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Resumen. Los probidticos se definen como microorganismos vivos, que al
ser ingerido en cantidades suficientes ejercen beneficios para la salud. El
nimero minimo de bacterias necesarias para proporcionar cualquier efecto
deseado, luego de su ingestion, debe ser de aproximadamente 10°-10’
UFC/mL. El secado por pulverizacion (spray drying) ha sido investigado
como método para la produccién de bacterias lacticas. La exposicion a
elevadas temperaturas durante el proceso de secado de las bacterias, ejerce
un impacto negativo sobre su viabilidad, y por lo tanto, sobre la actividad
del producto obtenido. El objetivo del presente trabajo, fue obtener bacterias
lacticas secadas por espray a escala piloto bajo diferentes regimenes de
operacion y la incorporacion de matrices encapsulates. Se trabajé con una
cepa de Lactobacillus acidophillus novo. Se empled un spray dryer de
escala piloto y como matriz encapsulante se emple6d leche deshidratada,
maltodextrina y pectina en 3 concentraciones diferentes. Se estudiaron tres
velocidades de alimentacion del producto diferentes y el efecto de las
variables: temperatura de salida y actividad de agua del producto, sobre la

viabilidad del producto a 30, 60 y 90 dias, almacenados a -18°C, en
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recipientes cerrados al vacio. Los resultados muestran que a medida que
aumentan el caudal de alimentacion y la temperatura de salida, la viabilidad
disminuye notoriamente, mientras que la incorporacion de matrices
encapsulantes produce un efecto benéfico en la conservacion de los cultivos.
A su vez, se observa una fuerte relacion entre la actividad de agua del

producto obtenido, y la viabilidad del mismo, durante su almacenamiento.

Palabras claves: SECADO POR ESPRAY; BACTERIA LACTICA; ENCAPSULADO;
VIABILIDAD

1. Introduccion

Los probioticos se definen como microorganismos vivos, que al ser ingerido en
cantidades suficientes ejercen efectos beneficiosos para la salud. El nimero minimo de
bacterias necesarias para proporcionar cualquier efecto deseado, luego de su ingestion,
debe ser de aproximadamente 10°-107 UFC/mL. Por lo tanto, la viabilidad de las
bacterias probiodticas durante el almacenamiento es importante. La liofilizacién es una
de las principales técnicas empleadas en la obtencion de cultivos iniciadores y
probidticos para su posterior uso en la industria alimenticia o farmacéutica. Sin embargo
esta tecnologia presenta elevados costos de produccion, la necesidad de mano de obra
especializada y largos tiempos de procesamiento.

La técnica de secado por pulverizacion o espray (spray drying), se presenta como una
alternativa econdomica y efectiva para la produccion de fermentos lacticos. Se trata de
una operacioén que consiste en convertir un alimento liquido en un producto en polvo,
con minima manipulacion del material, disminuyendo su tamafio y su contenido de
humedad, lo que favorece la preservacion del alimento (Vinderola, 2008). Dentro de sus
ventajas, se pueden citar, el bajo costo y el corto tiempo de procesamiento. La
versatilidad del proceso de secado por pulverizacion y los considerables progresos
realizados a través de la innovacion tecnoldgica han llevado a una mayor flexibilidad
para cumplir con los requisitos biotecnoldgicos, especialmente en lo referido a

tratamientos térmicos mas suaves, a fin de evitar la pérdida de actividad microbiana.
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Sin embargo, los trabajos publicados sobre el secado por pulverizacion de bacterias
son escasos en comparacion con los de liofilizacion (Schuck y col., 2012). Las razones
por las cuales esta técnica no es muy usada son principalmente las bajas tasas de
supervivencia durante el secado de los cultivos, la baja estabilidad en condiciones de
almacenamiento y la dificultad de rehidratar el producto (Ananta y col., 2005). Estudios
relativos a la supervivencia de diferentes cultivos lacticos obtenidos por secado, han
sido reportados por algunos investigadores (Lian y col., 2002; Ananta y col., 2005). Fu
y Chen (2011) resumen varios estudios sobre la deshidratacion de microorganismos por
procesos térmicos que demuestran que la supervivencia de los cultivos varia
dependiendo de los diferentes medios de cultivo, las matrices encapsulantes, los
sistemas de secado y las caracteristicas de cada microorganismo. Los articulos
publicados, indican que los parametros operacionales del equipo y las sustancias
protectoras empleadas, juegan un rol determinante en la viabilidad microbiana final
(Boza y col, 2004; Wang y col., 2004; Fu y Chen, 2011). La exposicion a las elevadas
temperaturas necesarias para la evaporacion de agua durante el proceso de secado ejerce
un impacto negativo sobre la viabilidad de las bacterias y por lo tanto, la actividad del
producto obtenido. Hasta la fecha, se han realizados diferentes experimentos con el fin
de mejorar la viabilidad del cultivo durante el secado y prevenir la muerte celular
durante el almacenamiento, que incluyen por ejemplo, la incorporacion de matrices
encapsulantes y/o prebidticos y la optimizacion de los pardmetros operacionales del
equipo. La mayoria de estos estudios, se han focalizado en la produccion de cultivos
lacticos mediante el secado por espray a escala laboratorio, y son pocos los realizados a
escala piloto. En trabajos previos, nuestro grupo de investigacion ha realizado diferentes
experimentos a escala laboratorio sobre la deshidratacion de bacterias lacticas de origen
caprino. En base a lo antes expuesto, el objetivo del presente trabajo fue obtener
probidticos deshidratados con un equipo de secado por spray de escala piloto y estudiar
el efecto del caudal de alimentacion y el % de matriz encapsulante incorporada, durante

el almacenamiento del producto por un periodo de 90 dias.
2. Materiales y Métodos

2.1. Cultivo
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Se emple6 una cepa de Lactobacillus acidophillus novo, donado por la empresa
SAECO-Liofast. La cepa se cultivo a 37°C durante 24 horas, en condiciones de
aerofilia, en 5 mL de medio Man, Rogosa y Sharpe (MRS, ACUMEDIA, Brasil). Se
realizaron repiques sucesivos, a fin de producir 1000 mL de biomasa. Posteriormente, se
centrifugd a 7000 rpm a 5°C durante 7 min. La biomasa recuperada se lavo dos veces

con solucion de citrato de sodio al 2%.
2.2. Solucion encapsulante y Procedimiento de Secado por Espray.

Las células lavadas, se resuspendieron en una solucion que contenia las matrices
empleadas como encapsulantes. Dicha solucion, estaba compuesta por pectina de bajo
metoxilo (CPKELKO, Brasil), maltrodextrina (Ingredion, Brasil) y leche deshidrata
recontituida (LDR, Itambe, Brasil). Las matrices incorporadas, fueron homogeneizadas
a 10.000 rpm (IKA-T25), durante 10 min y esterilizadas a 121°C. La composicion del
medio, puede observarse en la Tabla 1. La concentracion final de la suspension de
células fue de 3.70x10® UFC/g (+ 0.4 x10%).

El secado de las muestras, se realiz6 mediante el empleo de un Spray Dryer piloto
Lab Maqui-MSD 5.0 (Brasil). La temperatura de entrada (Te) y el flujo del aire (FA) se
mantuvieron constantes y se estudio el efecto del caudal de entrada de la materia prima

(CA). En la Tabla 1, figuran los valores empleados para el procedimiento de secado.

TABLA 1. Composicion del medio encapsulante y variables de secado empleadas

8.00
Pectina (g/L) 12.00
16.00
Malto dextrina (g/L) 2.00
LDR (g/L) 30.00
] ) 30
Caudal Alimentacion CA
: 40
(mL/min)
50
Temperatura entrada (°C) 170
Flujo Aire (L/min) 60

2.3. Recuento de células y actividad de agua.
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La viabilidad de los fermentos frescos y deshidratados se estudidé mediante el
siguiente analisis microbioldgico: se determind el numero de células viables de cada
fermento, antes y después de los diferentes tratamientos, por recuento en placa. Para
ello, se realizaron diluciones decimales en solucion de citrato de sodio al 2% y se utilizé
como medio MRS. Las placas se incubaron a 37°C en condiciones anaerobicas. El
recuento se inform6 en UFC/g de biomasa seca. La tasa de sobrevida (%T), se calculo
como la division entre las UFC/g finales e iniciales, luego del tratamiento de secado por
espray. El resultado se expreso en porcentaje.

La actividad de agua (ay,) de los polvos obtenidos se realizé mediante el empleo de
un medidor de actividad de agua medidor de actividad AQUALAB (Decagon Devices,

Pullman, WA), a 25 °C. Cada analisis se realizé por triplicado.
2.4. Microscopia Electronica de Barrido.

La morfologia de las microcépsulas se observd por microscopia electronica de
barrido. Las muestras encapsuladas fueron fijadas sobre cinta metélica de doble cara y
recubiertas con una fina capa de oro usando un evaporador Balzers (modelo SCD050,
Baltec, Liechtenstein, Austria) durante 120s. Las observaciones se realizaron utilizando
el microscopio electronico de barrido (JEOL, JSM-T300, Tokio, Japén) a un voltaje de

aceleracion de 10 kV.
2.5. Estudios de Viabilidad Microbiana en Funcion del Tiempo.

Se realizo el estudio de la viabilidad microbiana de los fermentos deshidratados a los
30 y 60 dias. Para esto, los polvos deshidratados se guardaron en recipientes cerrados al

vaci6 a -18°C y al resguardo de la luz.
3. Resultados

En la Tabla 2, se presentan los resultados obtenidos para cada experimento realizado.
Las variables independientes (CA y concentracion de pectina), se presentan de manera

codificada. En términos generales, se puede mencionar que la temperatura de salida (Ts)

disminuye con el aumento del caudal de ingreso de la suspension y aumenta a medida
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que aumenta el contenido de pectina de la suspension. En cambio, la humedad del

producto aumenta con el aumento del caudal de alimentacion y el contenido de pectina.

TABLA 2. Disefo experimental y resultados obtenidos

Cédigo I [ I |m | 1v |V [VI[vI|[vII] X | X | XI
CA (mL/min)| -1 | 0 1 [ -1 o 1| 1] o 1 0 | o
Pectina(glL) | -1 | -1 | -1 | 0 | 0 | © 1 1 1 0 | o
Ts (°C) 81 |715] 68 | 93 | 87 | 81 | 98 | 87 | 76 | 85 | 90
%T 4526 |61.04 | 67.18 | 67.44 [77.52|81.40[70.00 [ 79.07 | 73.64 | 73.64 | 77.52

Se obtuvieron las ecuaciones de regresion para las diferentes variables dependientes.

Las ecuaciones 1 y 2, corresponden a las regresiones obtenidas para cada variable

dependiente. La variable “x” corresponde a CA y la variable “y” a la concentracion de

pectina. El coeficiente de regresion R? fue mayor a 0.95 en todos los casos, y de acuerdo

al analisis de variancia, todas las ecuaciones obtenidas poseen un p < 0.05.

%T = 75,9312 + 12,1915. x + 17,2126.y — 9,3638.x% — 7,93848.x.y — 12752.y?

Ts =74,7273 —13,6667.x + 14.y

(1)

(2)

Se observan efectos lineales y cuadraticos para el %T, mientras que para la Ts, solo

se observan efectos lineales. A partir de la ecuacion de regresion del %T, se obtuvo el

grafico de superficie respuesta que se presenta en la Figura 1.

AAIQ, Asociacion Argentina de Ingenieros Quimicos - CSPQ




VII CAIQ 2013 y 2das JASP

——— Funcion
— — T TTe— = 0,0
sl : T R s 10,0
100 o ] 20,0
- - === ] 30,0
80 e e 00
i - - ontl ] 50,0
e % e ] 60,0
2 C / 1 70,0
“oF e ] 80,0
20¢ - T J = 90,0
3 — i e ] mm 100,0
ob—" ipens-—
; {h—“"—“_————_h________ R i
i -0,6 B e 0p 06
8 g2 — 02 ©
’ 0,6 1 4 08 "
Caudal (mL/min) %solidos

FIGURA 1. Gréfico superficie respuesta de la tasa de sobrevida.

En la grafica, se puede observar que el aumento de sobrevida de los cultivos,
aumenta a medida que aumenta el caudal y la concentracion de pectina en la suspension,
alcanzédndose un maximo. El efecto de la Ts y su relacion con el %T, se hace evidente al
analizar los resultados de la Tabla 2. Un aumento en la Ts, produce mayor dafio en las
estructuras de la célula microbiana, principalmente en la membrana celular y la
inactivacion de enzimas, produciendo una répida caida de la viabilidad del producto
obtenido (Favaro-Trindade y Grosso, 2002). Las células pueden sufrir diferentes tipos
de lesiones durante el proceso de secado. Estas lesiones y la muerte celular son
probablemente causadas por una pérdida de proteinas de la pared celular, asi como
también, por la pérdida de agua, siendo ambos factores extremadamente importantes
para el mantenimiento de la integridad estructural y funcional de las macromoléculas
bioldgicas (Brennan et al. 1983). La incorporacion de matrices, favorece la viabilidad
microbiana, al proteger los fosfolipidos de la membrana celular (Ananta et al., 2005).

La velocidad de secado del medio de cultivo depende de dos factores; el caudal de
alimentacion y la temperatura de entrada del aire. Por lo tanto, en las condiciones
experimentales empleadas, la velocidad de evaporacion del agua del caldo de células,
depende de estas variables. Al aumentar el caudal de alimentacion, disminuye el tiempo
de residencia, y en definitiva, de contacto entre el aire caliente y la suspension de

bacterias, lo que producird un polvo con mayor contenido de humedad y un aumento de
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la tasa de sobrevida, debido a que se produce una menor desnaturalizacion de las
proteinas en las células.

En la Tabla 3, se observan los resultados del recuento microbiano (expresado como
la relacion del logaritmo de UFC/g tiempo /UFC/giniciales), €n funcion del tiempo y la
actividad de agua obtenida para cada ensayo realizado. Se observa una disminucion
importante de la viabilidad microbiana, a medida que transcurre el tiempo de
almacenamiento de los cultivos. Silva et al. (2011) sugieren que la sobrevida de los
cultivos microbiologicos obtenidos por secado, esta fuertemente relacionado con la Ts y
no con la temperatura de entrada del aire. Como se observa, las muestras con mayor
estabilidad en el tiempo, son las que presentan menor Ts y por lo tanto, mayor

concentracion de células viables, finalizado el proceso de secado (Tabla 2).

La actividad de agua es un parametro importante de calidad en la evaluacion de la
estabilidad durante el almacenamiento de productos alimenticios secos (Skanderby et al.
2009). Se observa que la actividad de agua aumenta con la concentracion de pectina

empleada y el aumento del CA de la biomasa.

Tabla 3. Sobrevida de los cultivos en funcion del tiempo y actividad de agua

Tiempo
(Log N/Log No) 30 60 90 Ay
I -0.516 -1.233 -1.816 0.309
II -0.435 -1.040 -1.531 0.336
111 -0.449 -0.876 -1.317 0.352
v -0.468 -0.722 -1.119 0.361
A% -0.541 -0.796 -1.241 0.368
VI -0.497 -0.783 -1.210 0.373
VII -0.512 -0.830 -1.277 0.385
Vil -0.478 -0.892 -1.349 0.391
IX -0.484 -1.007 -1.504 0.394
X -0.536 -0.805 -1.208 0.368
XI -0.542 -0.835 -1.246 0.361
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Meng et al. (2008), consideran que aunque el agua es un componente esencial de la
vida, la retencion de la viabilidad durante el almacenamiento es a menudo mayor
cuando la actividad de agua es muy baja. Segin Kearney et al. (2009), para que los
cultivos en polvo pueden permanecer estables en alimentos deshidratados deben tener
valores de a, de aproximadamente 0,3 a fin de controlar no solo el crecimiento
microbiano sino también otras reacciones fisicoquimicas y bioquimicas perjudiciales
que afectan al color, la textura, el sabor y el valor nutritivo de los alimentos.

En la Figura 2 se observa claramente que a medida que aumenta la ay, de los polvos,
disminuye la perdida de viabilidad microbiana, durante el almacenamiento, en el
transcurso del tiempo. A su vez, se observa que una a,, menor de 0.355 y mayor 0.380,

la viabilidad disminuye notoriamente.
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Figura 2. Viabilidad microbiana, en funcion del tiempo (30, 60 y 90 dias) y la actividad
de agua de los productos obtenidos

Al cabo de 90 dias de almacenamiento, se observa que la pérdida la viabilidad

microbiana es lineal, y depende fuertemente de la concentracion inicial de bacterias al

inicio del almacenamiento y de la actividad de agua del producto. A su vez, la

viabilidad inicial del polvo obtenido, depende de la concentracion de pectina empleada

y del caudal de la suspension alimentada. Todo esto, recae en la temperatura de salida

del producto. Como se puede observar, todas las variables estan relacionadas entre si,
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por lo que es necesario analizarlas en conjunto, a fin de obtener una mayor comprension
de como se ve afectada la estabilidad del producto obtenido.

En la Figura 3, se observan las microfotografias obtenidas por SEM, para los
diferentes tratamientos realizados. Las particulas obtenidas, presentan diferentes
tamafios, con forma redondeada y la presencia de concavidades tipicas de productos
obtenidos por spray drying. Saénz et al. (2009) informan que la formacion de
concavidades en la superficie de particulas atomizadas se puede atribuir a la contraccion
de las particulas durante el proceso de secado debido a la répida evaporacion de las
gotas de liquido. Las superficies externas de las capsulas formadas por los diferentes
tratamientos mostraron paredes libres de fisuras o interrupciones, lo cual es fundamental

para garantizar una mayor proteccion y menor permeabilidad a los gases.

50um IV -3809 201412110 NL D42 x15k 50 um

Il -3692 2014/12/04 NL D4.6 x1.5k

3

W1-3831 2014/12110 NL D43 x1.5k 50 um Wil -3855 2014112110 NL D40 x1.5k 50um

Figura 3. Microfotografias electronicas de barrido de los polvos obtenidos, para los

tratamientos II, IV, VI 'y VIIL
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4. Conclusion.

La obtencion de cultivos microbianos mediante secado por espray es un proceso
complejo, que depende de muchas variables que afectan la calidad del producto
obtenido. Mediante este estudio se analizé el efecto de la concentracion de sélidos
encapsulantes y el caudal de alimentacion de la suspension de microorganismos, sobre
la viabilidad microbiana, la Ts, ay y la estabilidad durante el almacenamiento del
producto obtenido. Se observé una fuerte correlacion entre las variables dependientes y
las variables independientes seleccionadas. Un aumento de CA y de la concentracion de
material encapsulante ejerce un efecto protector de la viabilidad microbiana tanto al
tiempo cero como durante el almacenamiento. La a,, del producto también resulta

importante en su estabilidad y viabilidad estando sus valores 6ptimos entre 0.35 y 0.38.
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