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1. RESUMEN

La metilcelulosa (MC) es un polimero derivado de la celulosa utilizado en la in-
dustria farmacéutica y alimentaria debido a su inocuidad, bajo costo y capacidad
de aumentar la viscosidad de soluciones acuosas. Es capaz de formar peliculas con
buenas propiedades mecdnicas y baja permeabilidad al oxigeno y al vapor de agua.
Se estudiaron peliculas de MC como soporte de bacterias dcido lacticas con la in-
corporacién de fructoligosicaridos (FOS) como prebidtico. Dos especies de bac-
terias: L. plantarum CIDCA 83114 y L. delbrueckiii subsp. Bulgaricus CIDCA 333
se incorporaron a matrices de MC. Se analiz6 la viabilidad celular hasta 105 dias de
almacenamiento. Las propiedades térmicas se obtuvieron por calorimetria diferen-
cial de barrido (DSC) y anélisis dindmico mecénico (DMA). Se evalué la estabili-
dad de las peliculas y la viabilidad de las cepas a distintas humedades a través de una
isoterma de absorcion a 4 °C. El efecto protector de los FOS se puso de manifiesto a
través del aumento de la viabilidad de la cepa de mayor sensibilidad (L. delbrueckiii
subsp. Bulgaricus). Las temperaturas de transicion vitrea (T,) obtenidas por DMA
mostraron valores entre 160 y 180 °C, lo que confirma que los polimeros con alta
T® tienen una buena capacidad protectora de la célula bacteriana. Las isotermas se
modelaron con las ecuaciones de GAB y de Iglesias —Chirife. Con el aumento de la

actividad de agua se observo la disminucién de la viabilidad bacteriana. A valores
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inferiores al 33 % de humedad relativa, la cepa con mayor estabilidad durante los
10S dias de almacenamiento fue el L. plantarum. El uso de peliculas de MC con la
adicién de FOS resulto6 ser una forma util para preservar cepas de interés en la in-

dustria alimentaria.
2. INTRODUCCION

La importancia de las bacterias acido lacticas y los probidticos en la industria ali-
mentaria y farmacéutica pone de manifiesto la necesidad de estrategias de preserva-
cién que garanticen una viabilidad adecuada hasta el final de la vida util del produc-
to. Por lo tanto, la incorporacién de estos microorganismos en peliculas comestibles
permitirfa aumentar su resistencia a la deshidratacion y almacenamiento. Las peli-
culas cargadas con probiéticos se han utilizado como recubrimientos de alimentos
para aprovechar los efectos beneficiosos de los microorganismos y ampliar la vida
util de diferentes productos (Lépez de Lacey et al., 2012). La metilcelulosa (MC)
es un polimero de bajo costo, comestible (Li et al., 2002), con buenas propiedades
como agente formador de peliculas que ha dado lugar a aplicaciones farmacéuti-
cas y alimentarias (Bodvik ef al., 2010). Sin embrago, la obtencién de peliculas de
MC implica procesos de calentamiento y secado, por lo que bacterias dcido-lacticas
sensibles como Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus podrian resultar danadas.
El papel de los fructooligosacaridos (FOS) como protectores bacterianos en los
procesos de deshidratacién ha sido estudiado en los tltimos afios (Golowczyc et al.,
2011). Las propiedades estructurales y mecénicas de las peliculas de MC han sido
analizadas, entre otros, por Tavera-Quiroz ef al. (2013).

Sin embargo, la incorporacién de FOS en peliculas de MC no ha sido objeto de
estudio. En este trabajo, se estudiaron peliculas de MC cargadas con dos cepas de
lactobacilos: L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 y L. plantarum CIDCA
83114. La eleccién de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 se debe a que se
trata de una cepa sensible ante cualquier proceso de conservacién (Tymeczyszyn
et al,, 2012) yla de L. plantarum CIDCA 83114 a que inhibe el crecimiento y/o la
actividad de Escherichia coli O157:H7, Shigella y Salmonella (Golowczy et al., 2011;
Kakisu et al,, 2013). Se investigd ademés el efecto de los FOS agregados en las pe-
liculas de MC considerando tanto la viabilidad bacteriana como las propiedades

fisicoquimicas de las peliculas obtenidas.
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3. MATERIALES Y METODOS

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES FILMOGENICAS

Para la preparacion de la solucién filmogénica, 1,5 g de MC A4M (Methocel, Dow
Chemical Co, U.S.A) se dispersaron en 50 ml de agua destilada a 80 °C bajo agita-
cién constante. Luego se complet6 hasta un volumen total de 100 ml con agua des-
tilada fria y se mantuvo bajo agitacién hasta que alcanzé temperatura ambiente. Se
agregé sorbitol (ANEDRA, Francia) 0,25 % p/v como plastificante (Tavera-Quiroz
et al., 2013). Los FOS (Orafti Beneo p95, Alemania) se incorporaron a la solucién
en concentraciones de 0 (control), 1,2, 3y S % p/v. La solucién se esterilizé con

filtros de 0,2 micras.

CEPAS Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO BACTERIANO

L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 y L. plantarum CIDCA 83114, aisladas
de leches fermentadas (Garrote et al., 2001; Gémez-Zavaglia et al., 1999), se inocu-
laron en caldo MRS a 37 y 30 °C en aerobiosis, respectivamente. 100 ml de cultivo

fue obtenido por centrifugacién y lavado con NaCl 0,85 % p/v.

PREPARACION DE LAS PELICULAS CARGADAS CON BACTERIAS

Los extractos bacterianos se diluyeron en 25 ml de solucién filmogénica para obte-
ner 1,1 x 10'° UFC/ml de L. delbrueckii subsp. bulgaricusy 2,7 x 10'* UFC/ml de L.
plantarum. 1,5 g de las soluciones de MC con y sin agregado de FOS, se dispersaron
sobre placas de Petri (S cm de didmetro) y se secaron en estufa de conveccién for-

zada a 40 °C. El espesor de las peliculas se determiné con un medidor de espesor
DCN-900 (Nueva York, EE.UU.).

RECUENTO DE BACTERIAS VIABLES EN MEDIO SOLIDO

50 mg de las peliculas de MC obtenidas con las distintas concentraciones de FOS
fueron rehidratados en S ml de NaCl 0,85 % p/v. Las suspensiones se sembraron en
agar MRS. Las placas que contenian L. plantarum se incubaron a 30 °C durante 24
h en aerobiosis (Golowczyc et al., 2011), y las placas con L. delbrueckii subsp. bulga-
ricus a 37 °C durante 48 h en aerobiosis (Tymczyszyn et al.,, 2012).
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MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Las peliculas cargadas con bacterias se congelaron en nitrégeno liquido y se frac-
turaron. Las muestras fueron examinadas con un microscopio electrénico modelo
Quanta 200 FEI (Holanda), sin ningtn recubrimiento metélico con un voltaje de
aceleracion de 12,5 kV.

OBTENCION DE LOS ESPECTROS DE FTIR

Los espectros de FTIR de las peliculas de metilcelulosa se registraron en modo
transmision en un espectrémetro Thermo Nicolet iS10 (Thermo Scientific, MA,
EE.UU.). Los espectros se obtuvieron en el rango de 4000-400 cm™, promediando

64 escaneos a 4 cm™ de resolucién espectral.
PROPIEDADES TERMICAS DE LAS PELICULAS OBTENIDAS

Los anélisis dindmico-mecénico (DMA) se realizaron en un equipo Q800 (TA Ins-
truments, EE.UU.). El ensayo de barrido de frecuencia se realizé desde -100 a 220
°C. La temperatura de transicion vitrea se determino a través del punto de inflexion

de la curva tan d.
ISOTERMAS DE ADSORCION DE AGUA Y ALMACENAMIENTO

Las peliculas con bacterias fueron equilibradas a 4 °C en atmosferas de: LiCl,
MgCl,, K,CO3, NaCl, KCI cuyas humedades relativas (HR) fueron 11, 33, 44, 75,
85y 97 %, respectivamente. El contenido de humedad de las peliculas se determiné
a 105 °C hasta peso constante. Las peliculas se almacenaron durante 90 dias a 4 °C.

La viabilidad se determiné cada 15 dias.
ANALISIS ESTADISTICO
El analisis estadistico se realizé con Systat-software (SYST AT, Inc., Evanston, IL,

EE.UU.). Se realizaron anilisis de varianza (ANOVA), regresiones lineales y prue-

bas de comparacién de LSD Fisher. El nivel de significacién utilizado fue 0,0S.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

ErEcTO DE LOS FOS COMO COMPUESTOS PROTECTORES

La preparacion de peliculas con bacterias incorporadas incluye dos pasos poten-
cialmente daninos para los microorganismos: el efecto osmoético de la solucion
filmogénicas y la deshidratacion debido al secado. El efecto de los FOS sobre la
viabilidad se analiz6 mediante la inclusién de diferentes concentraciones en la so-
lucién filmogénica. La deshidratacion dio lugar a una disminucion en la viabilidad
de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 en ausencia de FOS. El aumento de
la concentracién de FOS tuvo un efecto protector hasta el 3 % p/v, mientras que
no se observé una mejorfa a concentraciones mas altas (S % p/v) (Figura 1A). L.
plantarum CIDCA 83114 mostrd una resistencia intrinseca mayor ante el proceso
de deshidratacion. En la Figura 1B se observa que no hubo diferencias significativas

para las diferentes concentraciones de FOS cuando se estudié su viabilidad.

ANALISIS ESTRUCTURAL DE LAS PELICULAS CARGADAS CON BACTERIAS

La Figura 2 muestra las imdgenes de microscopia electrénica de barrido. Ambas
cepas bacterianas se ven completamente embebidas en la pelicula de MC. La ho-
mogeneidad de las peliculas indica su integridad estructural, que no se ve afectada
por la presencia de los microorganismos. Por otro lado, la morfologia bacteriana no
se alterd tras la incorporacién en las peliculas de MC.

En la Figura 3 se muestran los espectros de FTIR de las peliculas de MC cony
sin microorganismos. Se observé una banda a 3380 cm-1 en los tres espectros. Esta
banda se puede atribuir al modo vibracional de todos los compuestos que tienen
grupos OH (MC, sorbitol, FOS). Los grupos OH de los polisacéridos de las bac-
terias también contribuyen a la absorcién de esta banda. En la region espectral co-
rrespondiente a 1750-1540 cm -1, se observaron dos bandas débiles en el espectro
de las peliculas de MC sin bacterias (Figura 3a). Estas bandas se pueden atribuir a
pequenias cantidades de agua atrapadas en la pelicula. En la misma region, las peli-
culas cargadas con ambas bacterias mostraron dos bandas fuertes, en 1651 y 1547
cm-1, correspondientes a las bandas amida I y II de proteinas (Figura 3by c) (Ger-
bin et al,,2011). Enla regién 1200-900 cm-1 las peliculas de MC absorben debido a
la contribucién de los enlaces glicosidicos C-O-C (en particular los de MC y FOS)
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(Figura 3a) (Kizi et al., 2002). Por otra parte, los puentes di-sulfuro (P-S-P) de las
cadenas de ADN también absorben en esta region.

Las isotermas se modelaron con las ecuaciones de GAB y de Iglesias—Chirife (Ta-
bla 1). Con el aumento de la actividad de agua se observé la disminucién de la viabi-
lidad bacteriana. A valores inferiores al 33 % de humedad relativa, la cepa con mayor
estabilidad durante los 105 dias de almacenamiento fue el L. plantarum (Figura 4a
y b). Las peliculas con MC fueron analizadas por DMA con el fin de estudiar el
efecto de los diferentes componentes en las propiedades térmicas. En la curva de
tan § (Figura 5) se observan dos relajaciones, f y a. La relajacion p en torno —21 °C
es caracteristica de polisacaridos. Otros autores consideran esta relajacion p como
una relajacién tipica del agua (Fernandez-Carretero et al., 2010). El segundo pico,
relajacién a, corresponde a la temperatura de transicién vitrea (Ty). La incorpora-
cién de microorganismos en las peliculas de MC no tuvo efecto sobre la ubicaciéon
de la relajacién B y T,. En las muestras con FOS se observaron menores valores de
T,, tendencia que fue mds evidente en presencia de FOS y bacterias simultdnea-
mente. Estos resultados pueden ser explicados en relacién con el mayor contenido
de humedad de las muestras con FOS. De acuerdo a Park y Ruckenstein (2001) el
cambio de la T, demostraria la compatibilidad entre ambos FOS y MC, asi como el

efecto de plastificaciéon de FOS.

ALMACENAMIENTO DE LAS PELICULAS CARGADAS CON BACTERIAS

Teniendo en cuenta que los FOS son buenos protectores bacterianos pero en al-
tas concentraciones afectan la calidad de las peliculas de MC debido a su cardc-
ter higroscopico, la concentracion de FOS fue seleccionada ponderando el efecto
protector y la calidad de las peliculas. Por lo tanto, L. delbrueckii subsp. bulgaricus
se incorpord a peliculas que contenian 3 % de FOS y L. plantarum a peliculas con
1 % de FOS. Aun cuando los FOS al 1 % p/v no tuvieron efectos sobre la supervi-
vencia de la ultima cepa, se los incluy6 considerando posibles aplicaciones en ali-
mentos funcionales (efecto prebiético). La Figura 6 muestra la evolucién de log N/
N durante el almacenamiento de las peliculas con bacterias a 4 °C equilibradas a
diferentes HR. L. plantarum mostré un mejor rendimiento tras el almacenamiento
a 11,33 y 44 % de humedad relativa (Figura 6b). A 33 y 44 % de HR, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus pudo ser almacenado hasta 15 dfas (Figura 6a). A1 75 % de HR, no

se detect6 viabilidad luego del tiempo de equilibrio. L. plantarum mostré viabilidad
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hasta 75 % HR (log N/NO: —2,05 + 0,25), pero fue indetectable después de 15 dias
de almacenamiento. Por lo tanto, la incorporaciéon de microorganismos en pelicu-
las de MC que contienen FOS aparece como una buena estrategia para preservar y
transportar bacterias lacticas, incluyendo aquellas que son altamente sensibles a la
deshidratacidn y al almacenamiento. La capacidad de L. plantarum para sobrevivir
en ambientes con mayor humedad relativa, juntos con sus propiedades inhibidoras
permitiria la aplicacion de peliculas con esta bacteria incorporada para la formula-

cidon de alimentos funcionales.
5. CONCLUSIONES

En este trabajo se analizé la capacidad de las peliculas de MC con FOS como ve-
hiculo para dos cepas de lactobacilos. Los resultados obtenidos mostraron que el
desarrollo de este tipo de productos es una estrategia dptima para inmovilizar y
almacenar probidticos en concentraciones compatibles con los requerimientos fi-
jados por los organismos internacionales como la EFSA y la FDA. Ademas, esta es-
trategia permitiria potenciales aplicaciones de los microorganismos inmovilizados

en el desarrollo de productos funcionales que contengan probidticos y prebidticos.
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F1GURA 6. Log N/Nj de microorganismos en peliculas de MC y almacenadas 90 dias a 4 °C
a distintas HR: 11 % (O), 33 % (O ), 44 % (A). Las lineas s6lidas muestran la regresion para

cada condicién. a: L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 en MC con 3 % FOS p/v;
b: L. plantarum CIDCA 83114 en MC con 1 % FOS p/v

TABLA 1. Pardmetros de las ecuaciones de GAB e Iglesias

PARAMETROS DEL MODELO DE GAB

M, C Ko R?

12,56

-56,53 0,908

0,992

PARAMETROS DEL MODELO DE IGLESIAS Y CHIRIFE

2,17

17,98 0,991
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