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RESUMEN

La evolucion de la demanda del consumidor hacimealtos cada vez mas
saludables provoca que una de las ramas clave \@sstigacion en la industria
alimentaria sean los alimentos funcionales. El desmiento del &cido lactobidnico
como prebiodtico, entre muchas otras propiedadese ltae su incorporacion en

alimentos suscite un gran interés.

Por tanto, en el presente trabajo se estudia ldupoidn de un yogur compuesto
por Lactobacillus casetomo probidtico y enriquecido en acido lactobidnies decir,
un alimento simbiodtico. Para la sintesis del prgdno se emple®seudomonas
taetrolensal ser una bacteria no patégena y silvestre y gesepta un alto rendimiento
de produccion de &cido lactobiénico utilizandodaet como sustrato.

En estudios previos realizados con cultivo mixtdPdeaetrolensy L. caseino se
obtuvieron resultados positivos debido a su refadé amensalismo. Por ello, en este
trabajo se lleva a cabo la fermentacion secuengalizando en una primera etapa la
fermentacion coi. taetrolengara producir acido lactobiénico y seguida la
fermentacion coih. caseipara producir acido lactico y por tanto tener edpcto

lacteo final.

Los resultados que se obtuvieron en este caso ranegue la fermentacion
secuencial de ambas bacterias es posible tantweehd@ agitador orbital como a nivel
de biorreactor, no viéndose afectado el crecimieleid.. caseien presencia de acido
lactobiénico. El grado de firmeza de la cuajadalfiobtenida de las fermentaciones
secuenciales es baja por lo que se procedio dlilacitbn de carragenato como agente

texturizante.
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ABSTRACT

The evolution of consumer’s request for healthierdf has made functional food
one of the key branches of development in food rteldgy. The discovery of the
lactobionic acid as a prebiotic, among many otheracterictics, draws great interest

on its incorporation in food.

Accordingly, the production of a yoghurt producey ltactobacillus caseias a
probiotic enriched in lactobionic acid as prebictithat is to say, a synbiotic product-
has been studied in this final thesis master weseudomonas taetrolemgere used for
the prebiotic synthesis, being a non-pathogenitg Wwacteria which presents a high

performing production of lactobionic acid usingttzse as a substrate.

In previous research carried out with mix@dtaetrolensandL. caseiculture, no
positive results were obtained due to its amensadissociation. Therefore, sequential
fermentation was put into practice in this work,rfpaming fermentation byP.
taetrolensto produce lactobionic acid in a first phase asitb¥ving a fermentation bi.

caseias second step to produce lactic acid and henaetéin the final dairy product.

Results achieved in this case prove that sequdatimlentation is possible in either
of the two bacteria, applied at orbital shakereleas much as in bioreactor level, not
being thel. caseigrowth affected by the presence of the lactobiaeid. The firmness
of the final curd obtained by sequential fermeptatresulted low, due to which a

carrageenan was used as a texturizing agent.
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12



Trabajo Fin de Master

Tabla 1.

Tabla 2.
Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

Tabla 6.

Tabla 7.

Tabla 8.

Tabla 9.

Tabla 10.

Tabla 11

LISTA DE TABLAS

Clasificacion de los microorganismos segun la
temperatura 6ptima de crecimiento y ejemplo del 20
producto final que pueden dar lugar.

Clasificacion de la fase movil y estacionaria. 31
Clasificacion de los diferentes tipos de cromatfgsa 32
Descripcion de las diferentes propiedades que elefin
la textura. 3
Se muestra la productividad de acido lactobionia y
rendimiento sobre sustrato de la fermentacion pera -

P. taetrolens a nivel de agitador orbital y de
biorreactor.

Tabla que muestra la viscosidad media del producto
obtenido por las diferentes fermentaciones y su 64
desviacion estandar.

Se muestra el porcentaje de cuajada y de suero
obtenidos en aquellos productos fermentados en los 66
que se produjo la sinéresis.

En la tabla se exponen las concentraciones deipaote
determinadas a partir del método Bradford de las 66
diferentes fermentaciones llevadas a cabo.

Tabla en la que se refleja los valores de firmegay (
adhesividad (g) obtenidos al someter los productos
finales de las fermentaciones secuenciales con o
texturizante a analisis con el texturémetro.

En la tabla se refleja los valores de firmeza (g) y
adhesividad (g) obtenidos al incorporar diferentes
concentraciones de carragenato al producto obtenido %9
nivel de agitador orbital y de biorreactor.

. En la tabla se muestran las caracteristicas qseep

cada producto fermentado final del agitador orbital

13



Trabajo Fin de Master

Tabla 12

tanto las ufc/ml d€ taetrolensy deL. caseicomo la
concentracion de lactosa, acido lactobionico, acido
lactico y de proteinas de cada uno.

Tabla 12. En la tabla se muestran las caractexsstic
gue posee cada producto fermentado final del amitad
orbital, tanto las ufc/ml d@ taetrolensy del. casei
como la concentracion de lactosa, acido lactobanic

acido lactico y de proteinas de cada uno.

14

73



Trabajo Fin de Master

INTRODUCCION
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La alimentacion del ser humano presenta una ewludésde una sociedad en la
que prevalecia la necesidad de alimentarse haeiar@s moderna que se preocupa por
aquellos alimentos que desencadenan efectos hesefc sobre el organismo,

favoreciendo, asi, la aparicion de los alimentosifunales.

Dentro de éstos, se pueden encontrar los probsotitus prebidticos y los
simbidticos, en continuo estudio para complacatdaanda actual de la sociedad por
parte de la industria alimentaria, desarrollandofgrtando cada vez méas productos
saludables (Ramirez et al., 2011).

Un probidtico muy conocido y estudiado resultalsestobacillus casegue origina
numerosos efectos beneficiosos en el tracto digeatiser ingerido por el ser humano
junto con los alimentos. El género de este micramiggno pertenece al grupo de
bacterias acido-lacticas llevando a cabo la fereedn lactica y siendo utilizadas para

la elaboracién de productos alimenticios comodakés fermentadas.

El descubrimiento del acido lactobionico como umponente innovador en la
industria alimentaria debido a sus propiedadesotégitas como aditivo en los
alimentos y, ademas, como prebidtico, ha desperéhdoterés de investigadores y
empresarios a la hora intentar incorporar dicho prggato a productos alimentarios
comerciales (Garcia et al., 2017a).

Su produccion se lleva a cabo, actualmente, med&ntesis enzimatica aunque se
ha comenzado a desarrollar investigaciones sobeénsessis microbiana con bacterias
comoAcetobacter orientaliZymomonas mobilis Pseudomonas taetrolersuperando
las desventajas que suponen la primera via de geimau(Kiryu et al., 2012; Alonso,
2013; Valle et al., 2013; Gordeska et al., 2014).

Se estima que la produccién de leche de la UniGgogea es de 163,3 millones de
toneladas, siendo el 24,4% de la produccion deldimablig el 15% de todos los ingresos
de UE. La industria lactea es clave en la econ@miapea ya que las grandes empresas

de este sector a nivel mundial se encuentran delrbaa Unién. 508 millones de

16
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habitantes europeos la consumen, siendo su consnual per capita 61,2 kg
(Lemoine, 2016).

El campo de los alimentos funcionales presentarecimniento muy significativo,
presentando tasas de crecimiento anuales del 48%l &io 2000, el mercado de los
alimentos funcionales ha
aumentando a alrededor de 50 millones en el af8. Zidemas, del mercado global de
los alimentos funcionales, los probiéticos repremerel 60 — 70% de ellos (Fuentes-
Berrio et al., 2015). La expectativa para afnosroges la persistencia del crecimiento

como indica la figura 1.

recaudado aproximadamelitie millones de euros,
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Figura 1. Mercado de probiéticos en la Union Eueoplasificado por productos, desde el 2014 con

perspectivas para el 2024, en millones de dél&wente: Web 15

Teniendo estos datos en cuenta, en el presentgdrsd lleva a cabo la elaboracion
de un yogur que contiene el acido lactobidnico cgomnebidtico y L.casei como

probiotico, concibiendo este proyecto interesaata gu posible aplicacion en un futuro

en la industria alimentaria.

Con el fin de obtener un producto que se adec@s prbpiedades organolépticas
que resulten agradables para el consumidor y quadapten a la calidad y los

estandares establecidos por la sociedad, el estigdia reologia y la textura de los

17
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alimentos resulta imprescindible a la hora de aordla comercializacién de un
producto final (Garcia, 2012).

Por tanto, los objetivos de este Proyecto Fin dstétdon:

Estudiar la capacidad d® taetrolengara emplear leche desnatada como fuente

de carbono a nivel de agitador orbital y de biartea
- Determinar el modelo de crecimiento Betaetrolensen una fermentacion en
leche desnatada, estableciendo el consumo dedagtl@sproduccion de acido

lactobidnico que lleva a cabo.

- Obtencion de un producto fermentado lacteo a paltirleche desnatada

mediante la fermentacion secuenciaPde¢aetrolensy L. casei

- Caracterizacion del proceso y del producto en cuantcomposicién y

estructura.

- Escalado del proceso a nivel de biorreactor.

18
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CONSIDERACIONES
TEORICAS
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1. LECHES FERMENTADAS.

Las leches fermentadas son productos que se obtemda coagulacion de las
proteinas de la leche debido a una disminuciémpldgbroximo al punto isoeléctrico de
éstas causado por la fermentacion lactica, quelessda a cabo por fermentos
compuestos por las denominadas bacterias lactldaseste proceso se obtienen

productos como el queso, el yogur o la manteq(Weab 5.

Se pueden emplear una gran variedad de microorgangegun la temperatura

Optima de crecimiento:

Tabla 1. Clasificacion de los microorganismos sdgltiemperatura 6éptima de crecimiento y ejemplo del

producto final que pueden dar lugar (Goésta, 19%h ¥0, web 4).

_ _ _ T2 6ptima de _
Bacterias Ejemplo de bacteria . Producto final
crecimiento
Lactobacillus casei, Kumis
Mesobfilas Lactococcus lactis 20 - 30°C Queso
Leuconostoc spp Mantequilla
Streptococcus thermophilus, o
- _ . Yogur clasico
Termofilas Lactobacillus bulgaricus 40 — 45°C .
_ _ . Leche &cida
Lactobacillus acidophilus

1.1YOGUR

Uno de los lacteos fermentados mas conocidos emgalr, cuyo proceso de
elaboracion comprende la fermentacion lactica dbdeen la que se transforma la
lactosa en acido lactico, produciendo una bajatlptdejue da lugar a la precipitacion
de las proteinas de la leche obteniéndose unadeuajda que se le denomina yogur

(web 4) El diagrama de flujo del proceso de produccionydgur es el siguiente:
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Figura 2. Diagrama de flujo del yogur. Fuente: &b

La leche mas utilizada como materia prima es laat®, aunque también puede
emplearse la de cabra, oveja, camella y bufalam@&de puede ser entera o desnatada

variando, por tanto, el contenido graso del praal€ioal (web 2).

La pasteurizacion es una de las etapas clave deé€sw en la que se somete a la
leche a un tratamiento térmico durante un periodotidmpo para eliminar los
microorganismos patdégenos de ésta y asegurasuasiocuidad. El binomio t/T puede
ser muy variado dependiendo del protocolo de etadd@n, utilizandose por regla

general temperaturas inferiores a 100°C (web 3).

El fermento empleado depende de las propiedadesadizs del producto final,
pudiendo variar el pH final, la textura y su viddasl o el aroma y el sabor. De tal
forma, se puede clasificar el yogur atendiendo @regeso de elaboracion y textura
final (Gosta, 1996; web 8):
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* Yogur firme: La fermentacion y el enfriado se llev@abo en el mismo envase
en el que se va a comercializar. Su consistendiangs.

* Yogur batido: La fermentacion se realiza en tanquedustriales para
posteriormente envasarlo en el recipiente corretipate.

* Yogur liquido: El proceso de elaboracion es simdhryogur batido siendo

necesaria la rotura de la cuajada formada antesdesarlo.

2. ALIMENTOS FUNCIONALES

Existe una tendencia ascendente de la preocuppcidmparte de la sociedad en
cuanto a la alimentacion y la salud y la informaciutricional de los alimentos. La
busqueda de alimentos saludables o funcionalesaguden a prevenir diferentes
enfermedades o que sean beneficiosos para la seluth incrementado de forma
considerable, englobando dentro de este tipo deemtbs los prebidticos (Prieto-
Hontoria, 2016). De modo que, la obtencion de aliio® probioticos y prebidticos en
productos cuyo consumo se encuentra extendidoeh miwndial resulta de gran interés

empresarial.

La leche y sus derivados resulta ser uno de loduptos mas consumidos en el
mundo, por lo que se requiere la adaptacion pde i la industria lactea a las nuevas
tendencias de la sociedad, desarrollando nuevamltggas y productos segun la
demanda (Cobos, 2016).

2.1PROBIOTICOS

Se considera probidtico daquellos microorganismos vivos que cuando se
administran en cantidades apropiadas, confierenhaésped un beneficio para la

salud” (web 5). Estos microorganismos han de (Sarao,&l7):

» Formar parte de la flora intestinal.
» Sobrevivir en el sistema digestivo y ser capacemdiiplicarse en el

intestino.
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» Ser reconocidos como seguros para la salud y euoom humano
(GRAS: “Generally Regarded As Safe”).

» Producir un efecto beneficioso en el organismo édagor.

La gran parte de los probiéticos forman parte debkcterias productoras de &cido
lactico, con efectos beneficiosos sobre el orgamisamo la capacidad para modular el
sistema inmune, contribuir a la recuperacion deglosesos diarreicos, reduccion de la
prevalencia de alergias, disminuir la colonizadi@patdgenos en el intestino, mitigar
la intolerancia a la lactosa, proteccion frente cahcer de colon y capacidad

antiinflamatoria en el intestino (Ortega et al.02pD

En el caso de los productos lacteos, para quereeanocidos como probidticos, se
requiere que la concentracién minima del microdsyaa probiético sea I0ufc/ml
(web 13).

2.1.1Lactobacillus casai

L. casej bacteria Gram positiva, anaerobia, localizadel esisstema digestivo del ser
humano, pertenece al grupo de las bacterias lactstando un género que resiste las
barreras gastricas, sobreviviendo en el tractostima& y pudiendo desarrollar sus

efectos como probidtico en él (Cobo et al., 2006):

= Conservacion de la flora intestinal.
» Regular la renovacion del epitelio intestinal.
= Colaborar en la regulacién del sistema inmunolagico

= Favorecer la recuperacion de la diarrea infantil.
2.2PREBIOTICOS

En 1995, Gibson y Roberfroid definieron prebiéticomo ‘ingredientes no
digestibles de los alimentos que afectan benefonesite al huésped estimulando
selectivamente el crecimiento y/o la actividad da de las especies de bacterias que

estan ya establecidas en el colon, o de un nunmaitatio de ellas, y por consiguiente
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mejoran de hecho la salud del huéspé@ibson et al., 1995). Posteriormente, esta
definicion fue actualizada por los mismos autores@ ingredientes selectivamente
fermentados que permiten cambios especificos erohaposicion de la microbiota
gastrointestinal y que confieren beneficios eniehéstar y la salud del huéspetias
requisitos que se imponen para que un componenierdhrio se considere prebidtico
son (Gibson et al., 2004):

» No ser hidrolizado ni absorbido en el sistema digesy resistir su
acidez.

» Ser fermentado por la microbiota presente en esfimto.

» Producir beneficio en la microbiota intestinal, pggmplo, induciendo su

crecimiento.

2.2.1 ACIDO LACTOBIONICO

El acido lactobidnico se encuentra dentro del grdgdos polihidroxiacidos y fue
descubierto por Fischer y Meyer en 1889 (Alonsal320Estd compuesto por una
molécula de D-galactosa unida por un enlace delégier a una molécula de acido D-
gluconico y su produccion se lleva a cabo meditntxidacion de la lactosa (Bride,
2004).

Desde su descubrimiento, se han estudiado y revelatherosas propiedades y
funciones como su utilizacion en nanoparticuladidgnostico clinico o su presencia en
diferentes compuestos utilizados para tratar lgarys empleados para trasplantes en la
medicina; su funcién hidratante, antioxidante \i-anvejecimiento, entre otras, en la
industria cosmética; su propiedad como quelantertEs como el calcio, emulsificante
0 su utilizacién para la separacion de proteina ramotubos funcionalizados en la
industria quimica. En cuanto a su aplicacion ennfiustria alimentaria, el acido
lactobiénico, ademas de ser un agente antioxidaaterizante y conservante, resulta

ser también un prebidtico muy potente (Alonso, 2013

El acido lactobidnico es un derivado de la lactosabsorbible por el intestino, el

cual se ha demostrado que puede ser utilizado cusiwato para el crecimiento de
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ciertas cepas de las bacteribactobacillus rhamnosu® Lactobacillus paracasei
presentes en el intestino del ser humano (Saarelg 2003). También se ha estudiado
la resistencia dé.actobacillus acidophilusy de Lactobacillus reuteria los acidos
biliares, como el acido cdlico o el taurocélico, presencia de lactulosa y éacido
lactobidnico al 1%, observandose una proteccibnomgye utilizando otros sustratos
como la inulina. Ademas, se ha demostrado que aadalla concentracion de acido
lactobionico de forma adecuada, el pH del colordpustuarse en un valor entorno a 5,
favoreciendo el crecimiento de los microorganisrposbioticos por encima de los
patdgenos (Adebola et al., 2014).

La produccion de &acido lactobionico comercial, akthente, se lleva a cabo
mediante sintesis enzimatica empleando lactosamaddi que, a partir de varias
reacciones consecutiva, se oxida dando lugar dbdactobionico. Los inconvenientes
que tiene esta via de produccién es el coste dekpo, que se ve incrementado por la
obtencion y purificacion de las enzimas necesgra® que se dé el proceso, y el
tiempo que esto conlleva. Por lo tanto, existe tam gnterés en la bio-produccion de
este polihidroxiacido, reduciendo costes y duragiésiendo mas favorables para el
medio ambiente (Alonso, 2013; Alonso et al., 2015).

2.2.1.1Pseudomonas taetrolens

La primera vez que se aislé acido lactobionico dirpde bacterias fue en 1947,
donde los investigadores Frank Stodola y Lewis laad realizaron experimentos con
quince especies diferentes Bseudomonagara obtener, a partir de lactosa, acidos
bidnicos. Los resultados concluyeron que la espdtseudomonas graveolens
(actualmente denominadd@seudomonas taetrolensconsumia toda la lactosa
suministrada tras 165 horas de fermentacion, preddo acido lactobidnico en forma
de lactobionato de calcio (Stodola et al., 194%jsten estudios que demuestran que
otras bacterias comAcetobacter orientaligKiryu et al., 2012) dStreptococcus lactis
(Alonso 2013) también son capaces de producir este compuesty gebido a la
inexistencia de genes que codifiquen enzimas girellden el acido lactobiénico como
las B-galactosidasas, junto con los altos rendimienmgrdduccion que presentdp,

taetrolensresulta ser la bacteria ideal para la producc®mrste acido (Alonso, 2013).
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Se trata de una bacteria no patdgena, silvestean gregativa y aerobia, capaz de
sintetizar el enzima lactosa deshidrogenasa qudizzatia oxidacion de la lactosa a
lactobionoé-lactona para, posteriormente, ser utilizado comstrato por el enzima

lactonasa y obtener el acido lactobionico (Niskézet al., 1962; Garcia et al., 2017a).

2.2.1.2SITUACION ACTUAL DEL ACIDO LACTOBIONICO

Actualmente, s6lo en EEUU se encuentra autorizamdgpFDA (Food and Drug
Administration) el uso de acido lactobionico conditigo alimentario en forma de
lactobionato de calcio (E-399). En El Cddigo dgiaciones Federales (revisado en el

2016) aparecen las siguientes condiciones (web 1):

a) El aditivo es la sal de calcio proveniente del adattobionico, a partir de la
oxidacion de la lactosa.
b) Se emplea como agente reafirmante para masas gemada concentracion

requerida para ello.

En el caso de la Union Europea, todavia se en@entfase de estudio, pendiente
de aprobar por la Agencia Europea de Seguridad eiliaria (Alonso, 2013). Pese a
ello, existe un caso que pone de manifiesto lauiiac del compuesto. Se trata del
“Caspian Sea yogurt”, un producto lacteo tradicialed Japdén elaborado a partir de la
fermentacion deAcetobacter orientaligjue sintetiza acido lactobionico, el cual estara
presente, por tanto, en este tipo de yogures (Ketyal., 2012). Ademas, en 1994 se
llevé a cabo un estudio para determinar las comes®ias que podria conllevar en la
salud humana una ingesta de hasta 24 g al diadtelactobionico, concluyéndose que
no se llegd a observar efecto nocivo alguno (AlpA64.3).

2.3SIMBIOSIS

La combinacion de probidticos y prebidticos en uismo alimento recibe el
nombre de simbiosis. Para que un producto seadmyasio como tal, es necesario que
el probidtico tenga la capacidad de emplear eliptieb como sustrato para sobrevivir

dentro del tracto intestinal. Por ello, es necesquie exista una compatibilidad entre el
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prebidtico y la cepa probidtica para favorecer lgesvivencia de esta Ultima
(Gotteland, 2010).

Se ha demostrado la capacidad de la depeasei475 para emplear durante su
crecimiento el acido lactobionico como fuente déoao en ausencia de otras fuentes,
validando asi la denominacion de producto simoticaquellos que presenten dicha

cepa y dicho acido (Garcia et al., 2017b).

Se han realizado estudios para crear un productoiico lacteo a partir de suero
residual de queso. Para ello, se llevé a cabo emmaehtacion mixta compuesta gdar
caseiy P. taetrolensresultando una relacidon de amensalismo en ldagpeesencia de
L. caseiperjudica el crecimiento dB. taetrolens siendo no factible la fermentacién
simultanea (Garcia et al., 2017a). Este hecho pdetlerse al efecto antimicrobiano
que ejercen las bacteriocinas sintetizadas poaabbacilo frente a la pseudomona
(Jamuna et al., 2004).

Posteriormente, se realizé un estudio en el quensgestigdb la fermentacion
secuencial de ambas bacterias, obteniéndose disuiléables llevando a cabo primero
la fermentacion deP. taetrolens con la produccion correspondiente de &acido
lactobidnico, seguido de la fermentacion de la dR&T 475 dd.. casej resultando

un producto simbidtico funcional (Garcia et al.126).

3. TEXTURIZANTES

En la industria alimentaria, se ha vuelto muy ingoate la utilizacién de aditivos
con el propdsito de prolongar la vida util de Itismantos y mejorar las caracteristicas
sensoriales hacia aquellas que son mas deseadias gonsumidores. Se considera un
aditivo alimentario aquella sustancia, natural tifieial y sin valor nutricional por si
misma, que se incorpora a los alimentos para guleuuna determinada funcion, que
suele ser potenciar las propiedades organoléptctecnolégicas. Atendiendo a su

funcidn, los mas utilizados en la industria alinaeiat se pueden clasificar en (web 11):
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» Conservantes: Aquellos aditivos cuya funcion esdéaevitar o retrasar el
deterioro del alimentos, entre ellos se puede draoel acido sorbico o los
nitratos y nitritos.

= Colorantes: Todo aditivo que atribuye color a Idsnantos. Pueden ser
naturales, como las clorofilas o los carotenoidesintéticos como la tartracina
o la eritrosina.

» Antioxidantes: Interrumpen la oxidacion de grasas ¢pntiene el producto, por
ejemplo el &cido L-ascorbico.

= Potenciador del sabor. Son compuestos que inteasifiel sabor de los
componentes de los alimentos. Alguno de ellos $aitido L-glutamico o el
glutamato de sodio.

= Edulcorantes: Proporcionan sabor dulce a los alioseoomo es el caso de la
sacarina o el aspartamo.

» Texturizantes: Se dividen en emulsificantes, gelifies y estabilizantes y
modifican la textura de los alimentos o aportansiancia a éstos. Entre ellos,

se encuentran las pectinas, los almidones moddggdos carragenatos.

3.1CARRAGENATO

Las propiedades texturales en la industria alinmentaesulta ser un factor
importante a considerar ya que se trata de unoderiterios que el consumidor tiene
en cuenta a la hora de elegir un producto alimentdno de los mecanismos existentes
a la hora de variar la textura de los alimentok esilizacion de texturizantes como el

carragenato.

Los carragenatos son polisacaridos que se obtidaealgas marinas rojas como
Gigartina o Chondrusy que se emplean como agentes texturizantes debidos
propiedades para producir geles con una texturaonmdsnos rigida dependiendo de su
concentracién y de la temperatura a la que estéretstos. Se emplean en una gran
variedad de alimentos como los yogures, gelatieasuias, chocolate a la taza, quesos
frescos, leche condensada, salsas, helados, @tdayUnion Europea se conocen con el
codigo E-407.Se describieron tres tipos de carigen Kappa, Lambda e lota, en

funcion de la situacion y la cantidad de ésteresuffato que presenten.
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Cuando se incorpora el carragenato al procesoafberaicion de un producto lacteo,
va a fortalece la coagulacion llevada a cabo parakeina, llegando a proporcionar
texturas solidas incluso a concentraciones del%,1%u absorcion intestinal es baja y

su Ingesta Diaria Aceptable (IDA) es de 50 mg/kgk{vt1; Alarcén, 2003).

4. METODOS DE OPERACION

4.1BIORREACTOR DISCONTINUO

Los biorreactores son equipos que se utilizan al nnhdustrial o de laboratorio para
realizar diferentes procesos y tratamientos a eafifes organizaciones bioldgicas.
Presentan formas y volimenes muy variados, pudiezalzarse en ellos tratamientos
para aguas, cultivos celulares o fermentacionesitr®ale estas ultimas, se pueden

diferenciar:

= Fermentaciones en fase soélida: En las que el cetinn de los

microorganismos se lleva a cabo sobre soportedosol

» Fermentaciones en fase liquida: El crecimientargdyze en un medio liquido.

El crecimiento microbiano de las fermentacionepssde estudiar en tres tipos de
cultivos. Los cultivos discontinuos (o batch) soa tonsiderados “cerrados”, ya que el
volumen del biorreactor permanece constante, adiodo al comienzo de la
fermentacion los nutrientes y los microorganismoscesarios para ella. Por
consiguiente, los sustratos iran disminuyendo aisgaedjue avanza el proceso,
produciéndose un incremento del crecimiento deébéaderias junto con los productos
sintetizados durante la fermentacion. Lo Unico geepodria adicionar durante su
transcurso seria oxigeno, antiespumante y aciti@ses para el control del pH. En este
tipo de cultivos se obtiene una curva de crecimig¢ipica en la que se distinguen cuatro

fases: fase de latencia, fase log, fase estaciondai fase de muerte.
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En los cultivos semicontinuos (fed-batch), los iemties se van afladiendo de forma
escalonada segun transcurre la fermentacion, ragegtre en los cultivos continuos los
sustratos se afiaden de forma continua, consides@ndo sistema “abierto”. En este
altimo caso y de forma simultanea, se va eliminageldiorreactor el mismo volumen

de solucion que entra (Diaz, 2012).

4.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA

La cromatografia, descubierta por Mikhail Tswettl®06, es una técnica empleada
para llevar a cabo la separacién y la identificadié@ los analitos que componen una
mezcla compleja de compuestos. Se emplea unadtsromaria que es recorrida por la
mezcla cuyo movimiento es facilitado por una fase/imEl proceso por el cual los
analitos se desplazan a través de la fase estaei@@adenomina elucion. La velocidad
de migracion de los diferentes compuestos porda éstacionaria es lo que determina
la separacion de éstos y se representa mediardmomatograma. Esta grafica permite
establecer un analisis cualitativo y cuantitative lkbs analitos, identificando los
compuestos de la mezcla segun la posicion del piateterminando la cantidad
existente de éstos en la muestra mediante las debag de los picos y los patrones de
calibrado.
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Figura 4. Cromatograma. Fuente: web 6

Existen diferentes técnicas de cromatografia depedd de la naturaleza de la fase
movil:
» Gaseosa: Cromatografia de gases.

» Liquida: Cromatografia de liquidos.

Atendiendo al soporte de la fase estacionaria,

= Cromatografia de columna: La fase estacionaria remiemtra en un tubo
estrecho denominado columna.

= Cromatografia plana: En este caso, la fase esttoresta sobre una placa

plana o retenida en los poros de un papel.

En ambos casos, la fase movil se desplazariaésttieyla estacionaria por presion o

por gravedad.

Tabla 2. Clasificacion de la fase mévil y estacigna

Fase movil Fase estacionaria
o Plana
Liquida
Columna
Gaseosa columna

En el caso de la cromatografia de columna, segumataraleza de la fase

estacionaria se puede distinguir:
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Tabla 3. Clasificacién de los diferentes tipos deratografias.

Fase movil Fase estacionaria Tipo de cromatografia
Liquido Cromatografia gas-liquido o de reparto
De gases _ _ _ i
Sélido Cromatografia gas-solido o de adsorcion
Sdélido Cromatografia liquido-sélido o de adsorgion
liquido Cromatografia liquido-liquido o de reparto

De liquidos | Resina de intercambio S
. Intercambio idnico
idnico

Polimero sdlido Exclusién por tamafio

Durante los afios 1960, se desarroll6 la cromatizgréduida de alta eficacia
(HPLC, High Performance Liquid Chromatography) coomo método mas rapido de
llevar a cabo que la cromatografia liquida en colantl equipo de HPLC consta de los

siguientes componentes:

gz Deteclor 2 Cromatograma
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Figura 5. Componentes del equipo HPLC. Fuenéh 6.

La cromatografia i6nica de alta resolucion es po tie HPLC en la que la fase
estacionaria resulta ser una resina con cargaagde tal forma que los analitos cuya
carga sea del mismo signo que la de la fase esta@oson repelidos y eluyen primero.
Los analitos de carga contraria, se unen a la msafilida y son retenidos hasta que,
mediante un solvente, se varia el pH hasta inVartiarga. Las resinas de las columnas

pueden ser de dos tipos:
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= De intercambio catiénico: La fase estacionaria pasega negativa. Puede ser
de acido fuerte o débil, dependiendo del pH al sgieva a llevar a cabo el
proceso.

» De intercambio anionico: En este caso, la faseciestaria tiene naturaleza
positiva, por lo que intercambia iones con carggahea. Del mismo modo que

la anterior, pueden ser basicos fuertes o débiles.

Tras la deteccidén de la elucion de todos los awlite la mezcla, se obtiene el
cromatograma, a partir del cual y mediante la rdetaalibrado elaborada previamente
con concentraciones conocidas de los analitos,uséepidentificar y determinar la

concentracion de cada uno de ellos (Skoog et39.7)1

En este proyecto se emplea el HPLC para deterrtanemncentracion del sustrato
de las fermentaciones, la lactosa, y de los dodugtos que se sintetizan dependiendo
del microorganismo utilizado, acido lactobidnicdasifermentacion la lleva a calfb

taetrolensy el 4cido lactico si la realida casei
4.3REOMETRO

La reologia es la ciencia que caracteriza los dsii@nalizando la respuesta que cada
uno lleva a cabo cuando se le aplica un esfuerzaz([2012). El equipo que lleva a
cabo este estudio se denomina redmetro y da lugar@ograma, en funciéon del cual se

clasifican los fluidos:

Viscosidad
Aparente
_i Pseudoplastico I

Dilatante

= Newtoniano I

Velocidad cortante

Figura 6. Reograma, grafica que muestra la tendéfpica de cada tipo de fluido cuando se repradant

viscosidad aparente frente la velocidad cortaniente: web 14

33



Trabajo Fin de Master

En los fluidos newtonianos, la viscosidad no varidependientemente de la
velocidad de deformacion que se le aplique. Deti¢rdos fluidos no newtonianos, se
encuentran los fluidos pseudoplasticos cuya vidaosi sin embargo, disminuye a
medida que aumenta la velocidad de deformacioos yllidos dilatantes se comportan
de forma inversa a estos ultimos.

Para llevar a cabo el analisis, se emplean reOmetpa diferentes técnicas de
estudio. Entre ellos, se encuentran los reGmetitaionales que constan de un rotor
superior con una velocidad de giro a determinafrsésy muestra y un vaso de medicién
inferior no maovil sobre el que se coloca la muesttadiante las dos placas, la muestra
es sometida a una deformacion y se determina txideld de deformacion, esfuerzos

cortantes y la viscosidad (Slatter, 1997).

Figura 7. Redmetro. Fuente: web

El empleo del reGmetro en este trabajo tiene cobpetigo caracterizar la textura de

los productos fermentados obtenidos con estrutiyuala.

4 4ATEXTUROMETRO

A la hora de elaborar un producto alimentario, egartante determinar las

caracteristicas y los parametros texturales de d@#feando para ello un texturometro.
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Se define textura comdd' manifestacién sensorial y funcional de las peajgides
estructurales, mecanicas y superficiales de lomeatitos detectados a través de los

sentidos de la vision, del oido, del tacto y deihestesia (Szczesniak, 2002).

El Analizador de Textura aplica un esfuerzo a leestta mediante una sonda, la
cual puede presentar diferentes morfologias depeddi del producto a analizar,
obteniéndose tres parametros, tiempo, fuerza wrdist; a partir de los cuales pueden
estudiarse diferentes cualidades de la muestrezduwiscosidad, adhesividad, etc)
(Garcia, 2012).

Dado que la textura es un parametro multivariaddeha creado una nomenclatura

internacional universal para evitar confusionedtal las propiedades:

Tabla 4. Descripcién de las diferentes propiedgdesdefinen la textura. Fuente: Szczesniak, 2002

Fisicas Sensoriales
Propiedades primarias
Fuerza requerida para comprimir una
ot Fuerza necesana para 2lCanzar una sustanca entre los molares (en caso de

deformacion dada.

solidos) o entre la lengua y el paladar {en el
caso de semisolidos).

Cohesividad

Extension 3 |a que un material puede
ser deformado antes de que rompa.

Grado en que una sustancia es comprimida
entre los dientes antes de romper.

Viscosidad

Velocidad de flupp por unidad de
fuerza.

Fuerza requerida para llevar un liguido de
la cuchara a la lengua.

Elasticidad

Velocidad 2 la que un material
deformado vuelie a su condicion inicial
después de gue |a fuerza qué causa la

deformacion &5 retirada.

Grado en que un producto vuelve a su
forma original una vez ha sido comprimido
entre los dientes.

Adhesividad

Trabajo necesario para superar las
fuerzas atractvas entre la superficie
del alimento y la superficie de otros
materiales con los que e alimento
£ntra en contacto.

bajo grado de cohesividad.

Fuerza requerida para eliminar «f material
que se adhiere a la boca (generalmente al .
paladar] durante el proceso normal de .
comer

UESMTNEdd, dENELd O 22 NdLe PeEUdsiut.,

Masticabilidad

Energia requerida para masticar un
estado
ser tragado: un

glimente solide hasta el
adecuado para
producto con dureza, cohesividad y
elasticidad.

Pericdo de tiempo requerido para masticar
el producto, aplicando una fuerza a una
velocidad constante, hasta alcanzar una

consistencia adecuada para poder tragarlo.

Gomosidad

Energia requerida para desintegrar un
semisolido a un estado adecuado para
ser tragado: un producto con un bajo
grado de dureza y alto grado de
cohesividad.

Consistencia que persiste durante la

masticacion; energia reguerida para

desintegrar un semisolido a un estado
adecuado para poder tragarlo.
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Los resultados del analizador se muestran a trdgésna grafica como aparece

reflejado en la figura 8, pudiéndose obtener Idsrea de los diferentes parametros a
partir de ella como la firmeza o la adhesividad.

A
COMESIVENESS « T*

SPRINGINEZS=C-B

C=TIME CONSTANT FOR CLAY

| Az
1

1 -
: \ S
/ Vo
\\/JI'II ADHESIVENESS = Ay '.I'“'l,-"l

Figura 8. Perfil de la curva obtenida con el aaar de textura. Fuente: Szczesniak, 2002

Este equipo se empled para analizar las caractagsexturales de los productos
finales obtenidos de las fermentaciones con cgrddo de firmeza.
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MATERIAL Y METODOS
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1. Microorganismos

1.1Lactobacillus CaseCECT 475
Se mantiene congelado a -18°C en glicerol al 40% $¢ reactiva en placas de
MRS (de Man Rogosa y Sharpe, Biokar diagnostice)agmar al 2% (p/v) y se incuba
durante 48 horas a 30°C, almacenandose posteritaradiiC.

1.2 Pseudomonas taetrolebh$1G 2336
Se conserva también a -18°C en una disolucién idergl al 40% (v/v). En este
caso, se reactiva en placas de NB (Nutrient Batyila composicion es 1 g/L de extracto
de carne, 2 g/L de extracto de levadura, 5 g/Lefgqna y 5 g/L de cloruro de sodio)
con agar al 2% (p/v) y se incuba durante 48 ho2@°@. Posteriormente se mantienen

a 4°C.
2. Medio de cultivo: leche desnatada

Se utiliza leche UHT desnatada comercial de la en&emosita, cuya informacion

nutricional es la siguiente:

'('Uq-f‘r
“Desnatada
Ingredientes: Leche desnatada de vaca,
Pais de origen: Espafia
Informaci6n Nutricionaj
___ Valores nutricionales medios

10%“::.; Por porcidn 250mi | 1 Porcida/iR*
145K | 364
. 34 Keal aamg 4%
5 <059 08g 1%
= m 02 059 3%
parbono 489 | 129 5%

- 31 7.89 16%
2 0.33’ 5%

-~ 129 13% ‘
409 0g
. —
medio (8.400 K1 / 2000 Kcal).

Figura 9. Informacidn nutricional de la leche deéada empleada como medio de cultivo durante el

proyecto.
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3. Fermentacién secuencial a nivel de agitador orbitatle P. taetrolens y L.

casai

Todas las fermentaciones se llevan a cabo porahddj de modo que el proceso
descrito a continuacion se realiza doble, trabajaiempre de la misma forma y en las

mismas condiciones en ambos.

Se tomaron muestras de todas las fermentacionedordea peridédica para
determinar el pH, el crecimiento bacteriano, elstono de sustrato y la produccién de
acido, cuyos resultados son el valor medio de lgdichdos, en el caso del pH, el
consumo de sustrato y la produccion de acido, mddia resultante de la siembra en
placa de las muestras por triplicado, en el casdodevalores que muestran el

crecimiento bacteriano.

3.1Preparacion del indculo deP. taetrolens

3.1.1 Preinoculo
Tras la reactivacion de la bacteria en las plaeasH®l, se realiza un preindculo para
dicha bacteria en un matraz Erlenmeyer de 500 mL16® mL de NB en condiciones
aerdfilas. Para ello se seleccionan colonias aislatk la bacteria de las placas de
reactivacion y se inocula en el matraz. A contimacse incuba a 30°C, con una

agitacion de 250 rpm y durante 10 horas.

3.1.2 Preparacion del medio de la fermentacion
La fermentacion se va a llevar a cabo en 400 mleclee desnatada. Para asegurar
las condiciones de esterilidad, la leche se som&@°C en el bafio calefactor durante
10 minutos. Como la bacteria requiere oxigenoethé pasteurizada se trasvasa a una

botella de 2 L, en la cual, se llevara a caboraéamtacion d€. taetrolens

3.1.3 Preparacion del inéculo
Tras las horas de incubacion necesarias paraiabptgo, se toma el 10% (v/v) del
cultivo del matraz y centrifuga a 12.000 g duratf minutos. ElI sobrenadante

resultante es desechado y la biomasa sedimentadauspende y se vierte la botella de
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2 L que contiene los 400 mL de leche pasteuriZz2danuevo, se incuba a 30°C y a 250

rpm.

3.2Fermentacion delL. casel

3.2.1 Preinoculo
Posteriormente a la reactivacion de la bacteritagmlacas de MRS, se realiza un
preindculo para dicha bacteria en una botella d& & con 250 mL de MRS en
condiciones anaerobias. Para ello se inoculan mdoamsladas de la bacteria de las
placas de reactivacion en la botella de 250 mLin@gba a 37°C, sin agitacion, durante
16 h.

3.2.2 Preparacion del medio de la fermentacién
El medio en el que se va a realizar la fermentae®ha leche fermentada per
taetrolens Dado que esta bacteria no es del tipo GRAS, aldgesocularlL. caseise
esteriliza la leche de la botella de 2 L sometiéa@90°C durante 10 minutos para

eliminar la pseudomona y se deja enfriar.

3.2.3 Preparacion del inéculo
Los 400 mL de leche fermentada se vierten en ut@l®ale 500 mL para asegurar
las condiciones anaerobias requeridaslpoaseiy, una vez transcurridas las 16 h de
incubacién dd.. casej se inocula 40 mL del MRS (10% v/v) en la botelea500 mL
con los 400 mL de leche pasteurizada en el pasoopreéosteriormente, se incuba a
37°C y a 100 rpm.

3.3Fermentaciones llevadas a cabo a nivel de agitadorbital

> Optimizacion de tiempos de crecimiento de ambasehas en cultivo puro en

leche desnatada, realizando la incubacién seqgloladiciones 6ptimas de cada

bacteria:30°C, 250 rpm, condiciones aerobias garsaetrolens37°C, 100 rpm

y ausencia de oxigeno pdracasei
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Fermentacién secuencial d®e taetrolensy L. caseisin control de pH v en

agitador orbital.

Fermentacién secuencial d® taetrolensy L. caseisin control de pH v en

agitador orbital anadiéndole carragenato (agemtarizante) al 0,1%:

El texturizante utilizado se denomina k-Carrageat@afa marca Sigma-Aldrich. La

fermentacién secuencial se lleva a cabo de la mfemaa descrita anteriormente. Tras

paralizar la fermentacion de. taetrolensen el duplicado de botellas, se afiade el

texturizante de la siguiente forma:

"

"
BOTELLA A (de 2L con 400 mL
leche desnatada pasteurizada):

Fermentacion de P. taetrolens

s J

BOTELLA C (de 500 mL con 400
mL anteriores)

§ —

Esterilizacion: 902C, 10 min.

. 4

-

Inoculacién colonia aislada de
Lcaseien C

4

Carragenato 0,1%:
se afiade 0,4 g de texturizante.

s

"
BOTELLA B (de 2L con 400 mL
leche desnatada pasteurizada):

Fermentacionde P. taetrolens

s J

Incubacion:

100 rpm, 372C , 20h

A

BOTELLA D (de 500 mL con 400
mL anteriores)

. 4

Esterilizacidn: 902C, 10 min.

U —

-

Inoculacion colonia aislada de
Lcaseien C

¥

L

Incubacidn:
100 rpm, 372C , 20h

J

Disolucidn de carragenato al 4%

\ 4

Autoclave:
1219C, 20 min

. 4

Carragenato 0,1%:
se afiade 10 ml de la disolucion

Figura 10. Diagrama de flujo de la fermentaciorusecial en la que se adiciona 0,1% de carragenato

previo a la esterilizacién (A) y a posteriori (B).

» Fermentacién secuencial dke taetrolensy L. caseisin control de pH vy en

agitador orbital afiadiéndole calcio en forma delgaC

El calcio es un compuesto clave en la coagulaaiisminuyendo el tiempo del

produccion de la cuajada y favoreciendo la singr@ardo et al., 2003). Dado que el

acido lactobidnico es quelante del calcio (AlorZ@l 3) y que el calcio queda retenido
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en la cuajada, con la prueba de adicién de clatarcalcio se pretende comprobar si se

favorece la retencion del acido lactobionico eouajada.

El CaCl utilizado es un secuestrante para la elabora@équesos de Laboratorios
Arroyo para el uso alimentario industrial (E-508)yas indicaciones sefialan que es
necesario emplear 1 L de Ca@lor cada 4000 L de leche (Baldwin et al., 201®@). L
fermentacion se realiza segun la descripcion amtezalizandola, ademas de en botella,
en un matraz de 1 L para analizar las diferenaiasl €recimiento d®. taetrolensen

botella y en matraz.
El CaC} se autoclava y se afiade de la siguiente forma:
= Fermentacién en agitador orbital a nivel de botella

. Continuarla
Botella de 2 Loon . Inocular colonia L
400 mL de leche M'““E:S LR aislada de seff;:‘n‘i?;f':é‘;tn
7 2
pasteurizada Ptoetrolens lo explicad

Figura 11. Diagrama de flujo de la fermentacion €aben agitador orbital a nivel de botella.

= Fermentacién en agitador orbital a nivel de matraz:

Matrazde 1l Inocular colonia Continuarla

con 100 mLde Adicion de aislada de fermentacion
leche 0,025 mL CaCl, ptaetrol de esta bacteria

pasteurizada -taetrofens 55h

Figura 12. Diagrama de flujo de la fermentacion €ahen agitador orbital a nivel de matraz.

4. Fermentacion secuencial d@. taetrolensy L. casel en biorreactor

La fermentacion se llevé a cabo en un biorrea@&mHlo 110, USA) con capacidad
de 2L, empleando 1 L de leche desnatada pastearizad

Se tomaron muestras de todas las fermentacionézrrda periodica de la misma

forma que en el caso del agitador orbital.
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Figura 13. BioFlo 110

El biorreactor contiene una sonda de medicion dgemo disuelto (InPro 6830,
Suiza) y una sonda de pH (Mettler Toledo, SuizajbAs muestran, de forma continua
a través de un monitor, los valores de cada paranten el caso de la sonda del pH, es
necesario calibrarla previamente a la esterilizaciél equipo en el autoclave, mientras

gue la del oxigeno disuelto se calibra a posteriori

También posee una sonda medidora de la temperatnrajstema de aireacion
asociado a un rotametro y un condensador con uredande agua y una salida hacia el
desaglie, una toma de muestras, una camisa témmaaoma de alimentacion, una
sonda con la que se bombea antiespumante Y-30 §Siddnich, Alemania) en una
dilucién 1:10 de forma automatica cuando sea rédper otra sonda para bombear
NaOH 2M cuando sea preciso mantener constante ehphh valor determinado.

La fermentacion se realiza, primeramente, bajoclasdiciones de crecimiento
Optimo deP. taetrolens350 rpm, 30°C, con aireacion de 1 Lpm. El pH satiene sin
control durante la fase de crecimiento de la becfeara, posteriormente, establecer un
control automético a 6,5 (Alonso et al.,, 2011).sT#8 horas de fermentacion, se
considera qué. taetrolensha consumido la mitad de la lactosa presente &the (a
partir de las concentraciones de lactosa determgpteviamente coB. taetrolensen
cultivo puro) y se comienza la fermentaciéon.deasei 50 rpm, 37°C, sin aireacion.
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PREINOCULO P.tastrolens en
matraz con 100 mLNE e
incubacion 10h

Setoman 40 mL [10% vv) del
preindculo y se centrifuga a
120:00%g durante 10 minutos

INGCULO del pelet en botella
de 1l Lcon 1L deleche
desnatada pasteurizada

Pasodel indculo de |a botella al

Optimizacion de los pardmetros
de crecimiento de Ptaetrolens:

Incubacicn durante 48h, con

biorreactor por la toma de 5| -T2:30°C
alimentacian - Agitacién: 350 rpm

- Aireacion: 1 Lpm

control de pH.

PREINOCULO I casei en botella
de 250 mL con 250 mL de MRS
eincubacion 16h

Fasodel fermento del
bicrreactor a una botella estéril
de 1 Ly pasteurizacion (S02C,

INGCULO del 10% (v/v) del
B preinéculo de Legseien la >
misma botella del paso anterior

Pasodel indculo de la botella al
biorreactor por la toma de
alimentacion

10 minutos)

I

Optimizacién de los pardmetros
de crecimiento de L casei:

-T2:37=C > Im:ubacinn_ segun la variacion
S del pH, sincontrol de pH.

- Agitacion: 50 rpm

- Aireacién: No

Figura 14. Diagrama de flujo de la fermentaciérusecial en biorreactor.

4.1 Fermentaciones llevadas a cabo en bhiorreactor

» Fermentaciones de las dos bacterias en cultivo puro

» Fermentacién secuencial &e taetrolensy L. caseicon pH libre al inicio para

mas tarde establecer un control constante a 6,5

> Fermentacion secuencial e taetrolensy L. caseicon pH libre al inicio para

mas tarde establecer un control constante a 6,5 achicion de 0,5% de
carragenato.

5. Otras pruebas

+» Pruebas de cuajado:

El objetivo de este experimento es comprobar etefge la concentracion de acido
lactobidnico obtenido en la fermentacion sobreolanficion de la cuajada lactea. Para

ello se realizan pruebas por duplicado de cuajatddeehe desnatada en diferentes
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condiciones e induciendo la cuajada por precigitadicida 0 mediante cuajo, de modo
que en 12 tubos de tapa verde se realiza la siguikstribucion:
* 4 tubos con leche desnatada
* 4 tubos con leche desnatada y 30 g/L de acidodgxtiwo. Cada tubo contiene
40 mL de leche desnatada, por lo que se le afnddgede acido lactobiénico.
e 4 tubos con leche diluida 1:2. La leche utilizaddas experimentos contiene 31
g de proteina/L por lo que, tras la dilucion, la@entracion de proteinas sera la
mitad. El objetivo es observar la influencia dedamcentracion de las proteinas

en la formacion de la cuajada.

De los 4 tubos de cada supuesto, dos de ellos semdetidos a precipitacion acida

y a otros dos se les afiadira cuajo.

Precipitacion &cida:

Se le aflade a cada tubo 2 mL de HCI 1 N y se c¢afies 50°C. Si no se produce
una separacion de la cuajada y el suero, se pesdiéfiegar el tubo durante 1 minuto a
6000 g (Smith et al., 2016).

Coagulacion con cuajo:

Se le afiade 0,01 ml CaQ0,75 g/ml) a cada tubo. Posteriormente, se irurarp
0,005 g de cuajo (51 g de cuajo en 440 L) y seba@i35°C durante 45 minutos (Van
Tassell et al., 2015).

«+ Determinacion de proteina;

Se determina por el método de Bradford (Bradford76), técnica
espectrofotométrica basada en el cambio de colocaderante azul de Coomassie G-
250. Se realiza la determinacion de la absorbaeita muestra a 595 nm que sera
proporcional a la concentracion de proteina qudiems ésta. Se emplea NaCl 0,15M
para realizar una dilucion de la muestra 1:31.dPmsmente, se filtra la disolucion para
evitar que la biomasa interfiera en la espectrofigtvia y se realiza la medicion.
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< Prueba de concentracion de texturizante:

A los productos obtenidos de la fermentacion sexakren botella con Cagl
duplicada se les inocul6 diferentes concentracideesarragenato para determinar cual
de ellas es la mas adecuada para obtener un poocluga textura se asemeje a la del
yogur. Tras obtener valores texturales del prodietoentado con 0,1% de carragenato
(insuficientes para lograr una cuajada firme) earlgerior fermentacion, en este caso se
empled el texturizante al 0,5%, 1% y 2%, inocula@®b g, 0,5 g y 1 g de carragenato
respectivamente en 50 ml de producto fermentad. fin

«» Determinacion de sinéresis:

Mediante la diferencia del peso de la cuajada ysdefo juntos con el peso solo de
la cuajada se puede determinar el porcentaje dadaug suero que se ha formado en el

producto lacteo obtenido.

6. Toma de muestra y métodos analiticos:

Todas las muestras tomadas de forma periodicasdéetmentaciones a nivel de

agitador orbital y de biorreactor son sometidassaslguientes pruebas:

6.1pH

Se toma de 2 mL de muestra en un tubo de tapde versk mide su pH (pH.meter
BASCI 20+ CRISON).

6.2 Siembra en placas

Se toma una alicuota de 1 mL en un tubo Eppended Kealizan diluciones seriadas
utilizando NaCl 0,7% (p/v) basandose en los redakaobtenidos en la curva de
crecimiento de cada bacteria. Posteriormente, a&zaiela siembra por triplicado en

sdbana de placas de NB y MRS p#&rataetrolensy L. casej respectivamente. Se
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incuban a 30°C, 48 horas y se procede al recuemttasd colonias expresando los
resultados obtenidos en ufc/mL.

6.3 Cromatografia HPLC

La misma alicuota del paso anterior se centrifegaBppendorf Centrifuge 5415R)
y el sobrenadante es empleado para determinarHeeotvacion de lactosa, acido
lactobidnico y &cido lactico del producto que seofsgeniendo mediante cromatografia
de liquidos de alta eficacia. Para ello, y dado lqueoncentracion de lactosa en las
primeras horas es muy alta, se realiza la diluti@f del sobrenadante

Figura 15. HPLC Agilent, 1200 series.

El equipo utilizado es Agilent, modelo 1200, ydaé¢ movil esta compuesta por una
disolucion de acido sulfarico 0,450 mM (50 ul dgSBy en 2 L de agua MiliQ). La
disolucion se filtra a vacio con un filtro de 0,48n y se somete a un bafio de
ultrasonidos durante 30 minutos para eliminar bjashula elucion es isocratica,
manteniendo la composicion de la fase movil costam todo el proceso. Para el
mantenimiento de los canales y los filtros se emnf@epropanol.

El modelo de la columna del cromatégrafo es ICEHp-ION-300 (Transgenomic
Inc., USA). El flujo que atraviesa la columna es@& mL/min, a una temperatura
constante de 75°C y con una presion de 40 baregiaadamente. Ademas, se emplea
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un detector del tipo RID (detector de indice deaion) y Agilent ChemStation como
software de recogida de datos.

6.4 Reologia

Se ha empleado el reémetro Haake Mars Il de TheBaientific asociado a un
controlador de temperatura Peltier. ElI sensor asagblaca de titanio de 90 mm de
diametro. La distancia de separacion entre la aparior y la inferior es de 1 mm y
las condiciones de trabajo van a permanecer cdastam todas las muestras con un
ritmo cortante de 0,01 a 10 1/s, a temperatura emwi(20°C) y sin tiempo de
adaptacioén, obteniéndose una curva de flujo.

1 11 Y W E—
—‘\”u“

li
|

I

l'

| |
Figura 16. Reémetro Haake Mars Il llustracion 17. Placa de titanio superior déihnetro

El redmetro se utilizé para determinar las propiedafisicas de los productos
fermentados sin estructura de gel.

6.5 Andlisis textural

El analisis de la textura de los productos ferndwgacon estructura de gel se llevo a
cabo mediante un texturometro TA.XTplus (Stable riMiSystems) con una sonda
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esférica P/0.55, con la que se determind la firmelaadhesividad de la muestra. La
sonda se coloca en el brazo mévil del equipo e slica una altura de trabajo de 40
mm. Se analizaron 50 mL de cada producto resultdieada fermentacion, utilizando

como soporte un vaso de pléstico fijo a la basewdalizador. Los resultados de dureza
y adhesividad obtenidos se muestran en gramos.

Figura 18. Sonda P/0.5 S Figura 19. Analizador TA.XTplus, Stablécro System

49



Trabajo Fin de Master

RESULTADOS
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1. Fermentacién deP. taetrolens en cultivo puro a nivel de agitador orbital

y de biorreactor.

Los datos de pH y crecimiento registrados duraate dos fermentaciones se

muestran en la figura 1:

P. taetrolens puro

7,5
7
6,5 Lo Agitador

orbital
T 6
2 Biorreactor
5
4,5
4
0 20 40 60 80
Tiempo (h)
P. taetrolens puro
1,00E+10
1008105 /
E Agitador
£ orbital
S 1,00E+08 —a&— Biorreactor
S
1,00E+07

1,00E+06

0 20 40 60 80
Tiempo (h)

Figura 20. Evolucion del pH (grafica superior) yldg unidades formadoras de colonia (grafica iafgri

en la fermentacién de. taetrolenguro a nivel de agitador orbital y de biorreactor.

En ambas fermentaciones se observa en las priineras un aumento del pH desde
6,5 hasta valores entorno a 7, en el caso deldaictor, o a 7,5 a nivel de agitador
orbital. Este incremento de pH durante la fase réeimiento exponencial puede ser
debido a la presencia de nitrégeno como productondgabolismo de proteinas
(Alonso, 2013). A nivel de biorreactor, como estgidh de control de pH, se emplea la
técnica “pH-shift” por lo que a partir de las 16dm el pH se mantiene constante a 6,5
siendo el valor 6ptimo de crecimiento para el mataimo oxidativo deP. taetrolens
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(Alonso, 2013) y evitando la caida hasta 4,5 qupisipresenta la fermentacion llevada
a cabo en el agitador orbital debida a la producd®acido lactobidnico.

En cuanto a las unidades formadoras de colonia€g¢)Jfo existe una diferencia
notoria entre el agitador orbital y el biorreagtarque sus maximos 6,70 x°30a 4,10
x 10°ufc/ml respectivamente. Posteriormente, en ambateteta un leve descenso de

las ufc/ml que puede deberse a la muerte del nrigapgsmo.

La evolucion de la utilizacion de lactosa y la progddn de acido lactobiénico a lo
largo de la fermentacion pura &e taetrolensa nivel de agitador orbital y a nivel de

biorreactor se representa en las siguientes figuras

P. taetrolens puro - Lactosa

70,00
60,00 L—

50,00 |

40,00

30,00 Agitador orbital
20,00 ———

\_.

0 20 40 60 80
Tiempo (h)

—a— Biorreactor
10,00

0,00

Concentracién (g/L)

Figura 21. Evolucién de la concentracién de lactmsao sustrato de la produccion de acido lactobani

en cultivo puro dé. taetrolensa nivel de agitador orbital y de biorreactor.

P. taetrolens puro - Acido lactobiénico
45,00

= 40,00
2 40
X0 35,00 o
c
5 30,00 ’L
o 25,00
g 20,00 F'
S 1500 / Agitador orbital
g 1000 Biorreactor
o —
S 500 f

0,00

0 20 40 60 80
Tiempo (h)

Figura 22. Evolucion de la produccion del acidadamnico en la fermentacion pura Betaetrolensa

nivel de agitador orbital y de biorreactor.
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La lactosa representada en la figura 2 presenteestenso en ambos casos debido a
su utilizacién como sustrato para la produccionagedo lactobidnico. La concentracion
de lactosa disminuye hasta 15,15 g/L en el cada flgmentacion en agitador orbital y
a valores de 3,81 g/L en el biorreactor.

En cuanto al &cido lactobidnico, a nivel de agitaatbital se llega a sintetizar 34,16
g/L a las 86 horas, mientras que en el biorreagtl@s mismas horas se produce una
concentracion similar, 38,63 g/L.

Por tanto, con las formulas que aparecen a cowifniase calcula la productividad

de acido lactobiénico y el rendimiento sobre stistd@ ambos casos:

Concentracién de acido lactobidénico (“L—’)

Nede horas
Figura 23.Formula de la productividad de acidodaiginico.

Productividad =

Sustrato consumido (“L—’)
Rendimiento sobre sustrato =

Acido lactobiénico producido (%)

Figura 24.Férmula del rendimiento sobre sustrato.

Tabla 5.Se muestra la productividad de éacido lagtito y el rendimiento sobre sustrato de la

fermentacion pura de. taetrolensa nivel de agitador orbital y de biorreactor.

Productividad Rendimiento sobre sustrato
Agitador orbital 0,406 0,88
biorreactor 0,459 0,98

Como muestra la tabla 5, la productividad y el nemehto sobre sustrato tanto en
agitador orbital como a nivel de biorreactor préservalores similares. Aun asi, tanto
el dato de la productividad como el del rendimieegomayor en el biorreactor, lo que
puede deberse al control del pH realizado en 6¢& euita la inhibicion acida del

microorganismo favoreciendo el mejor aprovecharpielel sustrato.

De la prueba de la fermentacion Be taetrolensen matraz se obtuvo que la

fermentacion transcurre mas rapido (mas lactobodait menos tiempo, por tanto mas
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productividad), pero se selecciona la botella #est matraz por la necesidad de un

mayor volumen de cultivo que permita monitorizafelanentacion durante mas tiempo.
2. Fermentaciones secuenciales.
Tras el estudio del modelo de crecimientoPddgaetrolensen la leche desnatada y
de las tasas de consumo de sustrato y de produdeiaoido lactobionico, se procede al
estudio de la fermentacién secuenciaPdéaetrolengunto conL. casei

2.1 pH:

La variacion del pH de las fermentaciones seculsxigevadas a cabo a nivel de

agitador orbital se muestran en la figura 25.

pH

Etapa 1 - Agitador orbital Etapa 2 - Agitador orbital
7,5 6
7 | 35 —=— Secuencial 1
!! 5 \-\ —a— Secuencial 1 5 N
6,5
\ :5_ 45 Secuencial 2
6 Secuencial 2 +0,1%
4 texturizante
55 \ \ ——Secuencial 3
’ ——Secuencial 3 35 con CaCl2
con CaCl2
5 3
0 20 40 60 0 5 10 15 20 25
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 25. Evolucion del pH en las diferentes fertaeion secuenciales llevadas a cabo a nivel de
agitador orbital. La gréafica de la izquierda, denada “Etapa 1", representa la fase de la ferméniac
secuencial realizada pBr taetrolensLa de la derecha, “Etapa 2", muestra la fasea@ué se inoculb.

casei,posteriormente a la esterilizacion del medio dévaucon la consecuente eliminacion e

taetrolens

En el caso d®. taetrolensen los tres casos se observa un pequefio ascensd d
en las primeras horas, al igual que en el cultive gel apartado anterior, siendo mayor
el aumento en el caso de la fermentacion secuehciple en las otras dos. En las
siguientes horas, el pH comienza a descender uhistaa forma que se producia en la
fermentacion pura del agitador orbital hasta valaetorno a 5,5, consiguiéndose con

mayor rapidez en la fermentacion secuencial 1 yleersecuencial 3 con CaCl
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Posteriormente, las fermentaciones se detuvieroa ipacularL. casei En todos los

casos, la fermentacién se detuvo al alcanzar unaptdximado de 5,5 ya que en

trabajos anteriores (Garcia et al., 2017b) se u® un pH inicial menor a 5 impide el

correcto desarrollo posterior decasei.

pH

6,5

55

4,5

35

Agitador orbital

—~—_

S~

~ —o— L. casei

puro

5 10 15

Tiempo (h)

20 25 30

Figura 26. Evolucién del pH en fermentacion purd deaseien agitador orbital.

El descenso de pH llevado a cabo por este micromga se debe a la produccion

de &cido lactico. La fermentacidén puraldeaseipresenta un descenso del pH mucho

mas acusado que en las fermentaciones secuengakzmdo de un pH de 6,5 en el

inicio a un pH final de 3,95. Sin embargo, en ksnientaciones secuenciales parte de

un valor entorno a 5 y desciende a un pH entre 8,8%7. La presencia del acido

lactobiénico se suma a la del acido lactico alcadase valores de pH mas &cidos que

en un producto tradicional fermentado Gnicamentebpoterias acido lacticas.

Etapa 1 - Biorreactor

N

—,

——

Secuencial 4

—#— Secuencial 5

0 10 20 30

Tiempo (h)

40

50

Etapa 2 - Biorreactor

: \
\ \ —a— Secuencial 4
\ \
\ \‘ Secuencial 5
N~ +0,5%
texturizante
0 5 10 15 20 25

Tiempo (h)

Figura 27. Evolucion del pH en las diferentes fertaeién secuenciales llevadas a cabo en biorreactor

La grafica de la izquierda, denominada “Etapa dfjresenta la fase de la fermentacion secuencial

realizada poP. taetrolensLa de la derecha, “Etapa 2”, muestra la fasaeué se inoculb. casei,

posteriormente a la esterilizaciéon del medio dévauton la consecuente eliminaciénkletaetrolens
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Durante las fermentaciones secuenciale® teetrolensse ha empleado la técnica
“pH-shift”, en la que inicialmente se permite laiaaion libre del pH durante la fase de
crecimiento exponencial de la bacteria. En estaaion, el pH vuelve a realizar una
subida de igual caracteristicas que en las fermiemis anteriormente descritas. En el
caso de la fermentacién secuencial 5, la subidalddlanscurre de forma mucho mas
lento y de forma mas pronunciada que la fermemasicuencial 4. En las horas

posteriores, el pH se automatiza a 6,5 en ambaefeaciones.

Biorreactor

6 e

:g- 5 \\
4 \. —o— L. casei
3 puro

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (h)

Figura 28. Evolucion del pH en fermentacion pled. caseien biorreactor.

En cuanto a la fermentacion de caseien biorreactor, la fermentacion pura
transcurre de forma similar a la del agitador atbiEn la etapa 2 de la secuencial 4 del
biorreactor, se produce un descenso del pH madadpinas bajo que en la secuencial
5 con texturizante, llegando a las 24 horas a galde pH de 3,56 en la primera y a
4,11 en la segunda. En ningun caso se alcanzatoresanferiores a 3.5, como sucede
en las fermentaciones ejecutadas sin control deEgke menor descenso de pH resulta
favorable de cara a no obtener unos valores deadieimasiado elevados que pudiesen

desfavorecer la calidad organoléptica del prodfictd.

2.2 Unidades formadoras de colonias:

Los recuentos de las ufc se han llevado a cabom®mkdios propios de cada

bacteria, siendo el NB paraPataetrolensy el MRS pard.. casei
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Figura 29. A la izquierda, placa de NB con colomia®. taetrolensA la derecha, placa de MRS con

colonias dd.. casei

Los resultados obtenidos a nivel de agitador dregaepresentan en las siguientes

gréficas:

ufc/ml

1,00E+11

1,00E+10

1,00E+09

1,00E+08

1,00E+07

Etapa 1 - Agitador orbital

N

v

~—— Secuencial 2

!

—=—Secuencial 3

0 20 40
Tiempo (h)

60

ﬁ%—\- o secuendial1

con CaCl2

ufc/ml

1,00E+10

1,00E+09

1,00E+08

1,00E+07

1,00E+06

1,00E+05

Etapa 2 - Agitador orbital

—

0 5 10 15 20

Tiempo (h)

—=— Secuencial 1

————Secuencial 2
+0,1%
texturizante

== Secuencial 3
con CaCl2

25

Figura 30. Evolucion del crecimiento (ufc/ml) de tiferentes fermentaciones secuenciales llevadas a

cabo en agitador orbital. La “Etapa 1" represeatiase de la fermentacion secuencial realizad® por

taetrolens La “Etapa 2” muestra la fase en la que se inocutasei,posteriormente a la esterilizacion

del medio de cultivo con la consecuente eliminaciéR. taetrolens

P. taetrolenspresenta una curva de crecimiento similar enrs fermentaciones

secuenciales llegando a presentar un pico mayd, 52 x 16° en la fermentacion

secuencial con texturizante. En las dos restal#egjfc por mililitro maximas que se
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alcanzaron fueron 6,10 x 1@n la fermentacién secuencial y 1,23 x°16n la

secuencial con cloruro de calcio. Ademas, los picéasimos coinciden en los tres casos

entre las 48 y las 50 horas.

1,00E+10

1,00E+09

1,00E+08

ufc/ml

1,00E+07

1,00E+06

Agitador orbital

/‘\.

—

~

|, casei

/

puro

10 15

20 25

Tiempo (h)

30

Figura 31. Evolucién del crecimiento (ufc/ml) emnfientacion pura de. caseillevada a cabo a nivel de

agitador orbital.

Tras la inoculacién dé. casej también se observa un crecimiento similar en la

fermentacion pura, secuencial 1 y la secuencian3ctoruro de calcio. En este caso, los

méximos obtenidos son 2,23 x°12,13 x 18y 3,65 x 16 respectivamente entre las 20

y 25 horas.

Cabe destacar que el crecimientd.deaseien la segunda etapa de la fermentacion

secuencial no parece verse negativamente afectadongun caso por la actividad

previa deP.taetrolensni por la presencia del acido lactobidnico en elliim, ya que se

alcanzan valores de biomasa dentro del mismo rgogocuandd.. caseicrece en

cultivo puro.

En el caso de las fermentaciones en biorreactdra ggocedido a realizar recuentos

en placas de igual forma que en el caso anteristraradose los resultados en la figura

32.
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ufc//ml

Etapa 1 - Biorreactor Etapa 2 - Biorreactor
1,00E+11 1,00E+10
1,00E+10 ——=0 1,00E+09 A
,ﬁ\‘ E —a— Secuencial 4
1,00E+09 S LOOE+08
,/‘ —=—Secuencial 4| ‘5 [
1,00E+08 L00E+07 [/
- Secuencial 5 .
—#—— Secuencial 5
1,00E+07 1,00E+06 N +0,5%
0 20 40 0 10 20 texturizante
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 32. Evolucion del crecimiento (ufc/ml) en tiferentes fermentaciones secuenciales llevadas a
cabo en biorreactor. Se representa la etapa lid@idd la izquierda) perteneciente a la fermentacié
llevada a cabo pd?. taetrolensy la etapa 2 (grafica de la derecha) en la quecsrilaL. caseien

ausencia del primer microorganismo fermentador.

El crecimiento deP. taetrolenses menor en la fermentacién secuencial 5. El valor

méximo obtenido es 2,17 x Mientras que en la fermentacién secuencial 4 beb28
x 10%.

Biorreactor
1,00E+10
E 1,00E+08 —
S~
]
5 1,00E+06 (— L. casei
puro
1,00E+04
0 10 _ 20 30
Tiempo (h)

Figura 33. Evolucién del crecimiento (ufc/ml) ennfientacion pura de. caseien biorreactor.

En la fermentacion pura de caseise alcanzan valores de 1,87 X Gift/ml a las 24
horas. En la segunda etapa de la fermentacion rsgalied y 5 se observa un
crecimiento exponencial desde el inicio hasta labdas donde el recuento, en el caso
de la fermentacion secuencial 4, no se ha poda@ila cabo. Igual que en el caso de
las fermentaciones a nivel de agitador orbitaleti@pa previa de oxidaciéon llevada a
cabo porP.taetrolensno perjudica el posterior desarrollo tlecasej alcanzandose
valores de UFC/mL incluso mayores a las 10 horasudvo en la fermentacion

secuencial.
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2.3 Lactosa, acido lactobidnico y acido lactico

Las concentraciones de lactosa de las fermentacienebotella muestran una
tendencia descendente debido a que es el sustrdtordaccion tanto de. taetrolens
para la sintesis del acido lactobidénico, comd.deaseipara la produccion del acido
lactico. La concentracion de la que se parte esblar encontrando valores iniciales
entre 27 y 44 g/L, al igual que las concentracidiesdes que engloban valores entre

19,5 y 14,5 g/L. El mayor descenso tiene lugaraifiefmentacion secuencial 2 con
texturizante, pasando de 44 g/L a 14,50 g/L.

Agitador orbital - Lactosa
45,00

P——\
= 40,00
~
&0 ) . )
p 35,00 \ - Secuencial 1
€ 3000
o \ \—\‘
£ 25,00 Secuencial 2 +0,1%
[ S texturizante
g 20,00 %‘
] .
O 1500 — —&—Secuencial 3 con CaCl2

10,00

0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)

Figura 34. Evolucién de la concentracion de lacf{géa) en las diferentes fermentaciones secuergiale

llevadas a cabo a nivel de agitador orbital.

Biorreactor - Lactosa
60,00

=

<. 50,00

o0 4

=~ 40,00 .

‘g 3000 —e— Secuencial 4

.a ' h\ \

© 2000 T 5

= \ .

< 10,00 — .

9 ! Nt Secuencial 5

g 0,00 +0,5%

o 0 10 20 30 40 50 60 70 80 texturizante
Tiempo (h)

Figura 35. Evolucion de la concentracion de lacfgda) en las diferentes fermentaciones secuerxiale

llevadas a cabo en el biorreactor.

En el caso de las fermentaciones llevadas a cabblearreactor, también existe un
descenso esperable en la concentracion de ladgadada fermentacion secuencial 4 la
disminucién de la lactosa comienza en 45,26 gfjalhelo a valores finales de 7,31g/L,
el mayor descenso de las cinco fermentaciones.
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Agitador orbital - Acido lactobidnico
16,00
,——0
~— 14,00
< /__—/
b0 12,00
.S 10,00 / = ——Secuencia 1
'g 8,00 i / -
E 6,00 / / \ Secuencial 2
g - +0,1%
5 400 texturizante
° .
O 200 —— Secuencial 3
con CaCl2
0,00 A/.{./
0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)

Figura 36. Evolucién de la concentracién de acabdobionico (g/L) en las diferentes fermentaciones

secuenciales llevadas a cabo a nivel de agitadbitabr

El &cido lactobidnico presenta una tendencia asteadesperable debido a su
sintesis por parte d®@. taetrolens La fermentacion secuencial 1 es la que mas
concentracion de acido lactobidnico ha obtenida, wo maximo de 14,79 g/L. Seguido
de ésta se encuentra la fermentacion secuenciah 2exturizante, con 10,34 g/L, y la
secuencial 3 con cloruro de calcio cuyo maximo ida ge 8,94 g/L. En esta Ultima
queda reflejado que la presencia de calcio no yiaflen la retencion del acido
lactobidnico en la cuajada, seria necesario reabpas estudios incrementando la

concentracioén del calcio.

Tanto la fermentacion secuencial 2 como la 3 maesin pequefio descenso en la
concentracion del acido lactobidnico en las Ultilnasas que puede deberse a que tras
la inoculacion del. casej el producto fermentado comienza a cuajarse pr@tde
muestra es dificultosa. También, en trabajos mmesr (Garcia et al., 2017b) se ha visto
que L.caseiconsume la lactosa en primer lugar dentro de rsuigeia de consumo de
carbohidratos, observandose sélo un pequefio condenaxido lactobidnico cuando

aun queda lactosa en el medio.
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Biorreactor - Acido lactobiénico
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Figura 37. Evolucién de la concentracion de acaatobiénico (g/L) en las diferentes fermentaciones

secuenciales llevadas a cabo a nivel de biorreactor

En la figura 37, a nivel de biorreactor, se obsdarabién un aumento del acido

lactobiénico. Tanto en las fermentaciones en bémter como en las de agitador orbital

la produccion se realiza de forma muy pronunciadsteh aproximadamente las 48

horas, momento en el que se para la fermentacise glimina la pseudomona para

inocular elL. casei

Agitador orbital - Acido lactico Biorreactor - Acido lactico
- 10
; /
= 2 — = 8 /
5 3
c S /
:g 15 ~ —+—Secuencial 1| -3 /
© 5
g b=} . / ) 4 —e—Secuencial 4
S 10 S /7
3 g 3
2 5 [/
S s { Secuencial2| O 2 // s als
+0'1% 1 ++SC:;nC|a
0 . . - 17 texturizante R S— — JJ te);turizante
0 50 100 0 50
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 38. Evolucién de la concentracion de acéatido (g/L) en las diferentes fermentaciones

secuenciales llevadas a cabo a nivel de agitathitabfen la gréafica de la izquierda) y en la sewisd a

nivel de

biorreactor (grafica de la derecha).

El &cido lactico comienza a sintetizarse solo dimpde la inoculacion dé. casej

obteniéndose la mayor concentracion en este casfermentacion secuencial 2 con

texturizante, 22,03 g/L. A nivel de biorreactor, ebserva el mismo patrén de
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produccion que en el caso anterior, alcanzandoaeconcentracion de 9,80 g/L en la

fermentacion secuencial 4 y 4,60 en la secuena@ah3exturizante.
3. Caracterizacion del producto obtenido

Una vez caracterizado el proceso de elaboraciompmelucto fermentado lacteo
enriguecido en acido lactobionico, se procede actarizar el producto fermentado

final de las fermentaciones.
3.1 Caracterizacion textural

Para determinar la textura que presentan los ptosldtnales obtenidos de las
fermentaciones que se enumeran a continuacidnasestmetido a pruebas con el
texturometro y el redmetro dependiendo de si lauestra es de tipo gel o no. Esta
caracterizacion permite, ademas, determinar etefila oxidacion de la pseudomona
y la presencia del acido lactobionico sobre lapipdades fisicas del producto final,
comparado con las encontradas en un producto imadidermentado sdélo por bacterias

acido lacticas.

> Fermentaciones a nivel de agitador orbitar L. casei
- Secuencial 1

. . - L. casei
» Fermentaciones en biorreactar )
- Secuencial 4
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Agitador orbital
16000
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Figura 39. A la izquierda, se muestra la curvalde fle las fermentaciones Hecaseipuro y secuencial
llevadas a cabo a nivel de agitador orbital, emjlessse representan los datos obtenidos en el nedde
la viscosidad frente a la velocidad cortante. Adeecha, fotografia del producto final obteniddeen

fermentacién secuencial.

Como se observa en la figura 39, en el caso ddelasentaciones a nivel de
agitador orbital, tanto el producto obtenido déeslenentacion pura de. caseicomo la
secuencial 1, han sido sometidos a pruebas degiaa@da su apariencia liquida. Los
resultados obtenidos indican que a medida que aanerelocidad de deformacion, la
viscosidad disminuye por lo que ambos productosietie un comportamiento
pseudoplastico.

Tabla 6. Tabla que muestra la viscosidad mediamelucto obtenido por las diferentes fermentacignes

su desviacion estandar.

Tipo de fermentacion Viscosidad (cP) Desviacion estandar
L. casei biorreactor 4,49 0,34
Secuencial biorreactor 4,05 0,32

En cuanto a las fermentaciones en biorreactor pi@seina viscosidad muy baja,
cercana a la del agua que es 1 cP. Ademas, existeoscilacion que tiende a
mantenerse constante (figura 40).
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Biorreactor
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Figura 40. Curvas de flujo de las fermentaciormglilas a cabo en biorreactor. Se representa la
viscosidad (cP) respecto a la velocidad cortantetnr@odose una oscilacion constante y con valores de

viscosidad muy bajas.

Por tanto, las fermentaciones en botella son m&sas que aquellas llevadas a
cabo a nivel de biorreactor. A nivel de agitaddital, la fermentacion secuencial 1 es
mAas viscosa que la pura decasej hecho razonable dado a que la secuencial 1 cuenta
con una cierta concentracion de acido lactobiomjoe, como ya se ha indicado
anteriormente, es un agente gelificante. A nivebaereactor, sin embargo no existe
mucha diferencia, ambas fermentaciones tienen istasidad muy baja. Las pruebas
de cuajado realizadas corroboraron que el &cidaodamico no interfiere
negativamente en la formacion de la cuajada (débchee supone que la deberia

favorecer), por lo que la falta de cuajado y laabagcosidad obedece a la agitacion
interna del biorreactor.

3.2 Sinéresis

La prueba de desuerado permite determinar el p@jeetie suero y de cuajada que
se ha obtenido en cada producto fermentado. Sedidrealizar el experimento solo
en aguellos en los que se ha producido la separdeiésuero y de la cuajada, los cuales
se muestran en la tabla7. Las fermentaciones lesvadabo en biorreactor presentan un
porcentaje mucho mas alto de suero (44,28 y 47,26f%)a fermentacion secuencial en
agitador orbital (26,92%). EIl bajo porcentaje ders en el caso del agitador orbital
puede deberse a la rotura de la cuajada al homzagethirante la toma de muestra.
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Tabla 7. Se muestra el porcentaje de cuajada yet® ®btenidos en aquellos productos fermentados en

los que se produjo la sinéresis.

Tipo de fermentacion % CUAJADA % SUERO
Secuencial en agitador orbital 73,08 26,92
L. caseipuro en biorreactor 55,72 44,28
Secuencial en biorreactor 52,74 47,26

Figura 41. A la izquierda se observa el desueratiprdducto fermentado obtenido del proceso
secuencial en biorreactor. A la derecha, sin entha® muestra el producto elaborado a partir de la
fermentacion d@. taetrolensen el biorreactor, en el cual, no se ha llevadal® la separacion del suero
y la cuajada.

3.3 Proteina

A partir de los datos de absorbancia del especttmietro obtenidos con el método
de Bradford y con la recta de calibrado se obtavaohcentracién de proteina en g/L de
las siguientes fermentaciones:

Tabla8. En la tabla se exponen las concentracidagsoteina determinadas a partir del método Brddfo

de las diferentes fermentaciones llevadas a cabo.

Tipo de fermentacion Concentracion de proteina (g/L)
L. casei agitador orbital 1,26
L. casei biorreactor 0,44
Secuencial agitador orbital 1,39
Secuencial biorreactor 0,47

66



Trabajo Fin de Master

Figura 42. Fotografia en la que se observa el arpeto del método de Bradford. El primer tubo
empezando por la izquierda es el blanco, siendddssiguientes la fermentaciénldecaseipura y la
fermentacion secuencial 4, ambas en biorreacterdba Ultimas son la fermentaciénldeaseipura y

la secuencial 1, en este caso a nivel de agitatddab Existe un cambio de color hacia un tond,azu
siendo mas notorio en los tubos que pertenecenradastras del agitador orbital, lo que indicalgue

concentracioén de proteina en éstos es mayor glos elel biorreactor.

4. Ensayos de aditivacion

La obtencion de productos fermentados con pocaistensia, asi como el alto
porcentaje de desuerado descrito anteriormente2(@¥ en el menor de los casos),
hacen interesante la adicion de texturizante combgttivo de obtener productos
fermentados con mayor consistencia y evitar larsepa del suero. Por tanto, se han
llevado a cabo fermentaciones secuenciales a lessgues incorporé carragenato al
0,1% y al 0,5%. Los productos obtenidos presentarerio grado de cuajada, por lo

gue se sometieron a analisis con el texturémetro.

Tabla 9. Tabla en la que se refleja los valorefirdeeza (g) y adhesividad (g) obtenidos al som&tsr

productos finales de las fermentaciones secuesdale texturizante a analisis con el texturometro.

Tipo de fermentacion Firmeza (Q) Adhesividad (g)
Secuencial con 0,1% texturizante agitador
_ 189,933 -33,8745
orbital
Secuencial con 0,5% de texturizante
101,055 -3,727

biorreactor
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Los datos que se observan en la tabla 9 muesteae guintroduccion de un 0.1%
de texturizante se obtuvieron valores de firmezie yadhesividad mayores que con el
0,5% de carragenato en el biorreactor, hecho qne poevamente de relieve el efecto

de la agitacion interna en el biorreactor alterdadormacion de la red proteica.

-

Figura 43. Producto obtenido de la fermentaciéneecial 5 con 0,5% de carragenato a nivel de taotoe. En

la imagen superior se observa el producto finadlgmopio biorreactor. En ella se puede observaotea central

tras el proceso de agitacion interna En la imaggsmior se muestra el mismo producto en el rectpieitilizado
para la medicion en el texturémetro.

Figura 44. Producto fermentado obtenido de la fata@dn secuencial 2 con 0,1% de carragenato & nive
de agitador orbital
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En el caso de la fermentacidon secuencial con tieante del biorreactor, también se
analizé con el reometro obteniéndose resultadosirgliean que se trata de un fluido

pseudoplastico.

Ademas, también se han realizado ensayos integrahdmrragenato una vez
obtenido el producto final de la fermentacién. Estee caso, se afadieron
concentraciones de texturizante superiores al 0cb%egl objetivo de obtener productos

fermentados con texturas mas firmes.

Tabla 10. En la tabla se refleja los valores dmédiza (g) y adhesividad (g) obtenidos al incorporar
diferentes concentraciones de carragenato al ptodobtenido a nivel de agitador orbital y de

biorreactor.

Concentraciéon de _ ..
Firmeza (g) Adhesividad (g)
carragenato
_ _ 1% 80,39 -4,14
Agitador orbital
2% 661,11 -16,17
1% 257,42 -6,96
Biorreactor 1,50% 366,62 -5,30
2% 977,31 -8,11

Como cabe esperar, a medida que se aumenta lant@wi@n de carragenato, tanto
la cohesividad y firmeza como la adhesividad deuljada aumenta. Como se observa
en la tablal0, aunque la incorporacion de carrdgesa produzca en la misma
concentracion en el caso del 1% y del 2% en amha&stnas, la firmeza de la muestra
obtenida en biorreactor es mayor en los dos cafisgrvandose una diferencia de mas
de 170 g en el caso del 1% y de mas de 300 g 2foelA nivel de agitador orbital
también se realiz6 la prueba con 0,5% de textuwezain llegar a producirse una
cuajada consistente. Los resultados obtenidosed dévagitador orbital se muestran en

la siguiente figura:
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Figura 45. Producto obtenido a nivel de agitadbitakral que se le aplic6 0,5%, 1% y 2% de
carragenato.

Figura 46. Producto obtenido a partir de una fetem@dn secuencial a nivel de agitador orbital c@ 2
de carragenato.

En las imagenes se observa la textura liquida dritstra con menor concentracion
de carragenato y la textura mas consistente deulestna que contiene el 2% de
concentracion. Esta Ultima presenta una texturafinas que la de un yogur comercial
mientras que la del 0,5 es mas bien del tipo ytguido. En la muestra que contiene el

1% de carragenato se observo una textura medialastotras dos concentraciones.

70



Trabajo Fin de Master

Figura 47. Producto fermentado obtenido a nivdbidereactor al que se le aplicd 1%, 1,5% y 2% de

carragenato

Figura 48. Producto obtenido a partir de una feta@dn secuencial a nivel de biorreactor con 1,%% d
carragenato (imagenes superiores) y con el 2% dagemato (imagenes inferiores).
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En el caso de las pruebas de texturizante en dupto obtenido del biorreactor se
obtuvieron resultados similares a las anterioremds la concentracion del 2% la

proporciona al producto fermentado final una textmias firme.

5. Tabla resumen de los productos finales

Las siguientes tablas muestran las caracteristipas poseen los productos

fermentados finales que se han elaborado en esteqto.

Tabla 11. En la tabla se muestran las caractersstipie posee cada producto fermentado final del

agitador orbital, tanto las ufc/ml de taetrolensy deL. caseicomo la concentracion de lactosa, acido

lactobidnico, acido lactico y de proteinas de aaua

Agitador orbital
_ . Secuencial | Secuencial
P. taetrolens L. casei Secuencial
+0,1% +CaC}
ufc/ml P.
3,77 x 16 - - - -
taetrolens
Ufc/mL. casei - 1,47 x 18 3,02 x 168 5,48 x 16 1,08 x 16°
Lactosa (g/L) 27,08 32,12 18,48 14,50 19,50
Acido
o 24,56 - 14,79 7,13 5,95
lactobionico (g/L)
Acido lactico
- 11,98 13,57 22,03 0,42
(g/L)
Proteinas (g/L) - 1,26 1,39 - -
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Tabla 12. En la tabla se muestran las caractersstipie posee cada producto fermentado final del
agitador orbital, tanto las ufc/ml d® taetrolensy de L. caseicomo la concentracién de lactosa, acido

lactobionico, acido lactico y de proteinas de aaua

ufc/ml P.
2,50 x 16 - - _
taetrolens
ufc L. casei - 1,60 x 16 0 5,63 x 18
Lactosa (g/L) 3,18 30,42 7,31 17,60
Acido
o 28,63 - 34,10 12,50
lactobionico (g/L)
Acido lactico
- 7,72 9,80 4,53
(g/L)
Proteinas (g/L) - 0,44 0,47 -
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CONCLUSIONES
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En vista a los resultados obtenidos en este proyesd extrajeron las siguientes

conclusiones:

» P. taetrolensen cultivo puro es capaz utilizar la leche destaataomo fuente de
carbono, mostrando un crecimiento similar tantoivelnde agitador orbital
como de biorreactor, con valores maximos de 6,10°xy 4,10 x 18 ufc/ml,

respectivamente.

* El escalado a nivel de biorreactor permite mejdsamproduccion de acido
lactobidnico, obteniéndose valores mas elevado®quagitador orbital tanto de
productividad (aumenta de 0,406 a 0,459) como ddimgento en sustrato (de
0,88 a 0,98).

» El sistema de fermentacion secuencial resulta adecpara la obtencién de un
producto fermentado simbiotico conteniendo aciduolaionico yL.casej no
observandose un efecto negativo en el crecimiemto daseiocasionado por la
presencia de acido lactobidénico en el medio o porattividad oxidativa

desempeiada previamente pPaiaetrolens

» El desarrollo de las fermentaciones en agitadoitabrbesulta en productos
finales mas viscosos que los generados en biooreadtbido a que en el
biorreactor la agitacién interna rompe la red poatelando lugar a viscosidades

mas bajas.

* La adicion de carragenato como agente texturizaht®1l y 0,5% durante el
proceso de fermentacion secuencial resulta ingufieipara conseguir productos
de mayor firmeza y, en el caso de las fermentasi@meagitador orbital, para

evitar el desuerado.

» La adicion de concentraciones mas elevadas degeaato sobre los productos
fermentados finales permite obtener texturas nmése§, siendo necesario llevar
a cabo mas pruebas que permitan determinar la mwac®n mas adecuada

dentro del rango del 1-1,5%.
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