necesariamente los parametros cinéticos (ti y m) dptimos. Ademas, el
tratamiento T1 presenta ventajas tecnoldgicas en cuanto al ajuste de pH, debido a que es méas
facil hacer el ajuste en condiciones no aséepticas y luego esterilizarlo, que realizar un ajuste

de pH en esterilidad.

111.3.3 Evaluacion de la produccién de biosurfactante en distintas condiciones de
aireacion
En base a los resultados obtenidos en la seccion anterior se seleccionaron los sistemas

formulados aplicando el tratamiento T1, ya que en éstos se favorecio el crecimiento de la
BAL.

Para seguir con el estudio de la produccion del BS en los distintos medios, se realizaron los
cultivos en 75 mL de medio, empleando frascos con diferentes geometrias con el fin de
condicionar el acceso del aire, generando espacios cabeza con diferente disponibilidad de

oxigeno (Figura I11.4).

Figura 111.4: Condiciones de aireacién para el
crecimiento de L. plantarum Tw226. Mayor
aireacion (Sistema “A”) y menor aireacion
(Sistema “B”) en caldo MRS25. Sistemas luego de
48 horas de incubacion.
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En la Figura 111.5, se muestran los valores experimentales de la evolucién del crecimiento
a través de la medicion de la absorbancia de L. plantarum Tw226 en distintos medios
nutritivos y condiciones de aireacion. Las curvas de crecimiento pudieron modelarse
satisfactoriamente mediante el modelo Logistico segun se probd a través de un ANOVA
y por medio del coeficiente de correlacion (R?), el cual mostrd valores de 99,72 y 99,21
%.
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Figura 111.5: Curvas de crecimiento en funcién del tiempo para L. plantarum Tw226
utilizando distintos medios de cultivo y distintas condiciones de aireacién, durante 48
horas, a 37 °C y agitacion de 120 rpm. Sistema: MRS100-A (m), MRS100-B (@),
MRS25J-A (m), MRS25J)-B (®), MRS25-A (m), MRS25-B (®), J75-A (m) y J75-B (®).
Caldo MRS al 100 % (MRS100), caldo MRS diluido al 25 % (MRS25), jugo de yacén
diluido al 75 % (J75); medio nutritivo con 25 % de caldo MRS y 75% jugo de yacén
(MRS25)). Sistema con mayor aireacion (A), sistema con menor aireacion (B).

En todos los casos, los sistemas con menor aireacion (Sistemas “B”) presentaron mayor

crecimiento. Sin embargo, de acuerdo con el analisis de los parametros, presentes en la
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Tabla 111.4,
estadisticamente significativas sobre el pardmetro Absmax (entre sistemas que poseen el

las diferentes condiciones de aireacion no generaron diferencias

mismo medio de cultivo). Por lo tanto, no pareciera que este factor sea condicionante para
el crecimiento maximo de L. plantarum Tw226. Para ¢l parametro “m”, asociado a la
velocidad de crecimiento, la condicion de aireacion no presentd diferencias
estadisticamente significativas para los sistemas MRS100 y MRS25J, pero si para los
sistemas MRS25 y J75, en los cuales se observé un aumento significativo en el sistema
MRS25-B y una disminuciéon en el sistema J-B. Los sistemas J75-B y J75-A fueron los
unicos que presentaron diferencias significativas en “ti”. Esto muestra que la presencia de
oxigeno no es una limitante para el crecimiento de L. plantarum Tw226 tanto en los caldos
MRS100, como en el MRS25J. Esto concuerda con los resultados obtenidos en la
optimizacion de la produccion mostrados en el Capitulo I, que indicaron que las
condiciones de agitacion, las cuales afectan la disponibilidad de aire y nutrientes, no
afectaban a el crecimiento de L. plantarum Tw226 en el tiempo 48 horas.

Tabla 111.4: Parametros asociados al modelado de las curvas de crecimiento de L.
plantarum Tw226 en distintos medios nutritivos y condiciones de aireacion.

AbSmax m (h?) ti (h) R2 (%)

MRS100-A  1,63+0,022 058+0,09%° 987+0,462%" 9946
MRS100-B  1,80+0,022° 0,70+0,018  9,64+0,322° 9921
MRS25-A 0,98 + 0,05° 0,68 + 0,052 8,89 + 0,282 99,54
MRS25-B 1,07 +0,01° 1,07 £0,129° 9,00 + 0,732 99,66
J75-A 0,16 +0,01¢ 0,39 +0,04>¢ 10,13 +0,58*° 99,29
J75-B 0,28 + 0,02¢ 0,13 +0,02¢ 14,00 £ 3,40° 99,41
MRS25J-A  1,37+0,10° 0,30 +0,06%¢ 13,20 +0,50°¢ 99,72
MRS25J-B 1,55+ 0,04 0,53 +0,08*°9 11,30 +0,60*>¢ 99,65

Dentro de cada columna, los valores seguidos con la misma letra no son significativamente diferentes. AbSmax:
absorbancia maxima asintdtica; m: valor asociado a la velocidad de crecimiento; ti: tiempo inflexion de la fase
lag. MRS100: caldo MRS al 100 %, MRS25: caldo MRS diluido al 25 %, J75: jugo de yacdn diluido al 75 %
, MRS25J: medio nutritivo con 25 % de caldo MRS y 75% jugo de yacon. A:Sistema con mayor aireacion, B:
sistema con menor aireacion.

Los resultados de presion superficial, masa seca y BS por litro de medio de cultivo (MS/L y

BS/L) pueden observarse en la Tabla 111.5. Todos los sobrenadantes aumentaron la presién

superficial con respecto al buffer PBS, indicando la presencia de compuestos tensoactivos.

En cuanto a la produccion de BS, las concentraciones de BS/L de los caldos de cultivo de

los sistemas MRS100 y MRS25J presentaron diferencias estadisticamente significativas,
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siendo también ambos significativamente mayores a los sistemas MRS25 y J75. El
rendimiento de BS por litro de caldo y de masa seca por litro de caldo en MRS25J - A es
mayor que la suma de los dos sistemas MRS25-A y J-A por separado, lo que puede sugerir
un efecto sinérgico. Se puede observar que no hay diferencias significativas entre sistemas

“A”y “B” analogos en cuanto a produccion de BS.

Tabla I11.5: Presion superficial, rendimiento de biomasa seca por litro de medio de cultivo (MS/L)
y rendimiento de biosurfactante por litro de medio (BS/L).

Presion superficial (mN/m)  MS/L de medio (g/L)  BS/L de medio (g/L)

MRS100-A 225+0,7° 1,11 £ 0,112 0,18 + 0,022
MRS100-B 227+0,42 1,73 +£0,21° 0,14+ 0,032
MRS25-A 19,1 +0,82P 0,62 + 0,05¢ 0,03 +£0,01¢
MRS25-B 225+0,12 0,66 + 0,05¢ 0,05 + 0,01¢
J-A 17,2 +1,00¢ 0,18 + 0,134 0,03+0,01°
J-B 15,7+0,4°¢ 0,18 + 0,06¢ 0,03 +£0,01¢
MRS25J-A 223+1382 1,10 + 0,062 0,11 + 0,03
MRS25J-B 233+0,42 1,42 + 0,05° 0,08 + 0,07 bed

Dentro de cada columna, los promedios cuyo superindice posee la misma letra no difieren significativamente (p < 0,05).
MRS100: caldo MRS al 100 %, MRS25: caldo MRS diluido al 25 % , J75: jugo de yacon diluido al 75 % , MRS25J: medio
nutritivo con 25 % de caldo MRS y 75% jugo de yacén. A:Sistema con mayor aireacion, B: sistema con menor aireacion.

111.3.4 Caracterizacion quimica de los biosurfactantes por FTIR

En la Figura 111.6 (Paneles A y B) se muestran los espectros de FTIR correspondientes a los
BS obtenidos con MRSJ-A y MRS100-A. Se observan los picos caracteristicos de los
estiramientos y las vibraciones del enlace amida, propios de los enlaces peptidicos: amida |
en 1653,3 — 153,6 nm, amida Il en 1540 — 1542 cm™ y amida Il en 1456, 4 - 1455,7 cm™;
1399,2 — 1398, 2 nm y 1239,2 — 1239,9 cm™ (Goormaghtigh, 2013). El grupo amida I, se
asocia con vibraciones del enlace C=0 y levemente con las vibraciones del enlace N-H, el
grupo amida Il es la combinacién de los estiramientos del enlace N-H y la vibracion de
estiramiento C-N con menores contribuciones del C-O, C-Cy N-C y el grupo amida Il es la
combinacion en fase de la flexion N-H y la vibracion de estiramiento C-N con pequefias
contribuciones del enlace C-O en flexion plana y del enlace C-C vibracion de tension (Barth,
2007). En base a esto, puede determinarse que ambos BS poseen compuestos proteicos. Los
analisis correspondientes a los BS producidos por J-A y MRS25-A, presentes en la Figura

I11.6 (Paneles C y D), no poseen los estiramientos correspondientes a proteinas.
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Figura I11.6: Espectro FTIR de los BS. Panel A: Producido en el sistema MRS100-A. Panel B:
Producido en el sistema MRS25J-A. Panel C: Producido en el sistema J-A. Panel D: Producido en
el sistema MRS25-A.
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Ademas, en la Figura 111.6 — Panel Ay B, también se aprecian picos a 3413,2 y 3396,8 cm™,
los que corresponden al estiramiento del enlace O-H y un pico débil en 2962 y 2957,9 cm™?
que corresponde a enlaces CH. Por otra parte, el pico caracteristico alrededor de 863,8 y
866,6 cm™ implica la presencia de enlaces 8-D-glucosidicos (Chen et al., 2015) y el pico en
1083,3 y 1083,7 cm™ se corresponde con las vibraciones tipicas del grupo C-O-C, pico
comunmente llamado como banda PIlI (Brzozowski et al., 2011). Todos estos picos son
caracteristicos de los polisacéridos, por lo que se puede plantear que estos dos BS presentan
una fraccion proteica y una conformada por polisacaridos. Picos con longitudes similares
pueden observarse en la Figura 3 — Paneles C y D, por lo que se los compuestos obtenidos

de la a través de MRS25 y J, present6 grupos funcionales similares propios de polisacaridos.

En conclusion, los resultados obtenidos para el BS producido a partir de MRS100-A 'y MRSJ-
A, son similares a los observados en el Capitulo 1, por lo que se puede plantear que a partir
de MRSJ-A se obtuvo un producto quimicamente similar al obtenido con MRS100-A y con
un perfil similar a otros BS obtenidos a partir de BAL. Pero, los sistemas presentes en

MRS25-Ay J-A, poseen una menor presencia de compuestos proteicos.

En base a los resultados comentados, se decidié continuar estudiando la produccién del BS
generado a partir del consumo del medio MRSJ en una mayor escala, asi como también sus

propiedades funcionales.

111.3.5 Produccion del biosurfactante a mayor escala de trabajo

Al aumentar la escala en una fermentacion, el objetivo es la fabricacion de mayor cantidad
de producto, si es posible, o0 mantener, al menos constante el rendimiento y la calidad de este.
Sin embargo, la modificacion de las condiciones geométricas y fisicas pueden derivar en un
comportamiento menos favorable lo que produce una disminucion en el rendimiento y en la
reproducibilidad (Schmidt, 2005). Por lo que al realizar un aumento de escala en la

produccidn es de interés evaluar el efecto que posee en el rendimiento.

Se llevo a cabo la produccion del BS producido por L. plantarum Tw226 escalando los
volimenes de la produccion presente en el “punto I11.3” x 9,8. El escalado se llevo a cabo
tanto en los volimenes de caldo durante la fermentacion, asi como también en el proceso de
centrifugacion y en la extraccién, utilizando equipos y materiales que poseen mayor

capacidad. Los resultados de presion superficial y rendimiento se muestran en la Tabla I11.6.
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El aumento del volumen en la produccion generd un aumento significativo en el rendimiento
de biomasa por litro de medio de cultivo, pero afectd al rendimiento de BS/L de caldo. A
partir de los resultados obtenidos pareciera que el cambio a esta escala no afectaria

significativamente el rendimiento de BS.

Tabla 111.6: Presion superficial del SLC sin dializar, rendimientos de masa seca de bacteria al
finalizar la fermentacion de 48 horas y rendimiento de BS. MRSJ: 75 mL de medio nutritivo en un
Erlenmeyer de 250 cc. MRSJ x 9,8: 600 mL de medio nutritivo en un Erlenmeyer de 2000 cc.

Presion Rendimiento Rendimiento  Rendimiento
superficial masa seca biosurfactante biosurfactante
(mN/m) (9/L) (9/L) (9/gMS)
MRSJ 22,3+1,8% 1,10£0,06% 0,11+£0,03* 0,10+0,042

MRSJ x 9,8 238+172° 1,43+0,05° 0,086 +0,005% 0,061 +0,004°

Lo promedios cuyo superindice poseen la misma letra no difieren significativamente (p < 0,05).

En la Figura 111.7- Panel A se muestran los valores experimentales de la evolucion del
crecimiento a través de la medicion de la absorbancia de L. plantarum Tw226 en el tiempo y
las curvas ajustadas al modelo logistico para los sistemas con 600 mL y para el de 75 mL,
utilizando el medio MRSJ. La curva de crecimiento correspondiente al sistema de 75 mL se
presentd previamente en la Figura 111.5 y se incorporé a esta nueva figura con fines
comparativos. La curva de crecimiento del sistema de 600 mL pudo modelarse
satisfactoriamente mediante el modelo Logistico segln se probo a través de un ANOVA y
por medio del coeficiente de correlacion (R?), el cual mostré un valor de 99,90 %. Cabe
aclarar que, para obtener un mejor ajuste, se decidio eliminar el punto correspondiente a las
48 horas en la evaluacion del crecimiento en un volumen de 600 mL. Al observar las curvas,
puede apreciarse que, la absorbancia en la fase estacionaria del sistema de mayor volumen
presentd un valor mas alto comparado con el del sistema de 75 mL. Esto podria indicar que,
en el sistema de 600 mL de caldo estaria habiendo una mayor concentracion de biomasa
bacteriana, por lo que el aumento de escala pareceria afectar el crecimiento bacteriano de
manera positiva. También, al observarse la pendiente de la curva en la fase exponencial,
podria interpretarse que una vez que comienzan a reproducirse las bacterias, lo harian a
mayor velocidad en el sistema de 600 mL que en el de 75 mL. Para analizar si los cambios
mencionados son significativos, se analizaron y compararon los parametros cinéticos
asociados al modelado de las curvas, a traves de un ANOVA y un test de Tukey. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla I11.7. Se puede observar que habria una
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disminucion en el “ti” y un aumento de la “m” asi como de los valores de “Absmax> €N la
fermentacion producida en un mayor volumen de caldo, siendo todas estas variaciones
significativas. Por lo cual, estos cambios en los parametros cinéticos indican que el aumento
en el volumen de produccion generd un efecto positivo en el crecimiento de L. plantarum
Tw226, debido a que:

a) Se obtuvo mayor crecimiento, lo que se refleja tanto en el aumento del parametro
Absmax como también en el aumento del rendimiento de biomasa seca por litro de
medio de cultivo (Tabla I11.6).

b) Se produjo una disminucion en el tiempo de latencia posterior a la fase exponencial

y un aumento de la “m”, parametro relacionado con la velocidad de crecimiento.

Por otro lado, en la Figura I11.7 — Panel B se muestran los valores experimentales de la
evolucion del crecimiento, a travées de la técnica de recuento de viables en placa, en funcién
del tiempo para el sistema con 600 mL. La curva de crecimiento se pudo modelar
satisfactoriamente mediante el modelo de Gompertz modificado segln se prob6 a través de
un ANOVA y por medio del coeficiente de correlacion (R?= 99,89%). En la Tabla 111.7 se
muestran los parametros cinéticos de crecimiento de L. plantarum Tw226 obtenidos a partir
del modelo de Gompertz modificado. Estos parametros fueron de: 13,27 + 0,05 para el valor
asintético (A), 1,63 + 0,03 h! para la velocidad de crecimiento (um) y 3,72 + 3,71 h para el

tiempo de latencia (A).

En cuanto a los valores experimentales, se alcanz6 un valor maximo de In (UFC.mL"
YJUFCo,mL™) de 13,5 + 0,3 a las 24 horas, el cual se redujo a las 48 horas hasta 9,2 + 0,3. Al
finalizar la produccion, el pH fue de 3,45 £+ 0,01 (Figura 111.7-Panel B). Sitisart y Gasaluck
(2022), al estudiar el crecimiento de L. plantarum MGL-8 en jugo de mango, medio de
aislamiento de la bacteria, y en caldo MRS, observaron que, en el jugo, el crecimiento
bacteriano fue de 10,1 log UFC/mL a las 48 horas en co-incubacion con los hongos y
levaduras nativas del jugo, mientras que en caldo MRS alcanz6 9,0 log UFC/ml a las 24 horas
de crecimiento presentando una disminucion de 1,0 ciclo logaritmico a las 48 horas.
También, reportaron valores de pH similares entre las 24 y 120 horas de fermentacion en
caldo MRS. Esto indicaria que la bacteria, luego de 48 horas de crecimiento, se encontraria
en la fase de muerte, ya que se observa una disminucion en el nimero de ciclos logaritmicos.
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Figura I11.7: Curvas de crecimiento de L. plantarum Tw226 en términos de absorbancia (590 nm) para el sistema de 600 mL de
caldo (®) y el sistema de 75 mL de caldo ( A). Las lineas corresponden a los modelados obtenidos a partir de los pardmetros presentes
en la Tabla 111.7 (Panel A). Crecimiento de L. plantarum Tw226 durante 48 horas por recuento de viables en placa (®) y evolucion
del pH (@) utilizando 600 mL de caldo MRS (Panel B).

Tabla I11.7: Parametros cinéticos para el crecimiento de L. plantarum Tw226 obtenidos mediante el modelo Logistico, para los datos
tomados a través de la absorbancia, y el modelo de Gompertz modificado, para los datos obtenidos mediante recuento de viables en
placa.

Sistema Absorbancia Recuento de viables en placa
AbSmax m (h!) ti (h) A tm (h) A (h)
MRSJ X9,8 | 1,58 £0,03* | 0,63 +£0,38% | 11,0+ 0,6* | 13,27 +0,05 | 1,63 +£0,03 | 3,72+ 0,71
MRSJ | 1,37+0,10° | 0,31 +0,06° | 13,2 +0,5" - - -
MRSJX9,8: sistema de 600 mL de medio nutritivo compuesto por 75 % jugo de yacon y 25 % MRS. MRSJ: sistema de 75 mL de medio nutritivo compuesto
por 75 % jugo de yacdn y 25 % MRS. Absmax: absorbancia méxima asint6tica; m: valor asociado a la velocidad de crecimiento; ti: tiempo inflexion de la fase

lag; A: valor asintotico; um: velocidad de crecimiento; A: tiempo de fase de latencia. Los promedios cuyo superindice posee la misma letra no difieren
significativamente (p < 0,05).
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A partir de los resultados se puede determinar que el medio MRSJ es (til tanto para la produccion de

biomasa de L. plantarum Tw226, asi como también para la produccion de BS.

I11. 4 Conclusiones:

L. plantarum Tw226 fue capaz de crecer empleando distintas diluciones de caldo MRS.

El jugo de yacon cdmo unico componente del medio de cultivo no fue adecuado para el
crecimiento.

L. plantarum Tw226 presento un crecimiento en la formulacién conteniendo 75 %v/v de jugo
de yacén y 25 %v/v de caldo MRS comparable con el obtenido empleando s6lo caldo MRS
sin diluir.

Los grupos funcionales del BS obtenido mediante el crecimiento de la BAL en un caldo
formulado con 75 %v/v de jugo de yacon y 25 %v/v de caldo MRS fueron similares que los
obtenidos utilizando so6lo caldo MRS.

Las condiciones de aeracion no afectaron el rendimiento de BS ni la produccién de biomasa
bacteriana.

La produccién a una escala aproximadamente 10 veces mayor no generé cambios en el

rendimiento, pero si se observaron mejoras en los parametros cinéticos.

Por lo tanto:

El BS producido por Lactiplantibacillus plantarum Tw226 podria obtenerse a partir de

medios nutritivos alternativos provenientes de productos agroindustriales.
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4. Conclusiones generales:

Los resultados presentes en esta tesis profundizan el estudio de BAL provenientes del medio
ambiente maritimo patagénico argentino. Se pudieron identificar distintas especies capaces de
producir BS ligados a las células, de las cuales Lactiplantibacillus plantarum Tw226 se destaco
por su mayor rendimiento. Esta cepa, ademés de producir compuestos tensioactivos con buenas
propiedades funcionales, también mostré ser segura para usos biotecnoldgicos, a partir del estudio

de su genoma completo y resistencia a antibioticos.

El BS ligado a la célula producido por L. plantarum Tw226 presentd una naturaleza
glicolipopeptidica, siendo capaz de disminuir la tension superficial hasta 46,4 mN/m, con una
concentracion micelar critica de 0,11 g/L, soluble y estable en su actividad superficial en el rango
de pH entre 5,00 y 7,00. EI BS permitid estabilizar emulsiones conteniendo 0,15 % m/m de goma
xantica a pH 6,00, aun en presencia de NaCl o glucosa. También permitio estabilizar emulsiones
de aceite esencial de corteza de canela con una concentracion de 5000 ppm durante, al menos,
nueve semanas. Estas emulsiones presentaron actividad antioxidante y actividad antimicrobiana
frente a Listeria innocua y Zygosaccharomyces bailii. Estos resultados nos muestran que las
posibilidades para la implementacion del BS como aditivo son variadas. Es de particular interés
el posible uso como estabilizante de emulsiones con ingredientes antimicrobianos naturales, como

los aceites esenciales, surgiendo nuevas alternativas en elementos para la sanitizacion e higiene.

Finalmente, se comprobd que fue posible producir el BS con grupos funcionales similares a los
obtenidos con caldo MRS utilizando una formulacién con 75 % v/v de jugo de yacon y 25 % v/iv
de caldo MRS, presentando un rendimiento comparable con el obtenido utilizando el medio de
cultivo tradicional. Este resultado abre una puerta a un vasto abanico de posibilidades de
subproductos agroindustriales que podrian ser utilizados como sustrato para la produccién de BS
por parte de BAL, lo que permitiria la produccion de moléculas funcionales a un menor costo y

aportando a la generacion de economias circulares.
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Proyectos a futuro

e Profundizar el estudio del uso de BS como agente estabilizante de emulsiones de aceite en
agua y de emulsiones de aceites esenciales. Estas Gltimas pueden ser empleadas como agentes
de higiene y sanitizacion contra la formacién de biofilm.

e Evaluar la produccion de BS a partir de distintas cepas BAL utilizando diversos subproductos
agroindustriales, asi como también la produccion de bacteriocinas.

e Crear formulaciones multifuncionales a partir de BS, aceites esenciales y bacteriocinas.
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