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RESUMEN

El objetivo de este estudio era evaluar los parametros de
crecimiento de Lactobacillus delbrueckii en un sistema
viscoelastico elaborado a partir de goma gelan.
Inicialmente se incorporaron dispersiones de goma de alto
(HAG), bajo acilo (LAG) y su mezcla HAG/LAG al 5 % p/v
con inulina y se gelificaron mediante la adicion de iones de
calcio. El estudio viscoelastico de estos sistemas se realizo
mediante oscilacion dinamica. Los recuentos de L.
delbrueckii cultivados sobre los sistemas gelan se
ajustaron a los modelos de Huang y Gompertz para
determinar los parametros de crecimiento. Todos los
sistemas de gelan estudiados mostraron un
comportamiento predominantemente elastico, donde el
maodulo elastico (G') fue mayor que el médulo viscoso (G").
G' es inversamente proporcional a la velocidad maxima de
crecimiento (u). HAG y LAG tuvieron un efecto significativo

principalmente en la fase de latencia (A) y 4, mientras que
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no se observd ninguna influencia en los parametros de
recuento inicial de células (YO0) y recuento final de células
(Ymax). El alto valor de p encontrado en el sistema HAG
indica que L. delbrueckii crece mas rapido en el sistema
HAG que en los sistemas LAG y HAG/LAG. Estos
resultados pueden ser utiles para desarrollar nuevos

productos alimenticios.

Keywords: Goma de alto y bajo, modelo de Huang,

modelo de Gompertz, viscoelasticidad.

ABSTRACT

The aim of this study was evaluate the growth parameters
of Lactobacillus delbrueckii in viscoelastic system made
from gellan gum. Initially dispersions of high (HAG), low
acyl gum (LAG) and their mixture HAG/LAG at 5 % w/v
were incorporated with inulin and gelled by calcium ions
addition. The viscoelastic study of these systems was
performed through dynamic oscillatory. The counts of L.
delbrueckii grown on gellan systems were adjusted to
Huang and Gompertz models in order to determinate the
growth parameters. All gellan systems studied showed a
predominantly elastic behavior, where the elastic modulus
(G’) was greater than viscous modulus (G”). G’ is inversely
proportional to maximum growth rate (u). HAG and LAG
had significant effect mainly on latency phase (A) and p,
while no influence was observed for initial count cells (Yo)
and final count cells (Ymax) parameters. The high value of p
found on HAG system indicate that L. delbrueckii grows
faster at HAG than LAG and HAG/LAG systems. These

findings can be useful to develop new alimentary products.

Keywords: High and low acyl gellan, Huang model,

Gompertz model, Viscoelasticity.
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INTRODUCCION

Los probidticos son bacterias que,
administradas en cantidades precisas,
ejercen un efecto beneficioso sobre la
salud del consumidor (Tripathi y Giri, 2014).
Se recomienda una ingesta diaria en torno
a 106-109 UFC/g para percibir y asegurar
los beneficios para la salud. Algunos
beneficios asociados a la ingesta de
probioticos son los siguientes: estimulacion
del sistema inmunitario, reduccién de la
intolerancia a la lactosa, modulacion del
sistema gastrointestinal y reduccion de los
sintomas del intestino irritable (Sanders et
al., 2013). En los ultimos afos, ha
aumentado la demanda de productos
alimenticios con caracteristicas
funcionales. Una forma de ampliar la oferta
de productos funcionales es incorporar
bacterias  probidticas en diferentes
matrices alimentarias. Sin embargo, las
limitaciones difusionales de nutrientes y
oxigeno junto con la acumulacién de
productos metabdlicos en la matriz
alimentaria podrian afectar al crecimiento
probiotico (Aspridou et al., 2014). Se han
realizado estudios para describir el
crecimiento de microorganismos

probidticos mediante modelos

matematicos (Gonzalez et al., 2020).

La microbiologia predictiva es un area
multidisciplinar en la que colaboran
estadisticos, microbiélogos alimentarios,
matematicos e informaticos. En términos
generales, los modelos predictivos se
construyen y utilizan para mejorar la
calidad de los alimentos anticipando el
comportamiento de los microorganismos
en determinadas matrices alimentarias
(Szczawinski 2012, Arroyo-Lopez, et al.,
2012). Teniendo en cuenta lo anterior, es
importante desarrollar experimentos que
estimen el crecimiento de probidticos en
sistemas que simulen diferentes tipos de
alimentos. En este sentido, los
polisacaridos se han utilizado a nivel
industrial principalmente para modificar la
textura de los alimentos. La goma Gellan
es un heteropolisacarido extracelular
anidnico producido por la bacteria
Sphingomonas paucimobilis, que consiste
en unidades repetitivas de un tetrasacarido
1,4-3-D-acido

glucuroénico; 1,4 B-D-glucosa; y 1,4-a-L-

(1,3-B-D-glucosa;

ramnosa). Esta disponible en dos
presentaciones: gellan de alto acilo (HAG)
y gellan de bajo acilo (LAG). El HAG forma
geles blandos y elasticos, mientras que el
LAG forma geles fuertes y quebradizos.
Las mezclas de los dos gellan pueden

producir geles con propiedades variadas
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en funcion de las proporciones de cada

gellan (Huang et al., 2003).

Aunque la mayoria de los estudios se han
centrado en sistemas compuestos por
agentes gelificantes como gelatina, agar,
goma xantana y k-carragenano que
contienen caldo nutritivo (Aspridou et al.,
2014; Velliou et al., 2013; Wang et al.,
2017) o agente gelificante proteico (Boons
et al.,, 2014, Léonard et al., 2015). En la
actualidad, no existen investigaciones
sobre la modelizacién del crecimiento de
probidticos en un modelo de sistema
alimentario con diferente complejidad
estructural. Se ha observado que la
concentracién y el tipo de polisacarido
modifican las propiedades reoldgicas de
los sistemas alimentarios (Gonzélez et al.,
2012).

Los estudios reolégicos dinamicos son

fundamentales  porque proporcionan

MATERIALES Y METODOS

informacion sobre el proceso de
gelificacion de los polisacaridos. Ademas,
pueden utilizarse para mejorar los atributos
texturales aportados por la goma gellan a
los productos alimentarios (Nickerson et
al., 2004). En el analisis de la dinamica
reologica, los principales parametros
empleados para caracterizar un sistema
son: el modulo de almacenamiento (G'), el
modulo de pérdida (G") y el angulo de fase
(8), siendo G' una medida de la energia
almacenada temporalmente en un
material, G" una medida de la energia
utilizada para activar un flujo y & indica la
relacién cuantitativa entre los componentes
viscosos y elasticos de un sistema
(Jiménez-Avalos et al., 2005). Por lo tanto,
el objetivo principal de este trabajo fue
estudiar los parametros de crecimiento de
Lactobacillus delbrueckii en un sistema
viscoelastico elaborado a partir de mezclas

de goma gellan.

Preparaciéon del inéculo

Se incorpord Lactobacillus delbrueckii en
10 mL de caldo nutritivo a 37°C durante 24
horas. A continuacion, los
microorganismos se cultivaron hasta
alcanzar la fase de crecimiento
exponencial. El recuento de células
bacterianas se llevo a cabo por el método

de recuento en placa superficial utilizando

agar MRS. El recuento bacteriano inicial se
ajusté a 2 log unidades formadoras de
colonias (UFC)/mL. Cada analisis se

realizé por triplicado.
Preparacién de sistemas viscoelasticos

Inicialmente, se prepararon dispersiones
de LAG y HAG al 0,5% (p/v) por separado
en agua destilada a 90°C bajo agitacion

durante 10 min. Para el sistema binario, se
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preparé una mezcla de LAG y HAG
(proporcién 1:1) en un tubo de ensayo. Las
dispersiones mencionadas se afadieron
con inulina. Para iniciar el proceso de
gelificacion, se incorporaron iones de calcio
con el fin de promover la auto asociaciéon
entre las hélices de gellan. A continuacion,
se inocularon 2 log UFC de L. delbrueckii
por cada preparacion. Para obtener la
curva de crecimiento microbiano, se
proceso una muestra cada 40 minutos. Por
ultimo, se llevé a cabo la enumeracion de
células viables de recuento a 37 °C en
placas de Petri que contenian agar MRS,
informando de la cantidad de bacterias en
UFC/g. Cada analisis se realizd6 por

triplicado.
Prueba reolégica dinamica

Todas las pruebas se realizaron con un
redmetro de tension de control MARS 60
utilizando una geometria de placa paralela
de 20 mm de diametro. Se realizé un
barrido de amplitud para determinar la zona
de viscoelasticidad lineal (LVZ), que se
obtiene cuando el moédulo  de
almacenamiento (G') y el médulo de
pérdida (G") son independientes de la
amplitud. G’ representa la parte elastica de
la respuesta del material (su significa la
rigidez de un gel), mientras que G"
representa la respuesta viscosa. La
tangente de pérdida (tan &=G"/G’)

proporciona una indicacién de si el material

se aproxima mas a un solido elastico (tan &

<1), o a un fluido viscoso (tan & > 1).
Modelizacion matematica

Los datos experimentales obtenidos de las
curvas de crecimiento de L. delbrueckii se
ajustaron a los modelos de Gompertz y
Huang (Baranyi Roberts, 1994; Huang,
2013; Zwietering et al., 1997).

El modelo Gompertz es el siguiente:

Y=y, + (ymax - YO)

* exp {—exp [M @
Ymax — Yo

-0+l

Donde y0, ymax e y(t) son la concentracion
bacteriana en logaritmo natural al inicio, al
maximo y en el tiempo t; ymax es la tasa
de crecimiento especifica; y A es la

duracioén de la fase de latencia.

El Huang es el siguiente:

[Y(t) = Yo * Ymax
— In{eyo

+ [erax — eJ/o] e—umaxB(t)}]

140D

1
Bt)=t+—-I
(®) +an 1+ eat

Donde y0, ymax e y(t) son la concentracion
bacteriana en logaritmo natural inicial,
maxima, en el tiempo t; umax es la tasa de

crecimiento especifica y A es la duracién de
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la fase de latencia. El coeficiente de la fase

de latencia es a 4.

Analisis estadistico

Los parametros de crecimiento de L.

delbrueckii obtenidos mediante los

RESULTADOS Y DISCUSION

modelos de Huang y Gompertz se
analizaron empleando ANOVA (una via)
para determinar diferencias significativas
(p<0,05). Para ello se utilizé el programa
SPSS (version 23.0 para Windows).

Anadlisis reolégico dinamico

Los cambios en los parametros

viscoelasticos, almacenamiento  (G'),
modulos de pérdida (G") y angulo de fase
(tan 8) se presentan en la Tabla 1, donde
el comportamiento elastico fue mayor que
el viscoso (G'>G") para todos los sistemas
de gellan estudiados, lo que indica que
estos sistemas tienen propiedades
viscoelasticas. Asimismo, se apreciaron
diferencias estadisticas en los modulos G'
y G" entre los sistemas HAG, LAG vy
HAG/LAG. Se obtuvo una tangente de
pérdida tan & < 1, lo que significa que el
componente elastico domina las
propiedades de flujo. Este comportamiento

caracteristico indica que todos los sistemas

preparados se comportan como geles
fuertes segun Mounsey & O'Riordan,
(1999).

Para el sistema LAG G' fue 1,90 veces
mayor que G", mientras que para el
sistema HAG esta diferencia fue de 6,86.
Cabe destacar que la mezcla HAG/LAG
present6 el mayor valor de G' (2400) con
respecto al gellan puro (HAG y LAG), esto
probablemente se deba a una interaccion
entre ambos gellan como resultado de la
formacion de enlaces de hidrogeno. Estos
hallazgos concuerdan con los de Gonzalez
et al., (2012) quienes encontraron valores
mas altos de G' en mezclas de HAG/LAG

que en gellan puro.

Tabla 1. Comportamiento de G', G" y tan & en un sistema viscoelastico a base de goma gellan

muestras G G” tan &
HAG 84a 12,232 0,142
LAG 270° 142 0,52°
HAG/LAG 2400¢° 118¢° 0,04¢

Las filas sin letras comunes mostraron diferencias estadisticamente significativas (nivel de significacién<0,05)
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Con respecto a tan 9, se alcanzaron
valores entre 0,04 y 0,52, siendo 0,04 el
valor mas bajo de tan & que corresponde a
la mezcla HAG/LAG; mientras que el valor
mas alto fue 0,52 para el sistema LAG. El
valor para HAG fue de 0,14. Asi mismo
este comportamiento coincide con los
resultados reportados por Gonzalez et al.,
(2012) quienes observaron un fuerte
comportamiento de gel para geles
elaborados con goma gellan. Aplicando el
ANOVA

(unidireccional) a todos los parametros

analisis estadistico
viscoelasticos (G', G" y tan 8), se revelaron
diferencias significativas (p<0,05) entre
HAG, LAG y su mezcla HAG/LAG. Como
ya se ha mencionado, los analisis
reolégicos son fundamentales porque
proporcionan informacién sobre los
mecanismos de gelificacibn de los
hidrocoloides. Ademas, es bien sabido que
los hidrocoloides tienen diversas
propiedades reolégicas que podrian
afectar al crecimiento  microbiano
(Kapetanakou et al., 2011). Asimismo, un
entorno viscoelastico se considera un

factor de estrés (Costello et al., 2018).
Ajuste de la curva de crecimiento

El log de UFC de L. delbrueckii obtenido de
cada sistema viscoelastico se ajusté a
modelos primarios como puede verse en la
figura 1; donde se aprecian tres tendencias

guiadas mas por la proporcion de gellan

que por el modelo utilizado para predecir
los datos. El ajuste a cada modelo permite
determinar los parametros de crecimiento
(YO, Yf, ymax y A). La tabla 1 muestra los
parametros de crecimiento de los modelos
de Huang y Gompertz utilizados para
evaluar el comportamiento de L. delbrueckii
crecido en materiales viscoelasticos a base
de goma gellan, donde se valora la
influencia de la HAG y LAG sobre algunos
parametros de crecimiento de L.
delbrueckii indicando que las proporciones
de gellan tuvieron efecto sobre el

crecimiento microbiano.

Sin embargo, los valores del recuento
inicial de células (Y0) no variaron
significativamente  (p<0,05) con Ia
presencia de HAG, LAG o su mezcla
HAG/LAG en los dos modelos aplicados
(Huang y Gompertz), lo que demuestra que
este parametro podria estar controlado por
el numero de Dbacterias probidticas
incorporadas a los sistemas de geles. Los
valores de YO fueron similares para ambos
modelos, siendo de 2.300 para el modelo
de Huang y de 2.280 para el modelo de
Gompertz en el sistema HAG. Para la
mezcla basada en HAG/LAG se obtuvo un
valor de 2,313 en el modelo de Huang,
mientras que para el modelo de Gompertz
se alcanzo6 un valor de 2,202. También se
observd un comportamiento similar para

ambos modelos en el sistema LAG.
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El valor mas alto de la fase de latencia (A)
en el modelo de Huang se obtuvo para el
sistema HAG/LAG con 86,903 seguido de
los sistemas LAG y HAG con 33,620 y
30,602 respectivamente. Cuando se aplico
el modelo Gompertz, los valores A fueron
86,350 (HAG/LAG), 36,046 (LAG) y 24,444
(HAG). Cuando se empleé el modelo
Huang se obtuvo un rendimiento similar.
Significa, que se apreciaron diferencias
estadisticas (p<0,05) en A entre todos los
sistemas. Curiosamente, los valores mas
bajos de A correspondieron a las bacterias
cultivadas en el sistema viscoelastico con
los valores bajos de G'y viceversa, los
valores mas altos de A fueron para las
bacterias cultivadas en los sistemas con
alto valor de G'. La A es una fase de
adaptacion de los microorganismos al

medio de cultivo.

Por lo tanto, es importante considerar este

parametro para reducir el tiempo de
fermentacion de algunos alimentos
fermentados, lo que implica que se

necesitan valores bajos de A para mejorar
el tiempo de fermentacion. Asi, el sistema
basado unicamente en HAG es mas
eficiente para fabricar alimentos
funcionales, debido a que tenia los valores
Ay G' mas bajos en comparacién con otros

sistemas viscoelasticos.

Log CFU/mL

nrevy) _s#P000000IA
LT R

omp4qgOO

LAG-system / Huang model
LAG/HAG-system / Huang model
HAG- system / Huang model
LAG-system / Gompertz model
LAG/HAG-system/ Gompertz model
HAG-system /Gompertz model

Time (min)

300

400 500 600 700

Figure 1. Predicted values of L. delbrueckii growth applying Huang and Gompertz models
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En cuanto a la tasa de crecimiento maxima
(M); en el modelo de Huang, el valor mas
alto se obtuvo para el sistema HAG con
0,019 seguido por el sistema LAG con
0,013 y el sistema HAG/LAG con 0,010.
Estos valores de u son superiores a los
comunicados por Antunes-Rohling et al.,
(2019) sobre

transmitidos por los alimentos, lo que

microorganismos

significa que L. delbrueckii supero
rapidamente a las demas bacterias. Los
bajos valores de pj probablemente se
deben a las limitaciones de nutrientes,
oxigeno y metabolitos producidas por la
inmovilizacién celular, lo que provoca un
estrés ambiental (Jeanson et al., 2015;

Skandamis y Jeanson, 2015).

Cuando se aplicé el modelo de Gompertz,
los valores de u calculados para los
sistemas HAG, HAG/LAG y LAG fueron de
0,019, 0,010 y 0,012, respectivamente. Es
decir, un comportamiento similar a los
parametros reoldgicos. Hay que hacer
constar que se presentaron valores bajos
de G' para el sistema HAG. A mayores
valores de y, menor médulo G'. En término
general, M se Vio afectado
significativamente  (p<0,05) por Ila
proporcion de goma gellan. Estos
resultados son contrarios a los reportados
por Boons et al., (2013) quienes afirmaron

un efecto insignificante del sistema

estructurado a base de goma xantana,
carragenina y gelatina sobre la tasa de

crecimiento microbiano.

Con respecto a la poblacion maxima de
células (Ymax), que es la concentracion
microbiana maxima alcanzada por las
bacterias al final de la fase logaritmica.
Este pardmetro también es relevante para
la optimizacion de alimentos funcionales
debido a que el rango de probisticos dentro
de las matrices alimentarias debe estar
entre 106 y 107 UFC/g para que el
consumidor perciba los efectos
beneficiosos asociados a la ingesta de
probioticos (Tripathi y Giri, 2014). Los
valores de este parametro (Ymax)
dependen de la composicién nutricional del

medio de cultivo.

El valor mas alto de Ymax fue de 6.472
para el sistema HAG, seguido de 5.921
para el sistema LAG y 5.780 para el
sistema HAG cuando se utilizé el modelo
de Huang para calcularlos. Se obtuvieron
valores similares cuando se aplico el
modelo de Gompertz. Costello et al., (2018)
encontraron que pequefas diferencias en
los parametros de crecimiento de Listeria
innocua que crece en el sistema
viscoelastico basado en la goma xantana
se pueden atribuir a tipo de hidrocoloide y

su alta concentracion.
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Tabla 2. Parametros de crecimiento de Lactobacillus delbrueckii en diferentes sistemas basados en la goma gellan

Modelo Parametros HAG/LAG LAG
Yo (log CFU) 2,313 2,310
Huang A (min) 30,6022 86,903° 33,620¢
Ymax (log CFU) 6,472° 5,9212
Umax(min™) 0,010° 0,013°
Yo(log CFU) 2,202 2,1422
Gompertz A (min) 24,4442 86,350 36,046°
Ymax (log CFU) 6,671° 5,9852
Mmax (Min™) 0,010° 0,012°

Las filas sin letra comun mostraron diferencias estadisticamente significativas (nivel de significacién < 0,05)

En resumen, las proporciones de gellanos
(HAG y LAG) afectan principalmente la
tasa maxima de crecimiento (J) y la fase de
latencia (A), mientras que no se observaron
diferencias significativas (p>0.05) para YO
y Ymax. Los valores p mas altos

encontrados en el sistema viscoelastico

CONCLUSIONES

hecho de HAG indican que Lactobacillus
delbrueckii crece mas rapido en HAG con
respecto al LAG y la mezcla HAG/LAG.
Asimismo, el sistema basado en HAG tenia
el valor A mas bajo, por lo que podria estar
considerando modificar o crear nuevos
productos alimenticios que contengan

bacterias probidticas.

El andlisis de los parametros de
crecimiento de una bacteria probidtica
como L. delbrueckii cultivada en el sistema
viscoelastico basado en la goma gellan se
informa por primera vez. Se emplearon los
modelos Huang y Gompertz para calcular
los parametros de crecimiento que
indicaban que la goma gellan de alto y bajo
acilo tenia un efecto significativo
principalmente en la fase de latencia y la
tasa maxima de crecimiento, mientras que
no se observd influencia para los
parametros YO y Ymax. El comportamiento

de estos parametros (YO y Ymax) sugiere

que pueden ser controlados por la
composicion nutricional y el numero inicial
de bacterias probiodticas incorporadas al
sistema viscoelastico. Todos los sistemas
analizados se comportan como materiales
predominantemente elasticos. EI moédulo
elastico (G') es inversamente proporcional
a la tasa maxima de crecimiento. El alto
valor de la tasa maxima de crecimiento
encontrado en el sistema HAG indica que
L. delbrueckii crece mas rapido en HAG
que los sistemas LAG y HAG/LAG. Cabe
sefalar que los resultados obtenidos aqui
pueden ser utiles para desarrollar nuevos

productos alimenticios.
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