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EFECTO DE LA APLICACION DE ULTRASONIDO SOBRE LAS PROPIEDADES
SUPERFICIALES DE UN EXOPOLISACARIDO OBTENIDO DE KEFIRANOS

1 Introduccion

En los ultimos tiempos, la sociedad ha ido modificando considerablemente sus patrones alimenticios,
mostrando mayor demanda por consumir productos alimenticios, que ademas de su valor nutricional,
también ofrezcan beneficios para la salud. En este contexto de transformacion de la industria alimentaria,
los productos mas demandados para la sociedad han sido mejorados considerablemente, por ejemplo, los
yogures y otras leches fermentadas, constituyen los principales vehiculos de todas las propiedades
funcionales que se obtienen de las bacterias inoculadas, ademas de ser uno de los alimentos que tienen

una gran aceptacion en los distintos grupos de la poblacion (Sanz, et al., 2003).

En el caso del consumo de leche fermentada, ésta ha sido asociada con efectos beneficiosos para la salud,
como la prevencion de enfermedades intestinales y el fortalecimiento del sistema inmunolégico. En la
gran variedad de lacteos fermentados que actualmente existen en el mercado, en las que intervienen un
gran numero de especies de bacterias lacticas y algunas levaduras (Guzel, et al., 2011). Entre estas leches
fermentadas se encuentra el kéfir que es una bebida a base de leche, producida por la accion de bacterias
acido lacticas (BAL), levaduras y bacterias acido acéticas (BAA) en la leche, la cual es sometida tanto a
fermentacidn lactica como alcoholica, lo que la convierte en un producto muy particular con propiedades
unicas (Egan, et al., 1993). Estas BAL tienen la capacidad de desviar una pequefia proporcidn de azucares
fermentables hacia la biosintesis de exopolisacaridos (EPS), las cuales desempefian un papel industrial
en la produccidon de derivados lacteos fermentados, ademas, los EPS han sido utilizados extensivamente

como geles, emulsificantes y suspensiones de estabilizacion (Laws, et al., 2001).

Los EPS son moléculas sintetizadas por las BAL, las cuales tienen un papel muy importante en la
elaboracion de productos lacteos fermentados como el yogurt, yogurt bebible, queso, crema agria, y
diversos postres lacteos. La produccion de los EPS por las BAL es muy variada en términos de cantidad,
composicion quimica, peso molecular, carga, estructura lineal o ramificada, asi como la flexibilidad de
las moléculas. Esta variabilidad estructural esta relacionada con las propiedades funcionales que dichos
EPS exhiben en los productos lacteos, donde destaca su efecto como agente de textura y de firmeza,

donde dichas actividades se deben a la capacidad de estos materiales para incrementar la viscosidad del
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fluido, a la capacidad de unidén con moléculas de agua y a la interaccion que se presenta con otras
moléculas como las proteinas y estructuras micelares que permiten incrementar la rigidez de la red de

caseinas en la leche (Duboc y Mollet, 2001).

El kéfir es una bebida lactea fermentada autocarbonatada y ligeramente alcoholica originaria del Este de
Europa (Tamime, 2006), y puede contener alrededor del 1% de acido lactico y de 0.1 — 1.0% de etanol,
dependiendo de la fermentacion por levaduras. La produccion artesanal del kéfir se basa en la tradicion
de la gente del Caucaso, la cual se ha extendido a otras partes del mundo desde el siglo X1X, y hoy en
dia integra sus indicaciones tanto nutricionales como terapéuticas en ciertos alimentos seleccionados para
la alimentacion de diversas poblaciones (Prado et al., 2015; Leite et al., 2013). En este sentido, la leche
es inoculada con granos de kefir (1-10 mm de diametro) que contienen bacterias acido lacticas

homofermentativas y heterofermentativas, levaduras y bacterias acido acéticas.

El kéfir es un producto biotecnoldgico en si, puesto que puede actuar como matriz para la liberacion
efectiva de microorganismos probioticos en diferentes tipos de productos. Ademas de los
microorganismos Vvivos que contiene la bebida de kéfir, los exopolisacaridos (EPS) presentes en él,
conocidos como “kefirdn”, tienen actividad bioldgica y ciertamente afiaden valor a los productos (Prado
et al., 2015). Los EPSs tienen propiedades fisico-quimicas y reoldgicas que los hacen adecuados como
aditivos, pudiendo ser usados como estabilizantes, emulsionantes, agentes gelificantes y mejoradores de
la viscosidad. Asimismo, los EPSs poseen propiedades biologicas que sugieren su uso como
antioxidantes, agentes antitumorales, agentes antimicrobianos e inmunomoduladores, entre otros papeles
(Suresh Kumar et al., 2008; Bensmira et al., 2010; Piermaria et al., 2010).

Todos los nuevos conocimientos en cuanto al mejoramiento de los productos alimenticios, también
dependen en gran medida de diversos factores; principalmente, la aceptabilidad de tales procesos
depende en gran medida de la calidad sensorial y de las propiedades funcionales, basandose en el metodo
aplicado, por ello, es fundamental realizar diversas pruebas para poder caracterizar el producto final de

la investigacion.



2 Antecedentes

2.1 Kéfiry kefiran

La palabra kéfir deriva de la palabra turca keyif, que significa “sentirse bien” después de su ingestion
(Lopitz-Otsoa et al., 2006; Tamime, 2006). La bebida de kéfir, originaria de las montafias del Caucaso,
es hoy en dia un producto tradicional enormemente consumido en Europa del este, Rusia y el suroeste
asiatico. A pesar de que el consumo de kéfir no es tan popular en el mundo como el de otros productos
lacteos como el yogurt o el queso, esta bebida, de sabor ligeramente acido debido a la formacion de
compuestos organicos derivados de la fermentacion (acidos lactico, acético, piravico, hipdrico, butirico,
y propionico; diacetilo y acetaldehido) que son responsables del sabor y olor caracteristicos , y de
consistencia cremosa, ha comenzado a llamar la atencion de debido a que se le han atribuido diversos
beneficios a la salud (Arslan, 2014; Farnworth, 2005; Otles y Cagindi, 2003; Tamime, 2006). En otros
paises como Espafia, el conocimiento de esta bebida, asi como los beneficios de incluir alimentos
probidticos en una dieta regular, no estdn muy extendidos, y la produccién de kéfir es casi exclusivamente
artesanal (Leite et al., 2013).

El kéfir es una mezcla de microorganismos simbidticos que producen granulos gelatinosos que crecen,
estos contienen bacterias acido lacticas (BAL) como Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Acetobacter y Streptococcus spp., y levaduras como Kluyveromyces, Torula, Candida y Saccharomyces
spp.). La composicion de este consorcio microbiano depende de las caracteristicas del tipo de leche
empleada como sustrato y de las condiciones de manejo para la produccion de alimentos lacteos
fermentados. Dichos microorganismos se encuentran rodeados por una matriz polisacarido llamada
kefiran, un glucogalactano ramificado hidrosoluble (De Antoni, 2005), de textura gomosa y en ocasiones
filamentosa, que ayuda a la aglomeracion de estos microorganismos, permitiendo asi formar los granulos
de kéfir , al cual se le han atribuido distintas actividades antibacteriales, antimicoticas y antitumorales
(Micheli et al., 1999; Rodrigues et al., 2005) y de esta forma llevar a cabo el proceso de fermentacion de
la leche (Parra et al., 2010).

Los granulos de kéfir pueden definirse como masas gelatinosas de forma irregular, con diametros que
varian de 1 a 6 mm y generalmente de color blanco a beige, que se asemejan a los floretes de la coliflor.
Estos granulos estan compuestos de una matriz polisacarida de glucosa y galactosa, Ilamada kefiran, en

la cual coexiste la compleja microbiota en una relacion simbidtica (Montauci et al., 2012).
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Dicho EPS puede incrementar la viscosidad, retencion de agua e interaccion con otros componentes de
la leche, resultando en un incremento en la rigidez de la matriz de caseina del producto final, y en
consecuencia menor sinéeresis. Aungue pareciera que los granulos de kéfir son la Gnica fuente de kefiran,
se desconoce si mas de un polisacarido o diversos isdmeros de kefiran existen en los granulos de kéfir o
en la bebida de kéfir. Algunos estudios afirman que los granulos de kéfir pueden contener hasta 34% de
EPS, mientras que la bebida final contiene 0.2 a 0.7% de EPS, y a pesar de que las bacterias que producen
el kefiran, han sido objeto de investigacion, en la actualidad no se ha definido cuantos tipos de bacterias

sintetizan el kefiran o EPS similares al kefiran (Farnworth, 2005).

2.2  Produccion de kéfir

El kéfir generalmente es producido por tres tipos de tecnologias: método artesanal, el método Ruso y el
procesamiento comercial. Cabe mencionar que, en este Gltimo, la manufactura del kéfir utilizando
granulos como cultivo iniciador resulta muy dificil, debido a la complejidad de la composicion
microbioldgica, la cual depende del origen de los granulos y las condiciones de almacenamiento y manejo
(Boulder, 1993; Garcia-Fontan et al., 2006).

Meétodo tradicional. La produccion artesanal tradicional de kéfir consiste en la inoculacion de leche con
una cantidad de granulos de kéfir (2 a 10%), fermentando la leche durante 24 h aproximadamente, a un
pH predeterminado o hasta obtener un sabor y/o textura deseada. La temperatura de la fermentacién se
es entre 20°C y 25°C, mientras que, en la etapa de maduracion, la temperatura va de 8 °C a 10°C durante
15 a 20 h. Posteriormente los granulos de kéfir se tamizan y se reutilizan para una nueva fermentacion o
bien para su conservacién en leche fresca hasta por 7 dias (Farnworth, 2003).

Método Ruso. Este método generalmente se utiliza un indculo sin granulo, el cual se logra al tamizar el
producto fermentado y utilizando el percolador para inocular la leche. Ademas, alrededor del 1 al 3% del
cultivo madre se afiade previo a la pasteurizacion de la leche. Algunas variantes de este proceso incluyen
el uso de cultivos iniciadores liofilizados. En este caso, las condiciones de fermentacion (19-28 °C)
favorecen la reduccion del pH y el aumento de la viscosidad en el kéfir producido, con cambios minimos
en los contenidos de CO- y etanol, mientras que temperaturas entre los 8 y 10°C durante la etapa de
maduracion permiten que se desarrolle el sabor y aroma (Farnworth, 2003; De Oliveira Leite et al., 2013).
Procesamiento comercial. Respecto a la produccion industrial o a gran escala, ésta se ha visto
obstaculizada por problemas relacionados con la reproduccion de los granulos de kéfir y la produccion
de un producto consistente, debido a la complejidad que existe en su composicién microbioldgica, la cual

como ya se ha mencionado, depende del origen de los granulos y las condiciones de manejo y
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almacenamiento. Inicialmente, se utilizo el método conjunto; en este procedimiento, la leche inoculada
se introduce en botellas, fermentandose a una temperatura controlada a 54 °C hasta formar un coagulo
fuerte, para después ser enfriada. Sin embargo, el kéfir producido era de baja calidad en comparacion
con el obtenido en menor escala con métodos tradicionales (Farnworth, 2003). En la actualidad, el kéfir
se produce por un método de agitacion, en el que la fermentacion, la formacion de coagulos, la agitacion,
la maduracion y refrigeracion, ocurre en un mismo recipiente. La composicion, caracteristicas quimicas,
organolépticas, y microbioldgicas del producto final dependen del tipo de leche utilizada, la fuente de
los granulos, la preparacion del cultivo lacteo (a menudo producido por trozos grandes tamizados y
usando el percolador), la duracion de la fermentacién, la inclusion de una etapa de enfriamiento, y la
inclusion de una etapa de maduracion (Farnworth, 2005). Una diferencia importante en este tratamiento
es que se incluye la opcidn de utilizar cualquiera de los granulos de kéfir o un extracto de granulo libre

de kéfir como cultivo lacteo.

2.3 Exopolisacaridos (EPS) del kéfir y aplicaciones

Debido a que las BAL son reconocidas como “seguros” (GRAS, por sus siglas en inglés), estos
microorganismos son candidatos idéneos para la produccién de EPS funcionales. Las BAL son
caracterizadas por su conversién de una gran proporcién de su fuente de carbono, azlcares fermentables,
a la produccion de acido lactico, y son capaces de desviar una pequefia proporcion de azlcares

fermentables hacia la biosintesis de EPS (Rodriguez, 2002).

En este sentido, el kefirdn, un polisacarido extracelular producido por los microorganismos presentes en
los granulos de kéfir, especialmente por BAL, es un biopolimero comestible, hidrosoluble y con
estructura ramificada de glucogalactanos, con cantidades equivalentes de D-glucosa y D-galactosa en la
secuencia de sus cadenas (Laws et al., 2001). El andlisis de la estructura quimica del kefiran ha
demostrado que es un hexa o hepta-sacarido, compuesto de una unidad regular tipo pentasacéarido, la cual
tiene uno o dos residuos de aztcares unidos de forma aleatoria (Moradi y Kalanpour, 2019); ademas se
ha establecido que la cadena principal esta compuesta de (1 — 6)-Gle, (1 — 3)-Gal, (1 — 4)- Gal, (1 —
4)- Glcy (1 — 2, 6)- Gal, ramificada a residuos O-2 de Gal y Glc situados al final de la estructura, como
se muestra en la Figura 1 (Ahmed et al., 2013; Ghasemlou et al., 2012). Estas caracteristicas estructurales
hacen que no sea hidrolizable por las enzimas digestivas del tracto gastrointestinal, pero si permiten que

sea fermentado por las bacterias colonicas, como lo describe Serafini et al., (2014).
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Figura 1. Estructura quimica del kefiran propuesta por Micheli et al., (1999).

Es por esto, que el EPS del kéfir ha atraido la atencién de cientificos y tecnologos de los alimentos debido
a sus caracteristicas Unicas, relacionadas su comportamiento reoldgico (Rimada y Abraham, 2006),
biodegradabilidad (Ghasemlou et al., 2011), biocompatibilidad (Shahabi-Ghahfarrokhi et al., 2015),
seguridad (Piermaria et al., 2016), efecto emulsionante y estabilizante (Zhang et al., 2011; Botelho et
al.,2014), resistencia contra la hidrélisis (Micheli et al., 1999), y propiedades de barrera, mecénicas y de
permeabilidad de agua (Ghasemlou et al., 2011). En este sentido, la produccion in situ de los EPS en
fermentados lacteos como el yogurt, ha resultado en una alternativa potencial para reducir o evitar la
adicién de agentes estabilizantes como la gelatina o caseina, o algunos hidrocoloides modificados como

los almidones, pectina y goma guar.

Ademas, el biopolimero de kefiran ha mostrado actividades bioldgicas como la actividad antimicrobiana,
cicatrizante (Rodrigues et al., 2005), antibacterial, antitumoral, antiinflamatoria, antioxidante y biocida,
ademas de su actividad en la modulacion del sistema inmune del intestino, la reduccion en la hipertension
inducida por hipertension arterial, proteccion de células epiteliales contra toxinas microbianas (Blandén
et al., 2018) y actividad hipotensiva (Maeda et al., 2004).
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Ademas, el avance en nanotecnologia y el descubrimiento de nuevos nanomateriales, ha conducido al
desarrollo de biomateriales con fines nanotecnolégicos, por lo que algunos autores han reportado el uso
de nanocompositos de kefiran y nanifibras para ser usados efectivamente en varios campos cientificos
(Naghibzadeh y Adabi, 2014; Sreenivasan et al., 2010; Moradi y Kalanpour, 2019).

2.4 Propiedades funcionales relacionadas con la actividad superficial de EPS

El biopolimero del kefirdn ha destacado tecnologicamente en la industria alimentaria como un aditivo,
debido a que es capaz de formar geles a bajas temperaturas y con ello coadyuvar en las propiedades
tecnosensoriales de los productos alimentarios (Zavala et al., 2015), a la actividad antimicrobiana que lo
ha colocado como un potencial agente conservador de alimentos, ademas de que es posible utilizarlo
como material para la fabricacion de recubrimientos y peliculas comestibles con propiedades mecanicas
y de barrera adecuadas para mejorar el tiempo de vida de anaquel, mejorar la calidad de los alimentos asi
como propiedades fisicoquimicas satisfactorias (Piermaria et al., 2009; Zolfi et al., 2015: Moradi y
Kalanpour, 2019).

Algunos estudios han mostrado que las propiedades de flujo del kefiran cuando se utiliza como un agente
espesante, han mostrado que a altas velocidades de corte, este biopolimero se comporta como un fluido
tipo Newtoniano, y que después de ser sometido a procesos de congelacion, la textura del biopolimero
en solucién no se modifica (Exarhopoulos et al., 2018), y que ademas mejora las propiedades reoldgicas

en masas de panificacion (Soleimani Fard et al., 2017).

Wang et al. (2008), reportaron que el EPS obtenido de un cultivo de L. kefiranofaciens ZW3 mostro
actividad emulsionante semejante a la que exhibieron algunos polisacaridos como la goma xantana, guar
y algarrobo. Prasanna et al. (2012) reportaron que los EPS obtenidos de cultivos de las BAL
Bifidobacterium longum subsp. infantis CCUG 52486 y Bifidobacterium infantis NCIMB 702205,
estabilizaron emulsiones tipo aceite-en-agua empleando diferentes aceites comestibles por mayor tiempo

que aquella obtenida con goma de xantana.

Cabe mencionar, que los trabajos reportados en la literatura en los cuales se evalua el potencial de los
EPS de kefiran como moléculas con actividad superficial son pocos, ya que la mayoria se centra en
establecer las condiciones de produccion y purificaciéon de los EPS, y una cantidad menor evalla las
propiedades reoldgicas del EPS en dispersion. Por lo que resulta importante realizar la caracterizacion
de la actividad superficial de estas biomoléculas, ya que, aunque algunos autores la clasifican como

“moderada”, otros autores han reportado que la induccion de modificaciones estructurales en este tipo de
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macromoléculas por medio de la aplicacion de cambios de temperatura, pH, fuerza ionica o bien el uso

de microondas, ultrasonido, altas presiones, etc., puede potenciar y mejorar sus propiedades funcionales.

2.5 Ultrasonido

El ultrasonido (US) representa una tecnologia novedosa, con aplicaciones promisorias en las areas de
procesamiento y conservacion de alimentos; sin embargo, su uso extensivo en el procesamiento

comercial no ha sido promovido debido a algunas restricciones en el escalamiento (Badui, 2006).

El US ha sido utilizado bajo condiciones de baja intensidad y frecuencia alta, con la finalidad de analizar
la estructura y composicion de los alimentos; mientras que a altas intensidades y frecuencias bajas su
aplicacidn se ha centrado en la modificacion estructural de los ingredientes. En la industria de alimentos,
el US ha demostrado ser efectivo para el procesamiento y la preservacion de los alimentos, donde su
empleo simultaneo con o sin calor, se ha aprovechado para desnaturalizar enzimas, facilitar la extraccion
de compuestos bioactivos de plantas y semillas, promover el ablandamiento de carne y homogeneizar o
dispersar sistemas bifasicos tales como emulsiones o suspensiones (Murillo et al., 2011). En este sentido,
el US es considerado como un tratamiento méas conveniente, sencillo y seguro, que el resto de tecnologias

que involucran la radiacion de los alimentos.

Desde el punto de vista de su uso para modificar la estructura de los componentes de los alimentos, el
US permite modificar parcial o totalmente la estructura de diversas macromoléculas, como proteinas, y
polisacaridos como el almiddn, quitosano, dextran y carragenina, entre otros (lida et al., 2008; Liu et al.,
2006; Lorimer et al., 1995; Lii et al., 1999).

La modificacidn estructural por US inducida en los biopolimeros es debida principalmente a la cavitacion
acustica, la cual implica la rapida expansion y contraccion de nano/micro burbujas de gas en un liquido
sometido a US; esto genera cambios rapidos en el tamafio de la burbuja debido a una difusion neta de
moléculas de gas en la burbuja que hace que crezca hasta un rango de tamafio de resonancia, donde
cualquier expansion adicional bajo el efecto de las ondas de sonido provocan el colapso repentino e
instantaneo, generar un punto caliente “hot-spot” con una temperatura superior a 5000 K y una presion
superior a 1000 atm, dichas implosiones se producen en varios sitios dentro del liquido y, a medida que
aumenta su namero, también lo hacen las fuerzas de cizallamiento fisicas y el nimero de radicales
quimicamente activos. De esta manera, cuando se aplica el ultrasonido a un sistema sélido-liquido, el
colapso de la burbuja de cavitacion difiere del de un sistema de liquido puro y debido a la proximidad de

la superficie sélida, las burbujas a menudo colapsan asimétricamente. Se ha demostrado que esto provoca
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una entrada de liquido desde la burbuja hacia la superficie del medio solido, un fenémeno conocido como
micro-chorro, donde este efecto conduce a una rapida transferencia de calor y masa en la superficie solida
a medida que se rompe la capa limite, modificando o destruyendo las estructuras superficiales (Mason et
al., 2005).De esta manera, la modificacion estructural por US inducida en los biopolimeros es debida
principalmente a las fuerzas de corte hidrodindmico que se originan de la cavitacidn acustica y/o de la
energia liberada de la implosion de la cavitacion de las burbujas formadas en el medio liquido irradiado,
ocasionando que la molécula del biopolimero modifique su distribucion de peso molecular, los grupos
funcionales expuestos en su superficie, o bien su arreglo conformacional, permitiendo con ello mejorar
las propiedades funcionales y tecnoldgicas de los materiales (McClements,1995; Li et al., 2004; O’Brien,
2007; Petit et al., 2007; Camino et al., 2009; Wong et al., 2009; Wang et al., 2010).

2.6  Emulsiones

Una emulsion se define como una mezcla coloidal que consta de dos fluidos inmiscibles, los cuales se
mezclan intimamente para formar una fase casi homogénea, donde una de las fases liquidas se encuentra
dispersa en forma de pequefias gotas o glébulos dentro del otro liquido, estabilizado mediante un agente
emulsionante (Badui, 2006). La primera fase normalmente es denominada como fase interna, discontinua
o dispersa, mientras que la segunda fase se denomina como fase externa, continua o dispersante
(Zdzislaw, 2001). En la mayoria de las emulsiones los dos liquidos involucrados consisten en una fase
acuosa (W) compuesta por soluciones salinas, de azUcares, colorantes y/o materiales coloidales
hidrofilicos, y una fase oleosa (O) compuesta por aceites y/o compuestos liposolubles. Las emulsiones
generalmente se clasifican dependiendo de la disposicion de las fases dispersa y continua, teniendo asi
emulsiones de tipo agua-en-aceite definidas comunmente como W/O, o bien aceite-en-agua definidas
como O/W y el emulsionante, siendo éstas las mas empleadas en el area de alimentos, farmacos,
cosméticos, entre otros; debido principalmente a que la mayoria de los productos de estas areas tienden

a ser de caréacter hidrofilico (Martinez, 2002).

Un emulsionante actta adsorbiéndose en la superficie de las gotas recién formadas, disminuyendo la
tensién interfacial y permitiendo la formacion de mas gotas y de menor tamafio. Esto implica que a menor
tension superficial o interfacial entre la fase oleosa y la acuosa, més facilmente se llevraa a cabo el
rompimiento de ellas para la formacion de las gotas de la emulsion. Cabe mencionar que todos los
emulsionantes son surfactantes o moléculas con actividad superficial, debido a que son capaces de
adsorberse en la superficie de las gotas y reducir la tension superficial; sin embargo, no todos los

surfactantes pueden considerarse como buenos emulsionantes, debido a que no todos son capaces de
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formar peliculas interfaciales estables capaces de evitar la coalescencia de las gotas. En general, las
macromoléculas como las proteinas y algunos polisacaridos forman peliculas interfaciales més fuertes
que aquellas moléculas de menor tamafio, debido a que estos biopolimeros presenta propiedades
quimicas que les permiten interactuar con otros grupos funcionales dentro de su propia molécula, o bien
con grupos funcionales de otras moléculas vecinas, formando estructuras viscoelasticas como
recubrimiento de las gotas de la emulsion, aunado a que estas macromoléculas modifican las propiedades
reoldgicas y electrostéaticas del medio que rodea las gotas, favoreciendo la estabilidad de las gotas

formadas y prolongando la vida util de las emulsiones (Vaclavik y Christian, 2014).

Por otra parte, la estabilidad de las emulsiones se refiere a la capacidad de una emulsion para resistir
cambios en sus propiedades respecto del tiempo, es decir, una emulsién puede romperse debido a
cambios fisicos como los cambios relacionados con la ubicacidn de sus fases y componentes, o quimicos
si existen cambios en la quimica de sus componentes. Existen varios mecanismos fisicoquimicos
responsables de las alteraciones en las propiedades de una emulsion, la Figura 2 los muestra de forma

esquematica.

El cremado y la sedimentacion son dos formas de separacion gravitacional, donde el primero involucra
el movimiento de las gotas hacia la superficie debido a que éstas tienen menor densidad que el liquido
que las rodea, mientras que en el segundo las gotas se desplazan hacia la parte inferior debido a que son
mas densas gue la fase continua. Por otra parte, la floculacién ocurre cuando dos 0 mas gotas se juntan
para formar un agregado en el que las gotas mantienen su integridad individual, mientras que la
coalescencia esta relacionada con el proceso por el cual dos 0 méas gotas se unen para dar origen a una
gota de mayor tamafio; la presencia de este fendmeno en gran escala dentro de la emulsion puede llevar
a la separacion de las fases. EI mecanismo de inversidn de fase es el proceso donde una emulsion O/W

se convierte en una emulsion W/O, o viceversa (McClements, 2016).
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Figura 2. Principales mecanismos de inestabilidad presentes en emulsiones (Tomado de McClements, 2016)

Aunado a los mecanismos previamente descritos, en las emulsiones pueden ocurrir diversos procesos
quimicos, bioguimicos y microbioldgicos, que pueden afectar negativamente la calidad y estabilidad de
las emulsiones, por este motivo, el uso de estabilizantes con buenas propiedades superficiales, puede
contrarrestar estas desventajas.

3 Justificacion

Debido a la creciente basqueda de aditivos alimentarios que contribuyan a la estabilidad fisicoquimica
de los alimentos para alargar la vida de anaquel y hacerlos méas apetecibles al consumidor y no para
ocultar defectos de fabricacion y en casos extremos las condiciones insalubres de elaboracion, y que a su
vez sean seguros para el consumidor, el uso de biopolimeros como compuestos con actividad superficial
para cubrir estas necesidades, ha mostrado que existe una gran gama de biopolimeros de origen animal
y vegetal que han demostrado ser apropiados para diversas aplicaciones de la industria de los alimentos.

Por otra parte, el uso de biopolimeros de origen microbiano ha sido poco explotado debido a que algunos
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de los microorganismos productores de EPS con actividad emulsionante no estan catalogados como
seguros “GRAS”. No obstante, existen algunas fuentes de EPS con actividad superficial que si cumplen
con esta clasificacion, y corresponden a aquellos sintetizados por BAL. El kefiran, EPS producido por
las BAL presentes en el producto lacteo fermentado denominado kéfir, ha sido reportado como un
compuesto que presenta actividad superficial y capaz de estabilizar emulsiones, sin embargo, la
estabilidad cinética de las emulsiones es corta. Por lo que una forma de incrementar esta actividad es a
través de la aplicacion de US, el cual se ha reportado que es capaz de inducir cambios estructurales en la

molécula de los biopolimeros que favorecen la actividad superficial de estos.

4  Hipdtesis
El EPS de kefirdn es un material que presenta actividad superficial y es capaz de estabilizar emulsiones
tipo O/W; sin embargo, la aplicacion de US permitira mejorar su actividad superficial y funcionalidad

para su uso como agente emulsionante y estabilizante de emulsiones tipo O/W.

5 Objetivo general
Evaluar el efecto de la aplicacién de US sobre las propiedades superficiales de EPS obtenido del kefiran
para la estabilizacion de emulsiones de tipo O/W.

5.1 Objetivos particulares

> Establecer las condiciones de produccion y purificacion del EPS a partir de cultivos lacticos
de kéfir.

» Evaluar las propiedades fisicoquimicas del EPS de kefiran obtenido a partir de cultivos
lacticos de kéfir.

» Evaluar la funcionalidad del EPS de kefiran, a través de formacion y estabilizacién de
emulsiones tipo O/W.

> Establecer las condiciones de US bajo las cuales se mejoran las propiedades superficiales del
EPS de kefiran.

6 Metodologia

La estrategia experimental seguida para el cumplimiento de los objetivos se muestra en el siguiente
diagrama:
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6.1 Preparacion de kéfir y condiciones de cultivo.

Matraces de 500 mL fueron adicionados de 150 mL de agua destilada y esterilizados en autoclave a 121
°C por 15 min; posteriormente se agregaron 19.5 g de leche entera en polvo (Alpura ®). Un gramo de
granulo de kéfir se adiciond e incubd a temperatura ambiente (25°C) por 24 h. La leche fermentada (LF)
fue filtrada para separar la biomasa y se almaceno en refrigeracion (4°C). Este procedimiento se repitio

hasta obtener una cantidad suficiente de EPS para los analisis y tratamientos posteriores.

6.2 Purificacion del EPS.

A 500 mL de LF se le adicionaron 83.5 mL de &cido tricloroacético (TCA) al 80% (p/v), la mezcla fue
centrifugada a 10,000 rpm por 30 min en una centrifuga refrigerada Hermle Z323K (Hermle
Labortechnik GmbH, Alemania). El sobrenadante se recolecté y se ajusté el pH a 7.0 mediante la adicion
de hidréxido de sodio (NaOH) 4N. Posteriormente, se agregaron tres volumenes de etanol absoluto,
mezclando y dejando reposar por 20 min. Pasado este tiempo, la muestra se centrifug6 a 4,000 rpm.
durante 20 min, el precipitado se resuspendié en 40 mL de agua destilada y se dializé en membranas de
nylon (MWCO 12,400 Da) por 48 h a 4°C contra agua desionizada y agitacion continua, haciendo lavados
cada 3-4 h. El EPS purificado se liofiliz6 y almacend en refrigeracion hasta su posterior uso.

6.3 Caracterizacion fisicoquimica del EPS

6.3.1 Determinacion del contenido de azUcares.
El contenido de azucares en el EPS fue determinado mediante el método de Fenol-Sulfdrico (Dubois et

al., 1956). 1 mg de EPS se agregaron en 10 mL de agua destilada, posteriormente se tomé una alicuota
de 1 mL y se mezcl6 con 1 mL de fenol al 5% (p/v), agitando con un vortex. Posteriormente se agregaron
5 mL de &cido sulfarico concentrado y se mezcl6 con un vortex. La mezcla se dejo reposar en un bafio
de agua fria hasta alcanzar la temperatura ambiente. La muestra fue colocada en un espectrofotometro
UV-Vis Genesys 2 (Spectronics), y se tomo la lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 490
nm. La concentracion de carbohidratos fue estimada después de realizar una curva patrén de glucosa [0-

100 pug/mL] siguiendo el mismo procedimiento.

6.3.2 Determinacion del contenido de proteina.
El contenido de proteina se determiné siguiendo el procedimiento descrito por Jiang et al. (2015).

Brevemente, 10 mg de EPS se colocaron en 5 mL de una solucién amortiguadora de fosfatos (PBS, 10
mM) a pH 7.0, y dejo reposar durante 24 h a 25 °C para permitir su completa hidratacion. Posteriormente,
1 mL de EPS se mezclé con 1 mL del reactivo de Bradford y se dejo reposar por 5 min en oscuridad, la

absorbancia de la muestra fue leida en un espectrofotdémetro a una longitud de onda de 595 nm. Los
19



resultados obtenidos fueron comparados contra una curva estandar de albumina de suero bovino (BSA)

en un intervalo de concentracion de 0 a 60 png/mL.

6.3.3 Determinacion del contenido de humedad
Veinte miligramos de EPS se colocaron en charolas de aluminio llevadas previamente a peso constante,

las muestras se colocaron en un horno a 110 °C durante 3 h, posteriormente se colocaron en un desecador
hasta que alcanzaron la temperatura ambiente y el peso de la muestra se registrd. La relacion entre el
peso de la muestra inicial y el de la muestra seca se utiliz para determinar el contenido de humedad
(Kirk et al., 1996).

6.3.4 Determinacion del contenido de cenizas
Veinte miligramos de EPS se colocaron en crisoles llevados previamente a peso constante. Las muestras

fueron colocadas en una mufla y calcinadas a 550 °C durante 3 h. Las muestras fueron retiradas una vez
que se observd la presencia de cenizas blancas o ligeramente grises. Los crisoles fueron colocados en un
desecador para permitirles llegar a temperatura ambiente (25°C). Posteriormente se registré el peso de
cada muestra (Kirk et al., 1996).

6.4 Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR)

El EPS fue analizado por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) en un
espectro FT-IR Frontier (Perkin Elmer, E.U.A) acoplado a un accesorio ATR. Se ley6 el espectro de
4000 hasta 400 cm™ con una resolucion de 4 cm™, donde los principales grupos funcionales presentes en

la estructura del EPS fueron elucidados (Radhouane et al., 2018).

6.5 Determinacion del Peso Molecular (PM)

6.5.1 PM por Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

Para la determinacion del PM del EPS por la técnica de DLS se utiliz6 un equipo ZetaSizer NS (Malvern,
Malvern Instruments, Reino Unido), siguiendo el procedimiento basado en las recomendaciones del
fabricante. Se prepararon distintas concentraciones de EPS en un solvente adecuado, registrando el
incremento del indice de refraccion diferencia (dii/dC). Las muestras fueron colocadas en la celda de
medicion del equipo de acuerdo con el procedimiento de operacidn estandar del equipo con la finalidad
de obtener el diagrama de Debye correspondiente, a partir del cual se estimo el valor del peso molecular

como el inverso de la pendiente, y el segundo coeficiente virial como la ordenada al origen del grafico.
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6.5.2 PM por Cromatografia de Permeacién en Gel (GPC)
Para la estimacion del PM por GPC se utiliz6 un sistema HPLC con una columna PLaquagel-OH 8um

300 x 7.5 mm (Polymer Laboratories Varian Inc), y agua desionizada como fase movil, con un flujo de
0.4 mL/mL a una temperatura de 40°C. 1 mL de solucion de EPS en el PBS (pH 3.0, 0.01M) previamente
filtrada en una membrana de nylon de 0.45 um, se inyectd una alicuota de 1 pL al sistema cromatografico
(Abid et al., 2018). EI PM fue estimado al comparar el tiempo de retencién de las sefiales observadas con

una curva estandar de peso molecular de dextranos [738-788,000 Da].

6.6  Evaluacion de las propiedades térmicas

5 mg de EPS se colocaron en una celda hermética de aluminio previamente pesada y sellada. La muestra
se coloco en el portamuestras de un calorimetro diferencial de barrido (DSC) Q1000 (TA Instruments,
E.U.A.). El EPS fue sometido a un barrido de temperatura de 25 a 200 °C a una velocidad de
calentamiento de 5 °C/min, registrando el flujo de calor generado de dicho calentamiento, con la finalidad

de obtener el punto de transicién térmica (Tm).

6.7 Evaluacion de la actividad superficial

6.7.1 Solubilidad de los EPS

Cien miligramos de EPS se dispersaron en 2 mL de agua desionizada empleando agitacion magnética.
Posteriormente, el pH de la dispersion se ajustd en un intervalo de 3-7 mediante la adicién de HCI (0.1N)
0 NaOH (0.1N), dejando la muestra bajo condiciones de agitacién durante al menos 12 h para permitir
la completa hidratacion del EPS. Posteriormente, las muestras resultantes fueron centrifugadas en una
centrifuga refrigerada Hermle Z323K (Hermle Labortechnik GmbH, Alemania) a 10,000 rpm por 10
min. La fase del sobrenadante fue decantada y secada en un horno a 50°C hasta llegar a peso constante.
El porcentaje de EPS soluble fue determinado como la fraccion mésica del EPS presente en el
sobrenadante respecto a la cantidad de EPS utilizado al inicio (Abid et al., 2018).

6.7.2 Potencial zeta (§)
La determinacion de la carga superficial del EPS en solucion fue determinada en un Zetasizer Nano NS

(Malvern Instruments, Malvern, R.U.), para ello se prepararon dispersiones al 1% (p/p) del EPS en agua
desionizada, y se les ajustd el pH en un intervalo de 3.0 a 8.0. El potencial zeta (&) de las muestras fue

registrado.

6.7.3 Tension interfacial dinamica
La tension interfacial dindmica se determiné usando el método descrito por Tang y Shen (2015) con

ligeras modificaciones, se utilizd un tensiémetro de gota pendiente OCA-20 (Dataphysics Instrument
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GmbH, Alemania). EI montaje de la interfase agua-aceite consistio en colocar aceite de canola (AC)
previamente filtrado en una celda de vidrio dptico. Por otra parte, la dispersion de EPS al 1.0 % (p/p),
previamente filtrada, se coloc6 en una jeringa de dosificacion. Posteriormente, la aguja de la jeringa se
sumergio en la celda que contenia el AC y se procedio a formar una gota de la dispersion acuosa con un
volumen 30 uL. La determinacion de la tensién interfacial fue monitoreada durante el tiempo maximo

que resistio la gota pendiente y graficada respecto al tiempo.

6.8 Formacion de emulsiones O/W

Para evaluar la funcionalidad del EPS como agente emulsionante, se procedio a formular emulsiones de
tipo aceite-en-agua (O/W). Brevemente, se prepararon dispersiones de EPS a una concentracion del 10%
(p/p), las cuales se mantuvieron bajo agitacion durante 4 h a temperatura ambiente (25°C) y se
almacenaron a 4°C por 12 h méas para asegurar la completa hidratacion. Las emulsiones se prepararon
con una fraccion mésica de fase dispersa de 5% (¢=0.05), donde la fase dispersa consistié en AC que se
adiciono a la fase continua (W, dispersion de EPS) por goteo a una velocidad de homogeneizacion de 7,
900 rpm en un homogeneizador Ultra-Turrax T10 basic (IKA Works, Staufen, Alemania), al concluir
con la adicion de la fase oleosa la velocidad del homogeneizador se llevé a 11,400 rpm durante 10 min.
Todo el procedimiento de mezclado se realizé colocando la muestra en un bafio de hielo para evitar el

sobrecalentamiento de la misma.

6.9 Caracterizacion y evaluacion de la estabilidad de las emulsiones

6.9.1 Morfologiay distribucion tamafio gota.

La morfologia de las emulsiones O/W se examiné con un microscopio éptico OLYMPUS BX4S, bajo
objetivos de 10X y 100X, acoplado a una camara AxioCam (ERc5s). Las emulsiones frescas se diluyeron
a razon de 1:10 en agua desionizada, fueron depositadas entre las laminas de un portaobjetos y
cubreobjetos. Se obtuvieron las respectivas micrografias para las muestras y a través del software de
analisis de imagenes ZEN 2012 (Blueedition, System) se determind el diametro (d1o) de las gotas de la
emulsion.

Para el caso de la distribucion de tamafio de gota (D4, 3) Se empled un analizador de tamafio de particula
por difraccion de rayo laser Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Reino Unido), se utiliz6 un indice

de refraccion de 1.333 para el medio dispersante.
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6.9.2 Comportamiento reoldgico de flujo

Para la evaluacion del comportamiento reoldgico de las emulsiones formadas con EPS se empled un
redbmetro se empleé un reébmetro MCR 300 (Physica Messtechnik, Stuttgart, Germany), con una
geometria cono-plato, donde el cono tenia 50 mm d didmetro y un angulo de 2°. La temperatura fue
mantenida a 25 °C mediante un peltier TEK 150P. Las emulsiones fueron colocadas en cantidad
suficiente en el sistema de medicion y se dejaron reposar durante 2 min antes de comenzar, la prueba se
realizd empleando un intervalo de velocidad de corte (shear rate, y) de 0.001 a 100 s, evaluando la

viscosidad aparente (n,,) (Murillo, et al, 2011).

6.9.3 Cinética de coalescencia

La estabilidad de las emulsiones se evaluo a través de la determinacion de la velocidad de coalescencia.
Para este fin se monitored el cambio en el diametro promedio volumétrico (Da, 3) durante el tiempo de
almacenamiento. Cabe mencionar que Sherman (1969) y Walstra (1987) reportaron que la coalescencia
de gotas en una emulsién sencilla puede representarse mediante una cinética de primer orden (Ecuacion
1):

% = e~ ket (Ecuacion 1)
0

Donde Nt representa la concentracion del nimero de gotas al tiempo t, No es la concentracion del nimero
de gotas en la emulsion fresca (t=0), y kc es la constante de velocidad de coalescencia que relaciona la
probabilidad de que exista un rompimiento en la pelicula interfacial de la emulsion durante el tiempo,
conduciendo a la coalescencia de gotas pequefias en otras de mayor tamafio (Roman-Guerrero, et al.,
2009). Asimismo, cuando el volumen de las gotas en la emulsién se mantiene constante y no hay
expulsion de aceite en las emulsiones, la relacion entre N y el didmetro promedio volumétrico (D4, 3)

puede representarse como se muestra en la Ecuacion 2.

3
Ne  [(Da3)g

Tl [P (Ecuacion 2)

. . e . N . .
Por lo que el tratamiento de datos consistio en graficar In (N—t)vs el tiempo de almacenamiento para las
0

emulsiones resultando en una linea recta cuya pendiente corresponde a Kc.

6.9.4 Estabilidad contra el cremado
Debido a que otro el cremado es uno de los mecanismos de inestabilidad mas comunes en las emulsiones
O/W, este mecanismo fue evaluado en un equipo LUMiSizer (L.U.M. GmbH, Berlin, Alemania), la cual

es una tecnica novedosa que emplea la sedimentacion centrifuga para acelerar la presencia de fendmenos
23



de inestabilidad como la sedimentacion, floculacion o el cremado. La integracion de los gréaficos
correspondientes a la separacion de fases, representados como el porcentaje de adsorcion de luz por hora,
permite establecer la velocidad con la que se presenta el fendmeno de4cremado. Esta velocidad esta
correlacionada con la estabilidad de la emulsion de EPS, es decir, a mayor velocidad de cremado menor
sera la estabilidad del sistema. Los pardmetros instrumentales que se emplean son: velocidad rotacional
de 2000 rpm, temperatura de 25 °C, 250 mediciones cada 30 por 2 h. Las graficas de la velocidad de
cremado (% transmision integrada/h) que se obtuvo de las pendientes fueron proporcionadas por un
software de analisis del equipo (Zhao, et al., 2015).

6.10 Induccién de cambios estructurales por la aplicacion de US

Se prepararon dispersiones de EPS a concentraciones de 1y 3 % (p/v), alicuotas de 20 g de dispersion
fueron irradiadas con US a través de un Ultrasonic Processor UP400S (Hielscher Ultrasonics GmbH,
Alemania) con un sonotrodo de 7 mm de diametro, se utiliz6 una frecuencia de US fija de 24 kHz, con
dos niveles de amplitud de 80% y 50%, y tiempos de sonicacion de 15, y 20 min respectivamente,
procurando la aplicacién de 5 min continuos de US por 1 min de reposo de la muestra, lo anterior con la
finalidad de evitar un calentamiento excesivo de la muestra tratada, donde las temperaturas inicial y final
del tratamiento fueron monitoreadas. Las muestras resultantes fueron codificadas de acuerdo con el nivel
de concentracion y las condiciones de US descritas anteriormente (Tabla 2). Cada tratamiento se secé en
una estufa a 40°C durante 48 h hasta alcanzar peso constante, las muestras resultantes se trituraron en un
mortero, se tamizaron en una malla y se almacenaron en recipientes de pléstico para su posterior

caracterizacion. Cada tratamiento fue realizado por triplicado.
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Tabla 1. Codificacion de tratamientos de US aplicados al EPS.

> : Tiempo de
Concentracion EPS Amplitud de US : -
tratamiento Codificacion
(%) (%) :
(min)

- = = EPS S/ITRATAR
0 15 EPS(1%-15MIN-80A)
. 20 EPS(1%-20MIN-80A)
50 15 EPS(1%-15MIN-50A)
20 EPS(1%-20MIN-50A)
80 15 EPS(3%-15MIN-80A)
3 20 EPS(3%-20MIN-80A)
50 15 EPS(3%-15MIN-50A)
20 EPS(3%-20MIN-50A)

6.11 Caracterizacion del EPS tratado con US

El EPS tratado con US bajo las distintas condiciones fueron caracterizadas fisicoquimicamente y
evaluadas en su actividad superficial de acuerdo con las metodologias descritas en secciones previas,
para establecer las condiciones de US en las cuales se puede mejorar su actividad como agente

emulsionante.

7 Resultados

7.1 Caracterizacion fisicoquimica de EPS

A partir de las condiciones utilizadas para la produccion de kéfir y kefiran, el EPS purificado presento
un rendimiento de 1 g de EPS por cada 500 mL de kéfir producido, a pesar de que puede llegar a pensarse
que es un rendimiento bajo, es importante mencionar que este EPS puede considerarse como un co-

producto de valor agregado, ya que la leche fermentada ya cuenta con un valor comercial propio. La
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caracterizacion fisicoquimica obtenida de este EPS se muestra en la Tabla 2 donde los contenidos

obtenidos son semejantes a los reportados por Martinez Diaz, 2019; Botelho, et al., 2014,

Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica del EPS

Contenido (mg/geps)

Carbohidratos 332.52+0.02
Proteina 187.36+0.01
Humedad 170.0+60
Cenizas 13.55 +3.56

Datos expresados en base seca.

Cabe mencionar que las posibles diferencias en esta composicion y rendimiento del EPS de kéfir depende
en gran medida de las condiciones utilizadas durante la fermentacion de la leche, el origen del cultivo

lactico, las condiciones de almacenamiento, entre otras.

A continuacion, se detallaran los resultados obtenidos de la caracterizacion estructural y de actividad
superficial del EPS, y debido a que el objetivo del trabajo es evaluar el efecto del tratamiento del US
sobre estas propiedades, las siguientes secciones se presentaran a través de la comparacion de los

comportamientos de los distintos tratamientos de US respecto al EPS S/TRATAR.

7.2 Espectroscopia FT-IR

Una de las técnicas mas empleadas para la caracterizacion de los cambios estructurales de biopolimeros
es la espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier. Esta herramienta permite obtener
informacidn estructural de los grupos funcionales que componen un determinado polimero. En la Figura
3 se muestra el espectro de IR del EPS S/TRATAR.
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Figura 3. Perfil de FT-IR del EPS S/ITRATAR.

En la Figura 3, el espectro de IR presento las siguientes sefiales, en la banda 3340 cm™ que corresponde
a la presencia de grupos hidroxilo (OH), en la zona de 1650 cm (indicativo de vibracion de estiramiento
C=0, amida I); 1421 cm! (indicativo de COO-aniones), la region de 1000-1200 cm™ para C-O-C y C-
O de grupos alcohol, en el caso de la region 1200-1660 cm, caracteristicas asimétricas y simétricas de
estiramiento de enlaces C-O, ademas de una banda intensa en 1030cm (indicativo de estiramiento de -
OH), la cual es una sefial caracteristica de los polisacaridos y corresponde con lo reportado por diversos
autores para este tipo de EPS (Wang et al., 2010; Zajsek, et al, 2011; Feng et al., 2012).

Para el caso de los tratamientos con US, los resultados obtenidos para EPS (1%-20MIN-80A) y EPS
(1%-15MIN-80A), se observo que el US si tuvo efectos sobre la estructura de los EPS. En la Figura 4a
se puede observar en ambas bandas de las muestras tratadas se empieza a resaltar dos pequefias
frecuencias en la region C-O-C, al principio y al final de la frecuencia caracteristica de los
polisacaridos(1030cm™), las cuales no se identifica en el EPS sin tratamiento, de igual manera en la
region de C-O se observan frecuencias pronunciadas que el nativo no muestra y esto se debe en gran

medida a los cambios obtenidos al someter al EPS a los tratamientos.

Para la Figura 4b (EPS-1%-20 y 15MIN-50A) estas bandas de frecuencias son ain mas notables, aunque
en estos dos tratamientos las frecuencias observadas en la Figura 4a de la region C-O-C se desplazaron
ligeramente, de la misma manera las demas frecuencias de la region de estiramiento de enlaces C-O las
frecuencias fueron méas pronunciadas en comparacion con el EPS S/TRATAR y los primeros

tratamientos.
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Para los tratamientos EPS (3%-20-80A) y EPS (3%-15MIN-80A) en la Figura 4c los espectros mostraron
mayor pronunciacion de las bandas y una mayor cantidad de frecuencias para ambas regiones de los
exopolisacaridos, aunque en caso de estos tratamientos, la frecuencia de la banda en 1030 cm™ disminuy6

en comparacion con los demas tratamientos, siendo similar a la del EPS S/TRATAR.

Por ultimo, los resultados obtenidos para EPS 3% y 50A, sin importar el tiempo de US (Figura 4d)
también mostraron un comportamiento muy parecido que los tratamientos anteriores de la Figura 4c, lo

cual nos muestran cambios considerables en la estructura del EPS al aplicar distintos tratamientos de US.

7.3 Peso Molecular

La estimacion del PM de biopolimeros como los EPS, puede realizarse por diversas tecnicas, las cuales
presentan ventajas y desventajas que van desde el tiempo requerido para el analisis como el uso de

grandes cantidades de reactivos. La técnica de dispersion de luz dindmica (DLS) es una técnica rapida,
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no invasiva que permite la medicion de muestras sin la necesidad de involucrar diluciones en la muestra,
y permite su recuperacion al no ser destructiva. La DLS mide las fluctuaciones dependientes del tiempo
en la luz dispersa de las moléculas en solucion debido al movimiento browniano, lo que permite
determinar el coeficiente de difusion traslacional y, posteriormente, el radio hidrodindmico (Rn) por
medio de la ecuacion de Stokes-Einstein. En este sentido, el Rn es asociado al radio de una esfera que se
difunde a la misma velocidad en el medio dispersante, como una molécula en solucion (Zetasizer Nano
Application Note MRK528-01).

A partir de las determinaciones del Rh de las distintas concentraciones de EPS utilizadas se obtuvo el
grafico de Debye (KC/Re vs concentracion) para el EPS (Figura 5), donde es importante resaltar que a
partir de la regresion lineal de los datos ajustados por el software del equipo proporciona los valores del
PM como el inverso de la interseccion y el 2do coeficienre virial (A2) como la mitad del valor de la

pendiente, de acuerdo con la Ecuacion 3 (Zetasizer Nano Application Note MRK528-01).

KC 1
E_ﬁ-l-ZAZC 3)

Por lo que el PM estimado para el EPS fue de 491.89+23 kDa, con un valor A2 de 0.149 mL mol/g?, este
valor representa la fuerza con la que las moléculas del EPS interaccionan y se ha relacionado con la
solubilidad de la muestra, es decir, valores de A2 negativos indican que la molécula de estudio tiende

hacia la agregacion y no a la solvatacion.
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0.00215

Equation y=a+b*
Adj. R-Square 0.81877

Value  Standard Error [ |
KC/RoP Intercept  0.00187 3.75057E-5
KC/RoP Slope 0.2988 0.06152 m

0.00210 -

0.00205 -

0.00200 -

KC/RoP (1/KDa)

0.00195 -

0.00190 -

0.00185 : . : , : : : : :
0.0000 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.0010

Concentracion (g/mL)

Figura 5. Gréfico de Debye para el EPS obtenido de kefiran.

Para confirmar este dato, se realizaron pruebas por GPC en un sistema de HPLC, comparando los tiempos
de elucién del EPS contra una curva patrén de carbohidratos de PM conocido. La Tabla 3 muestra los
tiempos de elucion que se obtuvieron para las distintas sefiales y su respectivo PM, donde puede
observarse que el EPS est4 constituido por 4 fracciones principales, siendo la sefial nimero 4 la que
presenta un PM semejante al obtenido por la técnica de DLS y la que representa la mayor area integrada

en el cromatograma (dato no mostrado).

Tabla 3. Fraccionamiento y PM del EPS de kefiran por GPC

Sefial tr(min) Area (%) PM (kDa)

1 23.66 5.1 54.59
2 23.53 10.4 60.63
3 23.14 20.8 83.08
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7.4 Propiedades térmicas

La evaluacion de las propiedades térmicas de materiales como los biopolimeros, el analisis de
propiedades como las temperaturas de transicion vitrea, cristalizacion y descomposicion resultan
relevantes para las aplicaciones tecnofuncionales de estos materiales. La calorimetria de barrido
diferencial (DSC) es una técnica de caracterizacion fisica utilizada para evaluar el comportamiento
térmico de polimeros puros, copolimeros y mezclas de polimeros y compuestos, y lo realiza basado en
las diferencias obtenidas del flujo de calor entre la muestra analizada y una referencia. Cabe mencionar
que las propiedades térmicas de los biopolimeros dependen de diversos factores como su origen, pureza,
composicién, procesamiento, tratamiento térmico, estrés mecanico y el envejecimiento. En este sentido,
la determinacion de la temperatura de fusion (Tm) y de la entalpia especifica de fusion (AHm), pueden
aportar informacion sobre el grado de cristalinidad y ordenamiento estructural en el biopolimero
(Gregorova, 2013).

La Figura 6 muestra el termograma obtenido para el EPS S/TRATAR y la Figura 7 muestra el
comparativo de esta muestra control respecto a los diferentes tratamientos de US.

173.75°C

Flujo de calor (mW)

109.61°C
432.8 /g

-3.5 T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Temperatura (°C)

Figura 6. Termograma obtenido por DSC para el EPS S/TRATAR.

Como puede observarse en la Figura 6 para el EPS S/ITRATAR, la T fue de 109.61 °C, y de acuerdo
con la metodologia reportada por Gregorova et al. (2011), el valor de la entalpia especifica fue de 432.8
J/g.
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Figura 7. Termogramas de DSC para el EPS tratado con US y su comparacién con el EPS S/ITRATAR.

En la Figura 7a se muestran los termogramas obtenidos para los tratamientos de US a 1% de
concentracion de EPS, con 80% de Amplitud, donde se puede observar que, para estas condiciones, la
aplicacion de 20 min de US provoco que el punto minimo en la curva se desplazara hacia valores de
temperatura menores que los encontrados para la muestra control (linea negra), fenémeno que no fue
apreciado cuando la amplitud de US fue de 50% (Figura 7b). Cuando la concentracion de EPS se
incrementd a 3% y usando 80% de amplitud (Figura 7c), se observaron diferencias significativas en la
ubicacion del punto minimo de flujo de calor, y que ademas el tiempo si tuvo efecto en este
comportamiento, siendo que la aplicacion de 20 min de US provocé un incremento en la Tm respecto
a la muestra control (linea negra), mientras que 15 min de US provocé un ligero desplazamiento hacia
valores de Tm por debajo de la muestra control. Finalmente, en la Figura 7d se observa que el
incremento de concentracion a 3% de EPS presentd un efecto significativo sobre el perfil térmico de

la muestra control, a pesar de que la amplitud fue menor que en la Figura 7c. Finalmente, los cambios
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en Tm observados pueden estar relacionados con cambios estructurales que sufre el EPS bajo las
distintas condiciones de US; Gregorova (2013) report6 que este valor de Tm puede relacionarse con el
nivel de organizacién estructural, y con ello definir si un biopolimero tiene estructura cristalina o
amorfa, y dado que el tratamiento EPS(3%-20MIN-80) fue el que desplazo el valor de Tm hacia valores
mayores de temperatura, tal vez sea posible indicar que el US indujo arreglos estructurales en el EPS
que mejoraron su estabilidad térmica. En la Tabla 4 se muestran los valores de Tm y AH obtenidos

para cada uno de los tratamientos.

Tabla 4. Propiedades térmicas del EPS S/ITRATAR y tratado con US.

Muestra Tm (°C) AH (J3/9) Muestra Tm (°C) | AH (J/g)
EPS S/ITRATAR 109.61 432.8 - - -
EPS(1%-20MIN- 88.09 392.7 EPS (1%-20MIN- | 99.32 302.01
80A) 50A)

EPS (1%-15MIN- 95.36 386.9 EPS (1%-15MIN- 81.49 343.4
80A) 50A)

EPS (3%-20MIN- 119.93 412.3 EPS (3%-20MIN- | 90.71 310.73
80A) 50A)

EPS (3%-15MIN- 95.38 373.5 EPS (3%-15MIN- | 87.74 315.08
80A) 50A)

7.5 Potencial Zeta

En la Figura 8 se muestran los perfiles del potencial Zeta () de los tratamientos de US aplicados al EPS
de kefiran. De manera general, el EPS tratado con US o sin tratar se comporté como un electrolito
anionico en un intervalo de pH de 3 a 8. La determinacion del potencial Zeta, como una herramienta para
llevar a cabo la medicion de la carga electrocinética o potencial electrocinético en las dispersiones
coloidales, puede brindar informacion sobre los cambios conformacionales y la exposicion de mayor o

menor nimero de grupos de caracter electrostatico (Szewczuk, 2014).
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De forma general, se puede observar que las muestras tratadas con US presentaron perfiles de potencial
Zeta ligeramente diferentes respecto a la muestra control, y en la mayoria de ellos se observa que los
tratamientos de US mostraron valores de potencial mas negativos en valores de pH neutros y cargas
menos negativas que el control, a valores de pH por debajo de 5.0, excepto los tratamientos de la Figura
8c, que mostraron perfiles muy semejantes a la muestra control. Estos cambios en los perfiles,
contribuyen a la hipétesis sobre los efectos que el US tiene sobre la estructura de la molécula de EPS, ya
que el hecho de que el tratamiento EPS (3%-20MIN-80A) y EPS (3%-15MIN-80A) exhiban valores de
potencial Zeta mas negativos que el control, puede deberse a la exposicion de un nimero mayor de grupos

ionizables, y en conjunto con los datos observados en FT-IR y DSC, pareciera que estas condiciones de
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Figura 8. Perfiles de Potencial Zeta del EPS tratado con US y sin tratar.

US si permiten mejorar algunas propiedades tecnofuncionales del EPS S/TRATAR.
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7.6 Tension interfacial dindmica

La reduccion de la tension superficial o interfacial es representativo para moléculas anfifilicas en
soluciones acuosas, lo cual puede atribuirse a la composicién fisicoquimica (contenido de proteina:
carbohidrato), esto quiere decir que las moléculas con actividad superficial tienen dentro de su estructura,
fracciones o residuos tanto hidrofilicos como lipofilicos y que le permite tener la capacidad para reducir
las fuerzas de cohesion de las fases agua y aceite, permitiendo que la interaccion entre éstas se favorezca
(Pilotzi, 2015).

En la Figura 9 se observan los perfiles de reduccidn de tension interfacial (aceite-agua) para los distintos
tratamientos de US y el EPS S/TRATAR. En la Figura 9a y 9b, donde el EPS al 1% se traté con US a
80% de amplitud, se observa que la muestra tratada si bien disminuia la tension interfacial, la reduccion
no era menor que la que mostro el control hasta tiempos de contacto superiores a los 75y 90 min para
tiempos de aplicacion de US de 15 y 20 min. Estos resultados también demuestran que, para estas
condiciones de concentracion y amplitud, el tiempo de aplicacidén de US es importante, ya que bajo estas
condiciones tiempos menores mejoran la adsorcion del EPS en la interfase y con ello la saturacion de la

interfase.
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Figura 9. Perfiles de tensidn interfacial del EPS S/TRATAR comparadas con los EPS (1%) tratados con US.

Para el caso de la aplicacion de US a 50% de amplitud (Figuras 9 c y d), el perfil de reduccion de la
tension interfacial fue semejante al de las Figuras 8a y 8b, donde las muestras tratadas no exhiben una
reduccion mejor que la mostrada por el EPS S/ITRATAR, sin embargo, se puede observar que bajo estas
condiciones, la aplicacion de tiempos cortos de US requiere de tiempos mas largos para poder obtener
una reduccién comparable con la muestra sin tratar. Lo anterior indica que esta capacidad de disminucion
de la tension interfacial se ve afectada por las condiciones de US utilizadas para una concentracién de
1% de EPS.

Por otra parte, en la Figura 10a se muestran los perfiles de reduccién de tension interfacial del EPS a una
concentracion del 3%. En este caso, se puede observar que el EPS(3%-20MIN-80A) a pesar de presentar
una menor reduccién de la tensién interfacial respecto al EPS S/ITRATAR, la diferencia que existe en los
perfiles es minima, logrando igualar la reduccién alrededor de 40 min, para exhibir valores de tensién
interfacial mas pequefios que aquellos que exhibe la muestra control, lo cual concuerda con los resultados
previos, donde parece ser que esta condicion de tratamiento de US mejora las propiedades funcionales y
superficiales del EPS de kefiran. Contrario al perfil de la Figura 10b, donde el EPS (3%-15MIN-80A)

no se observaron mejoras con la aplicacién del tratamiento.
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Figura 10. Perfiles de tension interfacial del EPS S/ITRATAR con los EPS tratados (3%) con US.

Para las muestras de EPS al 3% y 50% de amplitud de US, no se encontr6 ninguna mejora en la actividad

superficial, ya que los perfiles correspondientes a ambos tiempos de tratamiento no lograron igualar ni

puntual ni parcialmente el perfil de reduccion de la muestra control (Figuras 10c-d).
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7.7 Formacion y caracterizacion de emulsiones O/W estabilizadas con EPS

Las emulsiones obtenidas fueron observadas en un microscopio 6ptico para evaluar la morfologia de los
sistemas dispersos y a través de una técnica basada en la difraccion de rayo laser se obtuvo el tamafio de

gota promedio (Da3).

Los resultados de la morfologia de las emulsiones mostraron que todos los sistemas presentaban cierta
polidispersidad, debido a que el tamafio de las gotas no era completamente homogéneo, mismo que fue

corroborado con la distribucion de tamafio de gota.

En la Figura 11 se observan las micrografias de las emulsiones con una magnificacion de 100X, la curva
de distribucién de tamafio de gota (PSD) y el valor del diametro volumétrico de momento (Da3) de las
emulsiones frescas (t=0 h) estabilizadas con el EPS S/ITRATAR vy tratado con US para EPS 1%.

De acuerdo a las iméagenes el tratamiento de US para EPS 1%, se observa que el tamafio de gota no fue
homogéneo, obteniendo una PSD multimodal (lado derecho). A pesar de que la mayoria de las
emulsiones presentd cierta heterogeneidad en los tamafios de gota de las emulsiones, los valores del
didmetro D43 muestran que las emulsiones estabilizadas con EPS tratado con US son significativamente

mayores de las de la muestra control, sin importar la amplitud o tiempo de tratamiento.
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Figura 11. Morfologia, PSD, D43 de las emulsiones O/W estabilizadas con EPS S/TRATAR y tratado con US (EPS 1%)

Para el caso de las emulsiones estabilizadas con EPS (3%) tratado con US, se observa que las gotas son mas homogeneas en tamafio, a pesar
de que las curvas de PSD siguen mostrando perfiles multimodales y por tanto polidispersos (Figura 12).
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Las emulsiones formadas de EPS con los diferentes tratamientos y comparandolas con el EPS sin
tratamiento presentaron mayor Das, pero menor polidispersidad lo que puede proveer una mayor

estabilidad de la emulsién.

7.8 Estabilidad de las emulsiones O/W

El tamafio de particula es uno de los factores ligados a la funcionalidad de los sistemas dispersos como
las emulsiones (Damodaran, 2008), debido a que estéd relacionada con la estabilidad fisica de estos
sistemas, por lo que esta caracteristica de los sistemas dispersos fue monitoreada durante el
almacenamiento para estimar la constante de velocidad de coalescencia y con ello la estabilidad de las

emulsiones O/W estabilizadas con los EPS tratados con US.

18

184 —=— EPS S/TRATAR b —=— EPS SITRATAR
a —e— EPS (1%-20MIN-80A) —e EPS (3%-20MIN-80A)
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164 —v— EPS (1%-20MIN-50A) —v— EPS (3%-20MIN-50A)
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Figura 13. Evaluacion de estabilidad de las emulsiones de EPS: a) EPS (1%-20 y 15MIN- 80 y 50A), b) EPS (3%-20 y
15MIN- 80 y 50A).

La evaluacion del cambio en el tamafio de gota durante el almacenamiento de las emulsiones mostro
cambios al término del almacenamiento que fue el caso de las muestras al 1%, se sabe que un menor
cambio en el tamario de gota indica mayor estabilidad en la emulsion y eso se pudo observar con el EPS
(3%-20MIN-80A) comparandola con la muestra sin tratamiento (Figura 13b). La Figura 13 se observa

que los demas tratamientos no tuvieron tanta estabilidad en el tiempo de almacenamiento dado que estas

44



cambiaban constantemente los valores y en el dia 9 éstos tuvieron un mayor valor de tamafio lo cual

dicho comportamiento puede estar relacionada a la coalescencia de la emulsion.

7.8.1 Cinética de coalescencia
Las emulsiones O/W presentaron morfologias tipicas para los sistemas dispersos, con gotas de aceite

ligeramente homogéneos y didametros de gota menores a 5pum mostrados en la Figura 13, por lo tanto, la
emulsion se mantuvo ligeramente estable en alguno de los tratamientos durante el tiempo de
almacenamiento y de acuerdo a la constante cinética de coalescencia los resultados estan en el intervalo
de valores para la estabilizacion de emulsiones (Ruiz-Ramos et al., 2006). En la Tabla 5 se muestran los
valores calculados para la constante de velocidad de coalescencia, donde se observa que el tratamiento
EPS (3%-20MIN-80A) presenta una constante menor que la obtenida por la muestra control (EPS

SITRATAR), lo cual se refleja en una estabilidad mayor.

Tabla 5. Constantes cinéticas para la coalescencia de las emulsiones formadas con EPS.

Muestra Tratamiento ke (s1)
SITRATAR 2 41E-10
20MIN 1.05 x 10°
80A
15MIN 5.90 x 1010
1%
20MIN 254 x10°
50A
EPS 15MIN 1.45 x 10°
20MIN 419 x 1012
80A
15MIN 1.58 x 1010
3%
20MIN 1.02 x 10°®
50A
15MIN 3.12 x 1010

7.8.2 Estabilidad contra el cremado
La evaluacién de estabilidad de las emulsiones contra el cremado se muestra en la Figura 14 para las

emulsiones estabilizadas con EPS al 1% y al 3%, junto con sus respectivos tratamientos.
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Figura 14. Perfiles de transmision de luz para la estimacion de la velocidad de cremado de las emulsiones estabilizadas con
EPS S/TRATARy las tratadas: a) EPS (1%-20 y 15MIN-80 y 50A), b) EPS (3%-20 y 15MIN-80 y 50A).

La velocidad de cremado fue cuantificada al graficar los perfiles de transmision integral contra el tiempo

de medicidn para la pendiente de la curva resultante (Tabla 7) de acuerdo con lo reportado por Cuevas-
Bernardino et al., (2019).

De acuerdo a los resultados en los perfiles se observé que algunos de los tratamientos si mejoraron

ligeramente la estabilidad de las emulsiones como es el caso del EPS (3%-20MIN-80A), que fue la que

mostro mayor resistencia al cremado en comparacién con los demas tratamientos, la constante de
cremado para este tratamiento fue de 3.65 x 102, siendo la mas baja de todos los tratamientos.

Tabla 6. Valores de las constantes cinéticas de estabilidad contra el cremado de las emulsiones estabilizadas con EPS (sin
tratamientos y las tratadas).

. kCrem
Muestra Tratamiento
[s]
SITRATAR 4.46 x 1072
20MIN 4.40 x 1072
80A
EPS 15MIN 4.63 x 102
1%
20MIN 4.62 x 1072
50A
15MIN 4.71 x 1072
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20MIN 3.65 x 102
80A
15MIN 4.96 x 102
3%
20MIN 5.07 x 102
50A
15MIN 4.26 x 102

7.8.3 Comportamiento reoldgico
De forma general, las emulsiones se comportan reolégicamente fluidos pseudoplasticos, es decir que se

caracterizan por una disminucion de la viscosidad a medida que el cizallamiento aumenta. Desde el punto
de vista fisico esto significa que la resistencia a fluir disminuye cuando la velocidad de arrastre aumenta.
Este comportamiento se ha relacionado con la forma en que se orientan las heterogeneidades contenidas
en fluidos complejos como dispersiones y emulsiones ((Rojas, 2012; McClements, 2006). En la Figura
15 se muestran los perfiles de las curvas de flujo obtenidas para las emulsiones estabilizadas con el EPS

S/ITRATAR vy los tratamientos, respectivamente.

Como se mencion0 anteriormente, en términos de las curvas de flujo las emulsiones estabilizadas con
ambas concentraciones (1% y 3% de concentracidn) presentan un comportamiento no newtoniano de tipo

pseudopléstico, donde puede apreciarse que la viscosidad del sistema decrece al aumentar la velocidad
de corte o cizalla.

En la Figura 15 se puede observar, que tanto los EPS tratados con el EPS sin tratamiento tuvieron el
mismo comportamiento, los resultados mostraron que no hubo cambios significativos en las muestras
tratadas en comparacion con el EPS S/ITRATAR.
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Figura 15. Curvas de flujo para emulsiones O/W estabilizadas con EPS S/TRATAR vy las tratadas: a) EPS (1%-20 y 15MIN-
80 y 50A), b) EPS (3%-20 y 15MIN-80 y 50A).
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8 Conclusiones

¢ Laaplicacion de altas presiones al EPS nativo induce cambios estructurales las cuales se pueden
identificar en las pruebas de FT-IR, los perfiles de los diferentes tratamientos mostraron
modificaciones en la estructura al presentarse cambios de frecuencia en las bandas
correspondientes a las regiones; 1200-1660 cm™ que son caracteristicas asimétricas y simétricas
de estiramiento de enlaces C-O y para C-O-C y C-O de grupos alcohol en la region de 1000-1200

cml

¢ De la misma manera se observaron cambios de comportamiento en las pruebas calorimétricas y

tension interfacial dindmica de los tratamientos en comparacion con el EPS S/ITRATAR.

¢ De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que el EPS obtenido a partir de la
fermentacion de leche mediante el uso de granulos de kéfir, exhibe actividad superficial adecuada

para formar y estabilizar emulsiones de tipo O/W.

¢ Laaplicacion de US si mejora la capacidad emulsificante del EPS, siendo el EPS (3%-20MIN-
80A) la que mostrd mejores resultados en comparacion con el exopolisacarido sin tratamiento,
tanto en las pruebas superficiales como en la caracterizacion de las emulsiones. Las condiciones
del tratamiento a la que fue sometida el EPS influyeron considerablemente en los resultados

obtenidos.
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Resumen

En la actualidad el estudio de exopolisacaridos (EPS) microbianos
ha comenzado a tener mayor auge debido a que éstos presentan
semejanzas con otros polisacaridos que son ampliamente utilizados
en la industria alimentaria. En este sentido, el objetivo de este
trabajo consistié en caracterizar fisicoquimicamente los EPS de
kefirano mediante calorimetria diferencial de barrido y FTIR, asi
como evaluar su potencial como agente estabilizante de emulsiones
tipo aceite-en-agua (O/W) a través de su actividad superficial. Los
resultados mostraron que los aislados de EPS presentan grupos
funcionales caracteristicos de los polisacaridos, ademas se encontré
que los EPS presentan actividad superficial al reducir la tensién en
la interfase aceite-agua. Asimismo, la formulacién y estabilizacion
de emulsiones O/W con EPS resultd en sistemas dispersos con
tamarios de gota alrededor de 5.0+0.5 [ m con morfologias esféricas
y homogéneas. Lo anterior sugiere que estas actividades funcionales
pueden estar relacionadas con la composicion quimica de los EPS
en términos de la relacion Proteina:Carbohidrato, que permite
obtener moléculas anfifilicas capaces de adsorberse en interfases y
formar membranas interfaciales alrededor de las gotas de aceite.

Introduccion

Los EPS son conocidos como polisacéridos extracelulares que
pueden ser producidos por diversos microorganismos. Estas
moléculas generalmente se asocian con las superficies celulares en
la forma de capsulas o como secreciones al medio como materiales
viscoelasticos. Los EPS tienen cadenas lineales o ramificadas
constituidas de monosacéridos como glucosa, galactosa, manosa,
acido glucurénico o sus derivados [1] El amplio espectro de
aplicaciones para los EPS abarca desde la salud humana, a la
produccién de alimentos y forrajes, a la industria quimica y las
tecnologias ambientales (por ejemplo, biorremediacion y
fitorremediacion). Los EPS se han utilizado como agentes
gelificantes y estabilizantes de suspensiones y formadores de
peliculas [2]. Donde estas propiedades funcionales dependen en
gran medida de su estructura quimica y su actividad interfacial.

Materiales y métodos

Los EPS fueron obtenidos a partir de cultivos de granulos de kéfir
en leche entera para la obtencion de leche fermentada (LF); la
purificacion se realizé de acuerdo con el método descrito por Zajsek
et al. [3]. Los EPS obtenidos fueron liofilizados y almacenados en
refrigeracion hasta su uso. Los EPS se caracterizaron en funcion del
rendimiento, propiedades térmicas en un DSC (25-200 °C con una
rampa de 5°C/min), espectroscopia FTIR, mientras que la actividad
superficial de los EPS se determind mediante la evaluacion tension
interfacial dinamica en un tensiémetro de gota pendiente OCA-20.
Las emulsiones O/W se produjeron utilizando una fraccién masica
de fase dispersa del 10% (¢=0.1), cuya composicion consisti6 en
aceite canola (O) el cual fue adicionada por goteo en el EPS y
homogenizado a 11,400 rpm. Las emulsiones fueron caracterizadas
en funcion de su morfologia y distribucion de tamafio de gota (Ds,

3).

Resultados
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Los EPS presentaron un rendimiento de 1 geps/500 mL Lr. La Figura
la muestra el espectro de IR donde se observan sefiales
caracteristicas de los grupos alcohol de los carbohidratos, C-O-C y
C-0O en la region de 1000-1200 cm™ y una banda intensa en 1030
cm® caracteristica de los compuestos polisacaridos [4]. El analisis
calorimétrico mostré que el EPS presenta cambios estructurales a
una temperatura de 105°C, que posiblemente se relaciones con una
temperatura de transicion vitrea. En la Figura 1b se muestra el perfil
obtenido de la determinacion de tension interfacial, donde se puede
observar la reduccién de la tension interfacial, lo cual puede
atribuirse a la composicién fisicoquimica (relacion contenido
proteina:carbohidrato) y capacidad del EPS para reducir las fuerzas
de cohesién de las fases agua y aceite, permitiendo que la
interaccion entre éstas se favorezca [5].
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Figura la. Espectros de infrarrojo
(FTIR) de EPS.

Las emulsiones O/W presentaron morfologias tipicas para los
sistemas dispersos, con gotas de aceite homogéneos y didmetros de
gota de 5 [Im. La evaluacion del cambio en el tamafio de gota
durante el almacenamiento de las emulsiones no mostré cambios
significativos al término del almacenamiento.

Figura 1b. Perfil de tension
interfacial de EPS

Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos podemos concluir que el
EPS obtenido a partir de la fermentacion de leche mediante el uso
de kefirano, exhibe actividad superficial adecuada para formar y
estabilizar emulsiones de tipo W/O.
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Palabras claves: exopolisacaridos (EPS), propiedades superficiales, emulsion.

Introduccién. El estudio de EPS microbianos ha
empezado a tomar interés debido a la amplia gama de
aplicaciones que abarca desde la salud humana, en
tecnologias ambientales, industria alimentaria vy
quimica, siendo principalmente utilizados como
agentes gelificantes, estabilizantes de suspensiones y
formadores de peliculas [1]. El objetivo de este trabajo
consisti6 en la caracterizacion fisicoquimica de los EPS
del kefirano, los EPS son conocidos como
polisacaridos extracelulares con cadenas lineales o
ramificadas constituidas de monosacaridos como
glucosa, galactosa, manosa, acido glucurénico o sus
derivados, las bacterias acido lacticas son
caracterizadas por ser capaces de desviar una
pequefia proporcion de sus azucares fermentables
hacia la biosintesis de EPS [2].

Metodologia. Los EPS fueron obtenidos a partir de
cultivos de granulos de kéfir en leche entera para la
obtencidén de leche fermentada (LF); la purificacion se
realiz6 de acuerdo con el método descrito por Zajsek
et al. [3]. Los EPS se caracterizaron en funcién del
rendimiento, propiedades térmicas en un DSC (25-200
°C con una rampa de 5°C/min), FT-IR, la actividad
superficial se determiné mediante la evaluacion de
tensién interfacial dindmica en un tensiémetro de gota
pendiente OCA-20. Las emulsiones O/W se produjeron
con una fraccién masica de fase dispersa del 10%
(9=0.1), cuya composicién consistié en aceite canola
(O), adicionada por goteo en el EPS y homogenizado a
11,400 rpm. Las emulsiones fueron caracterizadas en
funcion de su morfologia y distribucion de tamafio de
gota (Da4, 3).

Resultados y discusion. Los EPS presentaron un
rendimiento de 1 g EPS/500 mL LF. La Figura la
muestra el espectro de IR donde se observan sefales
caracteristicas de los grupos alcohol de los
carbohidratos, C-O-C y C-O en la region de 1000-1200
cm-1y una banda intensa en 1030 cm-1 caracteristica
de los polisacaridos [4]. El analisis calorimétrico mostro
gue el EPS presenta cambios estructurales a una
temperatura de 105°C, que posiblemente se relaciones
con una temperatura de transicion vitrea. En la Figura
1b se muestra el perfil obtenido de la determinacion de
tensién interfacial, donde se puede observar la
reduccion de la misma, lo cual puede atribuirse a la
composicion  fisicoquimica  (relacion  contenido
proteina: carbohidrato) y capacidad del EPS para
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reducir las fuerzas de cohesién de las fases agua y
aceite, permitiendo que la interaccién entre éstas se
favorezca [5].
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Figura 1. Perfiles de Espectros de infrarrojo-FTIR (a) y
tension interfacial de EPS, (b).

Las emulsiones O/W presentaron morfologias tipicas
para los sistemas dispersos, con gotas de aceite
homogéneos y didmetros de gota de 5 um. La
evaluacion del cambio en el tamafio de gota durante el
almacenamiento de las emulsiones no mostr6 cambios
significativos al término del almacenamiento.

Conclusiones. De acuerdo con los resultados
obtenidos podemos concluir que el EPS obtenido a
partir de la fermentacion de leche mediante el uso de
kefirano, exhibe actividad superficial adecuada para
formar y estabilizar emulsiones de tipo W/O.

Referencias

1. Pinaria, Y.W., Antara, N.S., Putra, G.P.G., Sujaya, I.N.
“Characterization of exopolysaccharide produced by
Lactobacillus casei AL15 isolated from sap of Arenga
pinnata”. Journal of Natural Sciences Research 6 (2016) 7-
12.

2. Widyastuti, Y., Rohmatussolihat R., Febrisiantosa, A. “The
role of lactic acid bacteria in milk fermentation”. Food and
Nutrition Sciences 5 (2014) 435-442.

3. Zajsek, K. Kolar, M., Gorsek, A. “Characterisation of the
exopolysaccharide kefiran produced by lactic acid bacteria
entrapped within natural kefir grains”. International Journal of
Dairy Technology 64 (2011) 544-548.

4. Pop, C., Salanta, L., Rotar, A.M., Semeniuc, C.A., Socaciu,
C., Sindic, M. “Influence of extraction conditions on
characteristic of microbial polysaccharide kefiran isolated
from kéfir grains biomass”. Journal of Food and Nutrition
Research 55 (2016), 121-130.

5. Pilotzi, A. Comportamiento de la tensién superficial en la
interfase agua-aceite y su influencia sobre la estabilidad de
emulsiones. Facultad de Ciencias Fisico-Matematicas.
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. 2015.


mailto:ailuj_940109_@hotmail.com

EFECTO DE LA APLICACION DE ULTRASONIDO SOBRE PROPIEDADES INTERFACIALES DEL
EXOPOLISACARIDO OBTENIDO DE KEFIRANOS

Julia De Los Santos-Trinidad?, Eduardo Jaime Vernon-Carter?, Angélica Roman-Guerrero®
2 Departamento de Biotecnologia, Universidad Auténoma Metropolitana, Av. San Rafael Atlixco No.186. Col. Vicentina, Iztapalapa, CDMX, 09340, México.
arogue@xanum.uam.mx

Resumen

En la blsqueda de nuevos y mejores aditivos alimentarios, el uso de
exopolisacaridos (EPS) a partir de cultivos microbianos ha comenzado a
tener mayor interés desde el punto de vista tecnoldgico. Por lo que el
objetivo de este trabajo es evaluar el efecto del ultrasonido (US) sobre las
propiedades interfaciales del EPS obtenido de kefiranos. En general, este
tipo de EPS presenta actividad interfacial de baja a moderada, sin embargo,
debido a la aplicacién de energia de alta frecuencia como el US, fue posible
observar cambios estructurales que influyen significativamente sobre las
propiedades funcionales de los EPS como agentes con actividad superficial.
Los principales resultados mostraron que al aplicar US a una dispersion de
EPS al 1% (p/p), a una frecuencia de 20 kHz y 50% u 80% de amplitud
durante 15 y 20 minutos, es posible evaluar cambios estructurales por FT-IR
y que éstos tienen influencia sobre la capacidad de adsorcion del EPS en
interfases fluidas. A partir de estos resultados es posible establecer las
condiciones bajo las cuales si es factible mejorar la actividad superficial del
EPS obtenido de un cultivo de kefiranos.

Introduccion

En este contexto de transformacion de la industria alimentaria, los productos
més demandados para la sociedad han sido mejorados considerablemente,
por ejemplo, los yogures y otras leches fermentadas, constituyen los
principales vehiculos de todas las propiedades funcionales que se obtienen
de las bacterias inoculadas, aparte de ser uno de los alimentos que tienen una
gran aceptacion en los distintos grupos de la poblacién [1]. Sin embargo, la
principal problematica de los EPS es la actividad superficial que puede
clasificarse como moderada, por ello se buscan nuevos métodos para
mejorar dicha propiedad de los exopolisacaridos como por ejemplo la
aplicacion de altas presiones como el ultrasonido. Esta tecnologia es
novedosa, y ha demostrado tener efectos promisorios en las areas de
procesamiento y conservacion de alimentos, ya que ha demostrado que
mejora la actividad superficial de proteinas y polisacaridos [2].

Metodologia

Para los tratamientos se utilizaron las siguientes condiciones: se prepararon
dispersiones de EPS en concentraciones de 1% (p/p), a cada dispersion se le
aplicdé US mediante el uso de un sonotrodo de 7 mm de didmetros una
frecuencia fija de 20 kHz, a dos condiciones de amplitud de 50% y 80%,
durante dos tiempos de tratamiento de 15, y 20 min respectivamente. Una
vez finalizado el tratamiento de US, las muestras de EPS se secaron en una
estufa a 40°C hasta alcanzar peso constante. Las muestras de EPS se
caracterizaron por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR) en un espectro FT-IR Frontier (Perkin Elmer, E.U.A) acoplado a un
accesorio ATR de 4000 a 400 cm™,

Para la evaluacion de la actividad superficial se realizaron pruebas de tension
interfacial dindmica usando el método descrito por Tang y Shen [3] con
ligeras modificaciones. Se utilizé un tensiémetro de gota pendiente OCA 20
(Dataphysics Instrument GmbH, Alemania). EI montaje de la interfase agua-
aceite consistio en colocar aceite de canola filtrado en una celda de vidrio
oOptico, se preparé una dispersion de EPS a una concentracion 1.0 % (p/p), la
cual fue filtrada y colocada en una jeringa de dosificacion. Posteriormente
la aguja de la jeringa se sumergi6 en la celda conteniendo el aceite y se
procedi6 a formar una gota de la dispersién acuosa con un volumen 30 _IL
durante 180 min. Este procedimiento se evalu6é apH 3y pH 7.

Resultados
En la Figura 1 se observan los espectros de FTIR de los EPS tratados, donde
se pueden apreciar cambios significativos sobre las sefiales de absorcion de
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cada muestra. En la Figura 2a se observar que al inicio de las pruebas fueron
mayores los valores de tensién interfacial para las muestras tratadas en
comparacion con el EPS sin tratar. Sin embargo, se observa que la velocidad
con la que disminuy¢ la tensién interfacial fue mayor para el tratamiento
EPS (1%-20MIN-80A), indicando que, bajo estas condiciones, este
tratamiento mostré una adsorcion mas réapida a la interfase aceite-agua,
logrando una saturacion rapida de la interfase con moléculas de EPS y
provocando la caida de la gota. La Figura 2b muestra que, al modificar el pH
de las suspensiones de EPS, la tension interfacial no disminuy® tan rapido ni
en la misma magnitud que en el caso anterior, lo cual indica que esta
capacidad de disminucién de la tensién interfacial puede verse afectada al
modificar el pH. Para el caso de las muestras tratadas con 50% de amplitud,
se obtuvieron perfiles y comportamientos similares a aquellos observados
con 80% (Figs. 2c-d), manteniendo su tensién hasta mas de 3 horas.
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Figura 1. Espect;g:&z }F]mfrarrojo para dispersiones del EPS nemmvo a);mlas tratadas: a)
EPS (1%-20 y 15MIN-80A), b) EPS (1%-20 y 15MIN-50A).
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Figura 2. Perfiles de tension interfacial del EPS sin tratar cofnpa
tratados y la modificacion de sus pH’s: a) EPS (1%-20 y 15MIN-80A), b) EPS (1%-
20y 15MIN-80A-pH3), ¢) EPS (1%-20 y 15MIN-50A) y d) EPS (1%-20 y 15MIN-
50A-pH3).

Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos el EPS en cada uno de los tratamientos
su desempefio como agente reductor de la tension interfacial fue mejor
cuando el pH fue de 7.0, y que comparadas con las del EPS sin tratar sin
mejoro ligeramente su actividad superficial en el caso de los tratamientos al
1% con 80% de amplitud a los dos tiempos (15 y 20 min), lo cual nos indica
que la aplicacion de altas presiones como el US si mejora las propiedades
superficiales de los exopolisacaridos.
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