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Resumen

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un microorganismo ampliamente utilizado en la
industria de alimentos debido a su poder fermentativo y propiedades nutricionales. La
homogeneizacion a alta presion de las células de levadura produce la ruptura celular y
micronizacion de la pared celular. Se encontré que la presion de homogeneizacion éptima
es 1250 bar. Los componentes intracelulares y de pared de las dispersiones
homogeneizadas tienen elevada capacidad de retencion de agua y moderada capacidad
emulsionante. Sin embargo, las particulas insolubles sedimentan durante el
almacenamiento y las emulsiones ademas se desestabilizan por cremado y coalescencia.
Adicionalmente, las enzimas presentes en la levadura no se inactivan durante la
homogeneizacion y producen cambios no deseados en las dispersiones de levadura.

Para inhibir la actividad enzimatica se realizé un tratamiento térmico a 90 °C combinado o
no con homogeneizacion a 1250 bar y se obtuvieron las muestras T, TH, HT y HTH, donde
la sigla indica el tipo y orden de tratamiento aplicado (T: térmico, H: homogeneizacion). Se
demostré que las diferentes combinaciones de tratamientos modifican las caracteristicas y
propiedades funcionales de las dispersiones. Las dispersiones HT y HTH presentaron mayor
viscosidad y estabilidad frente a la sedimentacién. Asimismo, las emulsiones preparadas
con estas dos dispersiones, aunque se desestabilizan por cremado, no sedimentan y forman
una fase crema hidratada y estable a la coalescencia. Por lo tanto, estas dispersiones tienen

un potencial uso como ingrediente para alimentos emulsionados.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Antecedentes historicos de la levadura

Los productos fermentados forman parte de la alimentacion humana desde el
periodo Neolitico (8500 — 4000 A.C.). Hay evidencias arqueolégicas que demuestran que
en China, desde el afio 7000 A.C. preparaban una bebida fermentada a base arroz, miel y
frutas, mientras que en Egipto desde el afio 5000 A.C. elaboraban cerveza y pan. En otras
regiones del mundo también hay evidencias del consumo de alimentos fermentados a base
de diversos cereales, soja y vegetales. Como muchos de los alimentos que conocemos
hoy en dia, estos productos surgieron probablemente por casualidad [1-3].

La primera persona que realmente vio una célula de levadura fue el holandés
Antonie van Leewenhoek (1632-1723), con un microscopio rudimentario que el mismo
construyd. Un siglo después, Erxleben (Francia, 1818) y Schwann y Kitzing (Alemania,
1837) descubrieron que las levaduras son la causa del proceso de fermentacion. En 1875
Louis Pasteur formuld su teoria “vitalista” como explicacion de los mecanismos basicos de
la fermentacion y demostré que este proceso era anaerdbico. Por el mismo tiempo y
durante 30 afios, Hansen en Dinamarca, investigd la naturaleza de las levaduras de
cerveceria y panaderia; hizo numerosos aislamientos de cultivos puros de levaduras del
género Saccharomyces y estudio sus caracteristicas morfoldgicas y fisiol6gicas [4].

Las levaduras son microorganismos unicelulares que no constituyen un grupo
taxonémico propio sino que se clasifican dentro de 3 grupos de hongos: Ascomicetos,
Basidiomicetos y Deuteromicetos [5,6]. En la actualidad, se conocen en detalles las
caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas, inmunolégicas y moleculares de un gran nimero
de levaduras. Ya se han descripto mas de 700 especies, aunque este numero solo
representa una pequefia fraccion de la biodiversidad en el planeta [7—9]. Muchas de estas
levaduras son patégenas para el hombre o causan deterioros en los alimentos, y solo unas

pocas especies son aprovechadas en la industria de alimentos y farmacéutica. La mas
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extensamente utilizada es Saccharomyces cerevisiae, aunque también se emplean otras
especies de Saccharomyces como S. bayanus y otros géneros como por ejemplo

Zygosaccharomyces spp., Kluyveromyces spp. y Candida spp. [1].

1.2. Estructuras celulares de Saccharomyces cerevisiae

Las células de levadura S. cerevisiae tienen generalmente forma elipsoidal con un
tamafio promedio de 5 um [10,11]. Estan cubiertas por una pared celular y una membrana
celular que rodean y contienen al citoplasma y cumplen un papel fundamental en la
permeabilidad y control osmoético de la célula. Dentro de la célula se encuentra el
citoplasma y el citoesqueleto, que contienen al nlcleo y a las organelas (Figura 1.1). La
compartimentacién que presenta la célula de levadura le permite desarrollar actividades
celulares especificas y funcionar eficientemente a pesar de su gran tamafio (cerca de

cientos de veces mayor que el volumen de las bacterias) [12].

Mitocondria ™

Aparato de Golgi /’ I

Microcuerpos

Ribosomas

Vacuola = § &&=
| 7 e “,I Nucleo
. - : "\\‘. " K \
Membrana y
plasmatica : \ Pared celular
Citoplasma Reticulo endoplasmatico

Figura 1.1. Esquema de célula de levadura.
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La pared celular representa entre el 20 y 30% en base seca (b.s.) de la célulay esta

1.2.1. Pared celular

compuesta por un 85% de hidratos de carbono y 15% de proteinas [13]. Est& constituida
por dos capas y se ubica afuera de la membrana plasmatica. La capa interna provee la
resistencia a la célula y est4 formada por p-1,3 y B-1,6-glucanos, que se unen a moléculas
de quitina. La capa externa consiste en mananoproteinas que determinan las propiedades
de superficie de la célula y la respuesta a antigenos. La mayor parte de las
mananoproteinas se unen covalentemente a los B-glucanos. Entre la capa de pB-glucanos
y la membrana celular, esta el espacio periplasmatico, donde quedan retenidas algunas

enzimas [14-16] (Figura 1.2).

Wy «— Mananoproteinas

[ — B-1,6-glucanos

A B-1,3-glucanos

Quitina

AL

«— Enzimas periplasmicas

Figura 1.2. Estructura de la pared celular de levadura. Adaptado de Schreuder [17].

Las mananoproteinas constituyen entre el 35y 40% b.s. de la pared y se dividen en
dos grupos; uno posee funcion estructural y el otro grupo posee funcion enzimética. Las
gue poseen funcién estructural son las mas abundantes y se ubican en la capa mas externa
de la pared. Estdn compuestas por 10% de proteinas y 90% de mananos, los cuales son
polimeros ramificados formados por 40 a 100 unidades de manosa, unidas mediante

enlace al-6 y ramificaciones con enlaces al-2 y al-3. Estas cadenas pueden estar
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fosforiladas. Las mananoproteinas con funcion enzimética contienen entre un 30 y 50% de
proteinas y se ubican en el espacio periplasmatico, entre la pared celular y la membrana
plasmatica [18].

Los B-glucanos son polimeros de glucosa, el mondomero mas abundante de la pared
celular (80-90%). Los B-1,3-glucanos constituyen alrededor del 50% b.s. de la pared y
tienen un grado de polimerizacion de 1500 unidades, que forman una estructura
tridimensional responsable de darle rigidez y forma a la célula. Son solubles en medio
alcalino fuerte, pero unidos a la quitina se insolubilizan en este medio. Los B-1,6-glucanos
representan entre el 5y 10% b.s. de la pared celular, son polimeros muy ramificados,
solubles en agua y contienen aproximadamente 140 unidades de glucosa. Tienen una
funcion fundamental en la estructura de la pared celular ya que se proveen un lugar de
anclaje para las mananoproteinas y ademas se une covalentemente con los p-1,3-glucanos
y con la quitina [13,19,20].

La quitina es un polimero lineal de N-acetilglucosamina y es el componente
minoritario de la pared ya que solamente representa entre el 1y 2% b.s. [9,13].

Enla Tabla 1.1 se muestra la composicion en base seca de la pared celular.

Tabla 1.1. Composicién de la pared celular [21].

5 Porcentaje de la
Macromolécula Estructura
pared celular (b.s)

Cadena proteica unida a polimero muy

Mananoproteinas 35-40 -
ramificado de manosa. Puede estar
fosforilado.

B-1,6-glucanos 5-10 Polimero muy ramificado de glucosa

Polimero moderadamente ramificado de
B-1,3-glucanos 50-55
glucosa

Quitina 1-2 Polimero lineal de N-acetilglucosamina
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1.2.2. Membrana plasmética

La membrana plasmética es una bicapa lipidica con proteinas globulares
intercaladas en su estructura. En S. cerevisiae tiene un espesor de 7,5 nm con
invaginaciones que se extienden hasta el citoplasma. La porcion lipidica esta compuesta
por fosfolipidos (principalmente fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina) y esteroles
(principalmente ergosterol y zimosterol). Probablemente los fosfolipidos confieran la fluidez
y los esteroles larigidez a la bicapa. Las proteinas, representan alrededor del 50% del peso
de la membranay cumplen diversas funciones tales como transporte de solutos, biosintesis
de componentes de pared celular, transduccién de sefial a través de la membrana y

proteinas de anclaje del citoesqueleto [9,12].

1.2.3. Citoplasmay citoesqueleto

El citoplasma es un fluido coloidal con un pH aproximado de 5,5. Contiene
compuestos de peso molecular bajo e intermedio, proteinas solubles, glucégeno y otras
macromoléculas. Ademas contiene en suspension, microcuerpos delimitados por
membrana y agregados macromoleculares como ribosomas, proteosomas y particulas
lipidicas [9].

El citoesqueleto consiste en filamentos proteicos que se extienden por el citoplasma
de las células eucariéticas y estan entrelazados entre si y unidos a organelas subcelulares
y ala membrana plasmatica. Estd compuesto por tres tipos de filamentos principales: actina
(7 nm de diametro), filamentos intermedios (10 nm de didmetro) y microttbulos (25 nm de
diametro) [9]. Los filamentos de actina son las estructuras proteicas principales en el
citoplasma. Estan organizados en estructuras de orden superior, que forman paquetes o
cadenas tridimensionales con las propiedades de geles semisélidos. Al igual que los
microtdbulos, son estructuras dinamicas que experimentan ensamblajes y

desacoplamientos continuos dentro de la célula y determinan la forma celular e intervienen
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en los movimientos celulares. Los filamentos intermedios en cambio tienen como funcién

principal aportar la fuerza mecéanica a las células [22].

1.2.4. Nlcleo y organelas

El ndcleo tiene un diametro aproximado de 1 um. Al igual que las organelas, son
subestructuras celulares rodeadas por membrana, que cumplen funciones especificas. Las
organelas méas importantes son el reticulo endoplasmético, el aparato de Golgi,

mitocondrias, lisosomas, peroxisomas y vacuolas [1,9,12].

1.3. Aplicaciones de levadura en la industria de alimentos

La levadura S. cerevisiae es un microorganismo considerado GRAS (Generally
Recognize As Safe) por la FDA (Food and Drug Administration) [23]. Aunque su principal
uso es como agente fermentador, la levadura S. cerevisiae también se emplea en forma
inactiva como complemento nutricional y sirve como materia prima para la obtencién de
derivados de alto valor agregado para la industria de alimentos y farmacéutica. A

continuacion se describiran sus principales aplicaciones.

1.3.1. Levadura activa

La levadura S. cerevisiae activa tiene la capacidad de fermentar azlcares simples
como glucosa, galactosa, manosa y fructosa, pero no puede fermentar a la lactosa. Como
productos de la fermentacion se obtienen etanol y diéxido de carbono. Los principales

alimentos fermentados por este tipo de levaduras son:

1.3.1.1. Pan y productos de panaderia

Se utiliza la especie S. cerevisiae activa, que se comercializa fresca o deshidratada.

La actividad de la levadura es esencial no solo para la produccion del diéxido de carbono

Ing. Paula Sceni




Capitulo 1
Introduccidon

responsable del alveolado de la masa, sino también porque durante la fermentacion se
generan compuestos como alcoholes, aldehidos, cetonas y ésteres que contribuyen al
flavor del pan [24]. Ademas, los alcoholes y 4cidos formados, desnaturalizan a las proteinas

del gluten y junto con la accidn de las proteasas, modifican la reologia de la masa [25].

1.3.1.2. Cerveza

Se utilizan distintas especies de Saccharomyces, segun el tipo de fermentacion y
de cerveza. La fermentacion alta se realiza con la especie S. cerevisiae, en un proceso que
se lleva a cabo a temperaturas relativamente elevadas (15 a 20 °C) durante cuatro a seis
dias. La levadura residual se recoge de la superficie del fermentador. Algunas cervezas
tipicas son: Kolsch, WeiRbier, Weizenbier y Ale. En la fermentacién baja, se utilizan
especies como S. pastorianus y S. carlsbergensis. Este proceso se lleva a cabo a una
temperatura entre 4 y 9 °C, durante alrededor de ocho dias. Al término de este proceso la
levadura se deposita en el fondo del fermentador. Algunos tipos de cervezas obtenidas con
este proceso son la Pilsen, Lager y Bock. Aunque la levadura de cerveza puede ser
reutilizada entre 4 y 6 veces, la biomasa residual es el segundo subproducto mas

importante de la industria cervecera, luego de los granos de cebada residuales [26—28].

1.3.1.3. Sidra

La sidra se obtiene por fermentacion de los azUcares de manzanas. Las principales
levaduras involucradas en el proceso son S. cerevisiae y S. bayanus, aunque también se
encuentran otros géneros como Dekkera, Lachancea, Candida, entre otros. Los factores
que determinan la diversidad de microorganismos presentes son el clima, la variedad de

manzanas, la ubicacién geografica y la tecnologia utilizada [29].
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1.3.1.4. Vino

La especie de levadura empleada en la elaboracién del vino es S. cerevisiae. Sin
embargo, también se emplean especies como S. bayanus y otras levaduras no-
Saccharomyces, que aunque no fermentan completamente el mosto, pueden mejorar la
calidad del vino fermentado con S. cerevisiae [30]. A diferencia del proceso de produccion

de cerveza, estas levaduras no se recuperan al final del proceso [26].

1.3.1.5. Otros alimentos fermentados

Las levaduras también tienen un rol fundamental en la fermentacion de muchos
otros alimentos, como cacao y café. En otros alimentos como kéfir, carnes, vegetales y
cereales, la fermentacién principal es producida por bacterias lacticas, pero las levaduras

juegan un papel secundario en el flavor y la madurez del producto [1].

1.3.2. Levadura nutricional

La levadura nutricional debe estar inactiva. De lo contrario, su capacidad para
fermentar carbohidratos produciendo dioxido de carbono puede causar trastornos
gastrointestinales. Ademas, puede remover del organismo vitaminas, principalmente B1 y
B2, provocando un efecto contrario al deseado. Este alimento es capaz de producir efectos
metabdlicos vy fisiologicos favorables, como la disminucion de la glucemia, profilaxis del
cancer de proéstata, potenciador del sistema inmunoldgico, etc. Las especies mas utilizadas
son S. cerevisiae y Candida utlis y se encuentran en el mercado en distintas
presentaciones. Por ejemplo, se puede consumir en polvo, mezclada con sopas, yogures,
ensaladas, fideos y otras preparaciones, o en capsulas o pastillas [27,31].

Las proteinas representan entre el 40 y 50% b.s. de la levadura y tienen un valor
nutritivo comparable al de la caseina, siendo una buena fuente proteica en la dieta humana

y animal. Ademas, contienen todos los aminoacidos esenciales en exceso con respecto a
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la recomendacion de la FAO (Food and Agriculture Organization) y la WHO (World Health
Organization). El alto contenido en lisina permite complementar las proteinas de levadura
con la de cereales, en los cuales este amino&cido es limitante [23,31-33]. Desde hace casi
un siglo las levaduras se utilizan como suplemento proteico en la alimentacion animal. Sin
embargo, la mayor limitante en el uso de levaduras en la alimentacién humana es el
elevado contenido de acidos nucleicos (entre un 5 y 13%), especialmente de acido
ribonucleico (ARN) [34,35]. Estudios realizados demostraron que ingestas de levadura con
un contenido de ARN de 2 g puede conducir a altos niveles de &cido Urico plasmatico que
superan lo aceptable para un buen estado de salud (4 a 7 mg de &cido Grico/100 mL
plasma). Estos niveles pueden generar con el tiempo la aparicion de gota artritica y tofos,
por deposicion de este compuesto en los tejidos blandos y en las articulaciones [34,36,37].
Otra limitante en el uso de levadura con fines nutricionales es la baja digestibilidad de sus
proteinas, debido a la dificultad del sistema digestivo para degradar la pared celular. Sin
embargo, la digestibilidad puede aumentar significativamente mediante una ruptura celular
[34,38].

La cantidad de hidratos de carbono estd en el orden del 30 al 35% b.s.,
principalmente son de reserva (glucogeno y trehalosa) y estructurales (B-glucanos y
mananos). Estos ultimos son muy poco asimilables por el hombre, constituyendo la fibra
dietaria [39].

Se ha demostrado que los B-glucanos son compuestos bioactivos, con mdltiples
beneficios para la salud. Actian estimulando al sistema inmune, tienen efecto
antiinflamatorio, antimicrobiano, antiviral, antitumoral, reducen el colesterol y aceleran la
cicatrizacion de heridas [20,23,40-42]. Asimismo, las mananoproteinas actGan como
prebidticos, favoreciendo el desarrollo de bacterias lacticas e inhibiendo el desarrollo de
patdgenos en la microbiota intestinal [43,44].

El contenido de lipidos de las levaduras puede variar entre 1y 7% b.s. segun las

especies 0 cepas utilizadas. La especie S. cerevisiae contiene una cantidad considerable
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de &cidos grasos insaturados, considerados muy importante desde el punto de vista
nutricional. Ademas posee esteroles y fosfolipidos [31].

La levadura ademas es rica en vitaminas del complejo B (excepto B12) y contiene
entre 4y 5% de cenizas, que refleja el elevado contenido de minerales, dentro de los cuales
se destacan el calcio, magnesio, potasio, manganeso, zinc y cobre. El contenido de sodio

por el contrario, es muy bajo [23,32,45].

1.3.3. Derivados de levadura

Las células de levadura entera, debido a la organizacion estructural que poseen las
proteinas, polisacaridos y fosfolipidos, no presentas buenas propiedades funcionales:
forman dispersiones de baja viscosidad, tienen poca capacidad de emulsionar o espumar
y ademas aportan generalmente sabor y color poco agradables. Estas caracteristicas
limitan la utilizacién de levadura como ingrediente alimentario, excepto como se mencioné
anteriormente, cuando se la utiliza en forma activa por su poder fermentativo o en forma
inactiva con fines nutricionales [7]. Sin embargo, cuando la pared celular se rompe, los
componentes celulares se liberan. Con un adecuado proceso de fraccionamiento y
purificacién, pueden obtenerse derivados de alto valor agregado, que ademas de las
propiedades nutricionales mencionadas anteriormente, poseen buenas propiedades tecno-
funcionales y pueden utilizarse como ingredientes en la industria de alimentos [1,46,47]. A
continuacion se detallan los principales derivados de levadura y sus propiedades tecno-

funcionales.

1.3.3.1. B-glucanos

Los B-glucanos son polisacaridos con elevada capacidad para retener agua.
Gracias a esta propiedad pueden utilizarse como espesantes, como estabilizante en

emulsiones 0 como sustituto de materia grasa en alimentos reducidos en lipidos. Si bien
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estos polisacaridos estan presentes en muchas bacterias, hongos, algas y plantas
superiores como avenay cebada, la pared de levadura es una buena fuente de B-glucanos

ya que representa entre 55 y 65% b.s. de esta levadura [39,48-50].

1.3.3.2. Mananoproteinas

Las mananoproteinas debido a su estructura anfifilica, presentan buenas
propiedades emulsionantes y estabilizantes en un rango de pH 6-9, que es comparable con
la actividad emulsionante de lecitinas comerciales. Ademas, su uso en alimentos no
modifica el aromay sabor del producto [18,51,52]. Adicionalmente, tienen un efecto positivo
en la calidad de vinos. Se ha demostrado que reducen la turbidez, previenen la
precipitacion de sales de tartrato, influyen en la intensidad del aroma, mejoran el color y

reducen la astringencia [53-55].

1.3.3.3. Aislados y concentrados proteicos

Los concentrados proteicos presentan buena capacidad de retencién de agua y
pueden formar geles a concentraciones superiores al 4%. La fraccion soluble de proteinas
poseen una elevada capacidad de hidratacion, que es dependiente de la concentracién y
comparable con la de las caseinas [44]. Se ha demostrado ademas que la fosforilacion de
los concentrados proteicos aumenta su hidrofilicidad, mejorando sus propiedades de
hidratacion y emulsionantes [56,57]. Los concentrados con una fosforilacion del 1%
presentan buena capacidad emulsionante y estabilizan emulsiones sin diferencias

significativas respecto de un aislado comercial de soja [32].
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1.3.3.4. Extractos de levadura

Los extractos de levadura se utilizan en la industria de alimentos como resaltadores
del sabor en productos como salsas, sopas, snacks y alimentos enlatados. También se
utilizan extractos en la industria microbiol6gica como fuente de nitrégeno en los medios de
cultivos [27,45,58,59].

En la siguiente seccion se detallardn los principales procesos de ruptura celular

utilizados para la obtencién de derivados de levadura.

1.4. Ruptura celular

Existen actualmente diversos métodos para provocar la ruptura celular, ya sea de
forma mecanica como no mecéanica, como se muestra en la Figura 1.3. A escala industrial,
los equipos mas utilizados son el homogeneizador de alta presion, el microfluidizador y el
molino a bolas, mientras que a escala de laboratorio ademas de estos equipos también se
emplea la ultrasonicacién. Los métodos no mecanicos se dividen en quimicos, fisicos y

enzimaticos y son en general mas especificos que los mecanicos [60-62].

Figura 1.3. Clasificacién de métodos de ruptura celular.
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1.4.1. Métodos mecéanicos

1.4.1.1. Homogeneizadores a valvula de alta presién

La homogeneizacion de alta presion es un método ampliamente utilizado desde
hace varias décadas, para obtener enzimas y proteinas celulares a partir de levaduras.
[61-63]. En el mercado se encuentran equipos a escala laboratorio y a escala industrial.
En la Figura 1.4 se muestra un diagrama del funcionamiento del homogeneizador de alta
presion. El disefio basico consiste en una bomba de desplazamiento positivo que fuerza a
la suspensiéon de células a pasar por una valvula ajustable con un orificio de salida
restringido. La presion se controla ajustando la fuerza de la valvula con un resorte o
hidrodinamicamente. Cerca de la entrada de la valvula, la muestra adquiere una velocidad
radial muy alta (en el orden de 200 a 300 m/s) y choca contra un anillo de impacto. Cuando
la suspensién sale de la valvula puede pasar hacia otra valvula o hacia la descarga. Dentro
de la valvula, las células son sometidas a turbulencia, cavitacion y esfuerzos de corte. La

fuerza de choque contra el anillo es la principal causa de ruptura celular [60,62,64,65].

Alimentacion

aaT o Asiento

Anillo de impacto

. _) Producto
R homogeneizado

Valvula

Figura 1.4. Diagrama del funcionamiento del homogeneizador de alta presiéon (Cortesia de
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El rango de presion en el que opera la bomba del homogeneizador oscila entre 100
y 1500 bar. ElI grado de ruptura aumenta con el incremento de la presion de
homogeneizacion y con la cantidad de ciclos [66]. Sin embargo, como consecuencia de la
compresion adiabatica, el aumento de presion provoca un incremento de la temperatura,
del orden de 2 °C por cada 100 bar que aumenta la presion. En muestras que no son
afectadas por este aumento de temperatura, la eficiencia de ruptura aumenta. En cambio,
en muestras termosensibles como las proteinas, es necesario refrigerar la suspension para

evitar su desnaturalizacion [60,67].

1.4.1.2. Microfluidizador

El equipo funciona con un principio diferente al homogeneizador de alta presion. En
la Figura 1.5 se muestra un diagrama de un microfluidizador. La muestra se coloca en el
reservorio de entrada y una bomba genera una presién elevada, que conduce a la muestra
hasta la cAmara de interaccion. En esta camara, la corriente impacta a alta velocidad contra
una superficie estacionaria. La energia entregada se disipa casi inmediatamente en el
punto de impacto, provocando la ruptura celular. La presion de operacién es funcion de la
velocidad de flujo y de la unidad de ruptura. La eficiencia de la ruptura depende del tipo de

célula, de su concentracion y del nimero de pasajes a través del equipo [61,62].

Intercambia Salida

dor de calor

Entrada

~ Camara de
intercambio

Figura 1.5. Diagrama del funcionamiento del microfluidizador (Cortesia de Azo Materials).
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1.4.1.3. Molino a bolas

Existen varios modelos disponibles a escala de laboratorio e industrial. El equipo se
basa en un tambor que contiene en su interior un eje con discos centrados o descentrados
y pequefias bolitas de acero o de vidrio. Los agitadores imparten energia cinética a las
pequefias bolitas, forzandolas a chocar entre ellas. La compactacion y la accién de corte
ejercida sobre las células, provoca su ruptura. Las bolitas (generalmente <1,5 mm de
didmetro) son retenidas dentro del tambor con un tamiz. Ademas, el tambor debe contar
con una camisa refrigerante para absorber el calor que se disipa durante la ruptura (Figura
1.6). La eficiencia de este método depende de varios factores. Las condiciones mas
favorables se encontraron con una alta carga de bolitas (80-90% del espacio libre en el
tambor) y de diametro pequefio (0,5 mm), alta velocidad de agitacion y una concentracion
de células moderada (40-50% base humeda). Por otro lado, la obtencién de pared celular
de un tamafio muy pequefio y una ruptura no selectiva resulta en un incremento de los
costos de purificacion. Por lo tanto, este método no es eficiente para la recuperacion de

compuestos especificos [62,64,65].

Fuerza de Fuerza de Fuerza de
corte impacto golpe

Salida -

=

Eje de rotacion

Rotor " Camara de
molienda

Figura 1.6. Diagrama del funcionamiento del molino a bolas (Cortesia de ELE ®).
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1.4.1.4. Sonicacioén

Este método se utiliza a escala de laboratorio y se basa en la ruptura celular
causada por la gran fuerza de corte producida por el ultrasonido de alta frecuencia. Las
ondas ultrasonicas causan la reduccion local de la presion, generando la formacion de
millones de burbujas. Inmediatamente después de su formacion, se produce el colapso de
las burbujas con la consecuente liberacion de una gran cantidad de energia mecéanica que
provoca la ruptura celular. Al igual que en la homogeneizacion a alta presion, la sonicacion
aumenta la temperatura de la muestra. Por este motivo, en dispersiones sensibles como
las dispersiones de levadura, es necesario utilizar un bafo refrigerante [46,65,68]. En la

Figura 1.7 se muestra un esquema de un sonicador.

Generador
el e
Sonda
Bano ultrasoénica

refrigerante —

Agua

Figura 1.7. Diagrama del funcionamiento de un sonicador.

1.4.2. Métodos no mecanicos

1.4.2.1. Métodos fisicos

La ruptura celular y la liberacion de componentes se pueden realizar por tratamiento
térmico a temperaturas superiores a 120 °C [20,40,46,69]. A estas temperaturas se liberan

mananoproteinas y B-glucanos de la pared celular y se produce la desnaturalizacién
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proteica e inactivaciéon de las enzimas. El rendimiento de este método es bajo. Otro método
fisico es la descompresion, en el cual una suspension de células se mezcla con gas
presurizado por un tiempo especifico. El gas entra en la célula y se expande, causando la
ruptura celular por la presién ejercida. Esta técnica tiene la ventaja de ser extremadamente
suave, dejando fragmentos de pared de gran tamafo que se separan del sobrenadante por
centrifugacién con mayor facilidad. Desafortunadamente la eficiencia es baja. Otro método
es el shock osmotico, en el cual la célula se equilibra en un medio con alta presion
osmatica, y luego es rapidamente diluida. Esto provoca que el agua entre rapidamente a la
célula, aumentando la presiéon interna y causando la lisis. Sin embargo, esta técnica
solamente se puede aplicar en células con una pared fragil, resultando inapropiado para

levaduras [62].

1.4.2.2. Métodos quimicos

La pared celular de los microorganismos puede ser permeabilizada por una gran
cantidad de compuestos quimicos como antibiéticos, detergentes y solventes que poseen
diferentes selectividad y eficiencia para cada especie de microorganismos. De esta manera
se pueden extraer componentes solubles, como enzimas y nucleétidos. Por otro lado, el
uso de acidos o alcalis, o la combinaciéon de ambos, permite obtener -glucanos de pared,
debido a que parte de ellos se solubilizan junto con las mananoproteinas. Sin embargo, el
rendimiento de este método es bajo. Los métodos quimicos en general no resultan
adecuados para alimentos debido a que muchos de los reactivos utilizados no son de grado
alimenticio. Ademéas contaminan el sistema, dificultando los posteriores procesos de
purificacion de los componentes deseados [40,60,61,65]. Adicionalmente, el uso de
reactivos quimicos, especialmente acidos y bases, pueden modificar la estructura de los
componentes celulares, modificando sus propiedades funcionales o su actividad biologica

[70].
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1.4.2.3. Métodos enzimaticos

Los métodos enzimaticos son mas “limpios” que los quimicos y mas selectivos. Para
degradar la pared celular se pueden utilizar enzimas hidroliticas que degradan al complejo
de mananoproteinas y a las cadenas de B-glucanos. Las principales enzimas comerciales
que se pueden utilizar son glicosidasas, glucanasas, peptidasas y lipasas [65].

Otro método basado en la lisis celular, pero en este caso con enzimas enddgenas,
es la autodlisis, que consiste en la autodigestién de las células que se produce cuando
escasean ciertos nutrientes, principalmente compuestos nitrogenados e hidratos de
carbono. En estas condiciones las enzimas enddégenas (glucanasas, proteasas y
nucleasas) se activan y degradan macromoléculas insolubles como B-glucanos, proteinas
y acidos nucleicos, para producir productos solubles (monosacaridos, oligosacaridos,
péptidos, aminoacidos y nucleétidos). El grado de autdlisis y los productos obtenidos
dependen principalmente del pH (entre 4 y 8,5), del tiempo (entre 1 hora y varios dias), de
la temperatura (entre 40 y 60 °C) y de la presencia de promotores (cloruro de sodio y

acetato de etilo, entre otros) [20,27,59,71].

1.4.3. Combinacién de métodos

Como se describié anteriormente, los distintos métodos de ruptura celular se basan
en diferentes mecanismos de acciéon. La combinacion de métodos tiene un efecto sinérgico
en la ruptura celular, aumentando el rendimiento respecto de los métodos simples. Muchos
métodos combinados se basan en la combinacién de métodos mecanicos con métodos no
mecénicos. Por ejemplo, se aprovecha la selectividad de los métodos quimicos o
enzimaticos, para realizar un pretratamiento y facilitar la ruptura mecanica posterior, o
pueden aplicarse estos métodos no mecénicos para purificar compuestos luego de una
ruptura mecanica [46,62,65]. En la proxima seccion, se detallardn algunos métodos

combinados que fueron utilizados para la obtencion de diferentes derivados de levadura.
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1.5. Obtencién de derivados de levadura

Las condiciones de ruptura celular determinan las operaciones siguientes de
fraccionamiento y purificacion de los compuestos de interés. Los métodos mecéanicos
producen en general un mayor grado de ruptura celular, que dificultan la separacion entre
el contenido intracelular y los pequefios fragmentos de pared celular. Por el contrario, los
métodos no mecanicos son mas suaves, no producen una ruptura celular completa, lo cual
facilita la purificacion de compuestos solubles [65]. Existe actualmente abundante
bibliografia sobre la obtencién de componentes celulares de interés comercial, ya sea por
Sus usos nutricionales o por sus propiedades funcionales. A continuacion se describen

algunos métodos de obtencién de los principales derivados de levadura.

1.5.1. B-Glucanos

Existen numerosos trabajos sobre obtencién y purificacion de B-glucanos. Freimund
y col. (2003) utilizaron métodos combinados de tratamiento térmico (125 °C, 5 horas),
seguido de una separacion por centrifugacion. Al residuo solido obtenido le aplicaron un
tratamiento alcalino suave y con proteasas para eliminar proteinas y luego un lavado con
acetona y etanol para extraer los lipidos. Con la combinacion de estos métodos obtuvieron
B-glucanos con un rendimiento del 87% y una pureza superior al 92% [40]. Por otro lado,
Suphantharika y col. (2003) demostraron que también es posible obtener B-glucanos a
partir de levadura residual. En primer lugar realizaron una autdlisis con un posterior
tratamiento alcalino en caliente del sedimento y un lavado con agua. El producto obtenido
tuvo una pureza del 51% [72]. Asimismo, Thammakiti y col. (2004) también obtuvieron
pared celular por autélisis y posterior homogeneizacién a alta presion de la levadura
residual. Los B-glucanos obtenidos fueron aislados por extraccion en caliente en medio
alcalino y acido y finalmente lavados con agua. En este caso, la pureza aument6 al 59%
[39]. Por otro lado, Liu y col. (2008) desarrollaron otro método para obtener B-glucanos a

partir de levadura residual, en un proceso de 5 etapas; autdlisis (55 °C, 24 horas),
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extraccion con agua caliente (121 °C, 4 horas), homogeneizacién (40 — 80 MPa), extraccion
con solvente organico al residuo sdlido obtenido e hidrélisis con proteasas. Esta
combinacién de métodos tiene la ventaja de no provocar la degradacion de B-glucanos,
tiene un alto rendimiento y el producto obtenido tiene una elevada pureza (93%) [20].
Basados en este trabajo, Magnani y col. (2009) y da Silva y col. (2014) siguieron el mismo
protocolo, reemplazando la etapa de homogeneizacién a alta presion por sonicacion (20
kHz, 150 W, 2 a 6 min). El producto obtenido tuvo un alto rendimiento y grado de pureza
[51,73]. Por otro lado, Borchani y col. (2014), combinaron un tratamiento térmico en agua
(125 °C, 5 horas) con un posterior tratamiento enzimatico con proteasas y lipasas (45 °C,
5 horas). El producto obtenido tuvo un rendimiento del 18% y una pureza del 79% de
B-glucanos. Aunque el rendimiento fue bajo comparado con otros métodos, el tratamiento
con agua y enzimas no dafia la estructura original de las cadenas del polisacarido,
preservando sus propiedades [41]. Por otro lado, Dimopoulos y col. (2020), obtuvieron
B-glucanos combinando un proceso de homogeneizacion a alta presion seguido de autolisis
y demostraron que la combinacién de ambos métodos aumenta el rendimiento y la pureza

de los B-glucanos obtenidos [74].

1.5.2. Mananoproteinas

Al igual que en la extraccion de B-glucanos, para obtener mananoproteinas es
necesario romper la pared celular. Muchos de los métodos explicados anteriormente para
la obtenciébn de p-glucanos, dan como subproducto una fraccién soluble rica en
mananoproteinas que puede ser aislada y purificada. Por ejemplo, da Silva y col. (2014),
precipitaron las mananoproteinas del sobrenadante obtenido luego del proceso de
autdlisis, con alcohol absoluto (3:1) a 4 °C [51]. Freimund y col. (2003) también obtuvieron
mananoproteinas por precipitacion con etanol del sobrenadante obtenido luego del

tratamiento térmico a 121 °C [40].
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Las mananoproteinas también pueden ser extraidas de la pared celular en medio
alcalino, ya que son solubles en este medio. Sin embargo, en estas condiciones también
se solubilizan otras proteinas, sales, algunos B-glucanos alcali-solubles y se dispersan
lipidos de la membrana celular [45,75].

Otros métodos como el de Liy col. (2018), se basan en un tratamiento térmico para
romper la pared, separacién de la fraccién soluble rica en mananoproteinas y posterior
tratamiento enzimatico con glucanasas comerciales a la fraccién soluble, para eliminar

restos de B-glucanos [52].

1.5.3. Aislados y concentrados proteicos

Los aislados y concentrados proteicos se pueden obtener por ruptura celular
mecanica y posterior precipitacion acida de las proteinas del sobrenadante llevandolas a
su punto isoeléctrico (pH 4) y luego resuspendiéndolas a pH neutro [33,76]. Para disminuir
el contenido de &cidos nucleicos se pueden utilizar métodos quimicos o enzimaticos. La
mayoria de los métodos quimicos se basan en la hidrélisis de los acidos nucleicos en medio
alcalino que permite extraer a los nucle6tidos solubles. Sin embargo, el aumento de pH
puede desnaturalizar a las proteinas modificando sus propiedades funcionales, a la vez
que aumenta la cantidad de mananoproteinas de la pared celular que se solubilizan y
pasan a formar parte del aislado obtenido. Los métodos enzimaticos se basan en el uso de
nucleasas exdgenas que hidrolizan a los acidos nucleicos o la activacién de las nucleasas
enddgenas mediante choque térmico (50-65 °C), iniciando un proceso de autdlisis. La
temperatura y el pH deben optimizarse para disminuir las pérdidas de proteinas por accion

de las proteasas endogenas [7].

1.5.4. Extractos
Los extractos de levadura son concentrados de los componentes solubles de las

células de levadura, entre los que se encuentran aminoacidos, péptidos, mononucléotidos
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(50-guanosina monofosfato y 50-inosina monofosfato) y otros componentes solubles de la
célula. Se pueden obtener por ruptura celular mediante un proceso de autdlisis y posterior
centrifugacion y filtrado para eliminar los restos insolubles. Los principales pardmetros que
determinan el perfil de flavor del extracto y su rendimiento son la temperatura y duracion
de la autdlisis, el pH y la presencia de promotores como cloruro de sodio, acetato de etilo
o acetato de amilo [27,59,71]. El agregado de enzimas exdgenas como proteasas, aumenta
el rendimiento, facilita la separacién del extracto de los componentes insolubles y presenta
menor riesgo a la contaminacién microbiana debido a que el proceso se lleva a cabo en
menos tiempo [58]. También es posible obtener extractos a partir de otros métodos como
termdlisis (calentamiento a 100 °C), plasmdlisis (altas concentraciones de sales a
temperaturas moderadas) y desintegracion mecanica (homogeneizacion a alta presion)

[45].

1.6. Emulsiones

1.6.1. Clasificacién

Las emulsiones son sistemas heterogéneos formados por dos o mas fases
inmiscibles. En el caso mas simple de un sistema de dos fases, una de ellas esta dividida
en pequenfas gotas dispersas en la otra fase, continua o dispersante. Si la fase dispersa es
lipidica y la continua es acuosa (ejemplo: crema de leche y mayonesa), la emulsion se
denomina aceite en agua (o/w). Por el contrario, si la fase dispersa es acuosa y la continua
lipidica (ejemplo: manteca y margarina), la emulsién se llama agua en aceite (w/o) [77].
También es posible encontrar en alimentos sistemas mas complejos, como emulsiones
multiples y emulsiones espumadas. Las emulsiones multiples pueden ser agua en aceite
en agua (w/o/w) o aceite en agua en aceite (o/w/0). Por ejemplo una emulsion w/o/w
consiste en gotas de agua dispersas dentro de grandes gotas de aceites las cuales a su

vez estan dispersas en una fase acuosa [78] (Figura 1.8).
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Emulsion o/w

Figura 1.8. Clasificacién de emulsiones.

1.6.2. Formacién de emulsiones
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El proceso en el cual se forma una emulsion se llama homogeneizacion y puede

clasificarse en primaria y secundaria. La homogeneizacién primaria es la creacién de una

emulsion a partir de dos liquidos inmiscibles, mientras que la homogeneizacién secundaria

es la reduccion del tamafio de gotas de una emulsion ya existente, como ocurre en la

reduccion de tamafio de los globulos grasos en la leche (Figura 1.9) [79].
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Figura 1.9. Homogeneizacion primaria y secundaria.

1.6.3. Dispositivos de homogeneizacion
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Existen en la actualidad muchos tipos de homogeneizadores a escala industrial o

de laboratorio, que se diferencian entre ellos en la potencia de homogeneizacion, el modo

de operacion (continuo o discontinuo), el tamafio de gota que puede generar, el volumen
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de muestra necesario y la viscosidad de la muestra. En la Tabla 1.2 se muestran las

caracteristicas principales de algunos de ellos [79].

Tabla 1.2. Comparacion de diferentes tipos de homogeneizadores [79].

Homogeneizador Modo de Tamafio de  Viscosidad de la
operacion gota (um) muestra

Homogeneizador de alta velocidad Batch 2 Baja - media
Molino coloidal Continuo 1 Media - alta
Homogeneizador de membrana Batch / Continuo 0,3 Baja - media
Hom.qgeneizador a valvula de alta Batch / Continuo 01 Baja - media
presion

Sonda ultrasénica Batch / Continuo 0,1 Baja - media
Microfluidizador Continuo <0,1 Baja-media

Los homogeneizadores de alta velocidad como el Ultraturrax® o el Polytron®,
tienen un sistema de rotor estator y pueden alcanzar velocidades de hasta 25000 rpm.
Estos homogeneizadores se utilizan para preparar emulsiones primarias [80].

Los molinos coloidales son mas eficaces para realizar una homogeneizacion
secundaria. Comercialmente se encuentra una gran variedad de equipos, pero en todos
ellos la pre-emulsion ingresa a través de un pequefio orificio entre dos discos: el rotor (disco
movil) y el estator (disco inmovil). La rotacion a alta velocidad del rotor genera un esfuerzo
de corte que divide las gotas grandes en otras mas pequenfias [79].

En los homogeneizadores de membrana, la emulsion se forma haciendo pasar una
de las fases inmiscibles hacia la otra fase, a través de una membrana de vidrio o ceramica
con poros uniformes. Este dispositivo puede utilizarse para formar emulsiones o/w o w/o
[79].

Los homogeneizadores a valvula de alta presion, las sondas ultrasonicas y los

microfluidizadores ya fueron descriptos en la Secci6on 1.4.2., ya que son los mismos
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equipos que se utilizan para ruptura celular. Los primeros son adecuados para realizar una
homogeneizacidén secundaria, mientras que las sondas ultrasénicas y la mayoria de los

microfluidizadores se utilizan para homogeneizacion primaria [79].

1.6.4. Concentracion de fase dispersa

Muchas de las propiedades de las emulsiones como su vida (til, apariencia, textura
y sabor, estan relacionadas con la concentracion y tamafio de las gotas de la fase dispersa.
En emulsiones o/w, la concentracion de aceite se puede expresar como fraccién

volumétrica (¢v) o fraccion masica (¢m) (Ecuacion 1.1y 1.2).

4, = 2 (Ec. 1.1)
m
4 = m_j; (Ec. 1.2)

donde Vp es el volumen de fase dispersa (aceite), Ve es el volumen de la emulsién, mp es
la masa de fase dispersa y me es la masa de emulsion [79].

Este parametro brinda informacién sobre la cantidad total de aceite incorporado,
pero no sobre la cantidad de gotas presentes. Por lo tanto, para poder caracterizar mejor
a estas dispersiones es necesario conocer la distribucion de tamafio de particula, que sera

explicada en la Seccién 2.12.

1.6.5. Estabilidad cinética y termodinamica

Para estudiar la estabilidad de emulsiones es preciso diferenciar entre estabilidad
termodindmica y estabilidad cinética. La estabilidad termodinamica indica si un proceso
puede ocurrir 0 no, mientras que la cinética hace referencia a la velocidad con que ocurre
el proceso de desestabilizacion. Todas las emulsiones alimentarias son

termodindmicamente inestables, sin embargo pueden ser mas o menos estables
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cinéticamente. El origen de la inestabilidad termodindmica se evidencia al comparar la

energia libre de Gibbs antes y después del proceso de emulsificacion (Ecuacion 1.3).

AG =y-4A (Ec.1.3)

donde AG es la variacion de la energia libre de Gibbs del sistema, y es la tension interfacial
y AA es la variacion del &rea interfacial. De esta ecuacién se desprende que el incremento
en el area interfacial producido durante el proceso de emulsificacion, provoca un aumento
en la energia libre y por lo tanto, la desestabilizacion del sistema. Por otro lado, la
disminucién de la tensién interfacial generada por la presencia de emulsionantes, aumenta
la estabilidad termodindmica [81].

La estabilidad cinética en cambio, explica por qué algunos sistemas pueden
permanecer estables o metaestables por largos periodos de tiempo (dias, semanas o
incluso afos). Esto se atribuye a que el pasaje desde un estado de mayor energia a otro
de menor energia implica alcanzar cierta energia de activacién (AG*). Por lo tanto, cuanto

mayor sea esta barrera energética mas estable sera la emulsion (Figura 1.10) [79].

Cinéticamente estable
/

Cinéticamente inestable

AG

Go

Figura 1.10. Demostracién esquemética de la diferencia entre estabilidad cinética y termodinamica.

Adaptado de McClements [79].
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Las emulsiones tienen varios estados metaestables, y cada uno de ellos posee su
propia energia de activacién. El pasaje de un estado metaestable a otro puede ser

suficiente para influir negativamente en las propiedades y en la calidad de un alimento [77].

1.6.6. Procesos de desestabilizacion de emulsiones

Los principales procesos de desestabilizacién de una emulsion son la separacion
gravitacional (cremado y sedimentacion), floculacion, desproporcion, coalescencia e
inversion de fases (Figura 1.11). Estos mecanismos pueden ocurrir simultaneamente y en

general uno de ellos es el predominante [79].

Emulsiéon w/o Emulsion o/w

g 5
B °9
0%,
o
& o2
(eJe)
Sedimentacion Cremado Floculacion Desproporcion Coalescencia Separacion Inversion de
o P parcial de fases fase
~ (Oiling-off)

Separacidn gravitacional

Figura 1.11. Esquema de los diferentes mecanismos de desestabilizacion de emulsiones.
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1.6.6.1. Separacion gravitacional

Generalmente las gotas tienen diferente densidad que la fase continua que las
rodea y por lo tanto actlan sobre ellas fuerzas gravitatorias. Si las gotas son de aceite
(emulsién o/w), su densidad serd menor que la de la fase acuosa y tenderan a ascender.
Este proceso se denomina cremado. Por el contrario, si las gotas son acuosas (emulsién
w/0), su densidad sera mayor a la de la fase continua lipidica y tenderan a descender. Este
proceso se denomina sedimentacion.

En un sistema ideal, la velocidad con la cual una particula esférica aislada se mueve
(asciende o desciende) a través de la fase continua se puede calcular a partir de la Ley de

Stokes (Ecuacién 1.4).

2gr%(p2 —p1)
Vgotas = 9; : (Ec 1.9)

donde g es la gravedad, r el radio de las gotas, p1 Yy p2 son las densidades de la fase
continua y dispersa respectivamente y u es la viscosidad de la fase continua. A partir de la
ley de Stokes se observa que la velocidad es directamente proporcional al radio de las
gotas y a la diferencia entre las densidades de ambas fases e inversamente proporcional
a la viscosidad de la fase continua. Sin embargo, en sistemas reales, la velocidad de
cremado o sedimentacion pueden diferir de la calculada a partir de la Ley de Stokes debido
a la friccién entre las gotas, que se opone al movimiento. En una emulsién o/w, al aumentar
la fraccibn volumétrica de aceite, la velocidad de cremado se reduce respecto de la

prediccion realizada por la Ley de Stokes [77,81].

1.6.6.2. Floculaciéon

La floculacion es el proceso mediante el cual dos 0 mas gotas se unen para formar

un agregado, pero sin perder su individualidad. Dependiendo del tipo de emulsionante y de
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la concentracién de aceite, se pueden formar floculos compactos o abiertos (Figura 1.12).
Cuando los fléculos son compactos, aumenta la velocidad de cremado debido a que
aumenta el tamafio efectivo de las particulas (Ecuacién 1.4). Por el contrario, los floculos
abiertos forman una red tridimensional que reduce la movilidad de las gotas, aumentando

la estabilidad de la emulsion [79].

Figura 1.12. Diagrama esquemaético de los distintos tipos de fléculos: a) fléculo compacto, b) fléculo

abierto.

1.6.6.3. Desproporcion

La desproporcion es el proceso mediante el cual las gotas mas grandes crecen a
expensas de las mas pequefias debido al transporte de fase dispersa a través de la fase
continua. Este proceso es insignificante en la mayoria de los alimentos emulsionados,
debido a que la solubilidad de los triglicéridos en agua es tan baja que el transporte de

masa es despreciable [77,79].

1.6.6.4. Coalescencia

La coalescencia es el proceso mediante el cual dos 0 mas gotas se unen para
formar una de mayor tamafio. De esta forma, la emulsibn pasa a un estado
termodindmicamente mas estable, ya que disminuye el area interfacial total entre las fases
(Ecuacién 1.3). La coalescencia depende del potencial de interaccion entre las gotas y de
la resistencia del film interfacial a la ruptura. Este proceso favorece la separacion

gravitacional debido a que aumenta el tamafio de las gotas [79,82].
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1.6.6.5. Separacion parcial de fases (Oiling-off)

Este proceso es consecuencia de una avanzada coalescencia, en el cual se
observa la separacién parcial de fase dispersa, que forma una capa de aceite en la

superficie de la emulsion [79].

1.6.6.6. Inversién de fases

La inversion de fases es el proceso mediante el cual la emulsién cambia de o/w a
w/o 0 viceversa. Este proceso es la etapa esencial en la elaboracién de muchos alimentos
emulsionados, como por ejemplo la manteca (emulsién w/0) a partir de la crema de leche
(emulsién o/w). En otros productos la inversion de fases es indeseable debido a que

modifica la apariencia, textura y gusto [79].

1.6.7. Emulsionantes

Los emulsionantes son sustancias tensioactivas que se adsorben en la interfase
aceite — agua formando una monocapa y disminuyendo la tensién interfacial. De esta
manera, disminuye la energia libore de Gibbs y el sistema es mas estable
termodindmicamente (Ecuacion 1.3). Los agentes emulsionantes pueden ser de origen
proteico, lipidico o glucidico [79].

Las proteinas son biopolimeros que durante la homogeneizacion, se adsorben en
la interfase, orientando los grupos polares hacia la fase acuosa y los grupos no polares
hacia la fase lipidica. Las propiedades funcionales de estos biopolimeros estan
estrechamente relacionadas con sus caracteristicas moleculares. Las proteinas varian
ampliamente en su masa molecular, carga eléctrica, conformacién e hidrofobicidad
superficial. Generalmente las proteinas con buena capacidad emulsionante son globulares
o con estructuras desordenadas flexibles [83]. La mayoria de las proteinas globulares son

moléculas rigidas y por lo tanto su reordenamiento es lento. Poseen una conformacion
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aproximadamente globular en la interfase, aunque diferente a la conformacion nativa. En
cambio, algunas proteinas globulares son flexibles y durante la adsorcion se desnaturalizan
exponiendo los aminoé&cidos hidrofébicos que originalmente se encontraban en el interior,
e interaccionan con proteinas vecinas a través de interacciones hidrofébicas o puentes
disulfuro. Las membranas que forman son relativamente delgadas y compactas, con una
alta viscoelasticidad. Por otro lado, las proteinas con estructuras terciarias no definidas o
desordenadas flexibles tienden a formar una membrana relativamente abierta y con una
baja viscoelasticidad [84]. En la interfase, las cadenas polipeptidicas pueden adoptar
distintas conformaciones: trenes, bucles o colas (Figura 1.13). Los trenes y bucles son
segmentos que contactan directamente con la interfase, mientras que las colas se sitian
habitualmente en la fase acuosa. Cuanto mayor es la proporcion de trenes, mas fuerte sera
la unién y menor la tension interfacial. A una concentracion de proteina elevada se pueden

adsorber multicapas, aunque la adsorcion de la segunda capa y las mas distantes es muy

débil [84].
Colas
hidrofobicas
Trenes Bucles 5!
Colas /
Cabezas
polares
a b c

Figura 1.13. Diferencias en el modo de adsorcion de a) proteina flexible, b) proteina globular rigida,

¢) lipidos polares. Adaptada de Damodaran y col. [84].

Los emulsionantes lipidicos son lipidos polares que consisten en moléculas
relativamente pequefias, con una zona polar y otra no polar. Los fosfolipidos, los mono- y
diglicéridos y los ésteres de monoglicéridos, son ejemplo de este tipo de emulsionantes.

Una caracteristica importante de un tensioactivo lipidico es su valor de HLB (balance

Ing. Paula Sceni




Capitulo 1
Introduccidon

hidrofilico — lipofilico). Este parametro brinda informacién sobre su solubilidad en aceite o
en aguay se puede predecir a partir de él, que tipo de emulsién se formard (aceite en agua
0 agua en aceite). Un emulsionante con un bajo HLB (entre 3 y 6) es predominantemente
hidrofébico y se disolvera preferentemente en aceite, estabilizando emulsiones agua en
aceite. Por el contrario, los emulsionantes con HLB elevados (entre 8 y 18) estabilizaran
emulsiones aceite en agua, ya que son predominantemente hidrofilicos y mas solubles en
agua. Aquellos emulsionantes con un HLB intermedio (entre 6 y 8) no poseen una
preferencia por el aceite o el agua, mientras que aquellos con un valor menor a 3 0 mayor
a 18 no migran a la interfase sino que tienden a acumularse en la fase lipidica o en la
acuosa, respectivamente [79,85].

La adsorcién de los lipidos polares es diferente a la de las proteinas (Figura 1.13).
Orientan sus grupos polares hacia la fase acuosa y los no polares hacia la fase lipidica y
como carecen de impedimentos conformacionales porque sus porciones hidrofébicas e
hidrofilicas estan en extremos opuestos de la molécula, se adsorben en la interfase mas
rapidamente que las proteinas. Esto genera que estas moléculas disminuyan con mayor
eficiencia la tensién interfacial. Sin embargo, las proteinas forman una membrana
viscoelastica alrededor de la gota de aceite, que ademas de reducir la tension interfacial
resiste los choques mecanicos durante el almacenamiento y manipulacién, dando una
emulsién mas estable que la obtenida con emulsionantes de origen lipidico [79,84].

La mayoria de los polisacaridos utilizados en la industria de alimentos son muy
hidrofilicos y su capacidad emulsionante es muy pobre. Sin embargo, algunos polisacaridos
como la goma arabiga, algunos almidones modificados y la celulosa modificada poseen
una estructura anfifilica y tienen la capacidad de reducir la tension interfacial [83].

Muchos sistemas, como las dispersiones de levadura, contienen una mezcla de
sustancias con actividad emulsionante. Las caracteristicas del film interfacial que se forma
dependen de las caracteristicas de los emulsionantes y del tipo de interacciones entre ellos.

La composicion interfacial depende de las velocidades de adsorcion relativas de los
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distintos tipos de emulsionantes, la cual depende de las caracteristicas moleculares como
tamafio, forma y polaridad. Durante la homogeneizacion, las gotas de aceite son
recubiertas primero por las moléculas que se adsorben mas rapidamente. Sin embargo, la
composicion inicial de la interfase puede cambiar durante el almacenamiento de la
emulsién debido a que las moléculas que se habian adsorbido inicialmente pueden ser
desplazadas por otras moléculas con mayor afinidad por la interfase. En algunas mezclas
de emulsionantes, los polisacaridos y las proteinas pueden formar multicapas alrededor de
las gotas de aceite, aumentando la estabilidad del sistema [79]. Cuando en la mezcla hay
lipidos polares, como los fosfolipidos, éstos al migrar mas rapidamente que las proteinas,
pueden competir con ellas por la interfase, desplazandolas y debilitando el film [86]. Sin
embargo, dependiendo de las caracteristicas estructurales, los lipidos polares y las
proteinas pueden formar un film interfacial muy estable como ocurre con las lipoproteinas
de la yema de huevo [87].

Asi como los emulsionantes pueden adsorberse en la interfase, algunas particulas
sélidas como por ejemplo silice, quitosano, proteinas insolubles, complejos insolubles de
proteinas y polisacéridos, granulos de almidén, bacterias o levaduras también pueden
adsorberse y formar una pelicula protectora alrededor de las gotas. Este tipo de
estabilizacion se conoce con el nombre de Pickering [88-90]. A diferencia de los lipidos
polares y las proteinas, estas particulas no reducen la tensién interfacial sino que forman
una barrera fisica que impide que dos gotas cercanas coalescan [91]. La capacidad
estabilizante de las particulas sélidas depende de su tamafio, forma y angulo de contacto
cuando se adsorbe en la interfase. De la misma forma que ocurre con las mezclas de
emulsionantes, en sistemas donde coexisten particulas soélidas y emulsionantes
convencionales, el efecto puede ser sinérgico, logrando una mayor estabilidad de la

emulsion, o antagonico, favoreciendo la desestabilizacion del sistema [92] .
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1.6.8. Estabilizantes

Los estabilizantes son sustancias que aumentan la viscosidad de la fase continua,
disminuyendo la velocidad de desestabilizacién de la emulsién (Ecuacion 1.4). Ademas
modifican la textura y palatabilidad del producto. Si bien las proteinas pueden utilizarse
como agentes estabilizantes, los polisacaridos son méas eficaces y para una misma
concentracién proporcionan un mayor aumento de la viscosidad de la dispersién. La
capacidad espesante de un polisacarido depende principalmente del peso molecular, del
grado de ramificacion, de la conformacion y de la flexibilidad de la molécula [79]. En
dispersién acuosa, algunos polisacéaridos tienen la capacidad de rotar rapidamente debido
a su energia térmica y atrapar un volumen esférico de agua con un diametro que se
extiende de punta a punta del polisacarido. Como el aumento de viscosidad producido por
el hidrocoloide es proporcional al volumen de agua retenido, los polisacaridos lineales
aumentan mas la viscosidad que aquellos ramificados de igual peso molecular (Figura

1.14).

Agua hidrodinamicamente
atrapada

N

Figura 1.14. Polimeros de igual peso molecular rotando con agua hidrodindmicamente atrapada.

a) polimero lineal, b) polimero ramificado.

Dependiendo el tipo y concentracion de proteina o polisacarido utilizados, pueden
formarse emulsiones gelificadas, que son mucho mas estables frente a los procesos de

desestabilizacion. Los geles son redes tridimensionales que retienen una gran cantidad de
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agua en su interior. Segun el tipo de biopolimero, los geles pueden ser particulados, que
consisten en una red tridimensional de agregados, o filamentosos cuando se entrelazan

cadenas delgadas que retienen una gran cantidad de agua (Figura 1.15).

a b

Figura 1.15. Tipos de estructuras de gel de biopolimeros. a) gel particulado, b) gel filamentoso.

El tipo de interacciones que mantiene unidas a las cadenas de biopolimeros entre
si depende de las caracteristicas estructurales de las macromoléculas. Algunas proteinas,
como la gelatina y algunos polisacaridos forman puentes de hidrégeno, los cuales se
favorecen en frio y se debilitan al aumentar la temperatura. Los geles estabilizados
principalmente por este tipo de interacciones son termorreversibles; mientras que las
proteinas con grupos tioles son capaces de formar puentes disulfuro intermoleculares, que
aumentan la fuerza y la estabilidad del gel. Este tipo de geles es irreversible, ya que una
vez formado, no se modifica por fluctuaciones de temperatura. Las proteinas o
polisacaridos con muchos grupos con carga van a interaccionar entre si
electrostaticamente. Este tipo de interacciones son muy sensibles a los cambios de pH y
al agregado de sales. Por ejemplo el cation calcio, puede formar puentes salinos entre

cadenas cargadas negativamente, favoreciendo la formacion del gel [79,84].
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1.7. Objetivos

1.7.1. Objetivo general
Realizar tratamientos combinados de homogeneizacion a alta presion y tratamiento
térmico a células de levadura Saccharomyces cerevisiae para mejorar sus propiedades

emulsionantes y estabilizantes en emulsiones o/w.

1.7.2. Objetivos especificos

Optimizar el proceso de homogeneizacién a alta presién, para maximizar el grado
de ruptura celular, minimizando los cambios producidos por el aumento de

temperatura no controlado durante el proceso.

e Evaluar la capacidad emulsionante de las muestras de levadura homogeneizadas

a alta presion.

e Caracterizar fisica y quimicamente las dispersiones obtenidas por combinacién de
tratamientos térmico y de homogeneizaciébn a alta presion a la levadura

Saccharomyces cerevisiae.

e Estudiar las propiedades emulsionantes de las dispersiones obtenidas por

combinacién de tratamientos térmico y de homogeneizacion a alta presion.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

Todas las dispersiones se realizaron a partir de levadura panadera (S. cerevisiae)
prensada comercial (CALSA, AB Mauri Argentina, Tucuman). Para las emulsiones se utilizé
aceite de girasol Cafuelas.

Todos los reactivos utilizados para la determinacion de la composicidon quimica

fueron de grado analitico.

2.2. Preparacion de dispersiones
2.2.1. Muestra control (L)

La dispersién de levadura se preparé6 mezclando una parte de levadura prensada
con dos partes de agua destilada. Se homogeneiz6 en agitador magnético durante media
hora y posteriormente se centrifugd a 1.380 x g (Centrifuga Beckman Coulter Avanti J2-
MC, rotor JA-14) durante 15 minutos a 4 °C. El sedimento obtenido se resuspendié
nuevamente en agua destilada hasta obtener una concentracién de 10% m/m b.s. y se
homogeneizé en agitador magnético durante al menos una hora. La muestra de levadura
lavada obtenida se utiliz6 como control (L) y a partir de ella se prepararon todas las

dispersiones homogeneizadas y/o tratadas térmicamente.

2.2.2. Muestras homogeneizadas (H7so, H1o00, H12s0, H1s00)

Las muestras homogeneizadas se obtuvieron por homogeneizacién a alta presion
de la muestra L, en un homogeneizador a valvula (Panda 2K, GEA Niro-Soavi, Italia). Se
prepararon cuatro muestras homogeneizadas a distintas presiones: 750 — 1000 — 1250 y
1500 bar, las cuales se identificaron como: Hzso, Hio00, H1250 ¥ His00 respectivamente.

En la Figura 2.1 se muestra una fotografia del homogeneizador PANDA 2K. El
equipo cuenta con un embudo de silicona de 600 mL de capacidad en el cual se coloca la

muestra. Por otro lado, la salida del equipo esta unida mediante una manguera de goma a
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un serpentin de acero inoxidable que se sumerge en un bafio agua — hielo (no mostrado
en la figura), para evitar el aumento de temperatura durante la homogeneizacion. El otro
extremo del serpentin estd conectado a otra manguera de goma que se introduce en el

embudo, cuando se quiere recircular la muestra.

1- Tapén de valvulade
aspersion
3 2- Tapo6n devalvulade
impulsién
3- Embudo de alimentacion
4- Tubo de alimentacion
4 5- Salida del producto
6- Cabezal de compresién
7- Manubrio de regulacion
de 1° etapa
8- Manubrio de regulacion
S) de 2° etapa
9- Mandémetro digital

Figura 2.1. Fotografia de las partes externas del homogeneizador

La unidad de homogenizacion consta de dos valvulas (primera y segunda etapa)
conectadas en serie, que poseen una cabeza de choque de bola de ceramica sobre una
cabeza de paso de carburo de tungsteno, ensambladas sobre un cuerpo de acero
inoxidable. Cada valvula posee un manubrio que se acciona de forma manual y estan
dotados de un sistema interno de amortiguacion mediante muelles. La valvula de la primera
etapa alcanza una presiéon maxima de 1500 bar, mientras que la de la segunda etapa,
alcanza una presion de 150 bar (la relacion entre la primera y segunda valvula debe ser
siempre 10 a 1). La primera valvula tiene como objetivo micronizar la muestra, mientras
gue la segunda distribuye la graduacion de la presion y evita la reaglomeracion de las
particulas micronizadas.

Para homogenizar la muestra, se la coloca en el embudo (agitando constantemente

con varilla) y se enciende el interruptor. El equipo inicialmente esta lleno de agua, por lo
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cual, el fluido que sale durante los primeros segundos es agua 0 mezcla agua-muestra.
Cuando comienza a salir muestra sin restos de agua, se introduce la manguera de la salida
del serpentin en el interior del embudo y comienza a recircularse.

El aumento de presion se logra girando el manubrio de regulacién hasta que el
manometro digital indique la presion deseada. En ese momento se comienza a medir el
tiempo y una vez finalizado el proceso, se disminuye la presion y se recolecta el producto.

El tiempo de homogenizacion es el necesario para que el tratamiento sea
equivalente a una homogenizacion en batch de 3 pasadas. Este tiempo es funcion del
volumen de muestra y se calcula teniendo en cuenta la velocidad de flujo (250 mL/min) y
el volumen muerto dentro del equipo (90 mL) y del serpentin (90 mL). Por ejemplo, para un
volumen de muestra de 200 mL, el tiempo de homogenizacién necesario es de 8 minutos.

La limpieza del homogeneizador se realiza sin presion, con sucesivos lavados con
agua corriente, solucién alcalina (solucion de NaOH al 3% m/v) y solucién de detergente
no iénico al 1% v/v. Finalmente se realizan sucesivos lavados con agua corriente y un

ultimo lavado con agua destilada. El equipo queda lleno de agua cuando no es utilizado.

2.2.3. Muestras homogeneizadas y/o tratadas térmicamente (H, T, HT, HTH, TH)

A partir de la muestra L, se prepararon 5 muestras, como se muestra en la
Figura 2.2. La muestra H fue homogeneizada como se describié en la Seccion 2.2.2, a
una presion de 1250 bar (muestra H es equivalente a Hizso). La muestra T se prepard
colocando porciones de 100 mL de muestra L en vasos de precipitados tapados con papel
aluminio, dentro de un bafio de agua a 90 °C durante 25 minutos. Con las condiciones
elegidas, se asegura que toda la muestra alcance una temperatura de 90 °C durante al
menos 10 minutos. Las muestras HT, HTH y TH, se prepararon combinando
homogeneizacion y tratamiento térmico, en las mismas condiciones que en las muestras H
y T respectivamente. Los nombres de las muestras hacen referencia al orden de los

tratamientos realizados. De esta forma, para obtener la muestra HT, se realiz6é primero un
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tratamiento de homogenizacién (H) y posteriormente un tratamiento térmico (T). En cambio,
en la muestra TH se realizaron los mismos tratamientos, pero en orden inverso. La muestra

HTH, tuvo dos tratamientos de homogeneizacion entre los cuales se realiz6é un tratamiento

.

Homogeneizacion

Tratamiento térmico

Homogeneizacion

Figura 2.2. Preparacion de dispersiones homogeneizadas y/o tratadas térmicamente.

térmico.

La muestra L y todas las dispersiones preparadas a partir de ella fueron
almacenadas hasta el momento de su utilizacion en envases cerrados y previamente

esterilizados, en heladera (4 °C) por un periodo no mayor a 3 dias.

2.2.4. Muestras autolizadas

Las muestras L y H se incubaron en un agitador shaker orbital marca Sontec durante
24 h a 50 °C con agitacion de 200 rpm. Las muestras se tomaron cada 3 horas. Para
evaluar el grado de autélisis se midio el pH con un pHmetro Consort c861 y se determiné

el extracto seco (Seccién 2.4.1).

2.3. Fraccionamiento de las dispersiones
El fraccionamiento se realiz6 por centrifugacion a 19500 x g durante 20 minutos a

4 °C. Se utilizaron 2 centrifugas: Beckman Coulter Avanti J2-MC, rotor JA-14, Beckman

Ing. Paula Sceni




Capitulo 2
Materiales y Métodos

Coulter, Fullerton, Estados Unidos (para volimenes de 20 a 150 mL) y Beckman GS-15R,
rotor F2402, Beckman Estados Unidos (para volimenes de 0,5 a 2 mL). La separacion de
la fraccion insoluble y del sobrenadante se realiz6 inmediatamente después de la
centrifugacion. Las muestras fueron almacenadas hasta el momento de su utilizacion en
envases cerrados y previamente esterilizados, en heladera (4 °C) por un periodo no mayor

a 3 dias.

2.4. Composicion quimica
2.4.1. Extracto seco
Se determind el extracto seco de las dispersiones y de los sobrenadantes por

secado en estufa a 103 + 2° C hasta peso constante [93] (Ecuacion 2.1).

% Extracto seco = ==. 100 (Ec. 2.1)

mp

donde ms es la masa seca y mn es la masa himeda de la muestra. Las determinaciones

se realizaron por triplicado.

2.4.2. Acidos nucleicos

El contenido de acidos nucleicos en las dispersiones y en los sobrenadantes
(Ecuacién 2.2) se determiné por el método de Rut [94] modificado. Se coloc6 1 mL de
muestra (dispersion al 10% m/m o sobrenadante obtenido segun lo descripto en la
Seccién 2.3) y 5 mL de HCIO, 0,5 M en un tubo de ensayos de vidrio. Se calent6 a 90 °C
durante 20 minutos y luego se trasvasoé a tubos de centrifuga y se centrifugé a 3000 rpm
durante 15 min. Se midi6é la absorbancia del sobrenadante a 270 y 290 nm haciendo las
diluciones adecuadas con solucion HCIO4 0,5 M para tener valores de absorbancia entre

02y 1.
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% Acidos nucleicos = %.fﬁ,.volﬁ%. 100 (Ec. 2.2)

donde Abs;7o y Absygo son las absorbanciasa 270 y 290 nm respectivamente; fqi es el factor
de dilucion; vols es el volumen total del tubo (6 mL); my es la masa de la muestra hUumeda

y mses la masa seca de muestra. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

2.4.3. Proteinas

2.4.3.1. Determinacion de contenido de nitrégeno total (N1)

El nitr6égeno total incluye nitrégeno proveniente de proteinas, péptidos, aminoacidos
y acidos nucleicos, siendo las proteinas y los acidos nucleicos los componentes
nitrogenados mayoritarios en este tipo de muestras.

Se determiné por triplicado el contenido de nitrdgeno total en las dispersiones y en

los sobrenadantes (Ecuacion 2.3) por el método de micro-Kjeldahl modificado [95]. El
método consiste en una digestion acida de la muestra y una posterior determinacion
colorimétrica del amonio liberado.
Digestion: Se prepar6 la solucién estandar mezclando 47,16 mg de (NH4).SO4 (p.a), 0,11 g
de mezcla catalizadora (92,8% K2S0O4, 2,8% TiO2 y 4,4% CuS0Q04.5H,0) con 3 mL de H2SO4
concentrado. Se calentd hasta completar la digestion y una vez frio se llevé a volumen final
de 100 mL con agua destilada. El contenido de nitrdgeno en la solucion fue de 100 pg/mL.
El blanco se realizé siguiendo el mismo procedimiento, pero sin el agregado de (NH4)2SO.a.
Se prepar6 la curva patrén mezclando distintos volimenes de solucién estandar y de
blanco, para obtener 0,5 mL de soluciones con concentraciones de nitrégeno entre 0 y 35
ug/mL.

Para la digestion de las muestras se sigui6 el mismo procedimiento, pero

reemplazando el (NH4).SO4 por una cantidad de muestra (entre 200 y 1000 mg) que
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asegure en 0,5 mL del digestato un contenido de nitrdgeno que se encuentre dentro de los
limites de la curva de calibracion.
Colorimetria: Se coloc6 en bafio termostatizado a 25 °C, solucion buffer (volimenes iguales
de solucion NaOH 2,5 M y de solucién de Na;HPO,4 0,2 M, NaOH 0,2 M y tartrato de sodio
y potasio tetrahidratado 0,36 M), reactivo de salicilato-nitroprusiato (20 g de salicilato de
sodio, 30 mg de nitroprusiato de sodio en un volumen final de 100 mL con agua destilada)
y solucién de hipoclorito de sodio (contenido de cloro de 0,6% m/v). Posteriormente, en
tubo de ensayos se mezclaron 0,5 mL de las soluciones patrones para la curva de
calibracion (mezclas de blanco y solucion estandar), 1,5 mL de solucion buffer y 0,4 mL de
reactivo de salicilato-nitroprusiato. Se mezcl6 en vortex y se incub6 10 minutos a 25 °C.

Luego, se agregaron 0,2 mL de solucion de hipoclorito de sodio, se mezcld e incubd
30 minutos. Finalmente, se agregaron 10 mL de agua destilada y se midié la absorbancia
a 660 nm. Para la determinacion de nitrdgeno en las muestras, se sigui6 el mismo
procedimiento reemplazando las soluciones patrones por 0,5 mL del digestato de la
muestra.

Para la determinacién del nitrdgeno total se realizé la medicion sobre la dispersién

de levadura, mientras que el nitrégeno dispersable, se midié sobre el sobrenadante.

% Nitrogeno total = M -ﬁlj]-%i '%ig 100 (Ec. 2.3)

donde Absseo €s la absorbancia a 660 nm, a y b son la pendiente y la ordenada al origen

de la curva de calibracién respectivamente; fqi es el factor de dilucion; m, es la masa

himeda y ms es la masa seca de la muestra.
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2.4.3.2. Célculo del contenido de proteina

El contenido de proteinas se calculo a partir del contenido de nitrégeno total y el
porcentaje de acidos nucleicos de la muestra. Teniendo en cuenta que el nitrégeno total
incluye principalmente al proveniente de las proteinas y de los &cidos nucleicos, y que cada
100 g de acidos nucleicos contienen 17,5 g de nitrdgeno (calculado a partir del contenido
promedio de purinas y pirimidinas) y 100 g de proteinas contiene 16 g de nitrégeno, se

calculd el porcentaje de proteinas a partir de la Ecuacién 2.4.

% Proteinas = (Ny - AN. %05 ).

100
16

(Ec. 2.4)
donde Nt es el porcentaje de nitrégeno total y AN es el porcentaje de acidos nucleicos de

la muestra, ambos en base seca.

2.4.4. Hidratos de carbono totales

El contenido de hidratos de carbono totales en las dispersiones y sobrenadantes
(Ecuacién 2.5) se determind por el método de fenol-sulftrico [96]. Para cada muestra
(dispersion o sobrenadante) se realizé una dilucion adecuada en agua destilada de forma
de obtener una concentracion de hidratos de carbono totales menor a 80 pg/mL.

A temperatura ambiente se coloc6 1 mL de la dilucién en un tubo de ensayos, se
agregaron 0,5 mL de soluciéon de fenol al 5% m/v y se homogenizé con vortex. Luego se
agregaron 2,5 mL de H,SO,4 concentrado y se homogenizé nuevamente con vortex. La
mezcla se incubd 10 minutos a temperatura ambiente y 15 minutos en bafio a 37 °C. Se
dej6 enfriar y se midi6 la absorbancia a 490 nm.

Siguiendo el mismo procedimiento se realizé la curva patron utilizando soluciones
de glucosa en un rango de concentraciéon de 0 a 80 uyg/mL. Todas las determinaciones se

realizaron por triplicado.
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. _ (Absggo-b)  my 1g
% Hidratos de carbono = — Ly e 1058 06yg'1 00 (Ec. 2.5)

donde Absag es la absorbancia a 490 nm a y b son la pendiente de la curva y la ordenada
al origen de la curva de calibracion respectivamente; fqi es el factor de dilucion; my es la

masa humeda y ms es la masa seca de la muestra.

2.4.5. Lipidos

Se determiné el contenido de lipidos en las dispersiones y en los sobrenadantes
por triplicado, segln lo descripto por Freimund [40]. Se secaron las muestras en estufa a
presion reducida y se suspendieron 10 g de muestra seca en una mezcla de n-hexano (160
mL) y metanol (40 mL). La suspension se calenté a reflujo durante 2 horas. Luego se dejo
enfriar a temperatura ambiente y se filtr6. El residuo se lavé con n-hexano, metanol,
acetona y éter etilico (40 mL de cada uno). Se juntaron los filtrados obtenidos y se
evaporaron los solventes en rotavapor. Se peso el residuo seco obtenido y se calcul6 el

porcentaje de lipidos en la muestra (Ecuacion 2.6).

% Lipidos = =*.100 (Ec. 2.6)

donde m; es la masa del residuo obtenido luego de evaporar los solventes y ms es la masa

seca de la muestra.

2.4.6. Indices de dispersabilidad
Se calcularon los indices de dispersabilidad de acidos nucleico, proteinas, hidratos
de carbono y solidos totales, como la masa seca de dichos componentes en el

sobrenadante (ms), respecto de la masa seca del componente en la dispersién completa
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Indice de dispersabilidad = %’ .100 (Ec. 2.7)
d

2.5. Recuento microbiolégico

El recuento de levadura se realizd por triplicado, por siembra en placa sobre
superficie. Se pesaron 10 g de muestra (dispersiones L y homogeneizadas, al 10% m/m),
se agregaron 90 mL de agua de peptona 0,1% y se agitdé en stomacher durante 1 minuto.
Se realizaron 7 diluciones seriadas 1:10 (1 mL de dilucién correspondiente en 9 mL de
agua de peptona 0,1% y se agité luego de cada dilucion. Se sembraron 0,1 mL de las
Gltimas tres diluciones (10°,10°,107) con pipeta estéril en placa de agar extracto de
malta (MEA) y se distribuy0 el indculo con espétula de Drigalski estéril. Se incubé a 25 °C
y se contaron las colonias de las placas que tenian entre 10 y 150 colonias, luego de 5 dias
de incubacion. El resultado se expres6 como UFC/g muestra seca y se calcul6 el porcentaje
de células viables de las dispersiones homogeneizadas respecto de la muestra L

(Ecuacién 2.8).

% Células viables = ZI;ZZ’Z .100 (EC. 2.8)

2.6. Espectroscopia UV - Visible

2.6.1. Fundamentos teoricos

La absorbancia a 280 nm de una dispersion de levadura se debe a la presencia de
aminoacidos aromaticos como fenilalanina, tirosina y triptéfano, asi como a la presencia de
puentes disulfuro entre los residuos de cisteina. Ademas, los acidos nucleicos presentan
un maximo de absorbancia a 260 nm y otras especies pueden absorber en esta region del
espectro y causar interferencia [94,97]. Por tal motivo, a partir de la medida de absorbancia
a 280 nm no es posible cuantificar la concentracion de proteina pero el aumento de este

valor se relaciona con una mayor liberacién de contenido intracelular.
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Por otro lado, la absorbancia a 550 nm es una medida de la turbidez de las
muestras, la cual es directamente proporcional a la concentracion volumétrica de las
particulas en dispersion e inversamente proporcional a su diametro y a la densidad de la

fase continua [98].

2.6.2. Condiciones experimentales

Se realizaron espectros de absorbancia en la region UV - visible (220 — 650 nm) a
las dispersiones y a sus sobrenadantes, con un equipo PG Instrument, T60 UV-visible
Spectrophotometer. Se realizaron diluciones con agua destilada para obtener valores de
absorbancia menores a 1,0. De los espectros se obtuvieron los valores de absorbancia a

280 y a 550 nm. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

2.7. Capacidad de retencién de agua (CRA)
Se calcul6 a partir de los datos obtenidos en la determinacién de extracto seco del

sedimento (Seccion 2.4.1) (Ecuacion 2.9).

CRA =2 100 (Ec. 2.9)

s

donde mj es la masa himeda y ms es la masa seca de la muestra.

2.8. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)
2.8.1. Fundamentos teoricos

La espectroscopia FTIR se fundamenta en que la luz en la regién infrarroja (12500
a 10 cm?) provee la energia suficiente para que los enlaces de la molécula vibren,
provocando la tensién o flexion de estos. Las vibraciones de tension son cambios en la
distancia interatdmica a lo largo del eje del enlace entre dos atomos, mientras que las

vibraciones de flexién estan originadas por cambios en el angulo que forman dos enlaces.
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Como la energia necesaria para provocar una transicion vibracional depende de los tipos
de atomos y de enlaces que los mantienen unidos, cada molécula produce un espectro
caracteristico (huella dactilar) [99].

Entre otras aplicaciones, la espectroscopia FTIR ha demostrado ser una
herramienta Util para el estudio de distintos microorganismos. En particular, se ha utilizado
espectroscopia FTIR en andlisis genéticos de cepas de levadura modificadas y en la
identificacion de diferentes cepas por comparacion con una libreria de datos. Ademas, es
posible monitorear tanto el metabolismo como los procesos de fermentacion de células de
levadura e identificar zonas caracteristicas de proteinas, de hidratos de carbono y de

fosfolipidos [100,101].

2.8.2. Condiciones experimentales

Se realizaron espectros de absorbancia en el rango de 4000 a 650 cm?, a las
dispersiones y a sus fracciones, con un equipo FTIR Shimatzu modelo IR Affinity (Shimatzu
Co., Japan). Los espectros se midieron con un promedio de 45 barridos, una resolucion de
4,0 cm y apodizacién Happ-Genzel. Se colocaron 100 uL de dispersion en el ATR ZnSe,
cubriendo todo el cristal y secando con una pistola de calor desde una distancia de
aproximadamente 20 cm hasta completa deshidratacion. Las determinaciones se

realizaron por duplicado.

2.9. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)
2.9.1. Fundamentos teoricos

La calorimetria diferencial de barrido permite determinar la temperatura y el flujo de
calor asociado a las distintas transiciones de un material, en funcién de la temperatura.
Esto provee informacion cualitativa y cuantitativa sobre procesos endotérmicos y

exotérmicos que ocurren durante cambios de fases, desnaturalizacién, gelatinizacion,
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2.9.2. Condiciones experimentales

El analisis térmico de las muestras se realizé en un equipo MDSC Q-200 (TA
Instruments, Delaware, USA) con la unidad de refrigeracion RCS 90. Se colocaron
aproximadamente 10 mg de muestra en capsulas TZero® de aluminio herméticamente
selladas y fueron calentadas de -60 a 150 °C a una velocidad de calentamiento de
10 °C/min y se realizé un blanco con una cépsula vacia. A partir de los termogramas
obtenidos se calcularon la temperatura de los picos endotérmicos y la entalpia (AH)
expresada en J/g muestra en base seca y se calculé el porcentaje de desnaturalizacion

(Ecuacién 2.10).

. .. Enlapia;-Entalpia
% Desnaturalizacién = 1;"11;—1;;1@“{ .100 (Ec. 2.10)
L

donde Entalpia .y Entalpia 1 son las entalpias de las muestras L y homogeneizadas (H),

respectivamente. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

2.10. Reologia

2.10.1. Fundamentos teéricos

La reologia estudia la relacion entre el esfuerzo y la deformacién en los materiales
gue son capaces de fluir. Una forma de caracterizar el comportamiento reolégico de un
fluido es a través de su viscosidad, que se define como la resistencia de un fluido a la
deformacion. Dependiendo de la estructura interna del material, al aplicarle un esfuerzo
externo puede responder de diferentes maneras. En base a su comportamiento reolégico,
los fluidos pueden clasificarse en Newtonianos y no Newtonianos. Un fluido Newtoniano se
caracteriza por cumplir la Ley de viscosidad de Newton, es decir, que existe una relacion

lineal entre el esfuerzo cortante y la velocidad de deformacién (Ecuacion 2.11).
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T=-Uu— (Ec. 2.11)

donde r es el esfuerzo cortante, u es la viscosidad, v es la velocidad de deformacion e y
es la distancia.

En estos fluidos la viscosidad es constante y no depende del esfuerzo cortante
aplicado ni del tiempo. Sin embargo, la mayoria de los fluidos presentan desviaciones a
este comportamiento y se pueden clasificar en funcion de la dependencia de la viscosidad
con la velocidad de deformacion y/o con el tiempo de cizalla.

Los tres tipos de fluidos no ideales mas comunes, dependientes de la velocidad de
cizalla, son los pseudoplasticos, los dilatantes y los plasticos.

El comportamiento de flujo pseudoplastico (“shear-thinning”) es el mas frecuente y
se caracteriza porque la viscosidad aparente disminuye al aumentar la velocidad de cizalla.
Los fluidos dilatantes, en cambio, exhiben un aumento de la viscosidad aparente al
elevarse la velocidad de cizalla (“shear-thickening”). Por otro lado, los fluidos plasticos, son
materiales que se comportan como un sélido elastico hasta que el esfuerzo alcanza un
valor umbral, y al sobrepasarlo, se comportan como fluidos donde el esfuerzo puede tener
una dependencia lineal con la velocidad de deformacién o no.

Otra categoria de fluidos no Newtonianos es aquella cuya viscosidad aparente
depende del tiempo en el que el esfuerzo fue aplicado. Estos fluidos se subdividen en
tixotropicos, cuando a velocidad de cizalla constante, la viscosidad aparente desciende con
el tiempo, y reopécticos, cuando se produce un aumento de viscosidad con el tiempo.

Los modelos matematicos que describen el comportamiento reolégico de muchos
de los fluidos no Newtonianos, son la ley de la potencia y el modelo de Herschel — Bulkley.

La Ecuacion 2.12 representa la Ley de la Potencia, donde k es el coeficiente de
consistencia con unidades Pa.s" y n es el indice de comportamiento de flujo, que es

adimensional. En los fluidos Newtonianos, n=1, por lo que la Ley de viscosidad de Newton
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es un caso particular de la Ley de la potencia. En los fluidos pseudoplasticos, n<1, mientras

que en los fluidos dilatantes n>1.

T =k (;z_yv)" (Ec. 2.12)

En el modelo de Herschel — Bulkley (Ecuacién 2.13), se incorpora el término 1o, que

es el esfuerzo minimo de cedencia, cuando el material tiene un comportamiento plastico.
n
7=k (—) + 7 (Ec 2.13)

Estos modelos han resultado satisfactorios para describir el comportamiento de

muchos sistemas alimentarios, como emulsiones y suspensiones [103].

2.10.2. Condiciones experimentales

Las determinaciones se realizaron por triplicado en un reébmetro AE-G2 (TA
Instruments, Delaware, Estados Unidos). La velocidad de deformacioén fue entre 0,1 sty
1000 s, a 20 °C. Los datos obtenidos se ajustaron al modelo de Herschel — Bulkley. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

2.11. Preparaciéon de emulsiones

Se prepararon emulsiones o/w a partir de la muestra control (L), de las dispersiones
de levadura homogeneizadas a diferentes presiones (Hzso, Hiooo, Hi2so ¥ Hiso0) ¥ con
tratamientos de homogeneizaciéon y/o térmico (T, TH, HT y HTH), y aceite refinado de

girasol. La homogeneizacion se realiz6 con un equipo Ultraturrax T25 a 20.000 rpm durante
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2 minutos. La concentracion de levadura en la fase continua vario entre 0,75 a 10% m/m
b.s. y la fraccion masica de aceite (¢m) vario entre 0,25y 0,60.
Para estudios de estabilidad, las emulsiones se almacenaron en heladera, en

frascos o en tubos de centrifuga de 10 mL con tapa.

2.12. Determinacion de tamafio de particula de dispersiones de levadura y
emulsiones
2.12.1. Fundamentos teoricos

Las gotas de aceite de las emulsiones o/w tienen forma aproximadamente esférica,
cuyo didmetro esta en el rango de 0,1 y 100 um [79]. Por otro lado, las células de levadura
como los fragmentos obtenidos luego de la ruptura celular tienen forma irregular [66]. Es
por tal motivo que surge la necesidad de definir el concepto de “diametro de esfera
equivalente”, que es el diametro de una esfera que tiene el mismo volumen que la particula
que se esta midiendo [104].

Cuando en una mezcla todas las particulas tienen el mismo tamafio
(monodispersa), es posible caracterizarla solamente con el diametro (D) o el radio (r) de
las mismas. Sin embargo, las emulsiones y las dispersiones de levadura son polidispersas
(rango de tamafios) y por lo tanto es necesario referirse a una distribuciéon de tamafio de
particulas. Como la cantidad de gotas en una emulsion o las particulas en una dispersion
de levadura es extremadamente grande, la funcion de distribucion puede considerarse
continua. Habitualmente se utilizan las distribuciones expresadas en porcentaje en numero,

porcentaje en superficie y porcentaje en volumen (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Distribuciones de tamafio de particula en volumen, en superficie y en nimero de una
dispersion polidispersa.

La funcién de distribucién en nimero esta construida de forma tal que el area bajo
la curva entre dos didmetros es igual al nUmero de particulas o gotas en ese rango. De
forma analoga, en las distribuciones en superficie y en volumen, el area bajo la curva entre
dos diametros es igual al area interfacial expuesta y al volumen de las particulas en dicho
rango, respectivamente [79].

En las distribuciones polidispersas, la forma de las curvas cambia significativamente
dependiendo de la manera como se expresa. Como el volumen de las particulas es
proporcional a su diametro al cubo (D3, la distribucién en volumen es méas sensible a las
particulas de mayor tamafio, mientras que la distribucién en nimero es mas sensible a las
particulas pequefias. Debido a la complejidad de las funciones de distribucion, es dificil
definir un modelo matematico, pero se pueden calcular a partir de ella distintos valores

promedio [79,104].

D

D= Z'Z ‘ (Ec. 2.14)
Y n; D}

DZ,O = N (EC. 215)
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D3

D3y = Z"A’I i (Ec. 2.16)

D., = % miD} (Ec. 2.17)
. Y. n;D}

D4'3 == ZniD? (EC218)

donde n;es el nimero de gotas con un diametro D;, y N es la cantidad total de gotas.

Los valores promedio Dio (en nimero), D2o (en superficie) y Dso (en volumen)
(Ecuaciones 2.14, 2.15 y 2.16) requieren el conocimiento del nimero total de gotas. En
cambio, con los valores de D3, (Sauter) y Das (De Brouckere) (Ecuaciones 2.17 y 2.18)
se introduce otro término lineal de didmetro y se independiza de la cantidad de gotas [79].
Estos dos diametros se conocen con el nombre de “moment diameter’” y se puede
demostrar que son los promedios ponderados de las distribuciones en superficie y volumen
respectivamente [104]. Otras medidas que caracterizan a una distribucién son su moda,
que es el diametro de particula que mas se repite, y el span, que es una medida del ancho

de la distribucién y se define como (Ecuacion 2.19).

span = Pe2_Pot (Ec. 2.19)
Pos

donde po,1, Pos Y Pog, son los percentiles 0,1; 0,5y 0,9 respectivamente e indican
los diametros por debajo de los cuales se encuentra el 10, el 50 y el 90% de las particulas
(si es una distribucion en ndamero) o del volumen (si es una distribuciéon en volumen),

respectivamente.
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2.12.2. Condiciones experimentales

Se determind la distribucion de tamafo de particula de las muestras (dispersiones
de levadura y emulsiones) por difraccion laser (A=683 nm y A=455 nm) en un rango de 0,1
a 10000 um, con un equipo Malvern Mastersizer 2000E (Malvern Instruments,
Worcestershire, Reino Unido). La velocidad de agitacion en la unidad de dispersion (Hydro
2000MU, Worcestershire, Reino Unido) se selecciond a 2000 rpm. Los pardmetros épticos
seleccionados para transformar los patrones de difraccién laser en las distribuciones de
tamafio de particula fueron: indices de refraccion: 1,52 y 1,40 para las particulas dispersas,
1,47 para las gotas de aceite y 1,33 para el agua; coeficiente de absorcion: 0,1.

En las dispersiones de levadura se determiné el tamafio de particula a tiempo inicial
y en las emulsiones se realizé la determinacion en las muestras a tiempo inicial y con una
semana de almacenamiento (en heladera). Las muestras, previo a la determinacién de
tamafio de particula, se homogeneizaron por inversion del tubo. Todas las determinaciones

se realizaron por triplicado.

2.13. Estabilidad de dispersiones de levadura y emulsiones determinado con un

analizador 6ptico vertical (Quick Scan)

2.13.1. Fundamentos tedricos

El analizador 6ptico vertical ha sido ampliamente utilizado para estudiar procesos
de desestabilizacion global en emulsiones, dispersiones coloidales concentradas y
espumas [105-109]. El equipo cuenta con una celda de vidrio (donde se introduce la
muestra), la cual es colocada cerca de una cabeza lectora movil compuesta por una fuente
de luz IR-cercano (A = 850 nm) y dos detectores sincrénicos a 0° (Transmitancia) y a 135°
(Backscattering), respecto de la fuente [110]. La cabeza lectora movil realiza un barrido a
lo largo de toda la altura del tubo de muestra (65 mm, aproximadamente), adquiriendo los

datos de Transmitancia y Backscattering cada 40 um (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Esquema del analizador de barrido vertical (Quick Scan) (Cortesia Beckman Coulter).

Los resultados son presentados mediante un software como curvas
de %Transmitancia (%T) y %Backscattering (%BS) en funcién de la altura del tubo. La
adquisicion de datos puede repetirse a lo largo del tiempo, a intervalos de 1 minuto como
minimo, lo cual permite obtener una cinética de %BS o0 %T en funcién del tiempo.

Los valores de %BS son directamente proporcionales a la concentracion de fase
dispersa e inversamente proporcionales al diAmetro de las particulas. El analisis de esta
sefal, seleccionando zonas adecuadas del tubo permite estudiar procesos de
desestabilizacién en sistemas opacos, como cremado y coalescencia en emulsiones [110]

o sedimentacion en dispersiones de levadura [105].

2.13.2. Condiciones experimentales
Se colocaron 6 mL de dispersién (previamente homogeneizadas por agitacién) o de
emulsion en el tubo del equipo. Se realizaron medidas de %T y %BS en funcion de la altura

de la muestra, registrando los correspondientes perfiles a intervalos de 1 minuto durante
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60 minutos y medidas puntuales a las 24 horas y 18 dias (en las emulsiones). Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

2.14. Microscopia Optica

Las microscopias de las dispersiones se realizaron en un microscopio optico Leica
DMLB (Leica Microsystems, GmbH, Alemania), acoplado a una camara digital adaptada
(Leica DC100, Leica Microsystems, GmbH), con un aumento final de 1000x.

Las microscopias de las emulsiones se realizaron en un microscopio invertido

Cytation 5 (BioTek Instruments, EE. UU.), con un aumento de 100x y 200x.

2.15. Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Se realizaron microscopias electrénicas de transmision a las muestras de levadura
tratadas térmicamente y/o homogeneizadas. Las muestras se colocaron en una cuadricula
de cobre (Formvar/carb, 300 mesh), sin dilucion previa y se cubrieron con una solucion
saturada de acetato de uranilo durante 1 minuto. El microscopio electrénico empleado fue

un Phillips EM-301 (Paises Bajos) y se trabajé a 60 kV.

2.16. Tensiometria

2.16.1. Fundamentos tedricos

La tension interfacial es la energia de Gibbs por unidad de area que se genera
debido a que las moléculas cerca de una interfase tienen interacciones moleculares
diferentes que las moléculas equivalentes dentro del fluido. Como se explicé en la Seccion
1.7, los emulsionantes tienen la capacidad de reducir la tension interfacial, aumentando la
estabilidad termodinamica del sistema [111].

Por otro lado, la presion interfacial, se define segun la Ecuacion 2.20.

Ing. Paula Sceni




Capitulo 2
Materiales y Métodos

n=y, -y (Ec. 2.20)

donde yo es la tension interfacial del agua pura y y es la tension interfacial de la
dispersion acuosa con el emulsionante [111].

Uno de los equipos para medir tension superficial es el Tensiometro de anillo, en el
gue se coloca un anillo de platino sobre la superficie del liquido y se mide la fuerza
requerida para separar el anillo de la superficie. En este método debe asegurarse el mojado
completo del anillo para obtener resultados reproducibles y de significado. Es un método

sencillo, rapido, de alta precision y no muy dependiente del &ngulo de contacto [112].

2.16.2. Condiciones experimentales

Se determind la tensién interfacial de las dispersiones con un tensiémetro de anillo
Du Nouy, Lauda TD3 (Lauda DR. R. Wobser GmbH & Co., Kdnigshofen, Alemania). Las
dispersiones se prepararon al 0,25% m/m de proteina en buffer fosfato de sodio 10 mM pH
7,0. Las medidas de tension interfacial de equilibrio (yeq) Se realizaron automaticamente
fijando la amplitud constante de movimiento del anillo en 20 mL de dispersion acuosa y
luego agregando 20 mL de aceite refinado de girasol. Las determinaciones se realizaron

por triplicado.

2.17. Anédlisis de datos

El andlisis estadistico de los resultados se realizé mediante un analisis de varianza
(ANOVA) y post test de Tukey, con el programa Graph Pad Prism v6.0. Se consideraron
diferencias significativas a p<0,05.

Los graficos y ajustes a modelos matematicos se realizaron con el software Microcal

Origin ® 7.5 (Microcal Software Inc., Estados Unidos).

Ing. Paula Sceni




CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSION
RUPTURA CELULAR POR

HOMOGENEIZACION A
ALTA PRESION



Capitulo 3 — Resultados y Discusion
Ruptura celular por homogeneizacion a alta presion

CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION.
RUPTURA CELULAR POR HOMOGENEIZACION A ALTA PRESION

Saccharomyces cerevisiae es la especie de levadura mas utilizada en la industria
de alimentos, tanto por su poder fermentativo como por su alto valor nutricional. Posee
ademas proteinas y polisacéridos con potenciales propiedades interfaciales, pero es
necesario romper la pared celular para poder aprovechar estos componentes. En las
tltimas décadas se estudiaron diversos métodos para romper la pared celular, como la
homogeneizacién a alta presion, sonicacion, ruptura en un molino a bolas, tratamientos
térmicos, métodos quimicos y enzimaticos, entre otros [60—62,66]. En este capitulo se
estudio el efecto de la homogeneizacion a distintas presiones sobre las propiedades de las

dispersiones de levadura.

3.1. Homogeneizacién a diferentes presiones de la dispersion de levadura

El homogeneizador a valvula utilizado en este trabajo alcanza una presion maxima
de 1500 bar. Una limitante de este equipo es que en su interior se produce un aumento de
temperatura de aproximadamente 2 °C cada 100 bar, debido a la compresién adiabética.
Por lo tanto, si la muestra no esta adecuadamente refrigerada, a presiones de 1500 bar la
temperatura podria aumentar 30 °C, provocando la desnaturalizacion parcial de las
proteinas [60,67]. Por otro lado, en ensayos preliminares de este trabajo se encontré que
a presiones menores a 700 bar, mas del 50% de las células permanecen viables [66]. A
partir de estos resultados, se eligieron cuatro condiciones de homogeneizacion: 750, 1000,
1250 y 1500 bar, que dieron origen a las muestras Hso, Hiooo, Hizso ¥ Haisoo,
respectivamente.

Durante el proceso de homogeneizacion, las células de levadura pueden seguir dos
caminos: 1) dafarse a nivel de pared y liberar el contenido intracelular, pero manteniendo

su forma original o 2) romperse en varios fragmentos y liberar su contenido al medio, como
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se esquematiza en la Figura 3.1 [66]. Por lo tanto, se considera que hubo ruptura celular
cuando se libera contenido intracelular (haya o no disminucion del tamafio de las
particulas), mientras que el término micronizacion se refiere a la formacion de fragmentos

de pared del orden del micrén.

b T o c
Pared celular
T — Citoplasma "’“’a

Figura 3.1. Esquema simplificado del proceso de ruptura celular. a) célula entera, b) célula dafiada

gue conserva la forma original, ¢) célula con la pared micronizada. Adaptado de Spideny col. [66].

3.2. Recuento microbiolégico y andlisis microscépico

Para evaluar la ruptura celular y la viabilidad de la levadura luego de la
homogeneizacion se llevo a cabo un estudio por microscopia y un recuento microbiologico,
respectivamente. La muestra L tuvo un recuento de 2.10° UFC/g expresado en base seca.
Como se observa en la Tabla 3.1, la muestra Hzso mostré una reduccién de células viables
de més del 80% respecto de la muestra L. Por otro lado, en las muestras homogeneizadas
a presiones iguales o superiores a 1000 bar, la reduccion fue de mas del 95% y aunque el
porcentaje de reduccion aumentd con la presion de homogeneizacion, no se encontraron
diferencias significativas entre las muestras Hizso Y Hisoo. LOS porcentajes de reduccion de
células viables obtenidos son acordes a los publicados por Spiden y col. [66], quienes

encontraron que a una presion de homogeneizacion de 600 bar el porcentaje de muerte
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celular es de casi el 80% y a presiones superiores a 1000 bar se alcanzan valores de

muerte celular superiores al 90-95%.

Tabla 3.1. Porcentaje de disminucion del recuento microbioldgico de células viables de levadura en
las muestras homogeneizadas, respecto de la muestra L.

Muestra % Disminucion
H7s0 81,0+ 0,52
Hz1o00 97,0+ 0,2°
Hi2s0 98,6 + 0,3°
H1s00 99,5+ 0,3°

Valores con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0,05).

En la Figura 3.2 se muestran las micrografias épticas de las dispersiones. En la
muestra L, se observan células de forma oval con un tamafio aproximado de 5 um. En la
muestra Hrso, la cantidad de células que mantienen su forma original es mayor a la
esperada segun el recuento de células viables. Esto se atribuye a que durante la
homogeneizacion a 750 bar se produce lisis celular y posible liberacién del contenido
intracelular, pero la pared celular conserva su forma. En las muestras homogeneizadas a
presiones entre 1000 y 1500 bar se observa una gran cantidad de fragmentos de pared
celular y muy pocas capsulas enteras, lo cual concuerda con el recuento microbioldgico
(Tabla 3.1). Con estos resultados se confirma que a presiones de 750 bar se logra un gran
porcentaje de muerte celular, pero son necesarias presiones de 1000 bar o superiores para

lograr la micronizacion de la pared celular.
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-

H1250

Figura 3.2. Micrografias opticas de las muestras H7so, Hiooo, Hi250 y H1s00 (x1000).

3.3. Comportamiento térmico y grado de desnaturalizacién de las proteinas

Como se mencion6 anteriormente, el proceso de homogenizacién puede traer
aparejado un cierto grado de desnaturalizacion proteica que puede afectar el desempefio
funcional de las muestras obtenidas. Por este motivo se realizé un estudio por Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC) de las dispersiones de levadura entera y homogeneizadas a

distintas presiones. En la Figura 3.3 se muestran los termogramas de la muestra L y de
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las muestras homogeneizadas y en la Tabla 3.2 se resumen los valores de temperatura de
los picos endotérmicos, de la entalpia de desnaturalizacion y del grado de

desnaturalizacion.

— 175D

Pico | i : =H1000
ico Pico ll Pico lll H1250

Flujo de calor (W/g)

T T T T T T T T T T T T
30 S0 70 950 110

Exd Up Usivaraad V4. BA TA laa v dals
Temperatura (°C)

Figura 3.3. Termogramas DSC de las muestras L, H7so, H1o00, Hi250 Y H1soo.

El termograma de la muestra L exhibe 3 picos endotérmicos a 62,6 °C, 74,0 °C y
83,5 °C, aungue el proceso de desnaturalizacién comienza a los 50 °C. Estos picos
confirmarian la presencia de 3 fracciones de proteinas con diferente estabilidad térmica.
En un trabajo publicado [113] se atribuy6 el pico menos estable térmicamente (pico 1) a
mananoproteinas y proteinas de membrana mientras que las proteinas globulares

citoplasmaéticas y las nucleoproteinas serian més estables térmicamente (picos Il y IlI).
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Tabla 3.2. Valores de pico de temperatura, entalpia de desnaturalizacién y porcentaje de
desnaturalizacion de muestras L y homogeneizadas. La desviacion estandar de las temperaturas de
los picos variaOy 0,1.

Temperatgra de los picos Entalpia de .
Muestra endotérmicos (°C) desnaturalizacion Desnaturglizacic’)n
Pico | Pico Il Pico IlI (J/g base seca)

L 62,6 74,0 83,5 12,0+ 0,32 0
H7so 59,8 66,0 72,0 7,9+0,5° 34,2
H1o00 60,0 66,5 71,9 7,0+0,3° 41,7
Hi2s0 59,9 65,4 72,4 6,4 + 0,2¢d 46,7
His00 60,0 66,6 72,9 6,2 + 0,3 48,3

Valores con diferentes letras en cada parametro son significativamente diferentes (p<0,05)

En las muestras homogeneizadas, se observa un corrimiento de los picos hacia
temperaturas menores (aproximadamente 60 °C, 66 °C y 72 °C) respecto de la muestra L.
Este resultado parece estar relacionado con el hecho de que las proteinas en su medio
natural (citoplasma) estan protegidas y se requieren temperaturas mas elevadas para
desnaturalizarlas. Con la ruptura celular, el citoplasma se diluye, y las proteinas requieren
una menor temperatura para sufrir cambios conformacionales [56,113],

Por otro lado, la tendencia en la disminucién de la entalpia de desnaturalizacién
demuestra que al aumentar la presion de homogeneizacién, las proteinas se
desnaturalizan parcialmente, debido a la cavitacion y esfuerzos de corte que son sometidas
durante este proceso [60,67]. Ademas, se puede observar en los termogramas de las
muestras homogeneizadas que el pico Il tiende a desaparecer cuando aumenta la presion
de homogeneizacion, reflejando una mayor desnaturalizacién de las proteinas globulares

respecto a las proteinas de membrana y pared.

3.4. Actividad enzimatica

Las enzimas son un grupo importante de proteinas globulares citoplasmaticas. Si
bien en los termogramas de las muestras homogeneizadas (Figura 3.3) se observa la
desnaturalizacion parcial de este tipo de proteinas, algunas enzimas podrian continuar

activas, incluso luego de la muerte celular. Para confirmar la presencia de enzimas, se
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almacenaron las dispersiones L y Hizs a 50 °C, debido a que en estas condiciones se
favorece el proceso de autdlisis. Este proceso se basa en la activacibn de enzimas
enddgenas que degradan la pared celular, incrementando la porosidad y posteriormente
provocando la lisis celular [62].

En la Figura 3.4a se puede observar que las muestras L y Hixso presentan una
disminucion del peso seco de sélidos insolubles en funcién del tiempo. La muestra L
presento el 54% de los sélidos insolubles iniciales al cabo de 24 horas de autdlisis. En un
trabajo publicado por Martinez-Rodriguez y col. (2001), también se observé disminucion de
sélidos durante la autélisis de S. cerevisiae realizada a 30 °C [114]. Aunque en el trabajo
citado, la cantidad de sélidos a las 24 horas fue del 75% respecto de la cantidad inicial, los
resultados son consistentes con el aumento de la actividad enzimatica al aumentar la
temperatura. En la muestra Hizso, la disminucion de la masa de sélidos insolubles alcanzo
un 60% de disminucion a las 24 h, corroborando la presencia de enzimas activas en esta
muestra.

En la Figura 3.4b se observa la modificacion del pH en ambas muestras durante
las 24 horas de ensayo. Si bien no es objetivo de este trabajo estudiar las reacciones que
ocurren durante la autdlisis, los cambios en el pH que se observan en ambas muestran,
estarian asociados a la accién de proteasas y otras enzimas que modifican la composicion
de las dispersiones. En la muestra homogeneizada, la variacion de pH a las 24 h fue mayor
gue en la muestra L, resultado que se atribuye a una mayor actividad enzimatica cuando
las enzimas son liberadas al medio.

Cabe sefalar que, aunque en este ensayo se eligi6 una temperatura elevada
(50 °C) para favorecer la accion enzimatica y observar cambios en tiempos mas corto, las
enzimas pueden actuar incluso en temperaturas de refrigeracion, siendo su accién un factor

determinante en la estabilidad quimica de las dispersiones.

Ing. Paula Sceni




Capitulo 3 — Resultados y Discusion
Ruptura celular por homogeneizacion a alta presion

110

100

Sélidos insolubles (%)
[=)] =~ =] [{e]
(=] (=] (=] (=]

(%]
o
T

40

—=— L
—e— H1250

7.0

6.5 |

4.0 |

35 F

3.0

—=— L
—e—H1250

3 6 9 12 15 18 21 24

Tiempo ( h)

Figura 3.4. Autdlisis a 50 °C de las muestras L y Hizso, @) solidos insolubles, b) cambio de pH.

3.5 Separacion de sedimentos y sobrenadante por centrifugacion

Para poder caracterizar los componentes solubles e insolubles de las muestras, se

realiz6 un fraccionamiento de las dispersiones mediante centrifugacion. En la Figura 3.5a,

se muestra la vista de frente de los tubos centrifugados.
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Figura 3.5. Fracciones obtenidas por centrifugacion de las muestra L, H7so, Hio00, H1i250 Y Hiso0. @)
vista de frente, b) vista de perfil.

Se observa en la muestra L, un sedimento de color uniforme y un sobrenadante
limpido. En las muestras homogeneizadas, en cambio, los sobrenadantes son turbios y en
los sedimentos se diferencian tres capas con distintas tonalidades, que como se verd mas
adelante, indican la presencia de fracciones con diferente composicion, grado de
hidratacion y/o tamafio de particula y que por lo tanto sedimentan a diferentes velocidades.
La fraccion del sedimento lll, es la mayoritaria en la muestra Hrso, pero en las muestras

H1o000, H12s0 Y Hiso0, €Sta fraccion solo forma una pequefia capa superficial en el fondo del
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tubo que no pudo aislarse para su posterior caracterizacion. Contrariamente, las fracciones
I y I, que estarian formadas por particulas mas pequefias y/o mas hidratadas, aumentan
en proporcién a medida que se incrementa la presion de homogeneizacion. En la Figura
3.5b, se observa la vista de perfil de los tubos. Se puede corroborar que la capa del
sedimento Ill es evidente en la muestra Hzso, pero despreciable en las muestras Hiooo, Hi2s0

Y Hisoo.

3.6. Distribucién de tamafio de particula

La distribucion de tamafio de particula depende del indice de refraccion (IR)
utilizado, ya que este parametro varia segun las caracteristicas de los componentes que
se analizan. El indice de refraccién de la célula y de los componentes intracelulares
generalmente se estima a partir del contenido de proteina y de agua. En los componentes
ricos en proteinas e hidratos de carbono como la pared celular, el indice varia entre 1,48 y
1,60, mientras que, en aquellos componentes mas hidratados, como las organelas y
ndcleos, estd comprendido entre 1,38 y 1,42 [115]. Por lo tanto, para poder determinar la
presencia de distintos componentes celulares, se compararon las distribuciones de tamafio
de particula de las dispersiones homogeneizadas y sin homogeneizar, con un IR de 1,52
(valor de default del equipo) y con un IR de 1,40. En la Figura 3.6 se comparan las
distribuciones en nimero y en volumen de las muestras L, Hzsoy Hizso. Las distribuciones
de las muestras Hiooo Y Hiso0 NO S€ muestran, pero son similares a las de la muestra Hizso.
Las distribuciones de tamafio de particula de la muestra L, tanto en nimero como en
volumen y con ambos indices de refraccion (1,40 y 1,52) presentan una poblacion
monomodal, cuyo rango de tamafio corresponde al de las células de levadura enteras [10].
En la distribucion en volumen de la muestra Hzso, medida con un IR de 1,52, la poblacion
también es monomodal y con un tamafio similar al de la muestra L. Sin embargo, con un
IR de 1,40 se observa una segunda poblacién con un tamafio de particula mas pequefio,

que se atribuye a los componentes intracelulares liberados al medio [1].
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Figura 3.6. Distribuciones en volumen (izquierda) y en numero (derecha) de las muestras L, Hzso y
Hizs0 (IR 1,40y 1,52)

Este resultado confirmaria que, durante la homogenizacion a 750 bar, las células
se dafian vy liberan el contenido intracelular, pero mantienen su tamafo original. En la
distribucion en nimero de esta muestra, medido con un IR de 1,52 se observa la poblacion
correspondiente a capsulas de pared, mientras que, con un IR de 1,40, solo se observa la

poblacion correspondiente a las organelas liberadas al medio.

Ing. Paula Sceni




Capitulo 3 — Resultados y Discusion
Ruptura celular por homogeneizacion a alta presion

Por otro lado, las distribuciones en niamero y en volumen de la muestra Haizso
medidas con un IR de 1,52 presentan dos poblaciones, una con una moda de 0,7 um que
corresponderia a la pared micronizada y la otra con una moda de 5,0 um que se atribuye
a células vivas o capsulas de pared sin micronizar. En las determinaciones realizadas con
un IR de 1,40, al igual que en la muestra Hsso, solo se observa la poblacion correspondiente
a nucleos y organelas.

A patrtir del andlisis de las distribuciones medidas con ambos IR, se puede concluir
gue las determinaciones realizadas con un IR 1,40 permite corroborar que la
homogeneizacién a alta presion provoca la liberacion de componentes intracelulares,
incluso a una presion de 750 bar que no logra micronizar a las células. Sin embargo, para
cuantificar la cantidad de fragmentos de pared y de capsulas enteras, se debe utilizar un

IR de 1,52.

En la Tabla 3.3 se muestran los valores promedio D10, Y D43 (De Brouckere), que
corresponden a los promedios ponderados de las curvas de distribucién en nimero y en
volumen respectivamente y los valores de span de dichas distribuciones para las muestras

L, Hzso, H1io00, Hi250 Yy H1s00, medidos con un IR de 1,52.

Tabla 3.3. Valores promedios D43y D10, y span de las muestras L, H7so, H1o00, H1250 ¥ His00, medidos
conun IR de 1,52.

Volumen Numero
Muestra
D4z (um) span D10 (um) span

L 5,54 + 0,012 0,65 + 0,012 4,52 + 0,012 0,67 + 0,012
H7s0 5,15 + 0,00° 0,68 + 0,002 4,24 + 0,01 0,66 + 0,002
H1o00 4,55 + 0,01¢ 1,08 + 0,01° 0,89 + 0,01¢ 0,97 +0,03°
Hai2s0 4,48 + 0,00 1,22 + 0,00¢ 0,85 + 0,01¢ 1,00 + 0,03P
His00 4,78 + 0,02¢ 1,33 +0,01d 0,85 + 0,00d 1,00 + 0,02°

Valores con diferentes letras en cada parametro son significativamente diferentes (p<0,05)
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En la Tabla 3.3 se observa que los valores de D43 obtenidos para la muestra L son
del orden a los datos publicados por Srinorakutara [10], quién determiné el diametro celular
con un equipo Coulter Counter y con un analizador de imagenes, obteniendo didmetros de
5,75+ 0,10 umy 5,91 + 0,13 um, respectivamente.

Se observa ademas, que los valores de Dasz se reducen progresiva Yy
significativamente al aumentar la presion de homogeneizacion, excepto en la muestra Hisgo
que aumentan respecto de Haizso. Esto se atribuye a la formacién de pequefios agregados
formados por desnaturalizacion térmica, debido al aumento de temperatura dentro del
homogeneizador. En cambio, en los valores de D1 se observa una disminucién marcada
entre las muestras micronizadas (Hiooo, Hiz2s0 Y Hiso0) €n relacion con las muestras sin
micronizar (L y Hzso) Y no se encontraron diferencias significativas entre las muestras Hizso
Yy Hisoo (p>0,05). Por otro lado, el valor de span que es un parametro del ancho de la
distribucion y da idea de la variabilidad en los tamafios de particulas, aumenta con la
presion de homogeneizacion en la distribucion en volumen. En la distribucién en niamero
en cambio, se observa que las muestras L y Hrso tienen distribuciones con menor valor de
span que las muestras micronizadas, entre las cuales no hay diferencias significativas
(p>0,05).

Si bien estos parametros resultan Utiles para comparar de manera rapida el tamafio
de las particulas de diferentes muestras, no son tan representativos en distribuciones
polimodales. Por lo tanto, para determinar el porcentaje de particulas de cada poblacién se
calculd su area bajo la curva en la distribucién en nimero, como se esquematiza en la

Figura 3.7.
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Figura 3.7. Esquema de la distribucion de tamafio de particula de una muestra y su relacion con el
tipo de particula de cada poblacién.

Se corroboré que en la muestra Hzso no hay fragmentos de pared micronizada,
mientras que, en las muestras homogeneizadas a presiones entre 1000 y 1500 bar, el
porcentaje de estos fragmentos alcanz6 valores de 91,3 +0,2; 92,9+ 0,2y 93,5 + 0,1% para
las muestras Hiooo, Hizso ¥ Hisoo respectivamente. Estos resultados confirman que al
aumentar la presion de homogeneizacion, aumenta el grado de micronizacién de la pared
celular.

A partir de los analisis realizados, se concluye que las distribuciones en niimero y
los parametros que se obtienen a partir de ella, permiten caracterizar mejor el grado de
ruptura y micronizacion de las muestras, ya que informan sobre la cantidad de particulas
micronizadas y sin micronizar. Sin embargo, a partir de la distribucién en volumen es
posible detectar la presencia de particulas de gran tamafio, que influirian negativamente

en la estabilidad frente a la sedimentacion de las dispersiones.
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En la Figura 3.8 se muestran las distribuciones en volumen y en namero de las
fracciones de las muestras Hzso Y Hizso medidas con un IR de 1,52. Las distribuciones de

las muestras Higoo ¥ Hisoo NO Se muestran, pero son similares a las de la muestra Hizso.
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Figura 3.8. Distribucion de tamafio de particula en nimero y en volumen de las fracciones de las
muestras Hzsoy Hizso (IR 1,52).

Como se observa en las distribuciones en nimero y en volumen de la muestra Hzso,
las fracciones de los sedimentos Il y Il tienen particulas con un tamafio similar al de las
capsulas sin micronizar y las células enteras. Por otro lado, la mayor parte de las particulas
del sobrenadante y del sedimento | son del orden del micron. Para poder realizar las
determinaciones en estas dos fracciones, fue necesario utilizar un volumen mucho mayor
de muestra, debido a que la concentracion de particulas es despreciable en comparacion
a la cantidad presente en las fracciones de los sedimentos Il y Ill. Esto explicaria por qué

en la muestra Hsso completa (Figura 3.6) no se habia detectado la poblacién de particulas
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micronizadas. Con estos resultados se llega a la concusion que en la muestra Hzso hay
micronizacion de pared, pero es despreciable en comparacion a la que ocurre a presiones
superiores.

En las distribuciones en volumen y en nimero de las fracciones de la muestra Hizso
se observan dos poblaciones, una con una moda de 0,5 pum y la otra con una moda de
5 um. Se pudo corroborar que la diferencia entre las distintas fracciones es el porcentaje
relativo de las poblaciones; en el sobrenadante predominan las particulas micronizadas
mientras que en las fracciones del sedimento, las particulas de mayor tamafio. Por lo tanto,
la diferencia en la velocidad de sedimentacién de cada fraccién, que se evidencié con la
formacion de diferentes capas en el sedimento (Figura 3.5), no estaria determinada
Unicamente por el tamafio de particula, sino también por el grado de hidratacién de éstas.
En las capas superiores, estarian las particulas mas hidratadas, que tienen una densidad
menor que aquellas méas concentradas en hidratos de carbono y proteinas. En la Seccién

3.10 se analizara con mayor detalle el proceso de sedimentacion de las dispersiones.

3.7. Determinacion de absorbancia a 280 nm y a 550 nm

La turbidez se determind por medidas de absorbancia a 550 nm, obteniéndose los
resultados que se muestran en la Tabla 3.4. Estos valores son directamente proporcionales
a la concentraciéon de particulas dispersas, e inversamente proporcionales a su tamafio
[98]. En un sistema ideal, la disminucién de tamafio de particula se reflejaria en un aumento
de la turbidez. Sin embargo, en una dispersion de células, cuando se produce la ruptura,
la liberacion del contenido intracelular provoca una diminucion de la concentraciéon
volumétrica de la fase dispersa, ya que una alta proporcion del citoplasma esta formado
por componentes solubles y agua. Por tal motivo, en las dispersiones la turbidez disminuye
a medida que aumenta la presion de homogeneizacion. En cambio, en los sobrenadantes,
la turbidez aumenta con la presién de homogeneizacién, debido a que aumenta la cantidad

de fragmentos micronizados que no sedimentan por centrifugacion. Por otra parte, el
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aumento de absorbancia a 280 nm a medida que aumenta la presién de homogeneizacion
esta relacionado con la liberacion de proteinas solubles y acidos nucleicos durante este

proceso.

Tabla 3.4. Valores de absorbancia a 550 nm (turbidez) de las dispersiones y sobrenadantes, y de
absorbancia a 280 nm de los sobrenadantes de las muestras L, H7so, Hi000, Hi250 Y His00.

Muestra Dispersiones* Sobrenadantes**
550 nm 550 nm 280nm
L 0,600 + 0,0012 0,000 + 0,0002 0,026 + 0,0052
H7so 0,366 * 0,002° 0,013 + 0,003 0,275 + 0,003
H1o00 0,249 £ 0,006°¢ 0,017 £ 0,002 0,442 +0,013¢
Hi2s0 0,185 + 0,000¢ 0,026 + 0,001¢ 0,507 +0,010¢
Hiso0 0,155 £ 0,004¢ 0,030 £+ 0,001°¢ 0,550 + 0,008¢

*Factor de dilucién 1/600
“Factor de dilucién 1/150.
Valores con diferentes letras en cada parametro son significativamente diferentes (p<0,05)

3.8. Caracterizaciéon quimica

3.8.1. Composicion de la célula entera

Segun las determinaciones realizadas, la composicion porcentual promedio de la
muestra L en base seca es de 43 + 2% de hidratos de carbono, 40 £+ 3% de proteinas, 6,9
*+ 0,3% de acidos nucleicos, 6,6 + 0,5% de lipidos y 6,4 + 0,4% de cenizas, mientras que

su contenido de humedad promedio en base himeda es del 70 + 2%.

3.8.2. Dispersabilidad de los componentes celulares

El analisis de la composicion de los sobrenadantes de las dispersiones permitio
determinar la dispersabilidad acuosa de los componentes. En la muestra L no hubo valores
significativos de dispersabilidad de ninguno de los componentes (p>0,05). En la Figura 3.9
se muestra la dispersabilidad de soélidos totales, proteinas, hidratos de carbono, acidos
nucleicos y lipidos de las muestras homogeneizadas a distintas presiones. Los sélidos

totales, que incluyen tanto los solubles como los que estdn en suspension coloidal,
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alcanzan una dispersabilidad entre 41 y 56%. Por otro lado, el indice de dispersabilidad de
las proteinas alcanza valores entre 65 y 88%, mientras que el de hidratos de carbono
presenta valores entre 25 y 30%. La diferencia se atribuye a que en la célula, la mayor
parte de los hidratos de carbono son polisacéridos insolubles con funcién estructural
(fundamentalmente B-glucanos y mananos de pared celular). En el caso de las proteinas,
si bien algunas también tienen funcion estructural (asociadas a mananos de pared o a
fosfolipidos de la membrana), la mayoria son enzimas, proteinas solubles y proteinas del
citoesqueleto, que se liberan al sobrenadante cuando se rompe la pared celular. En cuanto
al contenido de acidos nucleicos, también se observé un aumento de la dispersabilidad con
la homogeneizacion. En la muestra Hrso, el 25% del contenido quedd en el sobrenadante,
mientras que en las tres muestras homogeneizadas a presiones superiores a 750 bar, este
porcentaje ascendi6 al 40%.

En todos los componentes se observd que la muestra Hzso presenta valores de
dispersabilidad significativamente menores respecto de las tres muestras micronizadas,

entre las cuales no hay diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 3.9. Dispersabilidad de los componentes celulares de las muestras Hzso, Hioo0, Hi250 ¥ His00.

Valores con diferentes letras para cada componente son significativamente diferentes (p<0,05).
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3.8.3. Composicién de los sedimentos

En la Figura 3.10 se muestra la composicion centesimal de los sedimentos
unificados. Se observa que todos los sedimentos son mas ricos en hidratos de carbono
(B-glucanos y mananos) que en proteinas, alcanzando una concentracion de 56% en la
muestra Hrzso y entre 66 y 67% en las muestras micronizadas. También contienen acidos
nucleicos que junto con parte de las proteinas intracelulares y lipidos, quedarian retenidos
en los agregados de fragmentos de pared. Tanto en el porcentaje de proteinas como de
hidratos de carbono se observan diferencias significativas solamente entre la muestra Hrso
y las micronizadas, mientras que los porcentajes de &cidos nucleicos y lipidos no varian
significativamente entre las cuatro muestras. Estos resultados reflejan que
independientemente del grado de ruptura, la composicidén porcentual de los sedimentos de

todas las muestras micronizadas (Hiooo, H12s0 Y His00) €S similar.

mmm Proteinas
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™ @ Acidos nucleicos
mm Lipidos

100

)

Composicion del sedimento (%

H750 H1000 H1250 H1500
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Figura 3.10. Composicion porcentual de los sedimentos de las muestras Hzso, Hio00, Hi2s0 Y Hisoo.

Valores con diferentes letras para cada componente son significativamente diferentes (p<0,05).
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3.8.4. Caracterizacién de las fracciones por espectroscopia infrarroja

Los espectros obtenidos por FTIR son consistentes con los publicados por varios
autores [100,116-118]. En muestras como las dispersiones de levadura, con multiples
componentes y grupos funcionales, los espectros son complejos, con sefiales que pueden
superponerse. Sin embargo, se pueden identificar ciertas zonas con bandas
caracteristicas. En la Figura 3.11 se muestran los espectros de las distintas fracciones de
la muestra Hzso.

En la region 2990 - 2820 cm™ la absorbancia corresponde a grupos -CHsz y -CHp,
mientras que a ~1740 cm™ la banda se atribuye al estiramiento de grupos -C=0 de lipidos
[100,116,117]. Gran parte de los lipidos de la célula son fosfolipidos que se encuentran en
la membrana plasmatica y en las membranas que recubren al nucleo y a las organelas.
Durante la homogeneizacion a alta presion las membranas se rompen y los fosfolipidos,
debido a su naturaleza anfifilica, podrian interactuar con el resto de los componentes
celulares (tanto polares como no polares), quedando parte de estos en todas las fracciones.

La region comprendida entre 1650 y 1500 cm™ incluye a la banda amida |
(1652 cm 1) que se atribuye al estiramiento del enlace C=0 y la banda amida Il (1550 cm™?)
que corresponde al estiramiento del enlace C-N y al balanceo del enlace N-H. Ambos picos
son caracteristicos de la estructura proteica y se modifican si esta estructura cambia
[100,117,119]. Por otro lado, en la zona comprendida entre 1200 y 1480 cm se observan
multiples bandas. La de mayor intensidad, que absorbe a 1400 cm™, se asigna
principalmente al estiramiento de grupos -C(CHs). de proteinas y al estiramiento simétrico
del grupo -C=0 del carboxilato de proteinas, mientras que a 1300 cm™ se encuentra la
banda amida IlI. Por otro lado, la banda que absorbe a 1240 cm™* corresponde a la vibracién
del grupo -PO, presente en &cidos nucleicos y fosfolipidos [100]. Comparando la
intensidad de los picos amida I, 1l y Il de las diferentes fracciones, se corroboran los
resultados obtenidos en las Secciones 3.8.2 y 3.8.3; la fraccion del sobrenadante tiene

mayor porcentaje de proteinas que las fracciones de los sedimentos.
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Figura 3.11. Espectros de FTIR de las fracciones de la muestra Hzso.

En la Gltima regién, entre 800 y 1200 cm™?, las bandas corresponden principalmente

a hidratos de carbono. Por ejemplo, los picos a 822, 905, 972 y 1050 cm™ corresponden a

mananos mientras que los picos a 998, 1025 y 1108 cm™ se asignan a B-glucanos [100].
En forma comparativa se puede observar que las fracciones de los sedimentos Il y 11l son

mas ricas en B-glucanos y mananos de pared que las fracciones del sobrenadante y del

sedimento |. Dentro de esta region, también se encuentra una banda a 1080 cm™* que es

caracteristica de la presencia de acidos nucleicos [116,117], sin embargo, la intensidad de

este pico puede estar enmascarada por p-glucanos (1076 cm™) [118].

sobrenadante, sedimento | y sedimento Il de todas las muestras. Comparando los

En la Figura 3.12 se muestran los espectros de FTIR de las fracciones de
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espectros de las tres fracciones, se puede observar que en el sobrenadante todas las

muestras presentan las mismas bandas de absorcion.
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Figura 3.12. Espectros de FTIR de las fracciones de las muestras Hzso, Hio00, Hi2s0 Y His00.
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En las fracciones de los sedimentos, también se observan las mismas bandas,
aunque con diferencias en la intensidad, especialmente en la zona que predomina la
absorcion de proteinas (1200 — 1600 cm™?). A pesar de estas diferencias, todas las
muestras presentan la misma “huella dactilar” o patrén de absorcion para cada fraccion,
independientemente de la presiébn de homogeneizacion aplicada y de la eficiencia de la

ruptura.

3.9. Capacidad de retencidon de agua de la fraccion insoluble

La capacidad de retencion de agua (CRA) es una medida de la cantidad de agua
gue es absorbida y retenida por los componentes insolubles de la célula, luego de la
centrifugacion de las dispersiones [97]. En la Figura 3.13 se muestra la capacidad para
retener agua de la célula entera y de las fracciones insolubles unificadas de las

dispersiones homogeneizadas.
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Figura 3.13. Capacidad de retencién de agua de las muestras L, H7so, H1o00, H1250 Y Hiso0. Valores

con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0,05).
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La muestra L tiene una alta CRA debido a que las células retienen una gran cantidad
de agua en su interior. En la muestra Hzso, se observa un aumento en la CRA respecto de
la muestra L. Como se discutié anteriormente, en esta muestra las células se dafian y
liberan gran parte de su contenido intracelular, pero mantienen su tamafio original. Esto
sugiere que el contenido intracelular es reemplazado por agua dentro de las capsulas de
la pared. Teniendo en cuenta la masa inicial de células (en base seca), la cantidad de agua
en la muestra Hzso es 30% menor que en la muestra L. Sin embargo, como parte de los
sdlidos intracelulares se liberan al medio, la masa seca del sedimento disminuye en un
42% respecto de la muestra L, resultando en un incremento en la CRA.

En las muestras micronizadas, el aumento de la CRA respecto de las muestras L y
Hzso se atribuye al mayor contenido de B-glucanos y mananoproteinas en la fraccion
insoluble, que tienen una alta capacidad de hidratacién [39,49,120]. Se observa ademas
gue la CRA aumenta con el grado de micronizacién, lo cual se relaciona con la mayor area

superficial de las particulas micronizadas, que favorece la interaccion de éstas con el agua.

3.10. Estabilidad de las dispersiones de levadura enteray homogeneizada frente ala
sedimentacion

Como se mencion6 en secciones anteriores, la velocidad de sedimentacion de las
dispersiones esta condicionada principalmente por el tamafio de las particulas dispersas y
por la diferencia de densidad entre ambas fases, la cual disminuye a medida que aumenta
el grado de hidratacion de sus particulas [121].

Si se agita una dispersion con células de levadura enteras o rotas, se observa a
simple vista que las dispersiones son opacas y de tonalidad homogénea. Sin embargo, al
dejar los tubos en reposo, rapidamente comienza el proceso de sedimentacion y la
dispersion se torna mas traslicida en la parte superior del tubo y se acumulan particulas
en la parte inferior del mismo, observandose la formacion de un sedimento. Mediante los

perfiles de %BS y de %T es posible estudiar estos procesos de migracion de particulas. La
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sefal de %BS es proporcional a la concentracion e inversamente proporcional al tamafio
de las particulas en dispersidn, mientras que la sefial de %T indica que el sistema es

traslucido [105].
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Figura 3.14. Perfil de %T y %BS en funcion del tiempo de la muestra L.
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En los perfiles de la muestra L (Figura 3.14) se observa que inicialmente no hay
sefal de %T mientras que el perfil de %BS es aproximadamente constante a lo largo de
todo el tubo. Con el transcurso del tiempo, se produce un aumento del %BS en la zona
inferior del tubo. El ancho del pico formado, es una medida de la altura del sedimento en el
tubo, mientras que la intensidad de la sefial de %BS da idea de la concentracion de
particulas en el mismo. Simultdneamente, en la zona superior del tubo se evidencia la
disminucion de la sefial de %BS debido a la disminucién de la concentracion de particulas
y la aparicion de la sefal de %T debido a que la muestra se torna trasllcida. En la zona
donde aparecen ambas sefiales, no es posible analizar los perfiles de %BS debido a que
la sefial de %T genera interferencia [109].

En la Figura 3.15, se muestran los perfiles de %BS de las dispersiones
homogeneizadas en funcién del tiempo durante 60 minutos. Se puede observar que en
todas las muestras hay un aumento en la sefial de %BS en la zona inferior del tubo y una
disminucién en la zona superior. Comparativamente, la muestra Hzso presenta una cantidad
mucho menor de sedimento (menor ancho del pico de %BS en la zona inferior) y una
disminucién del %BS solamente en el Ultimo centimetro del tubo (zona superior), a
diferencia de las muestras micronizadas en las cuales la cantidad de sedimento es mayor

y la disminucién de %BS ocurre en toda la zona media y alta del tubo.
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Figura 3.15. Perfiles de %BS de las muestras Hzso, Hiooo, H1250 ¥ Hasoo.

En la Figura 3.16 se muestran los perfiles de %BS en la zona baja del tubo luego
de 1y 24 horas. Durante la primera hora, las muestras micronizadas formaron sedimentos
con mayor volumen (ancho del pico) que los de las muestras no micronizadas (L y H7so).
Sin embargo, la intensidad de la sefial de %BS indica que la muestra L es la que forma un
sedimento mas concentrado en particulas (menos hidratado). Por otro lado, la muestra Hzso
formé un sedimento con poco volumen y poca concentracion de particulas. Luego de 24
horas, las muestras L y Hsso formaron sedimentos menos hidratados y con menor volumen
gue los sedimentos de las muestras micronizadas. En estas ultimas, la intensidad del %BS
aumento y la altura del sedimento disminuy6 respecto del que se habia formado a los 60
minutos, debido a la compactacion de los sedimentos. Estos resultados se correlacionan
con la capacidad de retencion de agua discutida en la Seccién 3.9. Al aumentar el grado
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de micronizacion, las particulas se hidratan mas y los sedimentos tienen mayor CRA. En
los perfiles de %BS, esto se refleja en una menor intensidad de la sefial de %BS y mayor

cantidad de sedimento en el tubo.
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Figura 3.16. Perfiles de %BS de las muestras Hzso, Hiooo, Hiz2s0 ¥ His00 €n la zona baja del tubo,
luego de 1y 24 horas de sedimentacion.

Para estudiar la velocidad de sedimentacién, se analizaron y compararon los
cambios en los perfiles de %BS en la zona inferior y en la zona superior del tubo. En la
Figura 3.17a se muestra la cinética de sedimentacién de las dispersiones, que se
determiné como el area bajo cada perfil en la zona inferior del tubo en funcién del tiempo,
tomando como referencia 0% para el tiempo inicial. Este parametro adimensional, tiene en
cuenta tanto el volumen del sedimento formado (ancho del pico) como la concentracion de
las particulas en él (intensidad de %BS). La velocidad de sedimentacion se puede
interpretar como la pendiente en cada punto de la curva. Los datos obtenidos para las
muestras L y Hzso se pueden ajustar con una funcién lineal (R?= 0,9811 y R?= 0,9949,
respectivamente). Por lo tanto, ambas muestras sedimentan a velocidad aproximadamente
constante, pero la velocidad de la muestra L es tres veces mayor que la de la muestra Hzso.
Este resultado se atribuye a que durante la ruptura celular, aunque no se maodifica
significativamente el tamafio de las particulas, la célula libera contenido intracelular al
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medio y se llena de agua, disminuyendo la diferencia de densidad entre ambas fases. Este

efecto retrasa la velocidad de sedimentacion respecto a la velocidad de las células enteras.

a Tiempo de induccién
| ——1L

Mg -

L M1000 39 min
*Hi2s0

- " Hys00

ABS (%)

0 20 40 60

Tiempo ( min) Tiempo ( min)

Figura 3.17. Cinética de sedimentacion de las muestras L, H7so, H1oo0, Hi250 ¥ His00. @) area bajo el
perfil de la curva en la zona baja del tubo, b) porcentaje de disminucién de %BS en la zona alta del
tubo.

En las muestras micronizadas (Hiooo0, Hi2s0 Y His00), S€ 0Observa que las curvas de
sedimentacion estan divididas en tres zonas. En la primera zona, a tiempos cortos, la
velocidad de sedimentacion de las tres muestras es menor a la de la muestra Hzso, debido
al menor tamafio de sus particulas. Luego de este tiempo, que se denominé tiempo de
induccién, la velocidad aumenta rapidamente. Estos resultados sugieren que las particulas
micronizadas tienen actividad interfacial y tienden a formar agregados, que sedimentan a
mayor velocidad. Como el tiempo de induccién disminuye a medida que aumenta la presiéon
de homogeneizacion, la tendencia a la formacion de agregado aumentaria con la cantidad
de particulas micronizadas. Finalmente, en la tercera zona, la velocidad vuelve a reducirse,
debido a la disminucién de la concentracion de particulas lo cual limita su velocidad de
agregacion.

Enla Figura 3.17b se muestran las cinéticas de sedimentacion de las dispersiones,

gue se determinaron como el porcentaje de disminucion de la sefial de %BS en la zona
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alta del tubo. Se puede observar que las curvas tienen la misma forma que las obtenidas
a partir del area bajo el perfil de %BS en la zona baja del tubo (Figura 3.16a). En ambas
se observa un tiempo de induccién en las tres muestras micronizadas y la misma tendencia
en la reduccion de este tiempo a medida que aumenta el grado de micronizacion de las
particulas. Si bien las cinéticas obtenidas de esta manera son mas sencillas de determinar,
los resultados son fuertemente dependientes de la zona del tubo seleccionada. Ademas,
en las regiones mas trasllcidas en las cuales hay %T, debe descartarse la sefial de %BS.
Por lo tanto, la determinacién de la cinética a partir de la cuantificacion del area bajo la
curva de %BS (Figura 3.17a), es mas reproducible e independiente de la traslucidez de la
muestra en la zona superior.

A partir del andlisis de los perfiles de %BS se pudo demostrar que la velocidad de
sedimentacion no depende Unicamente del tamafio de las particulas y de la cantidad de
éstas sino también de su tendencia a agregarse. Esta tendencia a formar agregados da
indicios de las propiedades anfifilicas de las particulas micronizadas, las cuales se

estudiaran en el proximo capitulo.

Ing. Paula Sceni [i0%!




Capitulo 3 — Resultados y Discusion
Ruptura celular por homogeneizacion a alta presion

3.11. Resumen de resultados y conclusiones parciales

e La homogeneizacién a alta presién es un método efectivo para provocar la ruptura
celular. A presiones de homogeneizacién de 750 bar, el porcentaje de muerte
celular es superior al 80%. En estas condiciones las células se dafian y liberan el
contenido intracelular, pero las capsulas de pared mantienen su forma original. Por
otro lado, cuando la homogeneizacién se realiza a presiones de 1000 bar o
superiores, el porcentaje de muerte celular es practicamente total y la pared celular
se microniza casi completamente.

e Durante la homogenizacién se produce la desnaturalizacion parcial de las
proteinas, que se incrementa con la presion aplicada. Sin embargo, luego del
proceso de homogeneizacién, las muestras aun presentan actividad enzimatica que
limita la utilizacion de las dispersiones.

e Por centrifugacién de las dispersiones homogeneizadas se separa el sobrenadante
y tres fracciones de sedimento, que poseen particulas con diferentes tamafios y
grado de hidratacion.

e La composicién porcentual de los sedimentos de las muestras micronizadas no
presenta diferencias significativas entre ellas, pero si respecto de la muestra Hzso.
Ademas, cada fraccidn presenta espectros de FTIR similares, independientemente
de la muestra homogeneizada de la cual proviene.

e Al aumentar la presion de homogeneizacién aumenta la capacidad de retencién de
agua de los sedimentos. Como consecuencia, se obtiene mayor cantidad de
sedimento al aumentar el grado de micronizacion.

e Las particulas micronizadas tendrian actividad interfacial y por tal motivo tienden a
agregarse.

e Laaplicacion de una presion de homogeneizacion de 1500 bar genera un aumento
de temperatura tal, que puede generar cambios en la muestra, como la

desnaturalizacién no controlada de proteinas.
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La condicién optima de ruptura celular fue a 1250 bar. La muestra obtenida presenté
una composicion similar a la de la muestra homogeneizada a 1000 bar, pero con
un mayor grado de micronizacion y mayor tendencia a formar agregados y retener
agua, lo cual estaria relacionado con una mayor actividad superficial de sus

particulas.
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION.
EMULSIONES CON LEVADURA HOMOGENEIZADA A ALTA
PRESION

Como se menciond en el Capitulo 3, la célula de levadura esta integrada
principalmente por polisacaridos (3-glucanos y mananos), proteinas y fosfolipidos. Aunque
la célula entera, debido a su organizacion estructural, no presenta buenas propiedades
emulsionantes, se ha demostrado en numerosos trabajos que los componentes aislados
tienen la capacidad de actuar como emulsionantes y estabilizantes de emulsiones
[18,39,49,50,122].

En este capitulo se evaluaron las propiedades emulsionantes de las dispersiones
de levadura homogeneizadas a distintas presiones. Las emulsiones se prepararon con un
¢om de 0,3 y una concentracion de levadura de 2,5% b.s. en la fase acuosa.

La nomenclatura que se utiliz6 para las emulsiones es la letra E seguida del nombre
de la dispersion de levadura. Por ejemplo, la emulsion preparada con la muestra L se

denomina E_ y la preparada con la dispersién Hizso se denomina Enizso.

4.1. Distribucion de tamafio de particula de las emulsiones recién preparadas

Como los procesos de cremado y coalescencia estan gobernados por la presencia
de gotas de mayor tamafio, aunque estén presentes en pequefio porcentaje con respecto
al numero total [79], la distribucion de tamafio de particula en volumen es més adecuada
para identificar a estas poblaciones. Por otro lado, la distribucién en superficie se relaciona
con el area total expuesta y es mas sensible a las particulas pequefas ya que para un

mismo volumen total, poseen mayor area superficial total que las particulas mas grandes.
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Enla Figura 4.1 se muestran las distribuciones de tamafio de particula en superficie
y en volumen a tiempo inicial de las muestras E., Enso Y Enizso. Las distribuciones de las
muestras Eniooo ¥ Enisoo NO Se muestran, ya que son muy similares a las de la muestra

En1250.
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Figura 4.1. Distribuciones de tamafio de particula de las muestras EL, En7so y EH1z250.
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El indice de refraccion (IR) utilizado fue 1,47, que corresponde al del aceite de
girasol. Este valor difiere de los utilizados para las células enteras y fragmentos de pared
(IR 1,52) y para el contenido intracelular (IR 1,40). Por lo tanto, en las distribuciones de
tamafio de particula de las emulsiones, las poblaciones correspondientes a levadura
pueden estar levemente desplazadas respecto de las analizadas en el capitulo anterior.

En las distribuciones de tamafo de particula en volumen y en superficie de la
muestra E., se observa una poblacién con una moda de 240 um, que esta asociada a las
gotas de aceite y otra poblacién con una moda de 6 um, que corresponderia a las células
de levadura. La formacién de emulsién en ausencia de emulsionantes libres se explica por
la adsorcién de las células de levadura en la interfase, que la estabilizarian por un efecto
Pickering. Firoozmand y Rousseau [89] demostraron que este tipo de células pueden
estabilizar emulsiones aceite en agua, en sistemas con porcentajes de aceite elevados
(superiores al 60%). En emulsiones con menor proporcion de aceite como las utilizadas en
este trabajo, la estabilizacion no es tan eficiente aunque se logran formar algunas gotas de
gran tamaio.

En la distribucion de tamafio de particula en volumen de la muestra Enrso, la
poblacion que corresponde a las gotas de aceite tiene una moda de 20 um pero esta
superpuesta con la poblacién de las capsulas de pared, dando una distribucion monomodal
con un sesgo hacia la izquierda. Sin embargo, se observa que la distribucion en superficie
es trimodal y en ella se diferencian una poblacién correspondiente a gotas de aceite (de
mayor tamafo), otra asociada principalmente a las capsulas de pared y una tercera con
particulas de menor tamafio, asociada a fragmentos de pared celular y contenido
intracelular. No obstante, las dos poblaciones de menor tamafio también podrian contener
pequeiias gotas de aceite.

En la distribucion en volumen de la muestra Enizso (y en las otras dos emulsiones
con levadura micronizada que no se muestran), se observan dos poblaciones; una de

mayor tamafio de particula (moda de 16 um), que corresponde a las gotas de aceite y la
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otra de menor tamafio de particula (moda de 2 um) que representa entre el 3y el 5% del
volumen total y corresponderia a gotas de aceite de pequefio tamafio, aunque también
podria incluir a fragmentos de pared celular que no se incorporaron en la emulsién. En la
distribucion en superficie se observan ambas poblaciones, aunque desfasadas hacia la
izquierda, y con mayor proporcion de particulas de menor tamafio (entre el 27 y el 30% de
la superficie total), respecto de la distribucion en volumen.

Numerosos trabajos han demostrado que las mananoproteinas liberadas de la
pared celular tienen actividad emulsionante [18,69,113], asi como los B-glucanos son
buenos agentes estabilizantes de emulsiones [39,49,50]. Por otro lado, Salgado y col. [123]
demostraron que los B-glucanos solubles también poseen cierta actividad interfacial. En la
homogeneizacion de la dispersion de levadura a 750 bar, la dispersabilidad de proteinas,
hidratos de carbono y fosfolipidos (Figura 3.9) debida a la liberacién de las proteinas
citoplasmaéticas, parte de mananoproteinas y B-glucanos de pared celular y fosfolipidos de
membranas, explican por qué la muestra Ezso tiene una poblacion de gotas marcadamente
mas chica que las de la muestra E.. Asimismo, el incremento en la dispersabilidad de dichos
componentes en las dispersiones micronizadas explica el menor tamafio de gota de sus
emulsiones respecto de la muestra Enzso. Adicionalmente, como se discutié en la Seccion
3.10, las particulas insolubles podrian tener actividad interfacial, dando emulsiones con
tamafios de gota menores que los de la muestra Enzso. Este tipo de comportamiento de las
particulas insolubles fue descripto para complejos de proteinas y polisacaridos de leche y
de soja [88,124].

En las emulsiones preparadas con levadura micronizada, el tamafio de gota
promedio inicial es comparable al de las emulsiones preparadas con proteinas de aislados

de soja [107] y con lecitinas [125].
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4.2. Estabilidad fisica de las emulsiones

Las emulsiones preparadas a partir de dispersiones de levadura (entera u
homogeneizada), ademas de sufrir los procesos de desestabilizacion caracteristicos de las
emulsiones o/w, como cremado, floculaciébn y/o coalescencia, pueden presentar
sedimentacion de las células, capsulas o fragmentos de pared celular que no se
incorporaron en la interfase.

Durante el almacenamiento de las muestras se observé a simple vista una rapida
desestabilizacion por cremado. En la muestra E(, se formaron dos fases, una superior rica
en aceite (fase crema) y otra fase acuosa inferior con células de levadura sedimentadas.
En cambio, en las emulsiones preparadas con levadura homogeneizada, se distinguieron
3 fases: una fase crema superior, una emulsion mas diluida en el centro y una fase acuosa
inferior, que presenta turbidez indicativa de la presencia de particulas insolubles en
suspension.

En la Figura 4.2 se muestran a modo de ejemplo las fotografias de las emulsiones

EL y Eni2s0 almacenadas durante 24 horas.

Fase crema

Fase crema Emulsion diluida

. ., Dispersion acuosa
Dispersiéon acuosa

Figura 4.2. Fotografia de las muestras E. y Eni2so almacenadas 24 horas.

Para estudiar la estabilidad global de las emulsiones se determinaron los perfiles
de %BS y %T con un analizador 6ptico vertical (Quick Scan). En la Figura 4.3 se muestran

los perfiles de la muestra E., medidos cada 10 minutos durante una hora. Se puede
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observar el corrimiento de los perfiles de %BS de izquierda a derecha en la zona inferior
del tubo, debido al cremado de las gotas, asi como su disminucion de arriba hacia abajo
en la zona superior, que se debe al proceso de coalescencia [108,126]. Por otro lado, en
la zona inferior del tubo, la aparicién de un pico en la sefial de %BS indica la sedimentacién
de células de levadura, mientras que la aparicién de sefial en los perfiles de %T se debe a

la clarificacién de la dispersion, la cual produce interferencia en los perfiles de %BS [127].
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Figura 4.3. Perfil de a) %T y b) %BS en funcion del tiempo de la muestra E..
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En la Figura 4.4 se muestran los perfiles de %BS de las emulsiones Enzso, Eniooo,
Eni2s0 Y Enisoo durante 24 horas. Los perfiles de %T no se muestran porque solamente en
las muestras Enzso Y Eniooo S€ observo la aparicion de un pequefio pico en la zona baja del

tubo a las 24 horas de almacenamiento.
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Figura 4.4. Perfil %BS en funcién del tiempo de las muestras Enzso, Exiooo, EH1250 Y EHisoo.

En los perfiles de %BS de las emulsiones preparadas con levadura homogeneizada
se identificaron los mismos procesos de desestabilizacion que en la muestra E.:

sedimentacion, cremado y coalescencia. Sin embargo, se puede observar que estos
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procesos ocurren a menor velocidad. A continuacién se analizard cada uno de ellos con

mayor detalle.

4.2.1. Sedimentacion

A partir de los cuatro perfiles de %BS (Figura 4.4), se corrobora que todas las
emulsiones sedimentan a las 24 horas, aunque en la muestra Enzso €l sedimento tiene
menor volumen (menor ancho del pico) pero mayor concentracion de particulas (mayor
intensidad) respecto de las emulsiones preparadas con levadura micronizada. Estos
resultados concuerdan con los perfiles de %BS de las dispersiones, discutidos en el
Capitulo 3; las cdpsulas de pared al ser de mayor tamafio y estar menos hidratadas que
los fragmentos micronizados, forman un sedimento mas compacto.

Por otro lado, la turbidez que se observa a simple vista en la fase acuosa inferior de
la muestra Enizso (Figura 4.2) sumado a la evidencia en los perfiles de %BS de esta
muestra (Figura 4.4), demuestran que gran parte de las particulas micronizadas presentes
inicialmente en la emulsién sedimentan. Como las particulas micronizadas tienen una
elevada CRA (Seccion 3.9) su sedimentacion disminuye la hidratacion y viscosidad de la
fase continua, favoreciendo a los demas procesos de desestabilizacion. Por otro lado, la
rapida sedimentacidon sugiere que las particulas micronizadas poseen poca 0 nula
capacidad para adsorberse o permanecer en la interfase y se encontraban la mayor parte

de ellas, suspendidas en la fase acuosa que rodeaba a las gotas de aceite.

4.2.2. Cremado

El cremado es un proceso de separacion gravitacional en el cual las gotas de aceite
ascienden a la superficie de la emulsion. Se observa en la Figura 4.4 que este proceso
comienza en los primeros minutos y la fase crema alcanza su volumen maximo alrededor
de las 24 horas de almacenamiento. En la fase crema de las emulsiones preparadas con

levadura micronizada (Enio00, EH12s0 Y Enisoo), la sefial de %BS muestra un pico con mayor
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intensidad que se atribuye a la acumulacion de gotas de pequefio tamafio con una menor
velocidad de cremado. Estos resultados confirman que la poblacién de particulas pequefias
observadas en la Figura 4.1 de la muestra Eni2s0, CcOrresponde en parte a particulas de
levadura micronizadas, pero también incluye gotas pequefias de aceite. La presencia de
estas gotas puede favorecer la estabilidad de la emulsion debido a que disminuye la
velocidad de cremado de las gotas mas grandes [79].

En la Tabla 4.1 se muestran los porcentajes de fase crema a las 24 horas, que se
calcularon a partir del ancho del perfil de %BS a las 24 horas respecto del ancho del perfil
de %BS a tiempo inicial. Como el ancho de los perfiles depende del %BS al cual se mide,
se promediaron los datos obtenidos a tres valores de %BS: 80, 85y 90 % respecto del %BS
inicial. Se observa que al aumentar la presion de homogeneizacion de las dispersiones de
750 a 1250 bar, hay una tendencia a aumentar el porcentaje de fase crema, aunque
solamente la muestra Eniso €s significativamente diferente al resto. El volumen de la fase
crema depende de la cantidad de aceite que contiene y de la hidratacién de las lamelas
gue rodean a las gotas. Debido a la rapida velocidad de desestabilizacion, luego de 24
horas de almacenamiento se espera que la totalidad del aceite haya cremado en todas las
emulsiones, por lo tanto, la diferencia en los volimenes de las fases crema esta
determinada Unicamente por su hidratacion. Como se discutid en la Seccién 3.9, la
micronizacion de las particulas aumenta su capacidad para retener agua, y esto conduciria
a la formacion de una fase crema mas hidratada al aumentar la presion de
homogeneizacién. Sin embargo, en la muestra Enisoo, @ pesar de que las particulas de la
dispersion Hiseo tienen mayor capacidad de retencion de agua que el resto, la fase crema
tiene menor volumen. Este resultado se puede explicar por la alta tendencia a la agregacion
de sus particulas (Seccioén 3.10), que podria generar que las gotas interactien mas

fuertemente entre si, formando una fase crema mas compacta.
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Tabla 4.1. Porcentaje de fase crema a las 24 h de las muestras Enzso, Enio00, EH1250 Y EH1soo.

Muestra % Fase crema
En7so 545 + 2,22
En1000 57,0+ 2,32
En12s0 65,8 + 2,5P
En1so0 54,2 + 2,02

Valores con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0,05)

Para comparar cuantitativamente la velocidad de cremado, se determiné la cinética
de este proceso a partir del corrimiento de izquierda a derecha en la zona inferior del tubo
en funcién del tiempo. En la Figura 4.5a se puede observar que la emulsién E, tiene una
velocidad de cremado muy alta en comparacién con las emulsiones preparadas con
levadura homogeneizada, debido al mayor tamafio de sus gotas. En la muestra Enrso,
aunque las células de levadura no estan micronizadas, la velocidad de cremado es similar
a la de las muestras Eniooo, Eni2so Y Enisoo durante los primeros 45 minutos, aunque luego
aumenta rapidamente. A partir de estos resultados se confirma que al aumentar la
dispersabilidad de componentes con buena actividad interfacial como mananoproteinas,
proteinas citoplasmaticas y fosfolipidos [18,51] y de B-glucanos que ademas de tener cierta
actividad interfacial forman redes débiles que reducen la movilidad de las gotas, la
estabilidad de las emulsiones frente al cremado mejora [39,48,49,123].

En la Figura 4.5b se muestran las cinéticas de cremado de las emulsiones
preparadas con la fraccion soluble y con la fraccién insoluble (sedimentos unificados) de la
muestra Hizso (Eniz2sosol Y Enizsoins, respectivamente) y con la dispersion completa (Enizso).
Las tres emulsiones se prepararon con la misma concentracion de levadura en la fase
continua (2,5% b.s). Se puede corroborar que la muestra preparada con la fraccidon
insoluble, rica en B-glucanos pero con un reducido porcentaje de proteinas y fosfolipidos
(Seccion 3.8.3), posee una mayor velocidad de cremado, mientras que la emulsién

preparada con la fraccion soluble, rica en proteinas citoplasmaticas y mananoproteinas, es
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relativamente estable durante los primeros 30 minutos, pero luego crema rapidamente. Por
otro lado, la emulsién preparada con la dispersion completa fue la mas estable durante el
tiempo estudiado, demostrando el efecto sinérgico entre los componentes con buena
actividad tensioactiva (mananoproteinas, proteinas citoplasméaticas y fosfolipidos) y con

capacidad estabilizante (B-glucanos) [18,39,49,51].
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Figura 4.5. Cinética de cremado de las muestras a) EL, Enrso, Eni000, Eni2s0 Y Enisoo, b) Enizso,

En1250s01 Y EH1250ins.
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4.2.3. Coalescenciay floculacion

La coalescencia es el proceso en el cual las gotas de aceite se unen de manera
irreversible, formando gotas de mayor tamafio. Se diferencia del proceso de floculacion,
en que en este Ultimo, las gotas se agrupan de manera reversible, pero sin perder su
individualidad. En ambos casos, el tamafio de particula aumenta durante el
almacenamiento. Para diferenciar ambos procesos se determind el tamafio de particula
antes y después del almacenamiento, con y sin el agregado de dodecil sulfato de sodio
(SDS), que es una sustancia tensioactiva que separa las gotas unidas en un fléculo [108].
En todas las emulsiones se observé un aumento de tamafio durante el almacenamiento,
pero en ninguna de ellas se encontraron diferencias significativas en las muestras medidas
con y sin SDS. Con estos resultados se descarta la formacién de floculos estables y se
puede atribuir el aumento de tamafio de particula Gnicamente al proceso de coalescencia.
Por otro lado, este proceso también puede evidenciarse como el descenso de la sefal
de %BS en la zona superior del tubo (Figura 4.4). A partir de estos dos métodos se
calcularon y compararon los porcentajes de coalescencia (Tabla 4.2). En el primer caso se
calculd el porcentaje de incremento del D43 durante del almacenamiento (con SDS) y en el
segundo caso, se calculd el porcentaje de disminucion de la sefial de %BS en la zona

superior del tubo, respecto del valor inicial.

Tabla 4.2. Porcentaje de coalescencia determinado a partir del D43 y del %BS de las muestras Enzso,

En1000, Eni2s0 Y Enisoo.

Muestra _ADys 100 ABS .100
D43 inicial %BS
Erirso 16,4 + 0,32 2
EH1000 27,9 +0,2° 15
Eni250 22,3+0,3° 6
Eniso0 27,2 +0,1d 13

Valores con diferentes letras en cada parametro son significativamente diferentes (p<0,05)
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A partir de ambos métodos se obtuvieron resultados comparables. A pesar de que
la muestra Enrso presentd un tamafio de gota inicial mayor al de las emulsiones con
levadura micronizada, el tamafio de las gotas luego del almacenamiento fue similar en las
cuatro emulsiones, dando como resultado una menor variacion de tamafio para la muestra
Enso, que se traduce como un menor porcentaje de coalescencia. Esto puede deberse a
que en las muestras Eniooo, Enizso ¥ Enisoo, parte de las particulas micronizadas que
inicialmente aumentaban la viscosidad de la fase acuosa de la emulsién sedimentan,
quedando principalmente en la fase acuosa retenida entre las gotas, los componentes
solubles y dispersables. Por tal motivo, las cuatro emulsiones tendrian tamafios de gotas
similares luego del almacenamiento.

Por otro lado, entre las emulsiones con levadura micronizada, la muestra Eni2s0 fue
la més estable frente a la coalescencia. Este resultado puede deberse a que la pelicula
interfacial, mas hidratada que la de las demas emulsiones con levadura micronizada,

disminuiria la probabilidad de union de gotas de aceite vecinas.

4.3. Efecto de la concentracién de aceite y de levadura en la estabilidad de
emulsiones.

Otro factor que influye en la estabilidad de emulsiones es la concentracién de aceite
y de levadura, como se observa en la Figura 4.6. Las emulsiones fueron preparadas con
la dispersién Hizso, variando la concentracién de levadura o de aceite y manteniendo
constantes el resto de las variables. En las emulsiones con diferente ¢m la concentracion
de levadura en la fase acuosa fue de 2,5% b.s., mientras que en las emulsiones con
diferente concentracion de levadura, el ¢m fue de 0,3.

Se puede observar que el aumento de la concentracion de levadura tiene un efecto
positivo en la estabilidad, debido a que al aumentar la cantidad de moléculas con actividad
interfacial, es posible crear mayor &rea interfacial. Ademas, al aumentar la cantidad de

particulas insolubles, ricas en B-glucanos y mananoproteinas con alta capacidad de
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retencién de agua, aumenta la viscosidad de la fase continua, lo cual contribuye a la
estabilidad cinética de la emulsion. Asimismo, la concentracion de aceite también aumenta
progresivamente la estabilidad debido a que, al haber mayor cantidad de gotas, disminuye
su movilidad [79]. Por otro lado, el aumento en la concentracién de aceite y de levadura,
incide en otros aspectos como el valor energético (principalmente en el caso del aceite) o

el sabor, siendo limitantes en la formulacién de alimentos.
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Figura 4.6. Cinética de cremado de a) muestras con diferentes concentraciones de levadura y b)

diferentes ¢m.
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4.4. Resumen de resultados y conclusiones parciales

e La levadura homogeneizada contiene componentes solubles con propiedades
emulsionantes que reducen el tamafo de gota entre 12 y 15 veces respecto de la
levadura entera.

e Las particulas micronizadas de las muestras Hiooo, H12s0 ¥ Hisoo, ricas en p-glucanos
y mananoproteinas insolubles, tienen elevada capacidad de retencién de agua y
aumentan la viscosidad de la fase acuosa, contribuyendo a la estabilidad de la
emulsion. Sin embargo, en todas las emulsiones preparadas con levadura
homogeneizada, las particulas insolubles sedimentaron durante el
almacenamiento.

o La muestra Enrso fue mas estable frente a la coalescencia, pero menos estable al
cremado en comparacibn con las emulsiones preparadas con levadura
micronizada.

o Laemulsion Enizso tuvo una estabilidad frente al cremado similar al del resto de las
emulsiones preparadas con dispersiones de levadura micronizadas, pero presento
una fase crema mas hidratada y estable frente a la coalescencia respecto del resto
de estas emulsiones.

e Las fracciones soluble e insoluble de la muestra Hizso formaron individualmente
emulsiones con menor estabilidad que la preparada con ambas fracciones juntas,
demostrando el efecto sinérgico entre los componentes de ambas fracciones.

e La estabilidad de las emulsiones es proporcional a la concentracion de aceite y de
levadura. Ademds, estos pardmetros modifican otras caracteristicas de las

emulsiones como su valor energético y sabor.
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CAPITULO 5: RESULTADOS Y DISCUSION.
EFECTO COMBINADO DE TRATAMIENTO TERMICO Y
HOMOGENEIZACION A ALTA PRESION

Como se analizé en el Capitulo 3, la homogeneizacién a alta presion de la levadura
produce la micronizacién de la pared celular y la liberacion del contenido intracelular. En el
Capitulo 4 se pudo demostrar que estos componentes liberados poseen propiedades
emulsionantes y estabilizantes. Sin embargo, las dispersiones obtenidas contienen muchas
enzimas activas, generando modificaciones no favorables, como cambios de pH,
degradacion de compuestos y aparicion de olores desagradables (Seccion 3.4).

El tratamiento térmico necesario para inactivar estas enzimas también conduce a
otros cambios como la desnaturalizacibn y agregacién de otras proteinas [84], la
hidratacion y despliegue de B-glucanos y la solubilizacion de mananoproteinas de pared
celular [39,48,52,128,129], modificando las propiedades de las levaduras. En este capitulo
se estudié el efecto del tratamiento térmico y de la homogeneizaciéon a alta presion

combinados de distintas maneras, sobre las propiedades de las dispersiones de levadura.

5.1. Tratamientos de las muestras

Segun los resultados obtenidos en el Capitulo 3, en este capitulo se trabajé a
una presion de 1250 bar para asegurar la micronizacion de las células sin producir un
calentamiento excesivo de la muestra en el homogeneizador, que podria provocar la
coagulacion de proteinas y posible obturacion del equipo. Por otro lado, en base a los
termogramas DSC de desnaturalizacion de dispersiones de levaduras (Seccion 3.3), la
temperatura de calentamiento que se debe alcanzar para lograr la desnaturalizacion
completa de las proteinas y por ende, la inactivacion de todas las enzimas es 90 °C. Por

este motivo el tratamiento térmico se llevé a cabo a dicha temperatura durante 25 minutos.
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Cuando se sometid a la dispersion de levadura homogeneizada al tratamiento
térmico a 90 °C (muestra HT), se observé a simple vista el aumento de la viscosidad, que
da idea de la formacion de agregados con una estructura tridimensional tipo gel. Este
comportamiento no se observo en la dispersion tratada térmicamente sin homogeneizacion
previa (muestra T) ni tampoco en la dispersion primero calentada y luego homogeneizada
(muestra TH). Por otro lado, la homogeneizacion posterior a la formacion de la estructura
tipo gel disminuy6d notablemente la viscosidad de la muestra (muestra HTH). Estos
resultados preliminares dan una idea de que la combinacion de tratamiento térmico y
homogeneizacién es capaz de generar diferentes cambios estructurales y funcionales en
las dispersiones obtenidas.

En este capitulo, las muestras L y H (Ilamada Hizso €n los capitulos anteriores),
gue fueron analizadas en el Capitulo 3, se utilizaran como controles de las muestras con

tratamientos térmicos y de homogeneizacién combinados.

5.2. Andlisis de las dispersiones con microscopio 6ptico

En la Figura 5.1 se muestran las micrografias épticas de las dispersiones con
distintos tratamientos. La muestra con tratamiento térmico (T), forma algunos agregados y
a pesar de que no posee células viables, no se observan diferencias en cuanto a la forma
y tamafio de las células respecto de la muestra L. Tampoco se observan fragmentos
micronizados. La homogeneizacion posterior al tratamiento térmico (TH), rompe los
agregados celulares y gran parte de las capsulas de pared. Sin embargo, la cantidad de
capsulas con la forma original es considerablemente mayor a la encontrada en la muestra
homogeneizada sin tratamiento térmico previo (H). Esto sugeriria que el tratamiento
térmico aumenta la resistencia de las células frente a la homogeneizacion. Por otro lado,
en la muestra que tuvo un tratamiento térmico luego de la homogeneizacion (HT), se
observa la presencia de agregados cuya formacién se atribuye a la coagulacion térmica de

las proteinas y al desplegamiento de los B-glucanos [129]. Al homogeneizar nuevamente
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esta muestra (HTH), también se observan agregados, pero de menor tamafio que en la

muestra HT.

Figura 5.1. Micrografias opticas de las muestras L, H, HT, HTH, T y TH (x1000).

5.3. Anadlisis de las dispersiones por microscopia electrénica de transmision (TEM)

En la Figura 5.2 se comparan las micrografias realizadas con un microscopio

electrénico de transmision.
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Figura 5.2. Micrografias TEM de las muestras L, H, HT, HTH, Ty TH (x35000).

En la muestra L se muestra una célula de levadura entera, en la que se
distinguen las organelas y la pared celular en una coloracion mas clara que el resto. En la
muestra T, también se observa una célula, pero en el interior no se diferencian las
estructuras internas, lo cual se atribuye a la coagulacion de las proteinas del nucleo y de
las organelas. Mientras que, en la pared celular, debido a la agregacion térmica de las
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mananoproteinas, se detectan numerosos agregados que serian los responsables de
aumentar la resistencia de las células frente a la homogeneizacion. En las muestras H y
TH se puede observar el contenido intracelular en un color mas claro y restos de pared
celular en color mas oscuro. En los campos observados, no hay presencia de cpsulas
enteras.

Por otro lado, en la muestra HT se observan los agregados que se formaron
durante el tratamiento térmico, a partir de las proteinas citoplasmaticas, las
mananoproteinas y los B-glucanos liberados durante la homogeneizacién. Como se
describié anteriormente esta muestra tiene una viscosidad mucho mas elevada que la del
resto, que se explicaria por la retencibn de agua dentro de estas estructuras
tridimensionales. En esta muestra también se observa la presencia de particulas de tamafio
muy pequefio que quedan dispersas en la fase acuosa. En la muestra HTH, también se
observan agregados en forma de red, pero son mas pequefios y menos compactos, como

consecuencia de la homogeneizacion [130].

5.4. Distribucion de tamafo de particula

En la Figura 5.3 se observan las distribuciones de tamafio de particula en
volumen y en nimero de las muestras. Para poder cuantificar la cantidad de fragmentos
de pared y de cépsulas enteras, las determinaciones se realizaron con un indice de
refraccion (IR) de 1,52.

La distribucién en volumen de la muestra T es trimodal. La poblacién de
particulas con una moda de 0,8 um representa solo el 1,3% del total, pero corresponde al
72,4% de las particulas totales, como se puede observar en la distribucion en nimero.
Estas particulas serian fragmentos de pared celular que se desprenden por el tratamiento
térmico. La segunda poblacién de la distribucion en volumen, que tiene una moda de 5 um,
corresponderia principalmente a capsulas que mantienen su forma original, como se pudo

corroborar en las micrografias Opticas. La distribucién en numero de esta poblacion tiene
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una moda de 2,5 um, que es menor al valor correspondiente a la muestra L (moda de

4,3 um). Este resultado sugiere que, ademas de las células, hay particulas de un tamafio

menor que podrian ser pequefios agregados formados a partir de las proteinas de pared y

B-glucanos liberados durante el tratamiento térmico. La tercera poblacion, solo se puede

visualizar en la distribucion en volumen y a pesar de que representa el 50% del total,

corresponde a agregados celulares de gran tamafio (200 um), que estan en baja

proporcion.
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En las distribuciones en volumen y en nimero de la muestra TH se observan solo
dos poblaciones. La poblacién de particulas micronizadas (0,8 um), corresponde
solamente al 0,9% respecto del volumen total, pero representa el 45,7% de la distribucion
en numero. Por otro lado, la cuantificacion de las particulas de aproximadamente 5 um
arrojo un valor de 54,3%, que es casi 7 veces mayor a la cantidad de particulas del mismo
tamafio en la muestra H. Estos resultados confirman que el tratamiento térmico previo a la
homogeneizacién aumenta la resistencia de las células a la micronizacién, debido a la
formacion de agregados en la pared celular que se discutié en la Seccién 5.3.

En la muestra HT, se puede calcular a partir de la distribucién en nimero, que el
80% de las particulas tienen un tamafio entre 1,9 y 6,7 um, que corresponderian a
pequefos agregados, fragmentos celulares y a algunas cépsulas sin micronizar. Por otro
lado, la distribucion en volumen muestra la presencia de agregados de mayor tamafio, de
los cuales el 80% de ellos tienen un didmetro entre 8 y 150 pum.

Por otro lado, en la distribucion en nimero de la muestra HTH, el 82,3% de las
particulas tienen un tamafio aproximado entre 0,6 y 1,0 um. La segunda poblacién tiene un
tamafio también pequefio, con particulas con tamafios promedio menores a 4 um. En la
distribucion en volumen se evidencia que los agregados son pequefios, con diametros

inferiores a 12 pm.

5.5. Separacion de sedimentos y sobrenadante por centrifugacion.

De igual manera que se procedié con las dispersiones homogeneizadas en el
Capitulo 3, las dispersiones obtenidas luego de tratamientos combinados y sus controles,
se sometieron a una centrifugacion a fin de separar las fracciones que quedan insolubles
de aquellas dispersables y/o solubles. En la Figura 5.4 se observan los tubos de las
muestras L, H, HT, HTH, T y TH luego de ser centrifugados. El sedimento de la muestra H,
presenta dos capas de diferentes tonalidades, que como se discutié en el Capitulo 3,

corresponden a particulas de diferentes tamafios, composicion y grado de hidratacion, que
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sedimentan a velocidades diferentes. En cambio, en las muestras que fueron sometidas a
un tratamiento térmico (independientemente del orden del tratamiento), el sedimento tiene
una coloracion homogénea, similar al de la muestra L, indicando que las proteinas y los
polisacaridos estarian formando agregados con una densidad uniforme. Se observa
ademas que las muestras T y TH tienen un volumen menor de sedimento que refleja la

menor capacidad de retencion de agua de estas muestras.

Figura 5.4. Fotografia de las muestras centrifugadas L, H, HT, HTH, Ty TH.

En relaciéon con los sobrenadantes, a simple vista se observa que todas las
muestras que tuvieron algun tratamiento presentan un sobrenadante con una tonalidad
amarillenta y levemente turbio, indicando la presencia de componentes solubles y
dispersos. Para determinar la turbidez y la presencia de proteinas, se determiné la

absorbancia a 550 nm y 280 nm, respectivamente.

5.6. Determinacién de absorbancia a 280 nm y a 550 nm.
En la Tabla 5.1 se muestran los valores de absorbancia a 550 nm de las muestras

y de sus sobrenadantes, que es proporcional a la turbidez de las dispersiones.
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Tabla 5.1. Valores de absorbancia a 550 nm (turbidez) de las dispersiones y sobrenadantes, y de
absorbancia a 280 nm de los sobrenadantes de las muestras L, H, HT, HTH, Ty TH.

Muestra  Dispersiones* Sobrenadantes**
550 nm 550 nm 280nm

L 0,600 + 0,0012 0,000 * 0,0002 0,026 + 0,005
H 0,185 + 0,000° 0,026 + 0,001° 0,507 + 0,010
HT 0,303 £ 0,033¢ 0,006 + 0,001¢ 0,298 + 0,005¢
HTH 0,356 + 0,000¢ 0,006 + 0,001¢ 0,280 + 0,005¢¢
T 0,470 £ 0,002 0,003 + 0,001¢ 0,194 + 0,003¢
TH 0,565 + 0,0142 0,008 + 0,001¢ 0,233 + 0,014¢d%

“Factor de dilucién 1/600
“Factor de dilucién 1/150.
Valores con diferentes letras en cada parametro son significativamente diferentes (p<0,05)

Como se discuti6 en el capitulo 3, la homogeneizacién de células viables disminuye
la turbidez de las dispersiones, debido a la disminucién de la concentracion volumétrica de
la fase dispersa. Sin embargo, cuando la homogeneizacion se realiza sobre una muestra
previamente tratada térmicamente, la turbidez aumenta, como puede observarse al
comparar las muestras T y TH. Este resultado se debe a que el proceso de
homogeneizacion libera a los coagulos proteicos formados dentro de la célula durante el
tratamiento térmico. Por otro lado, cuando los agregados se forman fuera de la célula, como
ocurre en la muestra HT, la turbidez también aumenta, pero en menor medida que en la
muestra TH. A partir de este resultado se infiere que los coagulos formados dentro de la
célula, al estar confinados a un espacio reducido, son mas compactos que aquellos
formados fuera de ella. Por ultimo, la homogeneizacién de la muestra HT (muestra HTH),
reduce el tamafio de los coagulos, como se pudo observar en la Figura 5.2, pero no
aumenta significativamente la turbidez respecto de HT. En relacion con los sobrenadantes,
todos presentan una turbidez muy baja, como se pudo observar a simple vista (Figura 5.5).
Por otra parte, como se discutié en el Capitulo 3, la absorbancia a 280 en la muestra
homogeneizada (H) se debe a la liberacion de proteinas y acidos nucleicos durante la

homogeneizacion. En el resto de las muestras que fueron tratadas térmicamente (T, TH,
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HT y HTH), la absorbancia a 280 nm disminuye marcadamente (entre 40 y 60%) debido a

que la coagulacion térmica disminuye la dispersabilidad proteica.

5.7. Caracterizacion quimica
5.7.1. Dispersabilidad de los componentes celulares
Enla Figura 5.5 se muestran los valores de dispersabilidad de hidratos de carbono,

proteinas, acidos nucleicos, lipidos y solidos totales de las muestras.

I Solidos totales

B Proteinas
I Hidratos de carbono

@ Acidos nucleicos
B Lipidos

100

g disperso / 100 g total del componente

H HT HTH T TH

Muestras

Figura 5.5. Dispersabilidad de los componentes celulares de las muestras H, HT, HTH, Ty TH.

Valores con diferentes letras para cada componente son significativamente diferentes (p<0,05).

Se puede observar que la dispersabilidad proteica de la muestra H es entre 4y 5
veces mayor que la del resto de las muestras (que tuvieron un tratamiento térmico), entre
las cuales no hubo diferencias significativas. En cambio, la dispersabilidad de hidratos de

carbono y de &cidos nucleicos aumenta con los sucesivos tratamientos térmicos y de
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homogeneizacién. Por otro lado, la dispersabilidad de los lipidos no presenté diferencias
significativas entre las muestras.

En la muestra T, los valores de dispersabilidad de hidratos de carbono y proteinas
sugieren que a altas temperaturas parte de los B-glucanos y mananoproteinas se
desprenden de la pared [40] provocando un debilitamiento de ésta y favoreciendo la
liberacion de acidos nucleicos como evidencia su dispersabilidad del 31,1%.

La homogeneizacién posterior (muestra TH), aumenta la dispersabilidad de los
hidratos de carbono considerablemente (78%), pero no modifica el valor de proteinas. Este
resultado indicaria que la homogeneizacion rompe la pared celular, pero no logra romper y
dispersar los agregados que se formaron dentro de la célula durante el calentamiento.

Por otro lado, la muestra HT presenta un valor de dispersabilidad proteica mucho
menor al de la muestra H, debido a la agregacion térmica. En cambio, en los hidratos de
carbono el tratamiento térmico tiene un efecto positivo en la dispersabilidad,
independientemente de que la muestra esté previamente homogeneizada o no. Una
segunda homogeneizacion (muestra HTH), no produce un aumento significativo de la
dispersabilidad proteica, confirmando que la homogeneizaciébn no es suficiente para
dispersar a las proteinas agregadas térmicamente. En cuanto a la dispersabilidad de
hidratos de carbono y acidos nucleicos, hubo un aumento significativo, alcanzando valores
de 57,9 y 54,2% respectivamente, siendo estos los mas altos de todas las muestras.

A partir de los valores de dispersabilidad de sélidos totales, se puede observar que
la muestra H tiene mayor dispersabilidad y que al aplicar un tratamiento térmico,
independientemente del orden en el cual se aplica, la cantidad de sélidos solubles o en
dispersion disminuye. En las muestras tratadas térmicamente, como la dispersabilidad de
proteinas y lipidos no se modifica significativamente, la tendencia de los solidos totales
depende de la dispersabilidad de hidratos de carbono y acidos nucleicos, los cuales

aumentan al aumentar la cantidad de tratamientos aplicados.
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5.7.2. Composicion de los sedimentos
En la Figura 5.6 se muestra la composicion porcentual de los sedimentos. Todas
las muestras tuvieron cantidades similares de &cidos nucleicos y lipidos. Sin embargo, la

proporcion de proteinas y de hidratos de carbono varia segun los tratamientos aplicados.

mmm Proteinas
100 | Hidratos de carbono
mm= Acidos nucleicos

mm Lipidos
80 |-

Composicion del sedimento ( %)

H HT HTH T TH

Muestras

Figura 5.6. Composicion porcentual de los sedimentos de las muestras H, HT, HTH, Ty TH. Valores

con diferentes letras para cada componente son significativamente diferentes (p<0,05).

Todas las muestras que tuvieron un tratamiento térmico presentan mayor
proporcion de proteinas y menor proporcion de hidratos de carbono que la muestra H,
debido a la coagulacién proteica y a la solubilizacion de B-glucanos. Se observa ademas,
gue las muestras que fueron sometidas a un tratamiento térmico y homogeneizadas (HT,
HTH y TH), tienen sedimentos sin diferencias significativas entre si en su composicién. Por
otro lado, en la muestra T, que es la Unica que no fue homogeneizada, el porcentaje de
proteinas disminuye y el de hidratos de carbono aumenta, respecto de las tres muestras

mencionadas anteriormente. La proporcion entre ambos componentes es similar a la
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observada en la muestra L (Capitulo 3), debido a que la dispersabilidad de los mismos

durante el tratamiento térmico también fue similar.

5.7.3. Caracterizacion de las fracciones por espectroscopia infrarroja.

En la Figura 5.7 se muestran los espectros de FTIR de los sobrenadantes y de los
sedimentos de las muestras con diferentes tratamientos. Se puede observar que en los
sobrenadantes (Figura 5.7a), hay diferencias en las bandas amida | y amida I, que sefialan
diferencias en la estructura de las proteinas de cada fraccién [100]. En particular, en la
muestra T se observa un solo pico, en la posicion de la banda amida Il. Esta diferencia
puede atribuirse a que en el sobrenadante de la muestra T, solo estan presentes algunas
proteinas de pared celular que se dispersaron durante el tratamiento térmico. En cambio
en el resto de los sobrenadantes, también hay proteinas citoplasmaticas que se liberaron
durante el proceso de homogeneizacion y se manifiestan en el pico amida | [131]. En las
muestras H y TH, que no tuvieron un tratamiento térmico luego de la homogeneizacion, la
banda amida | tiene mayor intensidad que la banda amida I, debido a la alta concentracién
de proteinas intracelulares. En cambio, en la muestra HT, la coagulacion térmica de las
proteinas citoplasmaticas y de pared, disminuyen la intensidad de la banda amida I,
sefialando la disminucion en la movilidad de las cadenas de aminoéacidos. En la muestra
HTH, la posterior homogeneizacion de los agregados no modifica la relacion
amida I/amida Il.

Por otro lado, excepto en la muestra H, todos los sedimentos presentan las mismas
bandas de absorcion, indicando que no hubo cambios estructurales en sus componentes
(Figura 5.7b). En la muestra H, se observa que la intensidad de bandas amida | y amida Il
es menor que en el resto de las muestras, mientras que el pico asociado a $-glucanos tiene
mayor intensidad. Estos resultados concuerdan con la composicién de los sedimentos

analizada anteriormente (Figura 5.6).

Ing. Paula Sceni [ES]




Capitulo 5 — Resultados y Discusion
Efecto combinado de tratamiento térmico y homogeneizacién a alta presién

Absorbancia (u.a.)

15

12 1

Absorbancia (u.a.)

3500 3000 2500 1400 1600 1400 1200 1000 800

Numero de onda (cm’)

Figura 5.7. Espectros de FTIR de las fracciones de las muestras L, H, HT, HTH, T y TH. a)

sobrenadante, b) sedimento.

5.8. Capacidad de retencion de agua de la fracciéon insoluble

En la Figura 5.8 se muestra la capacidad de retencién de agua de las muestras
tratadas. Tomando como referencia la muestra H, el tratamiento térmico posterior (muestra
HT) aumenta la CRA y el sedimento es, a simple vista, mucho mas compacto que el
formado a partir de la muestra H, debido a la formacién de estructuras tridimensionales,

que fueron observadas por micrografia TEM (Figura 5.2). La homogeneizacion posterior
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(muestra HTH) disminuye la CRA, debido a la ruptura de dichas estructuras. Aunque la
muestra HTH tiene una distribucién de tamafio de particula similar a la muestra H, su CRA
es menor que la de la muestra H. Esto se atribuiria a que el sedimento de la muestra H
tiene mayor proporcion de B-glucanos que la muestra HTH, los cuales tienen una alta CRA
[39,48,49,120]. La muestra T, tiene menor CRA respecto de la muestra L. Este resultado
podria deberse a que la desnaturalizacion térmica de las proteinas dentro de la célula, al
estar en un espacio reducido y con una cantidad de agua libre limitada, genera agregados
mas compactos y menos hidratados. En la muestra TH, se observa que la
homogeneizacién posterior, no modifica significativamente la CRA respecto a la muestra
T. Esto confirmaria que los agregados formados térmicamente dentro de la célula tienen
una baja CRA y aunque la célula se micronice, la muestra tiene una CRA menor que

aquellas que no fueron tratadas térmicamente antes de la homogeneizacién [130].

700

g agua / 100 g sdlido seco
D
o
o

300
200
100
0
L H HT HTH T TH
Muestras

Figura 5.8. Capacidad de retencion de agua de las muestras L, H, HT, HTH, T y TH. Valores con

diferentes letras para cada componente son significativamente diferentes (p<0,05).
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5.9. Estabilidad frente a la sedimentacién

En la Figura 5.9, se muestran los perfiles de %BS de las dispersiones con distintos

tratamientos en funcion del tiempo durante 60 minutos. Como se detallé en el Capitulo 3,

el ancho del pico en la zona inferior del tubo es una medida de la cantidad de sedimento

formado, mientras que la intensidad de la sefial da idea de la concentracion de particulas

en el mismo [105].
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Figura 5.9. Perfiles de %BS de las muestras T, TH, HT y HTH.

En las muestras T y TH, los sedimentos formados tienen menor volumen que el de
la muestra HTH pero son mas compactos, debido a su menor capacidad para retener agua
(Figura 5.8). Por otro lado, en estas tres muestras se produce una clarificacion en la zona

superior del tubo que se evidencia por la disminucion de la sefial de %BS, aunque solo la
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muestra T presenta transmitancia en la zona superior (dato no mostrado), indicando una
mayor clarificacion de la suspension en esta muestra.

En la muestra HT, se observa que la formacion de sedimento es despreciable
debido a la formacién de estructuras tridimensionales de gran tamafio, que aumentan
marcadamente la viscosidad del medio. Estos resultados demuestran que la cantidad de
sedimento formado no depende Unicamente del tamafio de las particulas, como se
esperaria en una suspension ideal.

En la Figura 5.10 se muestran las cinéticas de sedimentacion de las suspensiones.
En lamuestra T, se observa una elevada velocidad de sedimentacién, que incluso es mayor
ala de la muestra L. Esto se relaciona con el mayor tamafio de las particulas (D43 = 86 um)
y menor hidratacién de la muestra T. Por otro lado, la muestra HTH presenta una velocidad
inicial de sedimentacion muy baja, similar a la de la muestra H, pero luego de un tiempo de
induccién, ambas aumentan rapidamente. Como se discuti6 en el Capitulo 3, este
resultado se atribuye a la formacién de agregados de mayor tamafio. En la muestra TH
también se observa un periodo de induccion, pero incluso antes de este tiempo, la
velocidad de sedimentacion es mayor a la de las muestras H y HTH. Este resultado es
esperable por la presencia de capsulas de pared que no se logran micronizar durante el
proceso de homogeneizacion. En la muestra HT, aunque el tamafio de particula es grande
(Dss = 62,6 um), se observa una velocidad de sedimentacion muy baja, sin periodo de
induccién durante el tiempo estudiado. Estos resultados refuerzan la idea de que las
particulas micronizadas tienen tendencia a agregarse, mientras que aquellas tratadas

térmicamente como Unico o ultimo tratamiento, no poseen estas caracteristicas.

Ing. Paula Sceni 0]




Capitulo 5 — Resultados y Discusion
Efecto combinado de tratamiento térmico y homogeneizacién a alta presion

2.00

Tiempo de induccion
175 F ——L

—+—H 28 min
150 | —+—HT .
L ——HTH 22 min o
rad
125 ——T /
—_ L TH 25 min
[4+]
5 1.00
(4]
o 0.75
B4

0.50

0.25

0.00 Sasssaiid : : : -
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo ( min)

Figura 5.10. Cinética de sedimentacion de las muestras L, H, HT, HTH, Ty TH.

Luego de este analisis, se puede concluir que aplicando una combinacion adecuada
de tratamientos, es posible obtener sistemas estables a pesar de la presencia de particulas

de gran tamario.

5.10. Reologia

Las caracteristicas reolégicas de una mezcla, como su viscosidad o su
comportamiento de flujo, dependen de la concentracion, distribucién de tamafio, forma e
interacciones entre las particulas. Aquellas particulas que puedan reducir la movilidad de
la fase acuosa provocaran un mayor aumento en la viscosidad de la dispersion [132].

En la Figura 5.11 se compara el comportamiento de flujo de las muestras L, H, HT,
HTH, T y TH, que fueron ajustadas en forma satisfactoria con el modelo de Herschel —
Bulkley (R?>0,999). Por otro lado, en la Tabla 5.2 se muestran los indices de consistencia
(k) y de flujo (n) y el umbral de fluencia (o) obtenidos del ajuste de las curvas y la viscosidad
relativa de las muestras que se calculé como el cociente entre la viscosidad aparente de

las muestras medida a una velocidad de deformacion de 100 s y la viscosidad del agua.
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Figura5.11. Curvas de comportamiento de flujo a) muestras L, H, Ty TH, b) muestras H, HT y HTH.

Tabla 5.2. Parametros del modelo de Herschel — Bulkley y viscosidad relativa de las muestras L, H,
HT, HTH, Ty TH.

Parametros del modelo de Herschel — Bulkley Viscosidad
Muestra To K (Pa.s) n (adimensional) relativa
L 6,27.103 1,14.10° 1,017 1,6
H 3,06.102 5,81.102 0,574 8,7
HT 1,99.101 2,02.10° 0,299 83
HTH 2,27.101 6,51.101 0,313 50
T 8,38.10* 7,50.104 1,054 1,0
TH 2,12.10* 2,63.103 0,870 1,4

En la Figura 5.11a se observa que las muestras L, T y TH presentan valores de
esfuerzo de corte relativamente bajos en todo el rango de velocidad de corte estudiado. En
las muestras L y T, la viscosidad aparente es similar a la del agua y los indices de flujo son
cercanos a 1, caracteristicos del comportamiento Newtoniano. Este resultado se atribuye
a que las células y agregados celulares, al sedimentar rqpidamente, no participan en la
determinacion. En la muestra TH, si bien la viscosidad relativa es muy baja, se observa un
aumento en el indice de consistencia respecto de la muestra T, como consecuencia de la
presencia de particulas micronizadas que permanecen en suspension y que serian las
responsables de reducir la movilidad de la fase acuosa. La muestra H, presenta un mayor

indice de consistencia respecto de la muestra TH y un menor indice de flujo, indicando un
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mayor nivel de pseudoplasticidad. Esto se relaciona con la mayor cantidad de particulas
micronizadas con capacidad para formar agregados que reducen la movilidad de la fase
continua. Estos resultados se correlacionan con la mayor capacidad de retencion de agua
de la muestra H respecto de la TH.

En la Figura 5.11b se observa que un tratamiento térmico posterior a la
homogeneizaciéon (muestra HT), genera un aumento marcado de la viscosidad del sistema,
debido a las redes tridimensionales formadas por agregados proteicos en interaccion con
polisacéridos de pared, capaces de retener parte de la fase acuosa, aumentando el
volumen efectivo de las estructuras. El indice de consistencia es 35 veces mayor que el de
la dispersién antes del tratamiento térmico (muestra H), asi como la viscosidad relativa es
casi 10 veces mayor luego del tratamiento térmico. Asimismo, el indice de flujo denota un
mayor nivel de pseudoplasticidad que el resto de las dispersiones. La posterior
homogeneizacion a alta presion (muestra HTH), rompe los agregados parcialmente,
disminuyendo la viscosidad relativa del sistema a aproximadamente a la mitad del valor
gue tenia antes de la homogenizacion. El indice de consistencia también se reduce,
mientras que el indice de flujo corresponde a un fluido pseudoplastico. En el Capitulo 3 se
corrobor6 el efecto estabilizante que poseen los B-glucanos de pared celular [39,49]. A
partir de los resultados obtenidos en las muestras HT y HTH se puede inferir que la
formacion de agregados tridimensionales durante el tratamiento térmico y el aumento de
viscosidad de la fase continua que éstos provocan, pueden mejorar la estabilidad cinética
de las emulsiones.

Respecto del cambio de viscosidad en el tiempo, tanto la muestra HT como la
muestra HTH son tixotrépicas, ya que a velocidad de corte constante, la viscosidad
aparente desciende con el tiempo, debido a la ruptura de interacciones entre particulas,
por la accién de fuerza cizalla [103]. Aunque este comportamiento disminuiria la capacidad
estabilizante de las dispersiones durante la homogeneizacion de la emulsion, la viscosidad

de ambas dispersiones incluso luego de la agitacion continta siendo mucho mas elevada
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que la de la muestra H. Esta Ultima muestra, en cambio, tiene un leve comportamiento
tixotropico, mientras que en las muestras L, T y TH, que poseen una baja viscosidad
aparente, no presentan variaciones de viscosidad cuando se ejerce una velocidad de corte
constante. Estos resultados se deben a la poca interaccion entre las particulas de estas

dispersiones.
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5.11. Resumen de resultados y conclusiones parciales

e Por combinacién de tratamiento térmico y homogeneizacion a alta presion se
obtuvieron las muestras H, HT, HTH, T y TH. El orden de los tratamientos influy6é
en forma significativa en las caracteristicas de las dispersiones.

e Ladispersabilidad proteica disminuye significativamente en las muestras con algun
tratamiento térmico respecto de la muestra H, debido a la coagulacién térmica de
las proteinas. En cambio, la dispersabilidad de hidratos de carbono y de &cidos
nucleicos aumenta con la cantidad de tratamientos, independientemente de su
orden.

e Los espectros FTIR del sobrenadante sefialan diferencias en las estructuras de las
proteinas de esta fraccion, especialmente en la muestra T debido a que solo habria
proteinas de pared que se solubilizaron, a diferencia del resto de las muestras
homogeneizadas que también liberan proteinas citoplasmaticas. Por otro lado,
todos los sedimentos de las muestras con tratamiento térmico presentan las
mismas bandas de absorcién, indicando que no hubo cambios estructurales en sus
componentes.

e El tratamiento térmico aplicado a las células de levadura (muestra T), permite la
liberacion de componentes celulares al medio. Sin embargo, la pared celular
conserva su forma original y es mas resistente a la micronizacion por
homogeneizacién a alta presion, debido a la agregacién proteica en la pared. Esta
dispersion tiene baja CRA y sedimenta rapidamente.

¢ La homogeneizacion a alta presion aplicada post tratamiento térmico (muestra TH),
aumenta significativamente la dispersabilidad de hidratos de carbono, pero no
modifica los valores de proteina, debido a que los agregados intracelulares que se
formaron no se rompen durante la homogeneizacion posterior. La CRA tampoco

mejora respecto de la muestra T y el comportamiento frente a la sedimentacion es
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similar al de la muestra H, aunque a mayor velocidad debido a que tiene mayor
porcentaje de cipsulas enteras.

El tratamiento térmico aplicado a una dispersion de levadura micronizada (muestra
HT) genera una red tridimensional formada por proteinas desnaturalizadas e
hidratos de carbono, que tienen una elevada capacidad para retener a la fase
acuosa, generando una dispersion con una viscosidad mucho mas elevada que la
del resto de las dispersiones. Esta red genera ademas, que sus particulas sean
mas estables frente a la sedimentacion.

La homogeneizacién posterior de los agregados (muestra HTH) reduce su tamafio
y en consecuencia la viscosidad de la dispersion, aunque sigue siendo elevada
respecto de las otras muestras. A pesar de la homogeneizacién, no aumenta
significativamente la dispersabilidad de ninguno de sus componentes respecto de
la muestra HT.

Las muestras HT y HTH, debido a la elevada viscosidad y estabilidad frente a la

sedimentacion, son potencialmente buenos agentes estabilizantes de emulsiones.
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CAPITULO 6: RESULTADOS Y DISCUSION.
EMULSIONES CON LEVADURA TRATADA
TERMICAMENTE Y/U HOMOGENEIZADA A ALTA PRESION

En el Capitulo 5 se discutié como los diferentes componentes de levadura, segun
el orden del tratamiento de homogeneizacion a 1250 bar y tratamiento térmico que
recibieron, tienen diferencias estructurales que modifican sus caracteristicas, tales como
tamafio de particula, dispersabilidad de sus componentes, capacidad de retencion de agua
y estabilidad frente a la sedimentacién. En este capitulo se estudiaron las propiedades de
estas dispersiones en la formacion y estabilizacién de emulsiones o/w.

En el Capitulo 4 se observo que las dispersiones de levadura homogeneizadas
tienen la capacidad de formar emulsiones y la estabilidad de éstas depende del grado de
ruptura de la pared celular, de las concentraciones de aceite y de levadura homogeneizada.
En este capitulo se continué trabajando con emulsiones con un ¢m de 0,3 y una
concentracién de levadura de 2,5% b.s. en la fase acuosa, debido a que estas condiciones,
aungue no son las Gptimas teniendo en cuenta la estabilidad, permiten estudiar en periodos
de tiempo mas cortos las diferencias entre las muestras con distintos tratamientos.

De la misma manera que en el Capitulo 4, la nomenclatura para las emulsiones
gue se utilizé fue la letra E seguida del nombre de la dispersion de levadura utilizada. Por
ejemplo, la emulsién preparada con la muestra L se denomina E_ y la preparada con la

dispersion HTH se denomina Enrh.

6.1. Tension interfacial

La tension interfacial es una medida de la tension que se genera en la interfase
aceite-agua, mientras que la presion interfacial se define como la diferencia entre la tension
interfacial del agua pura y la tension interfacial de la dispersién con emulsionante. Cuando

un componente con actividad interfacial se adsorbe en la interfase, reduce la tension entre
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ambas fases y por lo tanto aumenta la presion interfacial [111]. Por tal motivo, el uso de
emulsionantes que aumenten la presion interfacial es uno de los factores determinantes
para la formacion de emulsiones con gotas de aceite pequefias, que sean cinéticamente
mas estables [79].

En la Tabla 6.1 se muestran los valores de presion interfacial de las muestras L, H,
HT, HTH, Ty TH. Se puede observar que la muestra L no aumenta de manera significativa
la presion interfacial respecto del agua. En las muestras Ty TH, si bien la presién interfacial
aumenta, los valores son menores que los de aquellas muestras que primero tuvieron un
tratamiento de homogeneizaciéon (H, HT y HTH). Este resultado se atribuye a que las
proteinas que formaron coagulos compactos dentro de la célula (muestras T y TH), no
tendrian buena capacidad para adsorberse en la interfase. Por el contrario, la muestra que
solo fue homogeneizada (H), la cual posee una elevada dispersabilidad proteica (Seccion
5.7.1), presenta mejores propiedades tensioactivas que las muestras Ty TH. No obstante,
aungue la presion interfacial de la muestra H es relativamente buena comparada con los
valores del resto de las muestras, la degradacion enzimatica que se produce durante el
almacenamiento (Seccién 3.4), limita el uso de esta dispersiébn como emulsionante. El
tratamiento térmico aplicado a la muestra H, ademas de aumentar la estabilidad frente a la
degradacion enzimatica, aumenta la presion interfacial. Dado que la dispersabilidad
proteica de la muestra HT es considerablemente menor que la de la muestra H, se infiere
gue los agregados tridimensionales insolubles formados por la desnaturalizacion de
proteinas y el desplegamiento de los B-glucanos, se adsorben mas eficientemente en la
interfase que las mananoproteinas, proteinas citoplasmaticas y fosfolipidos dispersados
durante la homogeneizacion. La estabilizacion de emulsiones por complejos proteina-
polisacéridos insolubles han sido reportada por varios autores [88,124,133].
Adicionalmente, la fraccion de proteinas que permanece dispersa (alrededor del 20%)

también contribuiria al aumento de la presion interfacial de la muestra.

Ing. Paula Sceni k]




Capitulo 6 — Resultados y Discusion
Emulsiones con levadura tratada térmicamente y/u homogeneizada a alta presion

Continuando con el andlisis, entre las dispersiones HT y HTH no se encontraron
diferencias significativas en la presién interfacial, indicando que este parametro no es
modificado por el tamafio de los agregados. Los valores de presion interfacial de estas dos
muestras son comparables con la de los polisacaridos insolubles de soja, que estan en el
rango de 7,5y 8,4 mN/m a pH 3 y entre 8,0 y 9,0 mN/m a pH 7 [124]. Como los valores
obtenidos dependen de la concentracion de emulsionante y de la técnica utilizada, no hay
mucha informacion disponible que sea comparable con estas muestras. Sin embargo, la
comparacion entre las dispersiones de levadura con distintos tratamientos permite
determinar que el tipo y el orden del tratamiento aplicado, incide en la capacidad

emulsionante de la dispersion.

Tabla 6.1. Valores de presion interfacial de las muestras L, H, HT, HTH, Ty TH.

Presion interfacial

Muestra (MN/m)
L 0,02 +£ 0,022
H 6,35 + 0,05°
HT 7,20 + 0,04¢
HTH 7,15 + 0,03¢
T 2,65 + 0,05¢
TH 3,45 + 0,02¢

Valores con diferentes letras en cada parametro son significativamente diferentes (p<0,05)

6.2. Microscopia 6ptica de las emulsiones

Enla Figura 6.1 se observan las micrografias Opticas de las emulsiones E., En, Enr,
Eutv, Ery Emn. En la muestra E., completamente desestabilizada, no se observa la
formacion de gotas, pero si la presencia de células de levadura y la interfase que limita la
fase acuosay la lipidica. Este resultado se atribuye a que las células no tienen capacidad
tensioactiva, y aunque podrian adsorberse en la interfase por un efecto Pickering como se
discutié en el Capitulo 4, permitiendo la formacién de gotas grandes, la emulsion es tan
inestable que no es posible visualizar las gotas en el microscopio, debido al tiempo que

lleva la preparacion de la muestra para microscopia. En la muestra Er, el resultado es

Ing. Paula Sceni [EL0]




Capitulo 6 — Resultados y Discusién
Emulsiones con levadura tratada térmicamente y/u homogeneizada a alta presién

similar, aunque se distingue la presencia de algunas gotas de forma irregular. Este
resultado se atribuye a la liberacion de mananoproteinas y p-glucanos de pared durante el
tratamiento térmico. Estas moléculas con actividad interfacial desplazarian de la interfase
a las cipsulas de levadura que quedaron intactas [134], pero debido a la baja
concentracion de estos componentes, la emulsién que se forma tiene gotas de gran

tamano.

Figura 6.1. Micrografias Opticas de las muestras Ev, En, Ent, Exth, ETY ETH.

En la muestra Ery, se observa una emulsiéon con gotas de menor tamafio y mas

esféricas que en la muestra Er. La reduccion del tamafio de gota se atribuye principalmente
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a la accion de mananoproteinas y B-glucanos de pared que se liberan durante la
micronizacion [18,51,52,123]. Las proteinas citoplasmaticas, al haber coagulado dentro de
la célula y tener una baja dispersabilidad, tendrian una menor participacion en la formacion
de la emulsion.

En las muestras En, Enr Y Entn S€ Observan gotas que en promedio tienen menor
tamafio que el de las gotas de las tres muestras descriptas anteriormente. Estos resultados
se correlacionan con el mayor aumento de la presion interfacial que generan las
dispersiones H, HT y HTH, discutida en la seccién anterior. Se observa ademas en las
cinco emulsiones preparadas con dispersiones de levadura con algun tratamiento, que la
distribucion de gotas no es monomodal, existiendo al menos dos poblaciones con tamafios

considerablemente diferentes.

6.3. Distribucion de tamafo de particula

Para corroborar los resultados obtenidos a partir de las micrografias, se determin6
el tamafio de particula en volumen y en superficie de las emulsiones Eur, Enth, ET Y Emn
(Figura 6.2). Todas las muestras presentaron dos poblaciones, tanto en la distribucion en
superficie como en volumen.

En las distribuciones de tamafio de particula en volumen, comparando las
poblaciones de la derecha de cada muestra, que se atribuyen a las gotas de aceite de
mayor tamanfo, se observa que la muestra Er tiene una moda de 182 um, la cual es mucho
mayor que la del resto de las emulsiones preparadas con levadura tratada, pero menor a
la de la muestra E. (240 um, dato mostrado en el Capitulo 4). Aunque en esta poblacién
también pueden contribuir algunos agregados celulares, se confirma que las gotas de

aceite son de mayor tamafio que las del resto de las emulsiones.
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Figura 6.2. Distribuciones de tamafio de particula en superficie y en volumen de las muestras Er,

Ent, ETH Y EnTH.

En la muestra Ery, el tamafio de particula se reduce a la mitad respecto de la
muestra Er, demostrando la capacidad emulsionante de los componentes liberados
durante la homogeneizacion. Sin embargo, la moda es entre 5 y 6 veces mayor que la de
la muestra Ex (16 um, dato mostrado en el Capitulo 4), lo cual refleja la disminucion de la
capacidad emulsionante cuando se realiza un tratamiento térmico previo a la
homogeneizacion. En la muestra Eur, la moda es de 53 um, mientras que en la muestra
Entn Se reduce a 23 um, valor que es levemente mayor al de la muestra E4. Como las
particulas presentes en la emulsion no son solo gotas de aceite sino también agregados
insolubles provenientes de la levadura, el mayor tamafio promedio de las particulas de la
muestra Enrrespecto de Enrw esta sesgado por la presencia de agregados de gran tamario.

Sin embargo, como la emulsién tiene un porcentaje mucho mayor de aceite que de
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levadura, el aporte de estos agregados no puede ser el Unico causante del mayor tamafio
de particula y se puede inferir que las gotas de aceite de la emulsion Exr son de mayor
tamafio que las de la emulsion Exrh.

A partir de las distribuciones de tamafio de particula se pudo confirmar lo observado
en las micrografias; las tres dispersiones que tuvieron un primer tratamiento de
homogeneizacién (H, HT y HTH) forman emulsiones con un menor tamafio de gota.

Son varios los factores que determinan el tamafio de gota de una emulsién. Como
se explico en la seccion anterior, se correlaciona con la actividad tensioactiva del
emulsionante. Aquellas sustancias que aumentan mas la presién interfacial, favoreceran la
formacion de gotas de menor tamafio. Esto explica por qué en las emulsiones Ei, Ety Ery,
al aumentar la presiéon interfacial disminuye el tamafio de gota. En cambio, en las
emulsiones con tamafos de gota més chicas (Ex, Exr Y Enr), la relacion entre la presion
interfacial y el tamafio de gota fue inverso. Esto se debe a que ademas de la presion
interfacial, influyen otros factores como por ejemplo, la velocidad de migracién del
emulsionante a la interfase y la viscosidad del film interfacial. Los emulsionantes que
migran mas rapidamente a la interfase permiten la formacién de gotas de menor tamafio
mientras que aquellos que aumentan la viscosidad del film interfacial, dificultan la ruptura
de las gotas durante la homogeneizacion, dando lugar a la formacién de gotas de mayor
tamafio [79,123]. Esto explica por qué las dispersiones HT y HTH si bien generaron un
mayor aumento de la presion interfacial respecto de la dispersion H, formaron una emulsién
con tamafio de gota mucho mayor que En. Los agregados de alto peso molecular presentes
en las dispersiones HT y HTH migrarian mas lentamente a la interfase que las particulas
micronizadas de la muestra H, y ademas el aumento de viscosidad de la fase continua
podria dificultar la formacion de gotas durante la homogeneizacion de la emulsion. Este
efecto fue mas marcado en la muestra HT que en la HTH, debido al mayor tamafio de los

agregados [79].
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Con los ensayos realizados hasta el momento, se puede afirmar que las
dispersiones H, HT y HTH exhiben mejores propiedades emulsionantes que las
dispersiones Ty TH.

Continuando con el andlisis de la Figura 6.2 y como se observo en la Figura 6.1,
en todas las emulsiones con levadura tratada hay una poblacién de gotas de aceite de
tamafio muy pequefio, con una moda entre 4 y 5 um para las muestras Er, Etn y Enr y de
1 um para la muestra Enrn. Estas poblaciones, que se evidencian mas en las distribuciones
en superficie, también podrian contener cdpsulas de pared, fragmentos o agregados no

incorporados a la interfase.

6.4. Estabilidad fisica de las emulsiones

En la Figura 6.3 se observan las emulsiones E., En, Eur, Enr, Er Y E7n recién
preparadas y luego de 24 horas de almacenamiento. Todas las emulsiones recién
preparadas son opacas con una coloracion blanca o beige. Luego de 24 horas la muestra
En analizada en el Capitulo 4, se separa en tres fases. Por el contrario, las muestras con
algun tratamiento térmico se separan solamente en dos fases: la fase superior o fase
crema, concentrada en gotas de aceite y la fase inferior acuosa que contiene a los
componentes que no se integraron en la emulsion. Se observa ademas que las muestras
Ent y Enth poseen una fase crema de apariencia mas homogénea pero de volumen similar
a la de la muestra Ey y de mayor volumen que las fases crema de las muestras E,, Er y
Ern. Estos resultados se correlacionan con la mayor capacidad de retenciéon de agua de
las dispersiones H, HT y HTH respecto de las otras tres muestras, discutida en la Seccién
5.8. También se observa que la fase acuosa de ambas muestras es mas traslucida, lo cual
indica que los agregados formados durante el tratamiento térmico quedan retenidos en la
fase acuosa ocluida entre las gotas o en la interfase de la emulsion, en concordancia con
los resultados mostrados en la Seccion 5.9, donde se observo que la muestra HT es muy

estable frente a la sedimentacion y la muestra HTH, aunque sedimenta, lo hace de manera
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mas lenta que el resto de las muestras. En las muestras E. y Er en cambio, la fase acuosa
es bastante traslicida, pero se observa en el fondo, la presencia de particulas
sedimentadas. Por ultimo, en la muestra Eu, el volumen de fase crema es similar al de la
muestra Er, aunque la fase acuosa es mas turbia debido a la presencia de particulas

micronizadas que permanecen en suspension.

Figura 6.3. Fotografia de las emulsiones E., En, Er, Ent, Etv y Enth. @) recién preparadas, b)

almacenadas durante 24 horas.

La estabilidad global de las emulsiones se estudié a partir de los perfiles de %BS y
%T determinados con un analizador éptico vertical (Quick Scan).

En las Figuras 6.4 se muestran los perfiles de la emulsion Er durante 24 horas.
Esta muestra, al igual que la muestra E, descripta en el Capitulo 4, es una emulsion muy
inestable. Se evidencia un marcado proceso de cremado y de coalescencia debido al gran
tamafio de las gotas (Figura 6.1), sumado a la clarificacion en la zona inferior del tubo y

sedimentacion de las cdpsulas de pared. Con estos resultados que respaldan lo observado
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a simple vista y en la micrografia, se puede confirmar que las células de levadura tratadas
térmicamente, pero sin ningdn tratamiento de homogeneizacion, tienen escasas

propiedades emulsionantes.
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En la Figura 6.5 se muestra el perfil de %BS de la muestra Etu. Esta muestra no
presentd %T durante las 24 horas de almacenamiento, debido a la turbidez que presenta
(Figura 6.3). La homogeneizacion posterior de la levadura tratada térmicamente mejoré
las propiedades emulsionantes de la dispersion. Aunque la emulsién crema rapidamente,
es mucho més estable frente a la coalescencia que la muestra Er. Ademas, en el perfil
de %BS se observa la presencia de un pico en la zona inferior del tubo, que indica la
presencia de sedimento de poco volumen y poco hidratado, asociado a la sedimentacion

de capsulas de pared sin micronizar.
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Figura 6.5. Perfil %BS en funcién del tiempo de la muestra Etn.

En la Figura 6.6, se muestran los perfiles de %BS y %T de la muestra Eur.
Comparando con el perfil de %BS de la muestra Ex (Capitulo 4), se puede corroborar que
la muestra Exr es mas estable a la coalescencia, aunque también tiene una alta velocidad
de cremado. La ausencia de un pico de %BS en la zona inferior del tubo y el elevado valor

de %T en la fase acuosa inferior, confirman la ausencia de sedimento y de particulas en
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suspension debido a una completa incorporacién de los agregados en la fase crema. Tal
como se discutio en el Capitulo 5, los agregados de alto peso molecular presentes en esta

muestra son estables frente a la sedimentacion.
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Por ultimo, en la Figura 6.7, se observa que la muestra ExtH tiene menor velocidad
de cremado que la muestra Exr y también es estable frente a la coalescencia. Al igual que
la muestra anterior, sus particulas se incorporan a la fase crema, dando una fase acuosa
inferior traslicida y sin sedimento.
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Figura 6.7. Perfiles de %BS y %T en funcion del tiempo de la muestra Euxth.
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6.4.1. Sedimentacion

Los perfiles de %BS pudieron corroborar lo que se observé en la Figura 6.3.
Solamente las muestras Er y Eth, que contienen capsulas de levadura sin micronizar (Etn
en mucha menor proporcién), presentaron un sedimento de poco volumen, pero compacto,
similar al observado en la muestra E. (Capitulo 4). Ademas, la turbidez de la fase acuosa
inferior de la muestra Etu (Figura 6.3) da indicios de que el proceso de sedimentacion va
a continuar en el tiempo. En las muestras Exr y Enth €n cambio, la ausencia de sedimento
y la traslucidez de la fase acuosa inferior, indican una mayor incorporacién de los
componentes celulares en la interfase y en la fase acuosa ocluida entre las gotas de la
emulsién, respecto de la emulsion Ex que se analizé en el Capitulo 4.

Comparando los perfiles de %BS de la emulsion Exrv mostrados en esta seccion
con los de la dispersion acuosa HTH (Capitulo 5), se observa que la sedimentacion de las
particulas en la emulsion (Figura 6.7) es menor que en la dispersion acuosa (Figura 5.9).
Este resultado se atribuye a que parte de los agregados se adsorberian en la interfase
aumentando la presion interfacial, como se discutié en la Seccién 6.1. A su vez, los
agregados que no son adsorbidos en la interfase estarian anclados en la fase acuosa,
formando una estructura tipo red entre las gotas de aceite lo cual evitaria su sedimentacion.
Este mismo comportamiento tendrian los agregados de la muestra HT, que no sedimentan
ni en dispersién acuosa (Figura 5.9) ni en la emulsién (Figura 6.6).

Por otro lado, la estabilidad de las emulsiones Euxr y Exrw frente a la sedimentacion
mantiene constante las concentraciones de moléculas con actividad interfacial y con
capacidad estabilizante en la fase acuosa de la emulsion, lo cual favoreceria la estabilidad

frente a otros procesos como cremado y coalescencia.

6.4.2. Cremado y coalescencia
En la Tabla 6.2, se muestran los porcentajes de fase crema de las emulsiones, que

fueron calculados como se describié en la Seccién 4.2.2. Como se observé en la Figura
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6.3, las tres emulsiones preparadas con dispersiones con un primer tratamiento de
homogeneizacién (H, HT y HTH) que poseen mayor capacidad de retencién de agua,

forman emulsiones con fases crema mas hidratadas y por lo tanto de mayor volumen.

Tabla 6.2. Porcentaje de fase crema a las 24 h de las muestras En, Ent, ExtH, ET Y ETH.

Muestra % Fase crema
En 65,8 + 2,5ab
Enr 62,4 + 2,12

Enth 67,3+ 1,5°
Er 42,5+ 2,3¢
Etn 45,7 + 2,1¢

Valores con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0,05)

En la Figura 6.8 se muestra la cinética de cremado de las emulsiones. Se observa
que las muestras E,, Ery Erw presentan una velocidad de cremado elevada, que se explica
por el gran tamafio de las gotas de aceite y la mayor velocidad de sedimentacién de las
particulas insolubles que estabilizaban la emulsion, mientras que las emulsiones Ey, Enry
Exth, cOn menor tamafio de gota, mas estables frente a la sedimentacién y con fases crema

mas hidratadas, fueron también mas estables al cremado.
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Figura 6.8. Cinética de cremado de las muestras EL, En, Ent, EntH, ETY ETH.

Enla Figura 6.9, se muestra la estabilidad frente a la coalescencia de la fase crema
durante un almacenamiento de 18 dias. El descenso en la sefial de %BS indica que
disminuye el nimero de gotas debido a la coalescencia de las mismas [105]. La muestra
E+r no solo cremé rapidamente (Figura 6.8) sino que la fase crema fue inestable desde los
primeros minutos de almacenamiento. Los resultados obtenidos son similares a los
observados en la muestra E., demostrando la baja estabilidad de la emulsion preparada
con levadura tratada térmicamente sin homogeneizar. En la muestra Etu, Se manifiesta una
mayor estabilidad durante los primeros minutos respecto de Er, pero la muestra no es
estable frente a la coalescencia en almacenamiento prolongado. El film interfacial en esta
muestra, formado por proteinas y polisacéridos liberados durante el tratamiento térmico,
tiene una baja capacidad emulsionante, formando una emulsion con gotas grandes y

ademas no es lo suficientemente resistente para mantenerlas estables en el tiempo.
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Figura 6.9. Estabilidad de la fase crema de las muestras EL, En, Ent, Enth, ETY ETH.

Por otro lado, en las muestras Enr y Enth Se observa que el %BS es constante
durante el almacenamiento prolongado, sefialando la mayor estabilidad a la coalescencia
de estas muestras, incluso respecto de la muestra Ex que fue mas estable al cremado.
Estos resultados confirmarian que los agregados tridimensionales formados durante el
tratamiento térmico entre proteinas y polisacaridos, se adsorben de manera fuerte en la
interfase, formando un film mas resistente que el de las particulas micronizadas de la
muestra En [124]. Sumado a esto, las particulas no adsorbidas en la interfase forman
estructuras tipo red tridimensional que inmovilizan a las gotas de aceite, evitando su
movimiento. Este efecto es mayor cuando la concentracion de particulas insolubles no
adsorbidas es elevada y cuando hay interacciones suficientes entre ellas para formar una
red estable [135]. En la emulsién Eu, si bien inicialmente se obtiene una fase crema
hidratada, las particulas sedimentan rdpidamente favoreciendo la coalescencia de las

gotas de aceite. Ademas de las diferencias estructurales entre la muestra H y las muestras
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HT y HTH, otro factor que puede causar la coalescencia a largo plazo de la muestra En, es
la actividad enzimatica de la dispersién. Como se discutié en el Capitulo 3, las enzimas
presentes en esta dispersion pueden hidrolizar proteinas y otros componentes celulares y
modificar el pH de la dispersion. Estos cambios contribuirian también al debilitamiento del
film interfacial y a la coalescencia de las gotas de aceite durante un almacenamiento

prolongado.
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6.5. Resumen de resultados y conclusiones parciales

e Aunque la composicion porcentual de las dispersiones de levadura no se modifica,
el tipo de tratamiento y el orden aplicado determinan las propiedades emulsionantes
de las dispersiones de levadura.

e Las dispersiones gue fueron tratadas térmicamente antes de la homogeneizacion
(T y TH) formaron coagulos compactos dentro de las células, los cuales poseen
baja actividad interfacial. Las emulsiones formadas a partir de estas dispersiones
tuvieron tamanos de gota mayores que la muestra Ex y fueron muy inestables frente
al cremado y a la coalescencia. Ademas, debido a la baja hidratacion de estas
particulas insolubles y la presencia de capsulas de pared sin micronizar (en la
muestra TH en menor proporcion que en la muestra T), las emulsiones Er y Emx
también fueron inestables frente a la sedimentacion.

e En las dispersiones que fueron tratadas térmicamente después de la
homogeneizacién (HT y HTH), la coagulacion de proteinas citoplasmaticas y
mananoproteinas y el desplegamiento de los B-glucanos durante el tratamiento
térmico permiti6 la formacién de agregados con estructuras tridimensionales
abiertas. A pesar de que la dispersabilidad proteica fue mucho menor que la de la
muestra H, estas dispersiones generaron un mayor aumento de la presion
interfacial respecto del resto de las dispersiones, demostrando la actividad
interfacial de los agregados insolubles.

e Las dispersiones HT y HTH, aunque generaron un mayor aumento de la presiéon
interfacial, formaron emulsiones con tamafio de gota més grande que el de la
muestra En. Sin embargo, gracias a la formacion de redes tridimensionales que
retienen gran cantidad de agua e inmovilizan a las gotas de aceite, estas
emulsiones son mas estables frente a los procesos de sedimentacion y

coalescencia durante el almacenamiento prolongado. Adema4s, estas emulsiones a
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diferencia de la En, son estables a cambios producidos enzimaticamente durante el
almacenamiento.

e Entre las dispersiones HT y HTH no se encontraron diferencias significativas
respecto de la presion interfacial ni en la estabilidad frente a la coalescencia o a la
sedimentacion de las emulsiones que forman, durante el tiempo de almacenamiento
estudiado. La emulsién Entn presentd una fase crema mas hidratada y menor
tamafio de gota, que favorecerian la estabilidad de la emulsion en un periodo de
tiempo mas prolongado. Por otro lado, la dispersién HT generd un mayor aumento
de la viscosidad de la fase continua y debido al mayor tamafio de sus agregados
formaria redes tridimensionales mas estables capaces de inmovilizar a las gotas de
aceite, logrando una mayor estabilidad. Por lo tanto, ambas muestras poseen

atributos favorables para la formacidn y estabilizacion de una emulsion.
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CAPITULO 7: CONCLUSIONES GENERALES

La levadura Saccharomyces cerevisiae es una buena fuente de proteinas e hidratos
de carbono no asimilables (B-glucanos y mananos). Sin embargo, debido a su estructura
gue cuenta con una rigida pared celular, sus componentes tienen reducida digestibilidad y
no poseen buenas propiedades funcionales.

Se demostro en este trabajo que la homogeneizacion a una presién igual o superior
a 1000 bar es un método efectivo para lograr la ruptura celular y micronizacién de la pared,
siendo 1250 bar la condicién éptima de ruptura, con un mayor porcentaje de micronizacion
y menor aumento de temperatura durante este proceso.

La homogeneizacion a alta presién de la levadura permite la solubilizacion o
dispersabilizacibn de componentes con actividad interfacial, como proteinas
citoplasméticas, p-glucanos y mananoproteinas de pared celular y fosfolipidos de
membrana. Estos componentes permiten la formacién de emulsiones con tamafios de gota
relativamente chicos. Por otro lado, los B-glucanos insolubles, con alta capacidad de
hidratacion, aumentan la viscosidad de la fase continua, aumentando la estabilidad de la
emulsién. Sin embargo, estos componentes insolubles sedimentan rapidamente, lo cual
favorece al cremado y a la coalescencia de las emulsiones. Aunque la estabilidad de las
emulsiones preparadas con levadura micronizada (Eniooo, Enizso Y Enisoo) fue mayor que la
de la muestra Enso, todas las emulsiones fueron bastante inestables fisicamente.
Adicionalmente, las dispersiones de levadura homogeneizadas conservan sus enzimas
activas (proteasas, peptidasas, glucanasas, entre otras) degradando a la muestra durante
el almacenamiento. Esta degradacion de los componentes celulares contribuiria también a
la desestabilizacion fisica de las emulsiones.

A partir del tratamiento térmico solo o combinado con la homogeneizacién a alta
presion, se obtuvieron las muestras T, TH, HT y HTH, estables frente a la degradacion

enzimatica. La dispersabilidad de los componentes celulares de estas dispersiones varia
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segun el tipo de tratamiento aplicado. La dispersabilidad proteica disminuye con el
tratamiento térmico, mientras que la dispersabilidad de hidratos de carbono y acidos
nucleicos aumentan con la cantidad de tratamientos realizados, independientemente si son
térmicos o de homogeneizacién. Se demostré6 ademas que las caracteristicas de las
dispersiones, como tamafio de particula, capacidad de retencion de agua, estabilidad frente
a la sedimentacion y accion tensioactiva dependen fuertemente del tipo y orden de los
tratamientos aplicados.

El tratamiento térmico sin previa homogeneizacion (muestra T) provoca la
coagulacion de las proteinas intracelulares y de pared, formando agregados compactos
gue la hacen mas resistente a la homogeneizacion posterior. La dispersabilidad proteica
de la muestra que solo tuvo tratamiento térmico fue baja al igual que la de la muestra
obtenida a partir de su homogeneizaciébn (muestra TH). Los agregados proteicos
compactos formados dentro de la célula en ambas dispersiones tienen baja actividad
interfacial, dando emulsiones (Er y Et1) con tamafios de gota mucho mayores que los de
la muestra Eny que se desestabilizan por cremado y coalescencia rapidamente. Sumado
a esto, las particulas poco hidratadas sedimentan a gran velocidad, favoreciendo la
desestabilizacion global de las emulsiones.

El tratamiento térmico aplicado a la levadura homogeneizada (muestra HT) forma
agregados insolubles, formados por proteinas y polisacaridos, con actividad tensioactiva y
gran capacidad de retencion de agua. La emulsién formada con esta dispersion se
desestabiliza por cremado pero forma una fase crema hidratada y estable frente a la
coalescencia y sedimentacion, debido a que los agregados tienen estructuras
tridimensionales abiertas que se colocan en la interfase y aumentan la presion interfacial,
estabilizando a la emulsion. Adicionalmente, los agregados que no se adsorben en la
interfase, quedan anclados en la fase acuosa ocluida entre las gotas, inmovilizando a las

gotas de aceite, contribuyendo a la estabilidad de la emulsion.
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La dispersion HTH, presenté una menor viscosidad respecto de la muestra HT
debido a la disminucién de tamafio de particula de los agregados. Sin embargo, las
propiedades tensioactivas se conservaron y formé emulsiones con tamafio de gota mas
pequefo que Enr. Durante el periodo de almacenamiento estudiado, no hubo diferencias
significativas en la estabilidad frente a la coalescencia y sedimentaciéon respecto de la
muestra Exr, demostrando que aunque disminuya el tamafio de los agregados, mantienen
las mismas caracteristicas emulsionantes y estabilizantes. Sin embargo, teniendo en
cuenta el mayor tiempo de preparacién de esta muestra y los costos asociados a una
segunda homogeneizacién si el proceso se realizara a escala industrial, la muestra HT
seria una opcion mas viable que la muestra HTH.

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se concluye que las
dispersiones de levadura, con tratamientos térmicos y de homogeneizacion adecuados,
son sistemas multicomponentes naturales, capaces de formar y estabilizar emulsiones.
Ademas, los componentes solubles e insolubles actian de forma sinérgica, siendo esta
una ventaja ya que no son necesarias etapas de separacion y purificacion de componentes
aislados. Teniendo en cuenta que la levadura es un microorganismo GRAS y que la
tecnologia utilizada es escalable a nivel industrial, la dispersion HT es un ingrediente con
gran potencial para ser utilizado como emulsionante y estabilizante en emulsiones
alimenticias. Debido a su origen, este ingrediente podria utilizarse en alimentos veganos y
en emulsiones aptas para personas alérgicas al huevo y sus derivados. Ademas representa
una buena fuente de proteinas de elevada calidad y B-glucanos y mananoproteinas con
demostrada actividad prebiotica.

Durante la realizacion de esta tesis, los resultados parciales obtenidos permitieron
abrir nuevas lineas de investigacion en el campo de las emulsiones, las cuales se
mencionan a continuacion:

e Mejora nutricional de sopa enlatada a base de vegetales y carne picada (Super

Sopa) por el agregado de levadura de cerveza nutricional. A partir de este trabajo
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se evidencié que el agregado de levadura a la sopa, no solo mejoraba las
propiedades nutricionales del producto, sino que modificaba las caracteristicas
sensoriales como aroma, sabor, color y consistencia. Se demostrdo que el
tratamiento térmico aplicado al producto enlatado (autoclavado) liberaba
compuestos de la célula de levadura que mejoraban la emulsificacién del producto,
otorgando una consistencia mas cremosa y homogénea [136].

e Aderezo emulsionado bajo en valor lipidico a base de levadura homogeneizada:
Este trabajo se desarroll6 en base a los primeros resultados de esta tesis. Se logré
obtener una emulsion simil mayonesa, utilizando levadura homogeneizada a alta
presibn como agente emulsionante y estabilizada con goma guar, goma xantan y
almidon modificado. El producto obtenido tuvo una consistencia similar a una
mayonesa y fue estable frente a la coalescencia durante al menos 28 dias. Para
aumentar la vida util del producto se realizé un tratamiento térmico leve (80 °C — 5
min) antes de la homogeneizacién y se adicioné acido sérbico como conservante
[137].

o Postre sabor chocolate a base de levadura homogeneizada: en este trabajo se
desarroll6 un postre emulsionado a base de levadura homogeneizada a alta
presion. El producto obtenido fue pasteurizado para aumentar la vida atil y este
tratamiento térmico aplicado luego de realizada la emulsiébn demostré aumentar la
estabilidad frente a la coalescencia respecto del postre no tratado térmicamente.
En la formulacion se utilizé goma xantan como estabilizante y la consistencia del

producto fue similar a la de postres lacteos encontrados en el mercado [138].

Los tres trabajos mencionados fueron presentados como trabajos finales de la
carrera Ingenieria en Alimentos y junto con los resultados de esta tesis demuestran la
potencialidad del uso de levadura para la formulacion de emulsiones alimenticias

dulces y saladas.
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