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Resumen

En los dltimos afios la tendencia de consumo de alimentos ha sufrido cambios significativos, donde
los consumidores han optado por aquellos que le aporten beneficios a la salud relacionados con la
prevencion de enfermedades o el mejoramiento con problemas relacionados a la digestion, ademas
del aporte nutrimental que estos tienen. En este sentido, los alimentos fermentados con
microorganismos probidticos representan un sector de los alimentos que ha recibido especial
atencion debido a los beneficios que aportan los probioticos a la salud del huésped. Entre estos
alimentos se destacan el kéfir de agua o tibicos, los cuales se consideran como macrocolonias o
microbiogleas que se componen de bacterias (&cido lacticas y &cido acéticas) en su mayoria y
levaduras, en forma de un gel irregular, que se caracterizan por ser de un color blanquecino-
transparente, ademas de ser de diversos tamafos. Dichos cultivos fermentan el medio en el que se
encuentran al tener de sustrato una fuente de carbono presente debido a la diversidad de especies
microbianas, y embebido en estas estructuras (granos de kéfir) se encuentra la del exopolisacarido
dextrano, considerado por demostrar propiedades relacionadas con la estabilidad de los alimentos
fermentados, ademas de presentar propiedades tecnofuncionales relacionadas con su solubilidad, su
actividad superficial como agentes bio-espesantes, gelificantes, entre otros, y cuya aplicacion no
s6lo ha considerado la industria de alimentos, sino también la industria farmacéutica.

Es por ello que el presente trabajo planted el manejo de cultivos de kéfir de agua y el uso de fuentes
de carbono complejas como lo son las inulinas como sustrato, para conocer el efecto que posee sobre
la estructura quimica, y actividad superficial del exopolisacéarido producido, de tal manera que estos
biopolimeros exhiban la capacidad de formar emulsiones del tipo O/W (aceite en agua) y su
comparacion con exopolisacaridos obtenidos de una fuente de carbono sencilla.

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, el cultivo de kéfir de agua produjo distintos
exopolisacaridos (EPS) empleando tres fuentes de carbono: sacarosa, inulina de alcachofa (IAL) e
inulina de agave (IAG). La propiedad de las inulinas mas extensivamente estudiada es su
comportamiento como prebidtico, definido por su capacidad selectiva de estimular el crecimiento
de cierto grupo de bacterias (bifidobacterias y lactobacilos), la planta de agave contiene entre un 16-
25% de inulina mientras que la de alcachofa entre un 3-10%. EI crecimiento del cultivo de kéfir
tuvo un crecimiento similar con las tres fuentes de carbono, se encontraron diferencias significativas
en la composicion fisicoquimica de cada EPS, al realizar la cinética de crecimiento se encontro que

después de 48 h se encontraba el mejor rendimiento de produccion de EPS, obteniendo valores para
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IAG e IAL de 330 mg/L y para sacarosa de 120 mg/L. También se realizé el analisis del contenido
de proteinas y carbohidratos debido, a la relacion que presentan ambos puede tener un efecto en la
estabilidad de las emulsiones, con valores entre 280 a 494 mg/geps en contenido de carbohidratos,
siendo mayor el EPS de IAL y en contenido de proteina, valores que oscilaban entre 11 — 25 mg/gers
siendo el EPS de sacarosa el que obtuvo mayor contenido.

Dentro de esta caracterizacion fisicoquimica se evaluo el peso molecular (PM), y se encontraron
valores que oscilaban entre 370 a 450 kDa, estos datos concuerdan con los reportados en la literatura.
También se realiz6 espectroscopia de FT-IR, mostrando sefiales amplias y redondeadas en 3330 cm’
Lasociadas a la presencia de grupos -OH, presencia de grupos metilenos que se asocia a la vibracion
de estiramiento del grupo alifatico en 2924 cm™, asi como bandas en 1030 cm™ caracteristicas de
los polisacaridos.

Con respecto a la evaluacion del potencial zeta se encontrdé que los tres EPS mostraban un
comportamiento de polielectrolitos aniénicos, con potenciales zeta con carga negativa variando de
-3mV a-14 mV en pH de 3 a 8. Se evalud la tensién interfacial de los EPS obtenidos de las inulinas
los cuales se compararon con el EPS de kéfir de leche, donde se encontrd que los EPS poseen la
capacidad de reducir la tension superficial, por lo tanto, funcionarian como buenos agentes
emulsificantes. Para reforzar estos resultados se formularon emulsiones aceite en agua (O/W)
empleando 5% y 10% de aceite de naranja (AN) con el EPS de sacarosa, las emulsiones que se
formaron presentaban didmetros de gota a dos porcentajes de AN de entre 1.177 — 1.242 um, al cabo
de 6 dias de almacenamiento se evalud la estabilidad de estas emulsiones, el didmetro de gota no
presentd cambios significativos, lo que demostré que este EPS tuvo buena actividad superficial.

A pesar de estos resultados prometedores, algunas caracterizaciones no alcanzaron a cubrirse debido
a la situacion sanitaria que se presenta en la actualidad por el virus SARS-CoV-2 (COVID-19), pero
de acuerdo a las propiedades previas a la formacidn de las emulsiones se puede esperar que los EPS

formados por IAG e IAL también van a tener una buena actividad superficial.



Introduccion

Las tendencias de consumo de alimentos han sufrido cambios significativos en las Gltimas décadas.
En la actualidad, los consumidores aprecian mas aquellos alimentos que consideran contribuyen de
manera benéfica a su salud, es decir, consumir alimentos que no sélo provean saciedad y nutrientes,
sino que coadyuve a la prevencion de enfermedades relacionadas con los habitos alimenticios y al
mejoramiento del bienestar fisico y mental (Sir6 et al., 2008).

Los alimentos fermentados son considerados como alimentos funcionales, debido a que contienen
microorganismos probioticos, microorganismos viables que, al administrarse en cantidades
adecuadas, confieren beneficios a la salud del huésped (Hill et al., 2014). Los alimentos lacteos
fermentados representan una fuente importante de este tipo de nutracéuticos, siendo el yogur y el
kefir, alimentos de alto consumo en el mundo.

El kéfir es una bebida lactea viscosa y ligeramente carbonatada, que puede contener una pequefia
cantidad de alcohol (< 2.0% v/v; Acik et al., 2019), producido por bacterias de los géneros
Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus y Acetobacter, y levaduras que fermentan lactosa como
K. marxianus y otras que no la fermentan como S. unisporus, S. cerevisiae, y S. exiguss (Chen et
al., 2018). Los granulos de kéfir son pequefios cimulos de microorganismos de forma irregular que
acttan al inocular el sustrato a temperatura ambiente durante un periodo de 24 h aproximadamente,
y su consumo se ha asociado con beneficios especificos para el huésped como son las actividades
antimicrobianas, anticarcinogénicas, antiinflamatorias, probidticas, prebidticas. reductoras de
colesterol y mejoramiento a la tolerancia de la lactosa (Sharifi et al., 2017).

Por otra parte, el kéfir de agua es una bebida fermentada hecha a partir del inéculo de los granulos
de kéfir en soluciones azucaradas, hasta convertirse en una bebida amarillenta y espumosa de sabor
afrutado, dulce y ligeramente alcohdlico. A diferencia del kéfir de leche, el kéfir de agua se
encuentra poco estudiado, siendo la diversidad de especies microbianas el principal foco de estudio,
donde se ha reportado que la presencia de bacterias acido lacticas (BAL), levaduras y bacterias acido
aceticas (BAA) se encuentran embebidas en una estructura esponjosa de exopolisacarido dextrano
(Moinas et al., 1980).



Este exopolisacérido (EPS) es un dextrano, es decir un homopolisacarido de alto peso molecular
hecho de glucosa, que ha demostrado poseer buena estabilidad y solubilidad, con usos potenciales
en areas como la médica, farmacéutica, alimentaria, textil, etc. (Davidovi¢ et al., 2015).

Las caracteristicas fisicoquimicas y estructurales del exopolisacérido tienen una relacion directa con
el tipo de fuente de carbono que utilizan los microorganismos para producirlas (Wang & Bi, 2008).
De esta forma, los polisacaridos de origen microbiano han demostrado ser nuevos materiales
biopoliméricos que pueden competir econdmicamente con otras gomas naturales, como la goma
arébiga, el carragenano, que es producido por algas marinas y vegetales respectivamente.

Dentro de las propiedades funcionales que presentan estos EPS, las propiedades reoldgicas y de
superficie resultan prometedoras, debido a que han demostrado ser de suma importancia para
controlar y comprender sus aplicaciones industriales, ademas que estas propiedades estan
influenciadas por su estructura y composicion de los polisacaridos y dependen del microorganismo
del cual se ha extraido (Jindal & Singh Khattar, 2018).

Por lo que en este trabajo se pretende explorar la posibilidad de utilizar el EPS de kéfir de agua
como agente con actividad superficial para la formulacidn y estabilizacion de alimentos, y el efecto

del tipo de sustrato sobre la actividad superficial.
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Capitulo I. Antecedentes

11



1. El kéfir

El kéfir es una bebida lactica acida, ligeramente carbonatada que ha ganado importancia en el gusto
de los consumidores, debido a los atributos nutracéuticos y beneficios a la salud que se han asociado
con su consumo, mismo que le ha dado la denominacion de producto considerado como seguro
(GRAS) segun la FDA. Para la produccién de esta bebida, es necesario el uso de granulos de kéfir,
los cuales estan compuestos de una mezcla simbidtica de microorganismos, principalmente de
bacterias &cido lacticas (BAL) de los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, y
Streptococcus, bacterias acido acéticas (BAA) del género Acetobacter principalmente, y levaduras
como Kluyveromuces, Saccharomyces y Torula, los cuéles se encuentran embebidos dentro de la

matriz de proteina-polisacarido (Farnworth, 2005).

Los granulos de kéfir consisten en estructuras gelatinosas, blandas, insolubles en agua, de forma
irregular y con tamafios que varian de 0.3-3.0 cm de didmetro (Tan et al., 2020). El consorcio de
microorganismos presentes en los granulos, producen metabolitos que han sido asociados a efectos
benéficos para la salud, como son las actividades hipocolesterolémicas, antiaterogénicas,
antioxidantes, anticolitis y actividad beta-galactosidasa (Plessas et al. 2017). Ademas de proteger al
consumidor contra microorganismos patdégenos, debido a los efectos sinérgicos del etanol, &cidos
organicos, bacteriocinas, asi como otros compuestos bioactivos y microorganismos probidticos
(Piermaria et al., 2016).

1.1 Kefiran

El EPS de los granulos de kéfir, es llamado kefirdn o kefirano y ha sido considerado uno de los
polisacaridos mas interesantes por sus aplicaciones potenciales en areas como la de alimentos,
farmacéutica, médica, etc., y a sus actividades antibacteriales (Rodrigues et al., 2005), antitumorales
(Murofushi et al., 1983), modulador del sistema inmune (Medrano et al., 2008), reductor del nivel
de colesterol en sangre (Maeda et al., 2004), asi como sus propiedades reoldgicas (Rimada y
Abraham, 2006), biodegradabilidad (Ghasemlou et al., 2011b), biocompatibilidad (Shahabi-
Ghahfarrokhi et al., 2015), seguridad (Piermaria et al., 2016), actividad emulsificante, estabilizante
(Botelho et al., 2014), resistencia contra la hidrélisis (Micheli et al., 1999), y propiedades mecéanicas

y de barrera, asi como permeabilidad al vapor de agua (Moradi y Kalanpour, 2019).
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El kefiran es un biopolimero con gran cantidad de grupos hidroxilo y un elevado peso molecular
(10° Da), es un glucogalactano ramificado soluble en agua, compuesto por cantidades equivalentes
de D-glucosa y D-galactosa, unidos por enlaces a-1-6 glucosidicos, con ramificaciones localizadas
en las posiciones 2, 3 0 4 (Davidovic¢ et al., 2015). En la Figura 1 se muestra la estructura quimica

propuesta para el kefiran.

o
{ EH, OH  CH,OH
2
Q 0 HO PH
H o] o .
HO= OFFCH; CH,0H g .
o H.OH In
HO 0
H H
OH
OH
HOH; oH
—t 6)-f-D-Glep—(1 +6(2))—|3—D-C:a]p—(l - 4)-o-D-Galp—(1 = 3)-f-D-Galp—(1 = 4}—-D-Glep—(1 —m
'F (6)
1
‘--__l__,..-’
B-D-Glep

Figura 1. Estructura propuesta para el kefiran (Micheli et al., 1999)

1.2 Kéfir de agua o Tibicos

Los tibicos, también conocidos como Tibis, granos de kéfir de agua, granos de kéfir de azlcar,
bulgaros de agua, son microbiogleas 0 macrocolonias compuestas principalmente por bacterias y
levaduras que constituyen una asociacion simbidtica muy estable, con forma de gel irregular (figura
2), son similares a masas gelatinosas compactas, se caracterizan por tener un color blanquecino o
amarillento, translicidas u opalescentes, de un tamafio variable.

Estan constituidos por una matriz de polisacaridos, generalmente dextranos, dispuestos en dos
capas. Se encuentran formados por una capa externa la cual es compacta y en ella se hallan bacterias
y levaduras, mientras que la interna presenta una estructura esponjosa debido a la acumulacion de

CO- producto que se forma de la fermentacion (Terrazas Casildo, 2005).
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Figura 2. Granos de kéfir de agua

Se menciona que los tibicos son provenientes de Meéxico. Los granulos originales viven en las
nopaleras de Opuntia alimentando de las excreciones azucaradas de estas cactaceas. En Oaxaca,
popularmente se les conoce como algas marinas o como granillo y son generalmente utilizados a
nivel doméstico. Posteriormente, se nombré como tibicos a los granulos de este cultivo, conocido
también como cabaiasis. Otras fuentes lo denominan hongos chinos y otras apuntan a Japén como
su procedencia. También se hace referencia al Tibet, de donde vendria la palabra tibicos. Asimismo,
se cree que es una adaptacion durante muchos afios del tradicional kéfir de leche procedente del
Cducaso, pero cultivado en agua con azUcares o jugos de frutas (fructosa natural) (Espinoza Chancay
& Pincay Porras , 2012).

1.2.1 Fermentacion de los tibicos

Los granos de kéfir pueden usarse para el procesamiento de bebidas, recuperarse al final del proceso
y usarse en otro proceso fermentativo (Costa dos Santos et al., 2019). El kéfir de agua es una bebida
fermentada que se elabora con los granos de kéfir de agua, los cuales se usan como inoculo, a una
mezcla de agua, azlcar (sacarosa), higos secos y posiblemente otros ingredientes a una incubacion
de 2 a 4 dias (Laureys & De Vuyst, 2014). Una vez establecidos los tibicos en un medio que
favorezca su crecimiento, lo primero que se puede ver es un velo superficial transparente y delgado
que aumenta al proseguir la fermentacion. Los tibicos surgen en el fondo al espesarse y sedimentarse
dicho velo. La fermentacion se logra a temperatura ambiente (Lopez Rojo, 2016), debido al
crecimiento asociativo de varias especies microbianas en los granos de kéfir como los son bacterias,
mohos y levaduras. Cada uno de estos microorganismos posee caracteristicas propias que afectan el
proceso de la fermentacion. Dichas especies no acttan solas, sino que cooperan entre si para la

obtencion global de fermentacion.
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En la produccion de etanol y acidos organicos de la bebida kéfir de agua se observa que en el proceso
de fermentacion aumenta la concentracion de acido lactico, etanol y &cido acético como
consecuencia de las fermentaciones lactica, alcohdlica y acética respectivamente, ademas de la
formacion de otros compuestos orgénicos, como péptidos bioactivos y exopolisacaridos (Monroy et
al., 2017).

1.2.2 Microbiota de los granos de kéfir de agua

Los granos de kéfir de agua estan constituidos por un consorcio estable de microorganismos, que se
encuentran embebidos en una matriz de exopolisacaridos (EPS), proteinas, lipidos formando
pequefios granulos, semiduros, entre los microorganismos simbidticos presentes estan
principalmente las bifidobacterias, bacterias acido lacticas (BAL), y acido acéticas (BAA), ademas
de distintas levaduras (Rodriguez et al., 2017).

Se conoce que las BAL son capaces de producir diferentes a-glucanos y fructanos a partir de la
sacarosa. La formacion de estos EPS es catalizada por enzimas dextransucrasas o fructansucrasas.
Estas enzimas cortan el enlace glucosa-fructosa de la sacarosa, liberando uno de los monosacéridos
y transfiriendo el otro monosacarido a una molécula aceptora. Los a-glucanos tienen una alta
heterogeneidad estructural y generalmente se encuentran divididos en grupos de acuerdo con el tipo
de enlace de la estructura central. Los a-glucanos que se describen con mayor frecuencia son los
dextranos, estos son una clase de homopolisacaridos (Figura 3), un polimero ligado a a (1 — 6),
que se produce por ciertas especies de Lactobacillus y/o Leuconostoc. El esqueleto lineal del
dextrano puede estar ramificado por cadenas laterales, resultantes principalmente de enlaces a. (1 —
3) y, ocasionalmente de a (1 — 4) 0 a (1 — 2). La estructura exacta de cada tipo de dextrano y el
grado de ramificacion de los enlaces a (1 — 2), o (1 — 3) y a (1 — 4) depende de la especie del
organismo microproductor y, por tanto, del tipo especifico de dextransucrasas implicadas. El tamafio
de las moléculas de dextrano puede cambiar con la influencia de la temperatura, la concentracién
de sacarosa y la presencia de otros azlcares durante la reaccion de sintesis (Alves de Oliveira, 2013,
Fels et al., 2018).
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Figura 3. Estructura quimica del dextrano (De Belder, A. (2003). Handbook, Amersham Bioscience,
dextran.).

1.3 Exopolisacéaridos de granos de kéfir de agua

También Ilamados polisacaridos extracelulares, se definen como polimeros de carbohidratos que
pueden ser producidos por diferentes microorganismos (Botelho et al., 2014). Estos biopolimeros
microbianos se producen a partir de la fermentacion. Se pueden clasificar en tres principales grupos
de acuerdo con el interés industrial: polisacaridos, proteinas y polihidroxialcanoatos (PHA’s). Se
cree que la funcion fisiologica del EPS es como primera linea la de defensa bioldgica contra la
fagocitosis, los antibioticos, las tensiones fisicas como la desecacién y el estrés osmético (Fukuda
et al., 2010), también como ocultamiento de la superficie bacteriana, como adhesivos para
interacciones con otras superficies o sustratos bacterianos, etc. (Badel et al., 2011). Los EPS estan
constituidos principalmente por unidades glucosidicas, producidos por distintos microorganismos
(bacterias, levaduras, hongos), se localiza en el exterior de la célula microbiana, en las cubiertas
microbianas mas externas glicocalix y a veces se encuentra desligados de la célula (Figura 4). La
presencia de los EPS asociados a células microbianas, se pone de manifiesto por la mucosidad de
las colonias y la viscosidad del medio. Estdn compuestos en su mayoria por carbohidratos, ademas
de presentar sustituyentes organicos e inorganicos ademas de azucares (Paris Ripoll, 2009), lo que
los hace compuestos biodegradables, biocompatibles y de baja toxicidad.

16



b
(a) (b) { \

o

Fermentation

Figura 4. Granulos de kéfir que producen EPS de kefiran como un heteropolisacarido constituido por

monomeros de glucosa y galactosa (Tan et al., 2020)

Asi como en el kéfir de leche, las principales BAL asociadas con la produccion de EPS en el kéfir
de agua pertenecen a los géneros de Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus y Weissella sp. En este caso, cualquier fuente de
alimentos que contenga azUcares fermentables, tiene el potencial de coadyuvar en el crecimiento de
estos microorganismos (Angelin & Kavitha, 2020).

Para la produccion de los granulos, una solucion de sacarosa (> 80 g/L) es fermentada por un
consorcio de microorganismos, los cuales contienen moléculas de dextrano compuesto
principalmente por cadenas lineales con uniones a-D-1,6-, y un bajo porcentaje de cadenas laterales
con uniones a-D-1,3- (Fels et al., 2018; Comaet al., 2019). Lo cual representa la principal diferencia
con el kéfir de leche, mientras comparten los mismos grupos de microorganismos: BAL, BAA,

levaduras.

1.3.1 Clasificacion de los EPS de kefir

Los EPS producidos por BAL se han clasificado como macromoléculas de homopolisacaridos
(HoP) y heteropolisacaridos (HeP). Los HoP estdn compuestos de un tipo de monosacaridos
(hexosa), y se ha reportado que existen estructuras ramificadas o lineales y compuestas de glucosa
o fructosa y se clasifican en a- D -glucanos (Dextran, Mutan, Alternan y Reuteran), 3-D-glucanos,

fructanos (Levan e Inulina) y poligalactanos.
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Por otra parte, los HeP estan constituidos por distintos tipos de monosacaridos, como la D-
glucosa, D-galactosa y azUcares como L-ramnosa, manosa, arabinosa y fucosa. En algunos
casos, también estan presentes moléculas como la N- acetilglucosamina, N- acetilgalactosamina o
acido glucurdnico. En estos casos los EPS se denominan como gelana, xantana y kefiran (Angelin
& Kavitha, 2020).

Generalmente los HoPs presentan pesos moleculares que oscilan entre 4 x 10* y 6.0 x 10° Da, con
rendimientos de produccion mayores que aquellos obtenidos para los HePs, los cuales se han
reportado con rendimientos entre 50 y 200 mg/L y con pesos moleculares del orden de 107 Da (Badel
et al., 2011; Angelin & Kavitha, 2020). Cabe destacar que los HoPs han demostrado potencial en
su produccion industrial como dextranos para aplicaciones de separacién de compuestos mediante
permeacion en gel (Sephadex ®), como sustitutos de plasma sanguineo (Dextran 70).

Por otra parte, los fructanos derivados de las inulinas, presentan generalmente enlaces -(2,6) o -
(2,1) cuando éstos son excretados por L. reuteri 121, mientras que presentan estructuras lineales
cuando los produce L. johnsonii NCC 533 (Anwar et al., 2008).

En el caso del EPS reuteran, éste se compone de un 70% de enlaces a-(1-4) y pocos a-(1,6), cuyas
aplicaciones se han centrado en su uso en la industria de la panaderia, debido a los efectos que
provee en el desarrollo de sabor, textura y vida de anaquel de los productos obtenido de la
fermentacion de las masas de panaderia (Tieking et al., 2005).

Por su parte, los HePs ha demostrado poseer gran variabilidad en su estructura, con unidades
repetitivas de siete monosacaridos, siendo la glucosa, galactosa, y ramnosa los principales. Estos
EPS, pueden presentar caracter parcialmente aniénico debido a la presencia de residuos de acido
glucurénico y/o fosfatos. Sus denominaciones también son complejas dependiendo del principal
monosacarido, por ejemplo, galactoglucano o glucogalactano, si las unidades monomeéricas
corresponden a la presencia de galactosa y glucosa. Ademas, también influye la proporcién en la
qgue se encuentran dispuestos dichos monosacaridos, por ejemplo, ramnoglucogalactano o

galactoglucoramnano (Badel et al., 2011).
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1.4 Funcion de las bacterias para los EPS

Para entender la funcionalidad de los EPS en las distintas aplicaciones industriales antes
mencionadas, es necesario comprender cual es su papel en los cultivos microbianos. En este sentido,
la funcidn fisioldgica de los EPS producidos por BAL del género Lactobacilli sp., a pesar de no
estar completamente definida, se sabe que estas cepas de BAL desvian una pequefia fraccion de
azucares fermentables para la biosintesis del EPS y su produccion implica gastos energéticos
significativos que deben compensarse para beneficio de los microorganismos productores. En este
sentido, los EPS poseen propiedades de adhesividad, favoreciendo las interacciones y asociaciones
celulares entre las bacterias y levaduras, creando microambientes que facilitan la transferencia de
metabolitos y sustratos; ademas de actuar como agentes protectores ante factores fisicos y quimicos
adversos como la presencia de fuerzas mecanicas y compuestos antimicrobianos, permitiendo la
supervivencia de los microorganismos en entornos carentes de sustratos y nutrientes (Badel et al.,
2011; Llamas et al., 2012). Desde el punto de vista bioquimico, los EPS son sintetizados por las
bacterias mediante dos vias de sintesis, de acuerdo con su ubicacion intra- o extracelular.

Los HoPs generalmente son sintetizados fuera de la célula por glicansucrasas extracelulares, las
cuales pertenecen a las glicosiltransferasas, donde las diferencias en las estructuras se atribuyen a la
intervencion de diferentes enzimas (Badel et al., 2011). En el caso de la biosintesis de los HePs, ésta
incluye varios pasos intracelulares y s6lo la polimerizacion de las unidades monoméricas se lleva a
cabo de forma extracelular, esto implica que los azlcares disponibles como sustratos en el medio de
cultivo se internalicen en el citoplasma mediante un proceso de fosforilacion. Posteriormente, los
acarreadores de lipidos localizados en la membrana celular facilitan el ensamblaje de las unidades
monomeéricas catalizadas por glicosiltransferasas, utilizando azlcares nucleétidos como sustrato,
donde la traslocacion extracelular precede al proceso de polimerizacién final (Welman & Maddox,
2003).

1.4.1 Efecto de la fuente de carbono sobre el EPS

Diversos estudios relacionados con cultivos de kéfir de leche muestran que al cambiar el tipo de
leche o la adicion de otro ingrediente se hallaran cambios en los productos fermentados como
mejoras en la textura, viscosidad, caracteristicas sensoriales, apariencia, etc., asi como influencia
considerable en el rendimiento de EPS bacterianos de &cido lactico, ademas cambios en las
estructuras quimicas. Por lo tanto, se sabe que el tipo de sustrato tendra una relacion directa con las
caracteristicas fisicoquimicas del EPS (Liu et al., 2002; Wang & Bi, 2008).
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Estudios realizados por Pop et al. (2016) reportaron la obtencion de un EPS aislado de la biomasa
de granos de kéfir fermentados en leche descremada, con caracteristicas fisicoquimicas que incluian
pesos moleculares de entre 2.4 x 10° a 1.5 x 107 Da, mientras que Liu et al. (2002) publicaron
resultados de peso molecular para EPS obtenidos de la fermentacion de granos de kéfir con leche
de soya de alrededor de 1.73 x 10° Da, valor que fue similar pero inferior al estudio anterior. Y como
estas caracteristicas fisicoquimicas también se encuentran las relacionadas a espectros FT-IR que
muestran los grupos funcionales caracteristicos de los EPS, se pueden encontrar diferencias en la
intensidad de las bandas para cada cierto EPS dependiendo del medio y las condiciones, asi como
en la region de los 1660 — 1220 cm™ son caracteristicas asimétricas y simétricas que se extienden

de los enlaces C-O y correspondientes a moléculas de proteinas (Barraza et al., 2013).

En el caso de los cultivos de kéfir de agua se considera como un cambio en el sustrato de fuente de
carbono convencionales como lo es la sacarosa, glucosa, fructosa, melazas o jugos de frutas, etc.,
por inulinas, generalmente llamados fructanos, estos son carbohidratos de almacenamiento
presentes en diversas plantas, vegetales, frutas y cereales, como lo son el agave, achicoria, cebolla,
alcachofa, yacon, entre otros. Una de las propiedades mas extensivamente estudiada es su
comportamiento como prebidtico, el organismo no es capaz de digerir estos compuestos ni de
asimilarlos, sin embargo, pueden ser utilizados como sustrato energético, debido a que poseen la
capacidad selectiva de estimular el crecimiento de un grupo de bacterias en el colon (Bifidobacterias
y lactobacilos), con la consecuente disminucion de otras especies que pueden ser perjudiciales, lo
cual se considera de interés. Se presenta como un polvo blanco, sin olor, son de sabor neutral y sin
efecto residual (Madrigal & Sangronis, 2007). Las inulinas estan constituidas basicamente por
cadenas lineales de fructosa, ademas de tener un grado de polimerizacion de 3 a 60 unidades de
monomeros, compuesto de unidades de - D- fructofuranosilo unidas entre si por enlaces 2 — 1y
terminadas con una molécula de glucosa (Figura 5). Los estudios han demostrado que este
compuesto tiene varios efectos fisiologicos en la salud humana. Ademas, se ha descubierto que la
presencia de inulina esta relacionada con la mayor viabilidad de los microorganismos probi6ticos

durante su vida util (Costa dos Santos et al. 2019).
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Figura 5. Estructura quimica de la inulina: con una molécula terminal de glucosa (#-D-glucopiranosil) (A)
y con una molécula terminal de fructosa (f-D-fructopiranosil) (B) (Tomada de: Madrigal & Sangronis,
2007).

Como se menciono la relacién que se tiene la inulina y su efecto prebiotico se ve beneficioso para
tener una mayor viabilidad de ciertos microorganismos, estudios realizados por Ayala et al. (2018)
analizaron el efecto prebidtico de dos fuentes de inulina en el crecimiento in vitro de Lactobacillus
salivarius y Enterococcus faecium, obteniendo mejores resultados en el crecimiento de las BAL con
el uso de la inulina de agave superando a la inulina de achicoria.

Por otra parte, Costa dos Santos et al. (2019) estudiaron la optimizacion de la fermentacion de leche
de soya y la adicién de inulina en cultivos de kéfir, mostraron que la adicion de la inulina exhibio
un mayor crecimiento de bacterias y levaduras ademas de contribuir con la firmeza, la disminucién

de la sedimentacién y la aceptabilidad sensorial de la bebida.
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1.5 Actividad superficial del EPS

Los EPS obtenidos del kéfir de leche como del kéfir de agua, han Ilamado la atencién por sus
propiedades fisicoquimicas potenciales en aplicaciones en alimentos, ademas de su definicién como
producto seguro (GRAS). En este sentido, una de sus principales aplicaciones es como agente
bioespesante natural, dicha propiedad ha sido atribuida a la capacidad que tienen los EPS del kéfir
para interactuar con proteinas, iones, entre otros; permitiendo reducir los efectos de sinéresis en
alimentos debido a su capacidad de retencion de agua. Propiedades como la viscosidad y la
elasticidad son importantes desde el punto de vista reoldgico o de flujo, ya que éstas dependen de
la estructura y rigidez de los materiales, la presencia de cargas en la estructura de los polisacaridos,
la presencia de componentes distintos a la estructura de los sacaridos, como sustituyentes organicos
(grupos acetilo, piruvilo o succinilo) o inorganicos (grupos sulfato o fosfato) (Sasikumar et al.,
2017).

Existen diversos estudios que han reportado el uso de polisacaridos obtenidos de diversas fuentes,
con la finalidad de aplicarlos en la formacién de recubrimientos y peliculas biopoliméricas, y
ultimamente con especial énfasis en el uso de EPS de origen microbiano, debido a que se considera
que el uso de biomasa microbiana es una fuente sustentable e innovadora de biopolimeros
biodegradables, con propiedades de translucencia, homogeneidad, y permeabilidad adecuados para
diversos tipos de aplicaciones (Coma et al.,, 2019). También se usan como emulsionantes,
estabilizadores, agentes gelificantes, aglutinantes, coagulantes, espesantes y en producciones de
suspensiones y peliculas. Estas aplicaciones se basan en la estructura quimica de los biopolimeros
(Botelho et al., 2014).

Por otra parte, Ghasemlou et al. (2011a) reportaron el uso de peliculas de compositos basados en
kefiran y acido oleico, empleando un proceso de emulsificacién, con la finalidad de mejorar las
propiedades mecanicas y de barrera a la transferencia de humedad. Las emulsiones formadas
mostraron distribuciones monomodales con tamafios de gota entre 1.13 — 2.06 um, con un
comportamiento reoldgico pseudoplastico y sin fendmenos tixotropicos. Ademas, se encontro que
el EPS de kefiran presenta un comportamiento de hidrofilicidad superficial, de acuerdo con el
analisis de angulo de contacto, el cual disminuy6 conforme se incrementd el contenido de acido

oleico.
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Por otra parte, Sabatino et al. (2020) han reportado el uso de los EPS de kefiran como formadores
de hidrogeles, los cudles pueden ser formados mediante la aplicacion de bajas temperaturas que
incrementen en gran medida la viscosidad, o bien en combinacion con proteinas, moléculas de
azucar o alcoholes como el etanol o el etilenglicol, con la finalidad de obtener productos inyectables.
Radhouani et al. (2019) desarrolld criogeles de kefirdn para su aplicacion en la liberacion de
farmacos aplicables a la ingenieria de tejidos, demostrando que las propiedades funcionales de este
tipo de EPS son vastas. Por lo que en este trabajo se realizara un estudio comparativo de las
caracteristicas funcionales que presentan los EPS obtenidos del kéfir de agua y los principales
factores fisicoquimicos asociados a su funcionalidad y aplicacion.

1.6 Aplicaciones potenciales de EPS de kéfir de agua

1.6.1 Emulsiones

El estudio de las emulsiones es gran interés debido a la inmensa cantidad de productos que se utilizan
a diario, desde articulos de higiene personal, alimentos (helados, leche, mantequilla), asi como
productos agroquimicos como lo son pesticidas e insecticidas. En el sector farmacéutico, las
emulsiones pueden servir para encapsular los farmacos activos y después liberarlos cuando se
encuentren en la corriente sanguinea, debido a que la formacién de estas emulsiones seria uno de
los pasos iniciales para obtener sistemas de nanoparticulas y microparticulas para la focalizacion de
dichos farmacos. El principal reto que plantea el uso de emulsiones es la inestabilidad
termodinamica que presentan. De hecho, son propensas a la desestabilizacién y la separacién de
fases. La adicién de emulsionantes con propiedades interfaciales y/o espesantes permite la
formacion y estabilizacion de la emulsion. En la industria alimentaria, la introduccion de polimeros
naturales como proteinas y polisacaridos como agentes emulsionantes y/o estabilizantes ha sido un
enfoque exitoso para la formulacion de emulsiones altamente estables (Aramberri et al., 2006;
Bouyer et al., 2012).

Una emulsion consta de dos liquidos inmiscibles (generalmente agua y aceite), de los cuales uno se
dispersa como pequefias gotas en el otro. En la mayoria de los alimentos, los diametros de las gotas
suelen estar entre 100 nm y 100 um, pero actualmente ha habido un interés creciente en la utilizacion
de emulsiones con diametros menores (d< 100 nm) debido a sus nuevas propiedades fisicoquimicas.
Se pueden clasificar las emulsiones de acuerdo a su distribucion espacial relativa de las fases, oleosa
y acuosa. Se denomina tipo O/W al sistema que consta de gotitas de aceite dispersadas en una fase

acuosa y tipo W/O cuando las gotas de agua se dispersan en una fase oleosa.
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Ademas de las emulsiones convencionales mencionadas anteriormente, también es posible preparar
emulsiones maltiples denominadas también emulsiones dobles o emulsiones de emulsiones, las
cuales son sistemas multicompartimentalizados, caracterizados por la coexistencia de emulsiones
de aceite-en-agua (O/W) y de agua-en-aceite (W/O), en las que los glébulos de la fase dispersa
contienen dentro de ellos gotas igualmente dispersas mas pequefias, Las mas comunes son, aceite
en agua en aceite (O/W/O) o emulsiones agua en aceite en agua (W/O/W) (Jiménez Colmenero,
2013; McClements, 2016).

Durante la emulsificacion, el &rea interfacial entre las fases continua y dispersa aumenta
considerablemente en comparacién con la interfaz antes de la dispersion. La energia libre interfacial,
aumenta considerablemente. De acuerdo con el dictamen termodinamico de que todos los sistemas
evolucionan hacia su estado minimo de energia global, las emulsiones tienden a separarse
rdpidamente para minimizar el &rea de contacto interfacial y la energia libre. La inestabilidad de
estos medios se manifiesta de acuerdo a varios mecanismos: Floculacion, coalescencia, cremado o
sedimentacion y maduracién de Ostwald. La floculacién es el resultado de fuerzas atractivas entre
las gotas y conduce a la formacion de fldculos en la fase dispersa. Pueden ocurrir en emulsiones
estabilizadas con biopolimeros, ya sea por agotamiento o por mecanismos de puente. En algunos
casos, la floculacion es reversible y una simple agitacion magnética o0 manual pueden romper los
fléculos. Sin embargo, en otros casos, es irreversible y las gotas se unen. La coalescencia es el
proceso por el cual dos 0 méas gotas se fusionan para formar una Unica gota mas grande.

La sedimentacién o cremado consiste en la migracién de glébulos o gotitas hacia la parte superior
o inferior de la dispersion, dependiendo de las densidades relativas de las dos fases liquidas. Por
ualtimo, la maduracién de Ostwald es un mecanismo de difusion de moléculas de fase dispersa a
través de la fase continua, sin ningln contacto entre las gotas, relacionado con la solubilidad de la
fase dispersa en la fase externa, el cual se debe al crecimiento de las gotas mas grandes a costa de
las méas pequenias hasta que estas Ultimas practicamente desaparecen (Aramberri et al., 2006; Bouyer
et al., 2012; McClements, 2016). Los mecanismos de inestabilidad descritos anteriormente se

muestran en la Figura 6.
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Figura 6. Principales mecanismos de inestabilidad en emulsiones tipo O/W (Tomada de Bouyer et al.,
2012).

1.6.2 Recubrimientos

La industria de alimentos y embalaje en los Gltimos afios ha empleado nuevas formas de proteger
los alimentos de las condiciones ambientales y las tensiones mecanicas. EI uso de polimeros
sintéticos y plasticos para envases ha crecido, sin embargo, se ha presentado problemas ambientales
debido a la incapacidad de los materiales para biodegradarse, es por ello que la industria alimentaria
ha explorado el uso de materiales biologicos naturales y polimeros en los envases. Las ventajas que
ofrecen los recubrimientos comestibles son: ser libres de toxicos y seguros para la salud, presentan
propiedades sensoriales como ser transparentes y no ser detectados durante su consumo, regular
distintas condiciones de interfase o superficiales del alimento, a través del agregado de aditivos

como antioxidantes, agentes antimicrobianos y nutrientes.
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En diversos estudios el uso de polisacaridos de diferentes fuentes para preparar peliculas y
recubrimientos con diferentes propiedades ha indicado que estos carbohidratos con materiales
prometedores. La atencion que se le ha dado a los EPS de BAL como aditivo alimentario en la
industria ha sido la minima, principalmente debido a los bajos niveles de produccion comparados
con los producidos por bacterias gramnegativas. Para la aplicacion comercial, los EPS deben
producirse en niveles altos en medios de bajo costo y el procedimiento de aislamiento debe ser facil,
con estas consideraciones el EPS producido de los granos de kéfir podria ser una alternativa
asequible. Entre las ventajas promotoras de salud del kefiran se encuentra la inmunomodulacién o
la proteccion del epitelio, ademas de ser un polisacéarido soluble en agua que contiene cantidades
aproximadamente iguales de glucosa y galactosa, asi como un excelente potencial como agente
formador de peliculas, pero una de las desventajas es que las peliculas de polisacaridos son
relativamente rigidas y, por lo tanto, se necesitan plastificantes para facilitar la manipulacion.

Los plastificantes reducen las fuerzas intermoleculares y aumentan la movilidad de las cadenas de
polimero, disminuyendo la temperatura de transicion vitrea (Tg), sin embargo, también disminuyen
la permeabilidad al vapor de agua de la pelicula. EI glicerol es uno de los plastificantes mas
utilizados en las técnicas de fabricacion de peliculas (Piermaria et al., 2009; Ghasemlou et al.,
2011b; Fernandez Valdés et al., 2015).
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Capitulo I1. Justificacion
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Justificacion

En la busqueda de usos que se les da a los cultivos de kéfir de agua se ha encontrado la produccion
de biopolimeros con actividad superficial, los cuales son empleados para su aplicacién como agentes
emulsificantes en distintas industrias. Entre estos biopolimeros se encuentran los exopolisacaridos
(EPS) de kefiran y kéfir de agua en los cuales se ha encontrado un porcentaje de proteina asociado
a una fraccion mayoritaria de carbohidrato, que le brindan propiedades funcionales como agentes
bio-espesantes, gelificantes, estabilizadores fisicos, etc. Por otra parte, se ha encontrado que la
produccion y estructura de este EPS depende no sélo de la concentracion y tipo de microrganismos
en el cultivo, sino también de la fuente de carbono empleada, la cual puede marcar la diferencia en
los rendimientos y funcionalidad. Dado que los microrganismos presentes en el kéfir de agua, entre
ellos las BAL, las cuales son definidas como GRAS (generalmente reconocido como seguro),
permiten asegurar el uso de los EPS en aplicaciones de consumo directo. A pesar de la mayor parte
de los reportes sobre aplicaciones tecnoldgicas de los EPS de kéfir de agua se centran en el efecto
de estos sobre la textura de sus productos de fermentacion, la investigacion sobre las propiedades
fisicoquimicas, funcionales y su relacion con la estructura y composicion, a través de la evaluacion
de sus propiedades superficiales, como lo es la carga superficial, dindmicas de adsorcién para medir
la capacidad que tiene el EPS de reducir la tension interfacial, asi como la capacidad que tiene para
formar y estabilizar emulsiones tipo aceite-en-agua (O/W), permitird establecer criterios para

emplear y desarrollar sistemas dispersos estabilizados con este tipo de biopolimeros.
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Capitulo I11. Hipodtesis y objetivos
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Hipotesis

El uso de fuentes de carbono complejas como las inulinas, sobre la produccion de EPS en un cultivo
microbiano de kéfir de agua (tibicos), tendrd efecto sobre la estructura quimica y actividad
superficial del EPS producido, de tal manera que se mejore la capacidad de formar y estabilizar

emulsiones tipo O/W de aquellos EPS obtenidos con una fuente de carbono sencilla.

Objetivo general

Evaluar el efecto de distintas fuentes de carbono en un cultivo de kéfir de agua (tibicos), sobre la
produccién del exopolisacarido (EPS) con actividad superficial para su uso potencial como agente

emulsificante y estabilizante de emulsiones tipo aceite-en-agua (O/W).

Objetivos particulares

1. Establecer las condiciones de produccion y purificacion del EPS a partir del cultivo de kéfir
de agua empleando distintas fuentes de carbono.

2. Evaluar los pardmetros cinéticos del crecimiento microbiol6gico de la fermentacion con las
distintas fuentes de carbono.

3. Evaluar las metodologias que permiten caracterizar las propiedades fisicoquimicas,
estructurales y superficiales del EPS de kéfir de agua.

4. Elucidar el potencial para la formacion de emulsiones tipo O/W empleando los EPS de kéfir

de agua como agentes emulsionantes-estabilizantes.
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Capitulo IV. Materiales y métodos
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A continuacion, se describe la estrategia experimental empleada para la realizacion del presente trabajo.

Metodologia experimental

A J

Preparacion de cultivos Fuente de carbono

E

de kefir de agua
Purificacion del Estudio microbiologico
exopolisacdrido poblacional
| 4 L A L r
Caracterizacion fisico- Evaluacion de actividad Evaluacion de Caracterizacion y
quimica superficial de EPS actividad emulsionante estabilidad de emulsiones
I I I I
Contenido de Tensién interfacial Formulacién de Morfologia y
azicares y proteinas dinimica emulsiones O/W distribucién de
[ | tamariio
FT-IR Potencial Zeta
I
Peso molecular
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Materiales y reactivos

Los granos de kéfir de agua fueron comprados a Airsport ML (México). La inulina de alcachofa se
obtuvo de Microingredients (EUA) y la inulina de agave se compro a Vaserco S de R.L. de C.V.
(Jalisco, México). Reactivos y solventes como: sacarosa, cloruro de sodio, hidréxido de sodio,
safranina, azul de metileno, cristal violeta, acido sulfdrico, y peroxido de hidrogeno fueron
comprados a Reasol S.A. de C.V. (México). Los medios de cultivo agar MRS, agar extracto de
levadura-glucosa (YGE) fueron comprados a FrogsLab S.A. de C.V. (México), mientras que el agar
papa dextrosa (PDA), fenol y tolueno se adquirieron en Velaquin S. de R.L. de C.V. (México).
Solventes como acido tricloroacético (TCA) y etanol (96%) fueron adquiridos en Tecsiquim S.A.
de C.V. (México). La solucién amortiguadora de fosfatos (PBS), el reactivo de Bradford y estandar
de albamina de suero bovino (BSA) fueron adquiridos a Merck-Sigma Aldrich Quimica (México).

En todos los experimentos se utilizo agua destilada y agua desionizada.

4.1 Preparacion y acondicionamiento del cultivo de kéfir de agua.

Los granulos de kéfir de agua se cultivaron de acuerdo con la metodologia reportada por Lopez
Rojo et al. (2017). Primero, 12.5 g de granos de kéfir de agua pre-cultivados en sacarosa 5 % (p/v)
sirvieron como indculo. Los granos de kéfir de agua se agregaron en botellas Schott de 250 mL.
Cada fermentacion se realiz6 colocando 6 g de granos de kéfir en 100 mL de una solucion al 5 %
(p/v) de sustrato previamente esterilizado (sacarosa como control, inulina de agave (IAG) e inulina
de alcachofa (1AL). Después de 0, 24, 48, 72 y 96 h de fermentacion, los contenidos de tres botellas

Schott fueron analizadas.

4.2 Cuantificacion de la biomasa

Después de abrir las botellas, su contenido fue filtrado para separar los granos de kéfir del licor.
Los granos de kéfir de agua fueron lavados con 200 mL de solucion isoténica estéril (8.5 g/L NaCl),
y la masa total de los granos de kéfir de agua (biomasa humeda) fue determinada. Posteriormente,
5 g de estos granos de kefir himedos se secaron a 90°C durante 48 h para determinar la biomasa

seca. El pH del licor del kéfir de agua se determind con un potenciémetro.
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Para la cuenta de microorganismos viables se utilizaron 5 g de granos de kéfir en 45 mL de solucion
salina estéril, la suspension resultante fue utilizada para realizar las diluciones decimales
correspondientes. Las suspensiones diluidas se inocularon en placas de agar MRS, GYC y PDA
para enumerar BAL, BAC y levaduras respectivamente a 37 °C (Laureys y De Vuyst, 2014). Como
una prueba confirmatoria para diferenciar las BAL y BAC, a los cultivos resultantes de los medios
MRS y GYC se les realizo la prueba de catalasa. Se colocd una gota de solucion de perdxido de
hidrogeno (30% v/v) en un portaobjetos y una gota de la suspension de estos cultivos, debido a que
las BAL carecen de la enzima catalasa y las BAC si la presentan, el resultado positivo de esta prueba
permitird definir y diferenciar cualitativamente ambos tipos de bacterias (Carrillo & Audisio, 2007).

4.3 Obtencidn y purificacion del EPS

Los cultivos de kéfir en las soluciones de sacarosa, IAG o IAL, fueron filtrados para remover la
biomasa realizando varios lavados con agua destilada para procurar retirar el EPS de los granos.
Posteriormente, 500 mL de la solucion filtrada se mezclaron con 83.5 mL de TCA (80% v/v), la
mezcla se dejo reposar durante 24 h a 4°C, para inducir la separacion de las proteinas y favorecer
la solubilizacion del EPS (Wang et al., 2019). Transcurrido este tiempo, la solucién fue centrifugada
a 6,000 rpm durante 30 min a 4 °C. La fase sobrenadante fue adicionada de NaOH 4N para ajustar
el pH a 7.0. Para la purificacion del EPS, la solucion a pH 7.0 se mezclé con 3 volimenes de etanol
(96% v/v) frio y se dejo reposar durante 48 h a 4 °C, para inducir la precipitacion del EPS. La
solucion resultante se centrifugd a 4,000 rpm durante 20 min a 10°C. El precipitado que contenia el
EPS fue dializado en membranas de nylon (MWCO 12,400 Da) contra agua desionizada. EI EPS

resultante fue liofilizado para su posterior caracterizacion.

34



4.4 Caracterizacion fisicoquimica de EPS

4.4.1 Determinacion del contenido de azUcares.

La determinacion de contenido de azucares en el EPS se realizd mediante el método de Fenol-
Sulfarico (Dubois et al., 1956). Primeramente, en tres tubos de ensayo se colocé 1 mL de EPS al
0.01% (p/v), se le agregd 1mL de una solucion de fenol al 5% (p/v) y se agité en un vortex.
Posteriormente, 5 mL de H>SO4 concentrado se agregaron cuidadosamente, mezclando y dejando
reposar durante 10 min en un bafio de agua a 20 °C. La absorbancia de las muestras se midi6 en un
espectrofotometro UV-Vis (Genesys 2, Spectronics, USA) a una longitud de onda de 490 nm y se
comparé contra una curva estandar de glucosa [10-100 pg/mL]. Los azlcares simples,
oligosacaridos, polisacaridos y sus derivados, dan un color amarillo anaranjado cuando se tratan

con fenol y acido sulfarico concentrado, la reaccion es simple y el color es estable.

4.4.2 Determinacion del contenido de proteina

Se determing el contenido de proteina siguiendo el procedimiento descrito por Jiang et al. (2015).
Diez miligramos de EPS se dispersaron en 5 mL de la solucion amortiguadora PBS (10 mM, pH
7.0) con agitacion magnética durante 24 h a temperatura ambiente (25°C). Posteriormente, 1 mL de
EPS se mezclé con 1 mL del reactivo Bradford y se dejo reposar por 5 min en oscuridad, la
absorbancia de la muestra fue leida en un espectrofotometro UV-Vis (Genesvs 2, Spectronics, USA)
a una longitud de onda de 595 nm. Los resultados obtenidos fueron comparados contra una curva

estandar de albimina de suero bovino (BSA) en un intervalo de concentracion de 0 a 60 pg/mL.

4.5 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)

Los EPS fueron analizados 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 ley0 el espectro de
4000 hasta 400 cm con una resolucién de 4 cm, donde los principales grupos funcionales presentes

en la estructura del EPS fueron elucidados (Radhouani et al., 2018).
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4.6 Determinacion de Peso molecular (PM)

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 (dfi/dC). Las muestras
fueron colocadas en la celda de medicion del equipo de acuerdo con el procedimiento de operacion
estandar del equipo con la finalidad de obtener el diagrama de Debye correspondiente, a partir del
cual se estim¢ el valor del peso molecular como el inverso de la pendiente, y el segundo coeficiente

virial como la ordenada al origen del gréfico.

4.7 Evaluacion de la actividad superficial del EPS

4.7.1 Potencial Zeta (£)

La determinacién 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 ajusté el pH en un intervalo de 3.0 a 8.0. El potencial zeta (z) de las

muestras fue registrado.

4.7.2 Tension interfacial dindmica

La tension interfacial dindmica se determind usando el método descrito por Tang y Shen (2015)
con ciertas modificaciones en un tensiometro de gota pendiente OCA-20 (Dataphysics Instrument
GmbH, Alemania). EI montaje de la interfase agua-aceite consiste en colocar aceite filtrado en una
celda de vidrio éptico. Por otra parte, la dispersion de EPS se llevo a una concentracion de 1.0 %
(p/p), la cual se filtrd y se coloco en una jeringa de dosificacion. Posteriormente la aguja de la
jeringa se sumergié en la celda contenia el aceite y se procedi6 a formar una gota de la dispersion
acuosa con un volumen 30 pL, a un determinado tiempo. Se utiliz6 aceite de naranja (AN).

4.8 Formulacion de emulsiones O/W

Para evaluar la funcionalidad del EPS como agente emulsionante, se procedié 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 mas para asegurar la completa hidratacion.
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Las emulsiones se prepararon con una fraccién masica de fase dispersa de 5% ($=0.05) y 10%
(9=0.1), donde la fase dispersa consistié de AN que se adiciono a la fase continua (W, dispersion
de EPS) por goteo a una velocidad de homogeneizacién 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 realiz6 colocando la muestra en un bafio de hielo para evitar el sobrecalentamiento de

ésta.

4.9 Morfologia y distribucion de tamafio de gota

La morfologia de las emulsiones (O/W) se examinaron con un microscopio 6ptico OLYMPUS
BX4S, con objetivos de 10X y 100X, el cual se encuentra acoplado a una camara AxioCam (ERc5s).
Se diluyeron las emulsiones a una razén de 1:10 en agua desionizada, fueron depositaron entre las
laminas de un portaobjetos y cubreobjetos. Una vez obtenidas las micrografias de las muestras y a
través del software de analisis de imdgenes ZEN 2012 (Blueedition, System) se determind el
didmetro (dio) de las gotas de la emulsion.

Para la distribucion del tamafio de gota (Da43) se utilizo el analizador de tamafio de particula por
difraccion de rayo laser Mastersizer 2000 (Malver Instruments, Reino Unido), se empled un indice

de refraccion de 1.333 para el medio dispersante.

5.1 Analisis estadistico

Todos los tratamientos se trabajaron por o menos por triplicado, el andlisis estadistico se realiz6
mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA) y comparacion de media por medio de la
prueba de Tuckey (p<0.05), empleando el software SPSS 18.0 (IBM, USA).
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Capitulo V. Resultados y Discusion
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En esta seccion se presentaran los resultados experimentales obtenidos para las primeras secciones,
y un acercamiento a las caracterizaciones que se han realizado este tipo de EPS por diferentes
grupos de investigacion, debido a que no fue posible concluir toda la planeacién experimental que

se tenia contemplada.

5.1 Cultivos de kéfir de agua

Una vez que los granos de kéfir de agua fueron acondicionados, el crecimiento de éstos se evalud
mediante la adicion de sacarosa, |AG e IAL, las curvas de crecimiento obtenidas se muestran en la
Figura 7, donde puede observarse que, a partir de las 48 h de cultivo, no hubo cambio significativo
en la cantidad de biomasa, partiendo de 50 hasta 60 g en un tiempo de 48 h, con un incremento en
base seca del 5%, aproximadamente. Este resultado es similar al reportado por Laureys & De Vuyst
(2014). Estudios realizados por Guzel et al. (2011) referentes al crecimiento de la biomasa de granos
de kéfir con distintos sustratos hacen mencion al uso de inulina (2%), durante los primeros 7 dias
de la fermentacion no se mostré un aumento significativo de la biomasa, hasta al cabo de 30 dias

incrementé en un 129.5%.
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Figura 7. Produccion de biomasa de granos de kéfir en peso freso (g, - - -), y en biomasa de kéfir de agua

en seco de granos de kéfir (%. - - -) en funcion del tiempo

39



Asimismo, durante este crecimiento de biomasa, se realiz6 la cuantificacion del consumo de
sustrato por medio de la determinacion de los azucares totales en el medio de cultivo, el perfil

normalizado de este consumo se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Consumo de sustratos en funcion del tiempo.

De acuerdo con estos resultados, se puede observar que la IAL presentd una menor reduccién de
carbohidratos totales disponibles en el medio de cultivo al cabo de las 96 h, aunque hasta las
primeras 48 h no hubo diferencia significativa (p<0.05) en la concentracion, seguida de 1AG, y por
ultimo la sacarosa, dando un primer indicio sobre la preferencia de este Gltimo sustrato por el cultivo
de kéfir de agua. Cabe mencionar que la sacarosa como fuente de carbono presentd la mayor

reduccidon en su contenido respecto a las dos inulinas.

Para evaluar la diversidad poblacional de los microorganismos presentes en las fermentaciones de
los granos de kéfir, se realizd la cuenta en placa de las UFC (unidades formadoras de colonias) en
los medios MRS para BAL y PDA para levaduras, la cuenta en el medio GYE para las BAA no

pudo realizarse. Los resultados se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Diversidad poblacional microbioldgica de granos de kéfir.

Fuente de carbono

Microorganismos

IAL IAG Sacarosa
BAL (log UFC/mL) 7.95+0.2 7.85+£0.3 7.05+£0.2
Levaduras (log UFC/mL) 6.89 £ 0.3 6.82+£0.5 6.1+0.4

A partir de los resultados se encontrd que, al cabo de las 96 h, las BAL se encontraban en mayor
proporcion por sobre las levaduras con valores de entre 7.95 —7.05 log UFC/mL, mientras que para
levaduras resultados de 6.89 — 6.1 log UFC/mL esto para las fermentaciones con las tres fuentes de
carbono, este comportamiento coincide con lo reportado por Laureys & De Vuyst (2014), quienes
reportan cuentas de levaduras y BAL viables en el licor de kéfir de agua de 6.3 +0.2y 6.9 £0.1 log
UFC/mL, e indican que las colonias de BAC solo fueron visibles hasta un tiempo de fermentacion
superior a las 144 h.

Ademas, en estudios realizados por Teixeira et al. (2011) reportan que en cultivos con kéfir
brasilefio las BAL fueron el grupo de microrganismos mas frecuentemente encontrado con
aproximadamente 60.5 %, seguido de las levaduras con un 30.6 % y las BAA con un 8.9% en la
poblacion. Asimismo, Costa dos Santos et al. (2019) reportan que el uso de inulina en tratamientos
de fermentacidn con granos de kéfir exhibe un mayor crecimiento de bacterias y levaduras, debido
a que ayudan a mantener la viabilidad de los microorganismos en el desarrollo del producto. Cabe
mencionar que como se esperaba, cuando se realizé la prueba de catalasa a los cultivos obtenidos a

partir del medio MRS no mostraron actividad catalasa, lo que confirma la presencia de BAL.
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5.2 Obtencion del EPS

De acuerdo con los resultamos mostrados anteriormente, se decidié realizar las fermentaciones con
una duracion de 48 h, donde los microorganismos todavia tienen sustrato suficiente y sin diferencia
significativa. Al cabo de este tiempo, se realiz6 la separacion del EPS, encontrando rendimientos

de produccion como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Rendimiento de produccion del EPS con distintos sustratos

EPS Rendimiento de produccién (mg/L)
Sacarosa 122.2 £ 1.64

IAG 336.0 £ 1.46

IAL 332.0+1.39

Este valor es cercano, aunque inferior, a los rendimientos reportados por Hasheminya &
Dehghannya (2020), quienes reportan rendimientos desde 1.37 hasta 4.32% para muestras de kéfir
de agua donde se empled agua caliente y/o ultrasonido. Ademas, estos autores reportan que si bien,
el uso de temperaturas elevadas puede mejorar la extraccion de los EPS debido a que mejora la
disolucion del EPS en el medio de extraccién, también puede provocar su degradacion térmica
estructural, provocando reduccion en el rendimiento de extraccion. Asimismo, se reportan datos
similares por Chen et al. (2015) quienes informaron sobre rendimientos de 223.3 mg/L en un tiempo
de 16 h, utilizando como sustrato leche y Fukada et al. (2010) para un EPS producido por
Lactobacillus fermentum con diferentes fuentes de carbohidratos, con glucosa la produccion fue de
69.0 mg/L en un periodo de 24-48 h, debido a que se observo una disminucion del rendimiento de
EPS alas 72 hr. Estudios realizados por Ayala Montaner et al. (2018) sobre el efecto prebidtico de
la inulina en Lactobacillus salivarius, muestran resultados favorables utilizando inulina de agave
para fomentar el crecimiento de bacterias probidticas. Ademas de ser la inulina un fructano se

considera como un prebiotico, el cual ejerce un efecto benéfico a través de mecanismos directos o
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indirectos, asi como estimular el crecimiento de bacterias acido lacticas responsable en su mayoria
de la produccidn del EPS (Sosa- Herrera et al., 2016).

5.3. Caracterizacion del EPS

EL analisis fisicoquimico del EPS obtenido de los granos de kefir de agua mostré que éste se
encuentra compuesto por carbohidratos y proteinas, el cual se presenta en la Tabla 3, el contenido
de proteinas oscil6 entre el 1.0 — 2.2% base seca y de contenido de carbohidratos entre 200- 490
mg/g EPS. Estos resultados se encuentran dentro de los reportes para EPS de kefir de agua por
Hasheminya & Dehghannya (2020), quienes indican que su EPS oscil6 entre el 86.23 y 89.94%
para carbohidratos y de 0.12- 1.22% para proteina y por los reportados por Botelho et al. (2014) en
EPS fermentado por leche de soya, que muestran 221.03 mg/L en contenido de carbohidratos y un
2% en contenido de proteina.

Tabla 3. Caracterizacion fisicoquimica del EPS

Contenido (mg/gEPS)

Fuente de

carbono Carbohidratos Proteina

Sacarosa 281.1+211 2498 +0.18
IAG 210.2+6.1 11.30+1.03
IAL 4946 £ 9.4 15.83 + 0.54

Cabe mencionar que el EPS de IAL mostrd el mayor contenido en carbohidratos totales mientras
que el EPS de IAG el menor contenido, esto se relaciona con una mejor asimilacion de la fuente de
carbono, el grado de polimerizacion (GP) y las ramificaciones de la molécula que afectan la
degradacion de la inulina, debido a que la IAG posee un bajo GP, esto propicia a una mayor
solubilidad, lo cual favorece su degradacién (Ayala et al., 2018). Debido a que la IAL tiene un alto
GP <60, presenta compuestos remanentes de alto GP, estos propician a una degradacion lenta y un

efecto probidtico prolongado, mientras que la IAG presenta un GP < 30 y una degradacién mayor.
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Ademas de que el EPS de IAL podria proporcionar mayor estabilidad estérica, debido a que tiene
una proporcion suficientemente alta para que se adsorba la proteina en la interfase, pero mayor
residuo de carbohidratos proyectados en la fase continua, causando esto la repulsion estérica.

Por otra parte, la IAG mostr6 menor cantidad de proteinas asociadas a la molécula y la sacarosa el
mayor contenido de estd por sobre las otras fuentes de carbono, esto se puede relacionar con el
proceso en el que proteinas que fueron parte de la secrecion de los microorganismos contenidos en
los granos de kéfir (lisis celular) o bien algunas células completas pudieran ser arrastradas hacia los

componentes del EPS, contribuyendo al contenido de proteina.

5.4 Diametro hidrodinamico del EPS

La determinacion del didmetro hidrodindmico de los EPS se realiz6 para las muestras obtenidas de
cada uno de los sustratos en las primeras 24 y 48 h de fermentacion, los resultados se muestran en
la Tabla 4 y Figura 9. A partir de los datos de la Tabla 4, se observa que el tipo de sustrato si tuvo
un efecto sobre el didmetro hidrodinamico, y que el tiempo de fermentacion también influy6 sobre
las caracteristicas de tamafio de los EPS, siendo el EPS obtenido con IAL a 24 h, el que presentd
mayor didmetro hidrodinamico, sufriendo una caida drastica en las siguientes 24 h. A diferencia de
las inulinas, el uso de sacarosa mostré que el EPS obtenido incrementaba su tamafio conforme el

tiempo de fermentacidn se incrementaba, mientras que, en las inulinas, esta tendencia fue opuesta.

Tabla 4. Diametro hidrodinamico (dy) y valor medio de los EPS con Sacarosa, IAG e IAL

Sustrato Tiempo (h) dn (nm)
24 190.50 + 21.93
Sacarosa
48 255.50 + 19.07
24 109.10 £ 11.74
IAG
48 61.86 + 25.64
24 509.5 + 18.33
IAL
48 28.19+12.35
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De acuerdo con los gréaficos mostrados en la Figura 9, en concordancia con los datos de la Tabla 4,

se puede observar que los perfiles de distribucion de diametro hidrodinamico presentan cambios de

acuerdo con el tiempo de fermentacion, pasando de sistemas mas polidispersos a sistemas con

menor polidispersidad (Pdl), y en el caso de las inulinas, a EPS con menor tamafio.
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Figura 9. Perfiles de distribucion de diametro hidrodindmico de los EPS y su indice de polidispersidad

(PdI)
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5.5 Peso molecular (PM)

La determinacion del PM de biopolimeros como lo son los EPS mediante el uso de dispersion de
luz dinamica (DLYS), ha sido reportado por el grupo de investigacion en el trabajo realizado por De
los Santos Trinidad (2020). Esta es una técnica fisicoquimica empleada para la determinacion de la
distribucion de tamafios de particulas en suspension y asi observar las interacciones de los polimeros
a través del incremento del tamafio de los polimeros formados.

La descripcion del fundamento de la técnica se centra en que cuando un haz de laser alcanza las
particulas que hay en una suspension, se dispersa en todas las direcciones posibles, donde los haces
de luz dispersados por las distintas particulas interfieren entre si y se obtiene una intensidad de
dispersion determinada. Como consecuencia del movimiento browniano las posiciones relativas de
las particulas varian constantemente entre si (Cuadros et al., 2014).

A partir de las mediciones en la suspension de EPS se utiliz6 la expresion de Rayleigh la cual genera
el grafico de Debye, que es un ajuste lineal de KC/ Rg vs Concentracion, la cual a través de una
regresion lineal de los datos proporcionados, permite calcular los valores del PM a través del inverso
de la interseccion de la curva, mientras que la pendiente estara relacionada con el 2do coeficiente

virial (A2) como se muestra en la ecuacion 1 (Zetasizer Nano Application Note MRK528-01)

KC 1
R_G = om + 24, (1)

Por lo que el PM estimado para el EPS a partir de los datos de regresion de la Figura 10 fueron de
454.54 + 16 (a) y 370.37 + 3.45 (b) kDa, con un valor A, de 0.0052 y 0.00245 mL mol/g? para IAG
e IAL, respectivamente. Cabe mencionar que el valor de A 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 tenderia hacia la agregacion y no a la
solvatacion. Es preciso mencionar que estos valores son cercanos pero inferiores a los reportados
por autores como Marangori Junior et al. (2020) y Exarhopoulos et al. (2018), quienes reportan para
EPS de kéfir de agua 614.4 kDa, ademas Wang & Bi (2008) quienes indican valores de 150 kDa
para EPS kefiran utilizando maltosa como fuente de carbono y los encontrados por De los Santos
Trinidad (2020) para el EPS de keéfir de leche, son de 491.89 + 23 kDa, y que las diferencias pueden
estar relacionadas con factores como el tipo de sustrato que se suministra para el cultivo microbiano,

ademas de las condiciones de extraccion del EPS de la biomasa de los granos de kéfir.
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Figura 10. Graficos de Debye para el EPS obtenido con IAG e IAL.
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Es importante mencionar que las secciones que a continuacion se describiran, no pudieron
concretarse completamente de forma experimental, debido a la situacion de emergencia sanitaria
por COVID-19, sin embargo, debido a que es importante describir y discutir estas caracteristicas,
la presentacion y discusion de las mismas tendra una base tedrica, de acuerdo con la informacion

encontrada en la bibliografia.

5.6. Espectroscopia de FT-IR.

La espectroscopia de infrarrojo (FT-IR) es una técnica que permite evaluar de forma cualitativa la
presencia de grupos principales en una molécula, siendo de gran importancia para obtener un primer
acercamiento sobre la estructura de biopolimeros como los EPS.

De los espectros obtenidos, en el que proporciona mayor informacién fue el de sacarosa comparado
con el de IAG e IAL. Respecto a los EPS de kéfir de agua, los espectros de infrarrojo presentados
en la Figura 11 han mostrado que este tipo de biopolimeros presentan sefiales amplias y redondeadas
alrededor de los 3300 cm, el cual ha sido asociado con la presencia de grupos -OH intramolecular
o intermolecular de los polisacéridos; también se han observado grupos metilenos (2924 cm™) dicha
banda se asoci6 con la vibracion de estiramiento simétrico y asimétrico del grupo alifatico (CH>);
las bandas en el rango entre 1660 y 1220 cm™ son caracteristicas asimétricas y simétricas que se
extienden de los enlaces C=0, especificamente amida | (1643cm™); y la region caracteristica de los
carbohidratos entre los 1200-900 cm™, y la banda correspondiente a los 1030 cm™ es caracteristica
a los compuestos de polisacaridos, ademas, los pico encontrados alrededor de los 900 cm™ se han
sefialado como indicativos de la presencia de modos de vibracién de la glucosa, galactosa y de las
configuraciones B-glicosidos en la estructura del kefiran. Estos perfiles de IR resultan ser similares
para a los espectros de kefiran en leches fermentadas como el mostrado en la Figura 11 (Wang et
al., 2010; Zajsek et al., 2011; Feng et al., 2012; Botelho et al., 2014; Esnaashari et al., 2014; Pop et
al., 2016; De los Santos Trinidad, 2020; Hasheminya y Dehghannya, 2020; Marangori Janior et al.,
2020).
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Se tomo de referencia el espectro IR del EPS de kéfir de leche (Figura 12) para identificar cuales
de estos grupos funcionales se encuentran en el EPS de kéfir de agua obtenido de distintas fuentes
de carbono, se puede observar que en ambas figuras la sefial de alrededor de los 3330 cm™ se
encuentra presente, se asocia a los grupos hidroxilo, se puede observar que en el EPS de kéfir de
agua (Figura 11) las sefiales debidas a la vibracion del estiramiento O-H tuvieron una mayor
intensidad que la obtenida por el kefiran estas sefiales también se asocian a moléculas de agua
presentes, asimismo se exhibe una sefial adicional de 2925 cm™ que se relaciona con la vibracion
del estiramiento simétrico y asimétrico del grupo alifatico (CH>), la cual esta presente en los EPS
de kéfir de agua, en sacarosa se encuentra con mayor intensidad y en el kéfir de leche esta ausente.
Posteriormente se muestran similitud en las sefiales del EPS de 1AL con el kefiran en la region de
1660 a 1400 cm™, alrededor de 1660 cm™ es un indicativo de vibracion de estiramiento de C = O
(amida 1), 1580 cm™ indicativo de flexion N — H (amida I1) y estiramiento C — N correspondiente a
moléculas de proteinas, y para 1420 cm indicativo de aniones del grupo carboxilo COO-, por el

contrario, el EPS de IAG y sacarosa no mostraron la sefial de 1660 cm™.
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Por ultimo, la sefial que se encuentra con mayor intensidad correspondiente a los polisacaridos es
la de alrededor de 1030 cm (indicativo de estiramiento de -OH), presente en ambas figuras (Feng
etal., 2012; Botelho et al., 2014; Pop et al., 2016).

5.7 Actividad superficial del EPS

5.7.1. Potencial zeta.

El potencial zeta representa una propiedad que determina la magnitud de la carga superficial de la
molécula. De acuerdo con los resultados reportados por Exarhopoulos et al. (2018), el potencial
zeta de las dispersiones de kefiran fue de -7.26 mV a un pH de 6.63, disminuyendo su caracter
anionico conforme el pH se reducia.

Por otra parte, se reporté un comportamiento semejante para el EPS de kéfir de agua, con una
potencial zeta alrededor de -13 mV para un pH de 7 y de -3 mV para un pH de 3. Este
comportamiento fue semejante en los tres EPS de kéfir de agua obtenidos con sacarosa, IAG e IAL
que se presentaron bajo el mismo intervalo de pH. Este comportamiento indica que los EPS en
valores de pH cercanos a la neutralidad exhiben fuerzas de repulsion electrostatica coloidal que
contribuye a su estabilidad en la dispersion, y que conforme el pH se acidifica, éstos son mas
propensos a exhibir fuerzas atractivas de Van der Waals dominantes respecto a las fuerzas de
repulsién electrostatica, debido a que reducen su carga superficial (Exarhopoulos et al., 2018).

En la Figura 13 se muestra el comportamiento de potencial zeta para el EPS de kéfir de agua, con
las distintas fuentes de carbono empleadas. En donde se puede observar el comportamiento de los
EPS con en el aumento del pH, si bien entre las cadenas que conforman los EPS se encuentran
grupos de &cidos carboxilicos que ademas tiene una pequefia cantidad de proteina covalentemente
ligada, la parte que se ionizaré sera el grupo carboxilo, cuando el pH es 3 el medio se encuentra
protonado dicho grupo no se ionizara debido a que existen muchos contraiones [H*] es decir los
grupos funcionales estan “saturados”, pocos seran los grupos ionizados de tal forma que
practicamente no se tiene cargas. Mientras que, a medida que el pH se va neutralizando el medio
adquiere caracter basico y en este punto méas grupos carboxilos se ionizaran por ende incrementara
el valor negativo del potencial zeta, de esta forma habra méas grupos que se repelen principalmente
por el efecto de la doble capa eléctrica. Es por ello que bajas cantidades de potencial zeta

generalmente indican inestabilidad (Celis et al., 2015).
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Figura 13. Perfil de potencial zeta en funcion del pH para EPS de kéfir de agua.

5.7.2. Tension interfacial dinamica

La reduccion de la tension superficial o interfacial es una propiedad que exhiben las moléculas
anfifilicas en soluciones acuosas, como los EPS, lo cual puede atribuirse a la composicién
fisicoquimica (contenido de proteina y carbohidrato), donde 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 cohesién de las fases agua y aceite,
permitiendo que la interaccion entre éstas se favorezca (Pilotzi, 2015).

Este tipo de pruebas no es muy frecuente en la caracterizacion que se realiza para las propiedades
funcionales de los EPS, sin embargo, este tipo de técnicas permite establecer los usos potenciales
de macromoléculas (gomas, proteinas, almidones, EPS, entre otros), como agentes con actividad
superficial con capacidad para formar y estabilizar sistemas dispersos (hidrogeles, emulgeles,
emulsiones, espumas, etc.).

De acuerdo con la informacion reportada en el grupo de investigacion, en EPS obtenidos de kéfir
de leche, la tension interfacial entre una dispersion de EPS al 1% en aceite de naranja (AN) era de
7.5 mN/m, cuando se presentd la modificacion del EPS de IAG e IAL la tension interfacial
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disminuyo hasta 2.8 mN/m al cabo de 20 min, representando un 58.3% de reduccion, respecto al
valor inicial en la pelicula interfacial recién formada.

A diferencia de cuando se empleé el EPS obtenido de kéfir de leche, como se muestra en la Figura
14. Estos cambios se pueden atribuir a menores tamafios de las moléculas tanto del EPS de IAG
como IAL, porque moléculas méas grandes y con ramificaciones mayores tendrian una tendencia a
migrar a la interfase mas lentamente, en cambio con moléculas de menor tamafio y que tienen este
caracter anfifilico con una fraccion de proteina y carbohidrato, pueden difundirse mas rapidamente
en la interfase y esto contribuye con una reduccion de la tension interfacial mas rapido, y se puede
observar que en los primeros minutos existe una reduccion de hasta 5 mN/m y después de tiempo

de 10 minutos permanece constante.
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Figura 14. Perfil de tension interfacial para *EPS de kéfir de leche y EPS de kéfir de agua.

(*Tomado de: De los Santos Trinidad, 2020)
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5.8 Caracterizacion y estabilidad de emulsiones

Para realizar la caracterizacion de las emulsiones, se evalu6 la distribucién y tamafio de gota,
morfologia y la estabilidad.

5.8.1 Morfologia y distribucion de tamafio de gota

Las emulsiones formadas por el EPS de sacarosa fueron observadas en un microscopio éptico para
evaluar la morfologia de los sistemas dispersos y mediante la técnica basada en difraccién de rayo
laser se obtuvo el tamafio de gota promedio.

Las micrografias que fueron tomadas de las emulsiones, se captaron con objetivos de 10X y 100X,

los resultados se muestran en la Figura 15.
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Figura 15. Micrografias de emulsiones O/W con EPS de sacarosa observadas a 10X y 100X para: a) EPS
de sacarosa AN (5%), b) EPS sacarosa AN (10%).
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Tabla 5. Diametro volumétrico de momento (Das)

Muestra D43 (um)
EPS AN (5%) 1.242 + 0.032
EPS AN (10%) 1.177 £ 0.027

Los tamafios de gota que las emulsiones exhibieron demuestran que los sistemas presentan cierta
polidispersidad, debido a que el tamafio de estas no fue totalmente homogéneo, en el caso de las
muestras con objetivo 100X la homogeneidad de las particulas no se pudo observar adecuadamente,
esto se asocia con porciones de EPS que no se solubilizaron.

La Figura 15 presenta las micrografias de las emulsiones a 10X y 100X, asi como la curva de
distribucion de tamafio de gota (PSD), y en la Tabla 5 los valores del didametro volumétrico de
momento (D43) a un tiempo= 0 h, estabilizadas con el EPS de sacarosa empleando dos diferentes
porcentajes de aceite de naranja (AN).

Asimismo, las imégenes de las emulsiones con AN al 5% mostraron un tamafio de gota con menor
homogeneidad dando asi un PSD multimodal y con AN (10%) un PSD bimodal. Sin embargo, las
emulsiones con mayor contenido de AN mostraron valores del diametro D4z menores, esto se asocia
con la concentracion de aceite dado que la viscosidad de la emulsion sera mayor y la movilidad de
las gotas sera menor, por lo tanto, la estabilidad es mayor.

5.8.2 Estabilidad de las emulsiones O/W

La estabilidad de una emulsion se asocia a la persistencia o decaimiento del sistema disperso bajo
ciertas condiciones. Una emulsion puede permanecer sin cambios bajo ciertas circunstancias y
romperse facilmente frente a otras; son de importancia los cambios eventuales en la temperatura,
los procesos de ruptura que involucran efectos fisicos como gravedad artificial, movimiento
Browniano o agitacion, pero es mas comun el estudio de una emulsion almacenada a temperatura
constante y bajo condiciones de gravedad normales. Para determinar la ruptura de la emulsién como
funcién del tiempo una medida valida es la determinacion de la distribucion de tamafios (Salager ,
2000).
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El tamafio de particula es uno de los factores ligados a la funcionalidad de los sistemas dispersos
como las emulsiones (Damodaran, 2008), puesto que se encuentra relacionado con la estabilidad
fisica de estos sistemas, esta caracteristica fue monitoreada para conocer la velocidad de
coalescencia y conocer la estabilidad que se tiene en emulsiones tipo O/W empleando EPS de

Sacarosa.
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Figura 16. Evaluacién de estabilidad de las emulsiones de EPS de sacarosa formuladas con AN.

La evaluacién del cambio en el tamafio de gota durante el almacenamiento de las emulsiones no
mostré cambios significativos al término del almacenamiento, se sabe que un menor cambio en el
tamafio de gota indica mayor estabilidad en la emulsion. La Figura 16 muestra el diametro de las
emulsiones estabilizadas con el EPS de sacarosa a diferentes porcentajes de contenido de aceite de
naranja (AN), si bien durante el tiempo de almacenamiento se presentd cierto aumento y
disminucion del diametro (um) de las gotitas, se puede atribuir a los arreglos estructurales del EPS
en la interfase y que estos arreglos de compactacion generen fendmenos de aglomeracion,
floculacion, incluso de coalescencia y permita el aumento de tamafios de gota. En conclusion, los

tamafos de gota de las emulsiones no presentaron cambios considerables al cabo de 6 dias.
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Si bien el estudio de EPS provenientes de BAL ha recibido un gran interés debido a las propiedades
que presentan como lo son alta estabilidad térmica y solubilidad las cuales se pueden utilizar como
aditivos alimentarios, ademas de presentar caracteristicas como agentes viscosificantes o
gelificantes, se ha demostrado que el EPS que se produce de varias especies de bacterias como las
encontradas en los cultivos de kéfir de agua y de leche mostradas anteriormente, poseen mayores
actividades de viscosidad, espesamiento, estabilizacion, gelificacion y emulsidn que algunos otros

polimeros utilizados comercialmente (Yang et al., 2018; Prasanna et al., 2012).

Debido a esto, diversos autores han realizado estudios empleando EPS como agentes
emulsificantes. Prasanna et al. (2012) emplearon el uso de EPS con BAL del género
Bifidobacterium longum subsp. infantis CCUG 52486 y Bifidobacterium infantis NCIM 702205,
las cuales se compararon con emulsiones preparadas con dos EPS, goma xantana y goma guar a
una concentracion de 1 mg/ mL usando diferentes aceites, ambos EPS Bifidobacterium presentaron
mayor actividad de emulsificacion con los distintos aceites comparado con las gomas, ademas de
las emulsiones preparadas con aceite de semilla de girasol fueron estables durante 7 dias a 25°C.

También, evaluaron los posibles efectos en la concentracion de EPS en la estabilidad de la emulsién,
usaron de 0.25 — 1.5 mg/mL, pero el uso de 1 mg/mL es la concentracién optima, debido a que no

hay una mejora en la actividad de emulsificacion a concentraciones mas altas.

En el caso de Wang et al. (2008) utilizaron EPS producidos por Lactobacillus kefiranofaciens ZW3
el cual se aislo de granos de kefir empleando como medio leche cultivada del Céucaso. La
estabilidad de la emulsion del EPS de L. kefiranofaciens ZW3 se compar6 con, goma xantana, goma
guar y goma acacia. EI EPS retuvo 91.25% y 88.09% de la actividad de emulsificacién después de
30y 60 min, comparando este resultado con la goma xantana la cual produjo 92.66% y un 81.10%

de actividad en 30 y 60 min respectivamente.

Yang et al. (2018) purificaron, aislaron y caracterizaron el EPS producido por Leuconostoc
pseudomesenteroides YF32 de pasta de soya, en la caracterizacion se obtuvo una solubilidad del
dextrano de 90.5% (81.15 g/L), se conoce a partir de la literatura que, a mayor solubilidad, mas
beneficioso como biosurfactantes y estabilizadores. Una emulsion eficaz debe tener la capacidad

de mantener al menos el 50% del volumen primario de emulsidn hasta las primeras 24 h.
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La estabilidad de las emulsiones se evalu6 con 1 mg/mL del dextrano y aceite de girasol, el EPS L.
pseudomesenteroides YF32 poseia una actividad emulsionante del 67.25 % después de 1 h'y
presento una disminucion del 64.36% a las 24 h. En comparacién con otros EPS, como el presentado
por Prasanna et al. (2012), el EPS L. pseudomesenteroides tuvo una propiedad emulsionante méas
alta.

En los estudios antes mencionados se mostro la estabilidad que posee el EPS proveniente de
diversas bacterias acido lacticas, en el caso de Prasanna et al. (2012) las emulsiones que realizaron
con aceite de girasol permanecieron estables hasta 7 dias, como lo mostrado en el presente trabajo
en el que no se exhibi6 cambios significativos en el didmetro del tamafio de gota de las emulsiones.
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Capitulo VI. Conclusiones y
perspectivas
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Conclusiones

En el presente trabajo se evalud el comportamiento microbioldgico de cultivos de kéfir de agua con
tres distintas fuentes de carbono, sacarosa, inulina de agave (IAG) e inulina de alcachofa (IAL),
mostrando que la presencia de las BAL se encuentra en mayor proporcion por sobre las levaduras
al cabo de un tiempo de 96 h, pero en cultivos con la presencia de las inulinas hubo un aumento de
un 12% maés esto debido a que la inulina tiene un efecto prebidtico que ayuda con la viabilidad de
los microorganismos, el crecimiento de los cultivos no mostrdé cambios significativos. Al realizar
la cinética de crecimiento se encontr6 el mayor rendimiento de produccion de EPS a las 48 h, con
valores de 330 mg/L para las inulinas y de 120 mg/L en el EPS de sacarosa, esto debido a la mayor

presencia de BAL asociadas en su mayoria a la produccion del EPS.

Se realizo el analisis fisicoquimico que consistid en analisis de proteinas y carbohidratos totales,
debido a que la presencia de ambos puede tener efecto en la estabilidad de las emulsiones,
obteniendo el mayor contenido de proteinas en el EPS de sacarosa con 24.98 + 0.18 mg/gers, dicho
resultado se relaciona con el proceso en el que proteinas que fueron parte de la secrecion de los
microorganismos contenidos en los granos de kéfir se desprendan y se arrastren hacia los
componentes del EPS, y mayor contenido de carbohidratos el EPS de IAL con 494.6 + 9.4 mg/geps
esto relacionado con el grado de polimerizacion (GP) de las inulinas. En la evaluacion del peso
molecular (PM) de los EPS se encontraron valores que oscilaban de 370 a 450 kDa, dichos datos
corresponden a los reportados en la literatura. También se realizd espectroscopia de FT-IR,
mostrando sefiales amplias y redondeadas en 3330 cm™ asociadas a la presencia de grupos -OH,
presencia de grupos metilenos que se asocia a la vibracion de estiramiento del grupo alifatico en
2924 cm™, bandas en el rango de 1660 y 1220 cmcaracteristicas asimétricas y simétricas que se
extienden de los enlaces C-O, especificamente amida | (1643cm™), region caracteristica de los
carbohidratos entre los 1200-900 cm™ asi como bandas en 1030 cm™ caracteristicas de los

polisacaridos (indicativo de estiramiento de -OH).
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La caracterizacion de evaluacion del potencial zeta exhibié que los tres EPS mostraban un
comportamiento de polielectrolitos anionicos, con potenciales zeta con carga negativa variando de
-3mV a-14 mV en pH de 3 a 8. La evaluacion de la tension interfacial de los EPS obtenidos de las
inulinas se compard con el EPS de kefir de leche (kefiran), se hall6 que los EPS de kéfir de agua
poseen la capacidad de reducir la tension superficial hasta en un 58.3 % y se mostr6 que fue mejor
que el EPS kefiran, por lo tanto, funcionarian como buenos agentes emulsificantes. Para reforzar
estos resultados se formularon emulsiones aceite en agua (O/W) empleando aceite de naranja (AN)
con el EPS de sacarosa, las emulsiones que se formaron presentaban didmetros de gota, con
contenidos de 5% y 10% de AN, de entre 1.177 — 1.242 um, al cabo de 6 dias de almacenamiento
se evaluo la estabilidad de estas emulsiones, el didmetro de gota no present6 cambios significativos,

lo que demostro que este EPS de sacarosa posee buena actividad superficial.

Perspectivas

A pesar de ser estos resultados prometedores, algunas caracterizaciones no alcanzaron a cubrirse
debido a la situacion sanitaria que se presenta en la actualidad por el virus SARS-CoV-2 (COVID-
19), pero de acuerdo con las propiedades previas a la formacion de las emulsiones se puede estimar
que los EPS formados por IAG e IAL también van a tener una buena actividad superficial, por lo
que en caso de ser posible en un futuro, la conclusion de estas pruebas experimentales pueda
realizarse, se esperaria que los resultados condujeran a la comprobacion de dicha suposicion sobre

la actividad superficial de los EPS.
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Nomenclatura

Nomenclatura Descripcion Unidad

AN Aceite esencial de naranja

BAA Bacterias &cido acéticas

BAL Bacterias acido lacticas

EPS Exopolisacéarido

Espectroscopia de transmision de infrarrojo con

FTIR transformada de Fourier

IAG Inulina de agave

IAL Inulina de alcachofa

MRS Agar Man, Rogosa y Sharpe

PDA Agar papa dextrosa

Pdl indice de polidispersidad

PM Peso molecular g mol?, kDa, Da
Oo/wW Emulsion aceite-en-agua

W/O Emulsion agua-en-aceite
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ANEXOS

. Equipos
ZetaSizer NS (Malvern Instruments, Reino Unido)
Microscopio optico OLYMPUS BX4S
Espectrofotdmetro UV-vis (Genesys 2, Spectronics, USA)
Homogeneizador Ultra-Turrax T10 basic (IKA Works, Staufen, Alemania)
Espectrofotdmetro de infrarrojo (FTIR) Frontier (Perkin Elmer, E.U.A)
Centrifugadora

Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Reino Unido)

© N o g s~ w0 D BFE oD

Tensiometro de gota pendiente OCA-20 (Dataphysics Instrument GmbH, Alemania)

B. Diversidad microbiologica en cultivos de kéfir de agua
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Curva de log UFC/mL para bacterias acido lacticas (BAL) en granos de kéfir con tres fuentes de

carbono.

71



e
6
E 5
B -
L 4+
= —&— Sacarosa
D 5. —o— |AG
- —A— |AL
2 -
1
O T T T T T T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96

Tiempo (h)
Curva de log UFC/mL para levaduras en granos de kéfir con tres fuentes de carbono.

C. Curva de calibracion de determinacion de carbohidratos
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Curva de calibracion para determinacion de carbohidratos por el método de Fenol-Sulfurico
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. Curva de calibracién de determinacién de proteinas

Equation y=a+ b*x
1 O _|| Weight No Weighting -
' Residual Sum of 0.01718
Squares
1| Pearson's r 0.98798
Adj. R-Square 0.97132
0.8 Value Standard Error
Intercept 0.07566 0.03994
B Slope 0.01583 0.00111

Absorbancia

0.0 T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Concentracion (ug/mL)
Curva de calibracion para determinacion de proteinas por el método de Bradford
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m ACTA DE EXAMEN DE GRADO

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA i No. 00143
Matricula: 2183802442

r N ™\

Evaluacién del efecto del

sustrato en cultivos de Con base en la Legislacién de la Universidad Autdnoma
tibicos para la produccidn Metropolitana, en la Ciudad de México se presentaron a las
de exopolisacdridos como 12:00 horas del dia 24 del mes de marzo del afio 2021 POR
agentes emulsificantes viAa REMOTA ELECTRONICA, los suscritos miembros del jurado

designado por la Comisidén del Posgrado:

DR. EDUARDO JAIME VERNON CARTER
DRA. ANA GUADALUPE ESTRADA FERNANDEZ
DR. FRANCISCO CRUZ SOSA

Bajo la Presidencia del primero ¥y con caracter de
Secretario el Ultimo, se reunieron para proceder al Examen
de Gradeoe cuya denominacién aparece al margen, para la
obtencién del grado de:

MAESTRA EN CIENCIAS (INGENIERIA QUIMICA)

DE: BRENDA VARGAS MUNIZ

7 y de acuerdo con el articulo 78 fraccidén III del
/ Reglamento de Estudiocs Superiores de la Universidad
Autdénoma Metropolitana, los miembros del jurado

resolvieron:

BRENDA VARGAS MURNIZ

ALUMNA
\, J ‘)
) PEOBAL .
REVISO 1
" Acto continuo, el presidente del Jjurado comunicd a la

TAY
A interesada el resultado de la evaluacién Y en caso
/ aprobatorio, le fue tomada la protesta.

MTRAARO§KUASER NO DE LA PAZ
DIRECTORA DE SISTEMAS ESCOLARES

PRESIDENTE

A

DR. EDUARDO JAIME VERNON CARTER

. N
VOCAL SECRETARIO
( 1;?&&;?
DRA. ANA GUADALUPE ESTRADA DR. FRANCISCO CRUZ SOSA
FERNANDEZ
. > - >

El presente documento cuenta con la firma —autégrafa, escaneada o digital, segin corresponda- del funcionario universitario competente, que certifica que las firmas
que aparecen en esta acta — Temporal, digital o dictamen- son auténticas y las mismas que usan los c.c. profesores mencionados en ella



