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Se estudió el efecto de los protectores de membrana tales como la trealosa y el mono oleato
de soibitán o «Tween 80» adicionados a la pasta de levadura antes de su secado, El
establecimiento de las condiciones de secado más adecuadas se realizó con base en los datos
de la literatura, encontrándose un proceso a 50°C por 30 minutos seguido de un tratamiento
a 40°C por 30 minutos que arrojó mejores resultados en términos de la conservación de las
funciones celulares post-rehidratación evaluadas Una vez establecidas estas condiciones, se
procedió a deshidratar en presencia de agentes protectores de membrana,, El efecto de la
trealosa y del «Tween 80» adicionados a la pasta secada en las condiciones mencionadas se
evaluó mediante las funciones celulares post-rehidratación como son: La capacidad
fermentativa, la viabilidad y salida de nucleótidos Los resultados obtenidos demuestran que
la capacidad fermentativa se incrementó un 25% y la salida de nucleótidos se redujo un 16%
con la mezcla trealosa al 0,50 y 0,65% y «Tween 80» al 2%,, La mezcla «Tween 80» al 1% y
trealosa al 0.75% registró un aumento del 20% en la capacidad fermentativa e incrementos
en la fluidez de la porción hidrofóbica de las membranas tratadas en los experimentos de
anisotropía obtenidos mediante luz fluorescente polarizada,, Un aumento del 15% en la
capacidad fermentativa y una reducción del 10% en la salida de nucleótidos se encontraron
con «Tween 80» al 1% y sacarosa al 0,75%,, La presencia de la trealosa y del «Tween 80» al
1% modifica la velocidad de secado de las pastas, haciendo más rápida la salida del agua

The effect of the addition of membrane protectors such as threalose and Tween 80 prior to
drying of yeasts, was studied,, Operating conditions of drying were chosen from literature
reports, 50 oC for 30 minutes followed by 40oC during 30 minutes proved to be the best
combination of drying conditions in teims of the conservation of cellular functions afíer
rehydration of the cells,, The cellular functions evaluated were fermentative capacity,
viability and loss of nucleotides Fermentative capacity increased 25% and loss of
nucleotides decreased 16 % with the addition of 0.5% of threalose and 0,65% of a Tween 80
2% solution solution, On the other hand, the combination; Tween 80 2% solution added at
1% level and 0,75% threalose produced a 20% increase in fermentative capacity Anisotropy
experiments showed an increment in the hydrophobic región membrane fluidity for samples
treated with 0,75% threalose and 1% Tween 80 15% increase in fermentative capacity, and
a reduction of 10% in the loss of nucleotides were found when using 1% Tween 80 and
0 75% sucrose,, Presence of threalose and Tween 80 increased diying rates
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El uso de la levadura data de los tiempos bíblicos para la producción del pan y del vino,
Saccharomyces cerevisiae es la levadura tradicionalmente usada en la fabricación de los
productos mencionados,,

Las levaduras se presentan comercialmente bajo dos formas: fresca y seca, La levadura seca
activa se destaca por una capacidad fermentativa prolongada aunque inferior referida en peso
seco a la capacidad fermentativa de la levadura fresca,, Se sabe que las levaduras de
panificación se deterioran durante el secado y se ha señalado que durante el mismo se
modifica la integridad de la membrana (Cenutti et al., 2000; Crowe et al, 1998; Zikmanis et
al.., 1980)

En la industria es de amplio uso la adición de sustancias que disminuyan los efectos
indeseables del secado (Crowe et al.., 1990; Diniz-Mendes et al., 1999; Lodato et al., 1999;
SunyLeopold, 1997),,

La trealosa que se sintetiza por Saccharomyces cerevisae bajo ciertas condiciones de cultivo
(Atffield, et al.., 1994; Krallish et al.., 1997; Singer y Lindquist, 1998), se ha destacado como
estabilizador de las membranas, Su efecto parece radicar en la conservación del estado de
bicapa a temperaturas extremas a las que normalmente existirían en otro tipo de confi-
guraciones (Arguelles, 2000; Crowe et al., 1987a, 1998; Cuber et ai , 1997; Hincha y Crowe,
1998; Lodato et al,, 1999)

El mono oleato de sorbitán conocido comercialmente como «Tween 80» y otros detergentes
adicionados a un medio de cultivo confieren resistencia a los daños causados por
deshidratación, aumentando la viabilidad y preservando la actividad metabólica (Piassad y
Rose, 1986; Sujatha y Mishra, 1997; Swan y Watson, 1999; Yon et al.., 1998)

Este trabajo se diseñó con la intención de conocer la respuesta fisiológica de las levaduras
de panificación secadas en presencia de estos dos aditivos y a la vez determinar otros
parámetros de importancia biotecnología,

TESIS CON
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4. oit.ii rivos

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar los efectos de la treaíosa y el «Tween 80» adicionados antes del secado sobre las
funciones celulares de Saccharomyces cerevisiae,

OBJETIVOS PARTICULARES:

- Establecer las condiciones de secado de la pasta cercanas a las industriales sin la

utilización de aditivos,,

- Determinar las concentraciones adecuadas de las sustancias protectoras adicionadas

a la pasta de levadura y evaluar sus efectos en las funciones celulares: capacidad

fermentativa, la salida de nucleótidos y la viabilidad.

- Examinar la fluidez membranal después de la adición de los agentes estabilizadores,

- Observar efectos de los aditivos en las cinéticas de secado,,

FALLA DE ORIGEN
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5. AffiÉBÍ I DI M I s

GENERALIDADES

UCA

El consumo mundial de productos de panificación, pastelería, galletería, bocadillos etc..
Tiene un crecimiento continuo México, con sus principales plantas de levaduras SAFMEX
S.A.. de Toluca, LA FLORIDA S A y LA AZTECA S.A. en el Distrito Federal, se ha
consolidado como un importante exportador de levaduras y de productos terminados en este
tamo (CUADRO 1),, En el año 2000, el monto de las exportaciones mexicanas de levaduras
alcanzó volúmenes superiores a las 10 millones de toneladas con un valor de 21,091
millones de dólares Así mismo, las exportaciones de los productos de panificación fueron
superiores a las 27 toneladas con un valor cercano a los 50 millones de dólares (Bancomext,
2000),,

CUADRO 1 „ Exportaciones mexicanas de levaduras y productos de panificación
durante el periodo 1998-2000
(adaptado de datos de Bancomext, 2000)

Exportaciones de
levaduras

Toneladas

Millones de dólares

1998

11.457

22,356

1999

9,097

18,464

2000

10,218

21,091

Exportaciones de
productos de
panificación

Toneladas

Millones de dólares

1999

21,006

29 926

2000

27,022

49.942

2001

35 205

60 352
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La función de las levaduras en la fábiicación del pan es múltiple:

- Incrementar el volumen de la masa por la generación de gas durante la capacidad
fermentativa de los carbohidratos disponibles en la harina de trigo.

- Desarrollar estructura en la masa por la expansión del gas,

- Proporcionar un sabor característico del producto

- Aumentar el valor nutritivo,,

Además del azúcar adicionado a la harina, la levadura contribuye con cerca del 2% de su
peso seco en foima de carbohidratos disponibles para la capacidad fermentativa, En la masa,
la levadura dispone de azúcares que provienen de dos fuentes; la primera, que es una
pequeña cantidad de azúcares libres presentes en la harina misma (1 a 2% según el tipo de
harina y son: Glucosa, fructosa, maltosa, sacarosa) y la segunda y mayor fuente de
carbohidratos proviene de la maltosa producida por la hidrólisis del almidón La levadura
debe ser capaz de fermentar rápidamente la maltosa, lo cual ocurre durante el periodo final
(antes de llevar la masa al horno) y esto influye de gran manera en el volumen total del pan
(Burrows, 1970; Zobel, 1996)

URAS

Las levaduras constituyen un grupo de hongos microscópicos eucarióticos unicelulares que
producen aseas solitarias y que conforman una gran parte del orden Endomycetales,, Las
células de las levaduras que pertenecen al género Saccharomyces son ovoides y están
constituidas por el citoplasma, el material nuclear, la membrana plasmática y una pared
celular (Salas-Mellado y Chang, 1999; Zobel, 1996)

La pared celular es una fuerte estructura diseñada para proveer una protección física y actuar
como barrera osmótica Los análisis de microscopio electrónico han evidenciado la
existencia de una capa interna y de una capa externa, La fuerza mecánica de la pared reside
en la capa interna que está constituida por p 1,3-glucano y quitina y representa cerca de 50-
60% del peso total, La capa externa contiene mano-proteínas glicoxiladas de alto peso
molecular y está involucrada dentro de los eventos de reconocimiento de célula a célula,
También limita la accesibilidad de enzimas extrañas a la parte interna de la pared y a la
membrana plasmática,, Las proteínas de superficie con sus cadenas de carbohidratos que
contienen múltiples puentes fosfodiéster son responsables de las propiedades hidrofílicas de
la pared y pueden estar involucradas en la retención de agua y la protección a la sequía (Klis,
1994; Klis et al , 2002)..
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El tamaño de las células oscila según la especie, entre 2.5 y 10.5 um de ancho y 4.5 a 21 um
de largo, Saccharomyces se reproduce sexual y asexualmente,, La reproducción asexual
implica la división de la célula, en la mayoría de los casos en dos células inicialmente
desiguales por gemación. El ciclo sexual típico de las levaduras implica la fusión de las
células iguales o desiguales uninucleadas, seguida casi inmediatamente de la fusión nuclear.
La célula resultante se llama cigoto, el cual crece y se transforma en un asea,, El núcleo
diploide se transforma por meiosis y los cuatro núcleos haploides resultantes pueden
madurar directamente en ascosporas, o primero dividirse mitóticamente de tal manera que se
producen ocho Ascosporas en cada asea (Salas-Mellado y Chang, 1999; Zobel, 1996),,

V i

Las levaduras crecen utilizando una gran variedad de carbohidratos incorporados en solución
a través de la membrana celular (Beker y Rapoport, 1987; Pravé y Sittig, 1987; Langejan,
1971; Zobel, 1996), La mayoría de ellas metabolizan: glucosa, D-ñuctosa, D-sacarosa,
maltosa y galactosa, El metabolismo de los carbohidratos debe satisfacer los requerimientos
de energía en forma de ATP, poder reductor como NADH e intermedios, En ausencia de
oxígeno la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) constituye el 95% del metabolismo
glicolítico de Saccharomyces cerevisae (Burrows, 1966; Francois et al , 1997; Zobel, 1996)

El desempeño de la levadura en la masa del pan depende de un conjunto de enzimas, entre
las cuales están principalmente la invertasa, que transfoima el azúcar de caña en levulosa y
dextrosa; la maltasa, que transforma la maltosa en dextrosa; la simaza que transforma el
azúcar simple en dióxido de carbono y etanol y la proteasa, que actúa sobre las proteínas
extrayendo los grupos nitrogenados que la levadura necesita (Burrows, 1966; Lillie y
Pringle, 1980),

El uso de las levaduras secas se desarrolló inicialmente para surtir lugares distantes donde
no existían condiciones adecuadas para la conservación de las levaduras frescas.

Las levaduras secas activas poseen una humedad final entre el 5 y el 7% (condición
necesaria para su estabilidad durante el almacenamiento),, El producto se obtiene en forma de
partículas cilindricas de color crema de 0.15 a 1,5 mm que presentan una superficie porosa
Se caracterizan por ser estables, uniformes, por presentar una facilidad de transporte y por
necesitar condiciones de almacenamiento mínimas,, Se requiere que su hidratación sea rápida
y que no forme grumos La disminución de su poder fermentativo no debe ser mayor de 5 a
10% durante su vida de anaquel (Beker y Rapoport, 1987; Salas-Mellado y Chang, 1999),
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5.íi. OBTENCIÓN INDUSTRIAL Y SECADO t>E LAS LEVADURAS PARA
PANIFICACIÓN

Las levaduras secas activas se obtienen a través de un proceso por lotes En la Figura 1 se
aprecian las diferentes operaciones que intervienen: La siembra inicial del inoculo (I) se
realiza en el laboratorio en condiciones de asepsia completa para iniciar el proceso con un
cultivo puro,, Varias propagaciones posteriores en biorreactores de mayor capacidad (Bl a
B4) se realizan en condiciones de aeración controlada (Al) y con todos los nutrientes
presentes,, La crema (SI) se obtiene por centrifugación y lavado, se almacena en un tanque
a bajas temperaturas para su posterior siembra en el bioreactor de mayor volumen (B5) del
cual se obtendrá la biomasa total.. La etapa posterior implica el control preciso de la
velocidad de alimentación de las melazas (M), de la temperatura, del pH y de la aeración
para la obtención de la "pasta" de levadura (S2) Esta pasta se deshidrata en un secador de
tambor rotatorio (D) y, posteriormente, se pasa a un extrusor (EX) para dar lugar a partículas
que se secan en un secador tipo lecho fluidificado (SLF),, Por último, se empacan (EM) al
vacío (Burrows, 1970; Zobel, 1996)

Se han realizado diversas investigaciones en el campo de la biología molecular con el fin de
mejorar la velocidad de crecimiento, la resistencia al secado, al frió, entre otras
características de las levaduras de panificación (Arguelles, 2000; Singer y Lindquist, 1998),

El proceso de deshidratación provoca alteraciones funcionales y estructurales en la célula,
En las membranas tales daños se caracterizan por una pérdida de la permeabilidad, por
transiciones de fase, fusión y salida de contenido citoplásmico y en proteínas por modifi-
caciones estructurales y pérdida de la actividad enzimática (Crowe et al,, 1985, 1987a,
1987b, 1987c, 1998; Crowe y Crowe, 1988; Diniz-Mendes et al.., 1999; Lodato et al,, 1999;
Quintilio et a i , 2000; Swan y Watson, 1999),

ÜCADO oí: i M I B W I M Í I R A PA\IÉ*1§1ON

El secado de las levaduras implica su estabilización durante su vida de anaquel, así como la
conservación de su capacidad fermentativa y de su viabilidad (Beker y Rapoport, 1987;
Plourde-Owobi et al.., 2000; Zobel, 1996),

La calidad de un producto deshidratado depende, en gran parte, de la operación de secado,
En particular, en los microorganismos, la preservación de las membranas y de las proteínas
es importante en el mantenimiento de sus propiedades funcionales (Arguelles, 2000; Beker y
Rapoport, 1987; Burrows, 1970; Cerrutti et al., 2000; Crowe et al.., 1987a, 1998)

La estabilización de biomateriales por la incorporación de sustancias antes del secado es un
procedimiento bastante aplicado en la industria (iones, 1995a; Zobel, 1996),
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La deshidratación de cualquier sólido consiste en una transferencia simultánea de energía (en
foima de caloi) del entorno y de masa (humedad) desde el sólido El agua se remueve del
sólido usando aire caliente en movimiento; este aire cumple así una doble función, actúa
como el medio de transferencia de calor y como agente transportador de la humedad una vez
evaporada (Belter et al.., 1988; Mujumdar, 1987),,

Dado que en la superficie se produce evaporación, en el sólido los gradientes de actividad de
agua y de temperatura provocan el desplazamiento del agua desde el interior hasta la
superficie (Geankoplis, 1988;Mujumdai, 1987)

Figura 1, Obtención industrial de las levaduras secas activas,,
(Adaptado de Fleischmann Colombiana Inc 1992)
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Uno de los primeros trabajos en indica: los daños causados por el secado en las membianas
de las levaduras secas fue el de Herrera et al, (1956),, En el CUADRO 2 se señalan las
diferencias cuantitativas en la salida de compuestos celulares durante la rehidratación Se
observa la mayor salida del 40% aproximadamente en las levaduras lehidí atadas a una
temperatura baja de 4,5°C Herrera y sus colaboradores propusieron que las membranas de
las levaduras secas presentarían discontinuidades por donde se sale el contenido celular,
Trabajos más recientes han confirmado el deterioro de los fosfolípidos membranales de la
levadura de panificación durante el secado (Dickson et al.., 1997; Lodato et al., 1999; Swan
yWatson, 1999),,

El papel de las membranas plasmáticas como una de las estructuras "blanco" en células
expuestas a altas temperaturas ha sido extensamente estudiado,, En particular, se ha enfocado
la función de los lípidos membranales y la fluidez en la tolerancia térmica de diferentes
microorganismos (Bhattacharya y Saubhick, 2000; Sujatha y Mishra, 1997; Yon et al,
1998),,

CUADRO 2 Composición de los medios de rehidratación
de dos lotes de levaduras rehidratadas a diferentes temperaturas
(Adaptado de Herrera et al,,, 1956)

ANÁLISIS

T de rehidratación en °C

Contenido total de
compuestos intracelulares
hallados en el medio de

rehidratación

(mg/g de levadura)

MUESTRA X

45

253,7

43,0

62,2

MUESTRA Y

4,5

235,5

43,0

96 1

Normalmente, los fosfolípidos de cualquier membrana se mantienen en una configuración
de bicapa por interacciones tanto hidrofóbicas como hidrofílicas,, En ausencia de agua y por
efecto de la temperatura tales interacciones son minimizadas y ocurren separaciones y
transiciones de fase importantes, dando lugar a estructuras lipídicas diferentes a las de
bicapa, siendo la más conocida la fase hexagonal H Se ha encontrado que la trealosa impide
tales alteraciones en la integridad de la membrana (Arguelles, 2000; Crowe et al., 1984a,
1985,1998; Singer y Lindquist, 1998; Swany Watson, 1997),,

17/72



En la Figura 2 se aprecian las diferentes configuraciones que pueden presentar' las bicapas
lipídicas y que mediante experimentos de microcalorimetría se pueden detectar los flujos de
calor asociados a ellas,, La fase gel que se caracteriza por presentar sus cadenas hidrofóbicas
completamente extendidas y empacadas ordenadamente y cuya movilidad es restringida,, En
la fase cristal líquido, la movilidad de las cadenas hidrofóbicas es superior, mientras que su
longitud es reducida,, La fase hexagonal invertida, que consiste en arreglos hexagonales de
cilindros lipídicos que presentan en su interior las cabezas polares mientras que las colas
hidrofóbicas se extienden radialmente (Hazel y Williams, 1990),

Figura 2,, Diferentes configuraciones de bicapas lipídicas hidratadas
(Adaptado de Crowe y Crowe, 1988)

ABSORCIÓN DE CALOR

GEL HEXAGONAL
INVERTIDA

TEMPERATURA

Se conocen también alteraciones en el funcionamiento de las enzimas de las levaduras
secas, Es conocida la pérdida de la conformación nativa y la agregación de proteínas
desnaturalizadas expuestas a temperaturas extremas (Anchordoquy et al.., 2001; Crowe et al,
1998; Fagundas-Felix et ai, 1999; Sampedro et al,,, 1998, 2001; Singer y Lindquist, 1998;
Sola-Penna, 1997, Sola-PennayMeyer-Fernandes, 1998;)

Las levaduras como organismos anhidrobióticos pueden resistir1 una deshidratación casi total
presentando entre sus características bioquímicas una gran acumulación de trealosa
principalmente (Arguelles, 2000; Cardona et al., 1997; Crowe et al.,, 1997, 1998, 2001; Gadd
etal., 1987; Singer y Lindquist, 1998),
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Se ha demostrado que la trealosa intracelular a concentraciones superiores al 15% en peso
seco, ejerce un efecto protector en levaduras sometidas a condiciones extremas como son la
deshidratación, congelación y calor,, Los mecanismos moleculares que relacionan la
concentración interna de trealosa con la resistencia celular a tales condiciones no se han
aclarado (Cermti et al.., 2000; Crowe et al.., 1987b, Crowe y Crowe, 1998; Diniz-Mendes et
al.., 2000; Lewis et al.., 1994,1996; Lodato et al.., 1999)

Las propiedades físicas únicas de la trealosa tales como una altísima hidrofilicidad, una
estabilidad química, la formación de cristales no higroscópicos, la ausencia de formación de
puentes internos de hidrógeno y una elevada temperatura de transición al estado vitreo
(CUADRO 5, p,, 29) pueden explicar su eficacia como protector de biomateriales
(Arguelles, 2000; Crowe et al , 1997, 1998; Plourde-Owobi et al.., 2000; Wendell y
Davidson, 1998),

El mecanismo por el cual la trealosa ejerce su efecto protector radica en el establecimiento
de puentes de hidrógeno entre sus grupos OH" y los OH" de las cabezas polares, El empaque-
tamiento de los lípidos queda así asegurado y las porciones hidrofóbicas se mantienen en
contacto La conservación de un estado de bicapa y de ía fase de cristal líquido se logia con
la trealosa,, En la Figura 3 se aprecia que una bicapa deshidratada en presencia de trealosa se
mantiene en la fase de cristal líquido aún a temperaturas entre 50 y 60 °C en las que se
presenta normalmente la fase hexagonal II (Arguelles, 2000; Crowe et al.., 1984b, 1987a,
1997, Crowe et al,,, 1998; Hincha y Crowe, 1998; Leslie et al.., 1994; Sales et al., 2000; Sano
etal.,, 1999; Singer y Lindquist, 1998)

En la Figura 4 se puede apreciar la explicación física de la acción protectora de la trealosa
que se ha denominado "reemplazamiento del agua" (Arguelles, 2000; Crowe et al,, 1990;
1998; 2001; Rapoport et al, 1997) Según esta hipótesis, la trealosa reemplaza las moléculas
de agua unidas a la superficie de la membrana de tal forma que las propiedades físicas de los
lípidos deshidratados permanecen similares a las de los lípidos hidratados. De esta forma, la
trealosa afectaría fuertemente el comportamiento térmico de los lípidos "anhidrobióticos",
Crowe y sus colabor adores (1987a) han demostrado que vesículas de
dipalmitoilfosfátidilcolina, DPFC (DPPC) mezcladas con trealosa muestran fuertes
disminuciones en la temperatura de fusión al ser liofilizadas con cantidades crecientes de
trealosa De acuerdo con la hipótesis del "reemplazamiento del agua", el comportamiento de
las vesículas deshidratadas sería similar al de las hidratadas (Cerrutti et al,, 1999; Crowe et
al,, 1998, 2001; Singer y Lindquist, 1998; Swan y Watson, 1999),
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Figura 3., Efectos de la tiealosa en las Tm de bicapas
(Adaptado de Crowe et al , 1987c)
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Respecto a las levaduras de panificación, son varios los trabajos que han reportado la
importancia de trealosa adicionada externamente La presencia de la tiealosa en las dos
caías de la membrana plasmática confiere una mayor protección durante el secado (Ceirutti
et al., 2000; Crowe et al,,, 1985, 1987a, 1990; De Araujo et al., 1996; Diniz-Mendes et al,,,
1999;),,
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Figura 4,, Mecanismo propuesto por el cual la trealosa estabiliza a los liposomas
(Adaptado de Crowe et al.., 1985; 1987b)
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Se han ensayado otros azúcares en la preservación de las membranas; entre ellos la sacarosa
ha mostrado, después de la trealosa, un buen efecto protector1 al disminuir la fusión de
liposomas y la pérdida de su contenido (Arguelles, 2000; Crowe et al., 1984a y 1985; Lodato
et al,, 1999; Quintilio et al.., 2000; Sun y Davidson, 1998),

En la Figura 5 se muestran las diferentes capacidades de retención del isocitrato en vesículas
de dipalmitoilfosfátidilcolina, DPFC (DPPC) secadas en presencia de trealosa, sacarosa,
rafínosa e inositol.. Después de la trealosa, la mayor retención de isocitrato se observó en las
vesículas secadas con sacarosa, Una menor retención se obtuvo con la rafinosa y el inositol
respectivamente No se ha aclarado aún el mecanismo por el cual la trealosa es más efectiva
que la sacarosa y los demás azúcares, Se han comparado el número de grupos OH"
ecuatoriales disponibles y la estructura cristalina de algunos carbohidratos, sin encontrar
correlación con su efectividad, Un punto de vista alternativo ha sido propuesto
recientemente basado en la formación de cristales en estado seco por disacáridos como la
sacarosa y la trealosa,, La evidencia indica que la tiealosa posee la más alta temperatura de
transición a cristal (Arguelles, 2000; Crowe et al,,, 1985,1987a, Crowe y Crowe, 1988; Fujii
et al,,, 1996; Krallish et al,, 1997; Quintilio et al., 2000; Sola-Penna et al,, 1997,1998)
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Figura 5,, Retención de un soluto en vesículas liofilizadas en presencia de varios
azúcares
(Croweet al , 1987a)

Trabajos recientes en levaduras indican que la trealosa preserva las proteínas expuestas a
altas temperaturas manteniendo su conformación nativa y evitando la agregación de las ya
desnaturalizadas, (Arguelles, 2000; Crowe et al., 1998; Sampedro et al.., 1998, 2001; Singer
yLindquist, 1998),

Otra respuesta de los microorganismos expuestos a temperaturas extremas del medio
consiste en la modificación de sus lípidos membranales Experimentos efectuados con este
propósito han demostrado que las células de E, coli y Saccharomyces cerevisiae incorporan
a sus membranas, lípidos suplementados al medio, como respuesta al choque (Alexandie et
al.., 1998; Sujatha y Mishra, 1997; Yatvin, 1977; Yon et al,,, 1998),

Y LA TOLERANCIA A

La temperatura influye sobre la fisiología de los organismos en dos formas: Determina la
velocidad de las reacciones químicas y modula el equilibrio entre la formación y la ruptura
de las interacciones no covalentes que estabilizan las estructuras biológicas Dados los
numerosos procesos asociados a membrana que son vitales para el funcionamiento celular,
las fluctuaciones de temperatura presentan un reto profundo para el mantenimiento de la
fisiología activa (Hazel y Williams, 1990; Sujatha y Mishra, 1997)
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Los fosfolípidos son muy sensibles a los cambios en el medio ambiente como temperatura,
presión, actividad de agua y dado su carácter polimórfico desarrollan un comportamiento de
fase complejo con diferentes propiedades físicas,, La organización de la membrana es
drásticamente alterada por las transiciones de estado de los fosfolípidos (Hazel y Williams,
1990; Swany Watson, 1997,1998),

Los estudios preliminares sobre la incorporación de ácidos grasos a células fueron realizados
por Sinensky et al,, (1974),, Se denomina "Adaptación Homeoviscosa" al mecanismo por
medio del cual las células pueden modificar su fluidez membranal para mantener un óptimo
funcionamiento celular, La introducción de un doble enlace cis en la cadena acílica tiene un
efecto pronunciado, tanto en la forma molecular como las propiedades físicas de un
fosfolípido, A causa de la restricción en la rotación del enlace O C , se introduce un ángulo
30° en la cadena acílica, Consecuentemente, los ácidos grasos insaturados adoptan una
conformación más expandida ocupando áreas mayores en la película monomolecular,
produciendo un empaquetamiento menos compacto y conllevando un punto de fusión
inferior a los de sus homólogos saturados, La substitución de un ácido graso saturado por un
ácido graso insaturado aumenta así el volumen total de la cadena de hidrocarburos, además
de incrementar la magnitud del parámetro de empacamiento (Fujii et al,,, 1996; Hazel y
Williams, 1990),,

En microorganismos por lo general, las altas temperaturas del medio ambiente producen un
incremento en el grado de saturación de las membranas (Hazel y Williams, 1990; Swan y
Watson, 1997,1998),

Los trabajos de Overath et al (1970) con E coli mostraron que las células enriquecidas con
ácido oleico (Ci&i) fueron capaces de crecer a temperaturas superiores a 45°C Experimentos
posteriores con una cepa de Saccharomyces cerevisiae autótrofá deficiente en su función
enzimática de transformar los dobles enlaces en enlaces simples (KD115) también indicaron
que las células enriquecidas con el ácido oleico eran más termorresistentes que células
suplementadas con ácidos linoleico (C 18:2) y linolénico (Ci8:3) (Figura 6),,
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Figura 6,, Tolerancia térmica intrínseca medida como viabilidad en células
Saccharomyces cerevisiae crecidas en medio suplementado con ácidos
grasos poliinsatuiados (Overath et al , 1970)

El porcentaje de viabilidad de células crecidas a 25°C y que posteriormente fueron
expuestas a una temperatura de 45°C durante 60 minutos, fue un indicador de la tolerancia
térmica intrínseca, Control (cepa S288C silvestre): C; KD115 suplementada con ácido
oleico: 1, KD115 suplementada con ácido linoleico: 2 y KD115 suplementadas con ácido
linolénico: 3

La mayor tolerancia térmica intrínseca se observó durante todo el experimento en las
levaduras control (C) Las levaduras KD115 enriquecidas con ácido oleico mostraron una
viabilidad levemente inferior (80%) respecto a la del control (84%) en los primeros cinco
minutos Sin embargo, con el tiempo la tolerancia térmica disminuyó fuertemente en las
células suplementadas (a los quince minutos la viabilidad de KD115 suplementada con ácido
oleico fue de 50%, KD115 con ácido linoleico 42% y KD115 con ácido linolénico 23%),,
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CUADRO 3 Composición de los fosfolípidos de Saccharomyces cerevisiae
crecida en medios suplementados con ácidos grasos
(Adaptado de Lewis et al,, 1994)

Cepa

S288
C

KDl
15

KDl
15

KDl
15

Ácidos grasos
suplementados

—

Ácido oleico

Ácido linoleico

Ácido linolénico

Composición del ácido graso (% del total)

Cl6:0

21±1

28±1

30±2

30±2

Ci8:0

2±05

2±0,5

3±0

4+1

Ci<í:i

1+0

4±1

-

-

Cl6:l

53±2

23±1 5

4+2

2±0

Cl8:l

16±2

30+3

5±2

2±1

Cl8:2

-

l±0

54+6

-

Ci8:3

-

-

-

58+1,5

En el CUADRO 3 se obseiva la composición lipídica membranal de la cepa nativa S288C,
donde se encuentran los principales lípidos sintetizados por Sacharomyces cerevisiae entre
ellos Ci6:0 (21%) Ci6:i (53%); Ci8:i (16%) y Ci8:0 Las cepas KDl 15 crecidas en medio
enriquecidos con ácido oleico, linoleico y linolénico produjeron cambios dramáticos en sus
composiciones lipídicas de membrana, Los ácidos grasos poliinsaturados no son
sintetizados por cepas de Saccharomyces cerevisiae y se observó que la tolerancia al choque
disminuía con una mayor insatuiación membranal (Dickson et al.., 1997; Hazel y Williams,
1990; Steels et al.., 1994; Swan y Watson, 1997,1998; Yon et al.., 1998),,

En la industria de las levaduras, los llamados "detergentes" se usan como agentes
tensoactivos y modifican las características de hidratación de estructuras que presentan en su
superficie un alto valor de energía libre (Gould, 1996; Jones, 1999; Zobel, 1996) Uno de los
agentes tenso activos más empleados en la industria es el mono-oleato de sorbitán, conocido
comer cialmente como «Tween 80»,

La clasificación de los agentes tensoactivos o "surfáctantes" (por las palabras en inglés
suiface active agents), se ha establecido con base en la carga y naturaleza de la porción
hidiofílica (cabeza polar) y la flexibilidad y naturaleza química de la porción hidrofóbica En
soluciones acuosas las moléculas del agente tensoactivo se encuentran en forma de
monómeros o núcelas,, Las núcelas son agregadas compactos monodispersos que se forman
en el agua donde la parte apolar se encuentra en el centro y la porción polar en la superficie
En bajas concentraciones de este agente sólo existen monómeros, dímeros o trímeros,
mientras que en altas concentraciones se presentan varias formas de equilibrio (Bhattacharya
y Saubhik, 2000; Jones, 1999),
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El número de balance hidrófílo-lipófilo conocido con sus siglas en inglés como (HLB) es
una característica general de los agentes no iónicos y también es una expresión directa del
carácter hidrofílico de un agente tensoactivo Un alto BLH indica un mayor grado hidrofílico
del compuesto y viceversa (Gould, 1996; Jones, 1999),,

En general, la cantidad de detergente a usar para un efecto dado, depende de la concentración
micelar crítica (CMC), del tamaño de la micela, de la temperatura, de la naturaleza de la
membrana y del tipo de agente (Iones, 1999; Zobel 1996),,

La adsorción del agente tensoactivo y su grado de reversibilidad dependen fuertemente de la
polaridad y caiga de la superficie, la carga de los iones, el pH y la fuerza iónica, el grado de
hidiatación de la superficie, etc (Dickson et al.., 1997; Sujatha y Mishra, 1997; Yon et al,,,
1998),,

La concentración micelar crítica (CMC) es un parámetro útil paia desciibir la formación de
micelas La CMC se i educe al aumentar el tamaño de la micela o por una reducción en
tamaño y polaridad de las cabezas polares. El detergente en exceso induce complejos
solubles proteína-detergente, micelas de lípidos y detergente mezclados (Dickson et al,,,
1997; Jones, 1999) (Figura 7>,

Figura 7. Interacción entre un agente tensoactivo y una membrana

(Adaptado de Gould, 1996)

Membrana

If+ S
Membrana Sn Saturación

4t + S
Membrana SnLisis

i t + S
Lípido - proteína - Sm - complejo

+ Lípido - Sp micelas mezcladas

Disrupción y solubilización

Proteína - Sp - complejo

+ Lípido - Sr micelas mezcladas

+ Ss micelas de agentes tensoactivos
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La adsorción de un agente tensoactivo provoca cambios en la fluidez por el incremento en el
grado de saturación del lípido, modifica la interacción inter-celular (Bhattachaiya y
Saubhick, 2000; Gould, 1996; Sujata y Misbra, 1997) al repercutir sus efectos sobre la
permeabilidad (Yon et al,,, 1998),,

La fluidez de la membrana es un término muy útil para describir el movimiento de sus
diferentes constituyentes lipidíeos (difusión lateral y rotacional),, Específicamente se
relaciona con el grado de orden o desorden de las cadenas hidrofóbicas de los fosfolípidos
(Bhattachaiya y Saubhick, 2000; Crowe y Crowe, 1988; Dickson et al, 1997; Gross y
Watson, 1996; Hazel, 1995; Suutari et al,, 1990; Yon et al , 1998;),,

Tanto la temperatura como los carbohidratos y, recientemente, los agentes tensoactivos han
sido los factores más explorados en este campo,, El aporte de este trabajo radica en emplear
la mezcla de dos agentes protectores (carbohidrato-detergente) para la preservación de la
funcionalidad de las levaduras secas para panificación, durante el secado y la rehidratación y
correlacionar sus efectos,
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La planta industrial Sañnex S.A.. de Toluca donó la pasta de levadura Las ventajas de usai
esta pasta consistieron en su facilidad de obtención en cantidades de 500 gramos a 1
kilogramo, necesarias para cada experimento de secado y la disponibilidad de un material
producido en condiciones controladas,, Dos veces al mes, se solicitaba la pasta de levadura
(fresca) y a su llegada se almacenaba en el refrigerador, por un tiempo que no excedió en
ningún caso 48 horas, Posteriormente, se realizaba la adición de compuestos a la pasta, su
extrusión, cortado (cilindros de 3mm de largo, lmm de diámetro) y secado,, Después del
secado, se procedía al empacado de las levaduras en ampolletas de vidrio selladas con llama
Finalmente, las ampolletas de levaduras se llevaban a un laboratorio del Instituto de
Fisiología Celular, UNAM, donde posteriormente se efectuaron las pruebas bioquímicas
Estas pruebas bioquímicas de cada lote de levaduias con sus concentraciones respectivas de
aditivos se realizaron por duplicado repitiéndose 3 veces por lote,

6.1.2.

Los diversos aditivos adicionados a la pasta se presentan en los CUADROS 5 y 6 Algunas
de las características de los agentes tensoactivos están enunciadas en el CUADRO 6,, La
trealosa, la sacarosa y el «Tween 80» son de la marca SIGMA, calidad analítica,,

TKATAMIIA Í»RI:$I:CADO

Con el fin de obtener una distribución homogénea de los aditivos y la pasta, se realizó un
mezclado manual de lotes de 500 gramos en un recipiente de acero inoxidable durante 5
minutos, A la pasta de levadura se le agregaron los siguientes aditivos: El detergente en
concentraciones de 0,5 a 2% respecto al peso de la pasta (Lis et al, 1990) y el carbohidrato
en las concentraciones siguientes: 0,5 a 0.75% respecto al peso de la pasta de levadura
(Croweetal, 1987,a,b,c; Cuber e ta l , 1997; Gaddetal, 1987; 1985;Munayy Liang, 1999,
2000;), Posteriormente, las pastas con aditivos y control se exaudieron en un equipo manual
cuya boquilla presentaba orificios de 1 mm y se cortaron con una espátula para obtener
partículas de las dimensiones ya señaladas,
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El inicio de este proyecto estuvo dirigido a encontrai las condiciones de secado más
adecuadas para la deshidratación de la pasta de levadura con el fin de obtener una
funcionalidad celular post-secado comparable a la de las levaduras secadas industrialmente,
Las condiciones de secado propuestas se presentan en el CUADRO 4 y se seleccionaron pata
obtener una levadura con una humedad final entre 5 y 7% de acuerdo a lo mencionado en la
sección 5.5 y a lo reportado por la literatura (Beker y Rapoport, 1990; Burrows, 1970;
Saravacos y Charra, 1962a, 1962b),

CUADRO 4 Condiciones ensayadas para secar la pasta de levadura

Lote núm.

C-l
Levaduras Safmex

4

3

2

5

Condiciones de secado

30mm,a70°C

30 min, a45°C
Condiciones de secado industrial

60 rain, a 50°C

30 min, a 60°C

30 min, a 40°C

30min, a50°C

20 min, a 40°C

30 min, a50°C

30 rain, a40°C

Las principales características del secador de lecho fluidificado utilizado han sido descritas
previamente en Vásquez, L (1985), El secado ocurre por el contacto de las partículas de
levadura con la corriente de aire caliente,, La temperatura del aire de secado (temperatura de
bulbo seco) se determinó con un teimoanemómetro digital, La velocidad del aire fue
seleccionada de tal manera de lograr una fluidificación adecuada sin riesgo de colapsar el
lecho o de arrastrar las partículas,, Se estableció el contenido de humedad de las muestras al
inicio del experimento por medio de estufa (Método de la AOAC 32 1.. 02, 1995) Las
cinéticas de secado se calcularon a partir de las diferencias de peso desde el inicio del secado
y conociendo la humedad inicial de las muestras..

La evaluación de las condiciones de secado más adecuadas se realizó mediante el análisis de
las respuestas celulares a las siguientes pruebas bioquímicas: Capacidad fermentativa, salida
de nucleótidos que absorben a 260 manómetros (nm) y la viabilidad Los resultados de las
levaduras secadas expeiimentalmente comparados con los resultados de las levaduras
secadas industiialmente (control) en las pruebas bioquímicas indicarían una conservación
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estructural y funcional de la membrana bajo las condiciones experimentales de secado Las
mismas piuebas, pero con las levaduras mezcladas con los aditivos y secadas en las
condiciones experimentales, señalarían cual mezcla de aditivos ejerció el mejor efecto
protector sobre la integridad celular, En la Figura 8 se muestra un diagrama de todo el
proceso,

Figura 8 Esquema del trabajo experimental

MMHMK
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0.3. TR-\T\\1ir\TODÜBS

Los resultados de las funciones celulares señaladas a continuación se realizaron por
triplicado para cada lote de levaduras secadas y rehidiatadas,

(O.l. Ri:ü:i>RAT-\no\

100 mg de partículas de levadura se colocan en un tubo de ensayo que se lleva por 5 minutos
a un baño de agua a 40°C de temperatura,, Al mismo tiempo, 5 mL de solución
amortiguadora MES-TEA, 20mM, pH: 6,0 fueron vertidos en otro tubo de ensayo y
colocados durante 5 minutos en el baño a la misma temperatura, Esta solución pasados los 5
minutos, es agregada al tubo de las levaduras y este último es agitado suavemente en un
agitador para luego dejarlo en incubación por 5 minutos más y pasarlo posteriormente a un
baño de hielo,,

m.2. D:"irx%mffl®mv i . \Ñ\:.i :n¡* \ U L roí IDOS

El sobrenadante de la rehidratación y de 100 mg de levaduras en 5 mL de solución
amortiguadora de MES-TEA, 20mM, pH: 6,0 durante 5 minutos a 40°C se diluye en una
proporción de 1:10 con agua y se lee en el espectrofotómetro a 260 nm para cuantificar los
nucleótidos presentes en el agua de rehidratación, de acuerdo con la técnica descrita por
Layne(1957),,

Se usan las levaduras rehidratadas y metabólicamente activas y se procede tomando el
sobrenadante de la rehidratación para la determinación de etanol según Bonnichsen (1965)
El etanol presente en la muestra se oxida en presencia de NAD+ por la ADH hasta
acetaldehído, el cual es atrapado por la semicarbazida para evitar que la reacción sea
reversible

\ < U ' * \ í>:. \ i \ ! J ' l 1IVU)

A las levaduras rehidratadas y centrifugadas se les realizó la prueba de tinción con azul de
bromofenol descrita por Borst-Pauwels y Dobelmann (1972), El porcentaje de células vivas
no teñidas observadas al microscopio sobre la cantidad total de células (teñidas y no teñidas)
indica el índice de viabilidad,,

"""TESIS CON "
FALLA Di OMGEN
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Con el fin de acelerar el decaimiento de su poder fermentativo, las levaduras secas son
almacenadas a 37-38°C durante 2 semanas (Vallée y Read, 1989). Esta prueba se realizó pata
determinar si los efectos de los aditivos se mantenían a mediano plazo,,

La anisotropía del diíenühexatrieno DFH (DPH por sus siglas en inglés), medida mediante
luz fluorescente polarizada es una medida de la fluidez (mayor o menor orden) en la porción
hidrofóbica de la membrana,, Los experimentos de anisotropía se efectuaron de acuerdo con
la técnica descrita por Davenport et al, (1981) en un fluorómetro de marca SLM Instruments,
Ihc.,EEUUA..

Para lealizar los experimentos de polarización se aislaron las membranas plasmáticas de las
levaduras secas

Las membranas de la levadura fueron aisladas mediante gradientes de sacarosa según la
técnica descrita por Serrano (1988),,

La anisotropía se determinó de acuerdo a la técnica descrita por Pottel et al (1983) y

se calculó con la ecuación de Perrin:

Anisotropía fluorescente =
Ipp + 2IpN

donde Ipp es la intensidad paralela e IpN: es la intensidad perpendicular

Las muestras de las levaduras control como de las levaduras tratadas fueron llevadas al
Laboratoiio de Microscopía Electrónica de la Facultad de Ciencias de ía UNAM donde se
realizaron las fotografías al microscopio electrónico,,
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CUADRO 5, Estructura de los aditivos usados

(Sigma-Aldiich, 1997, 2002, 2003)

CtfaOH

o

DE SODIO

CUADRO 6 Caiacteiísticas del detergente usado
(Sigma-Aldiich, 1997)

NOMBRE

COMERCIAL

Mono oleato

de sorbitán («Tween 80»)

CMC

(milimoles/L)

1,2

BLH

(HBL)

15,0

CMC: Concentración micelar crítica

BLH (HLB): Balance lipo-hidrofílico
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Durante el secado, con la eliminación del agua la integridad celular se modifica y,
particularmente, la configuración de la bicapa lipídica así como la estructura de las proteínas
presentan daños en su estructura,, En el Cuadro 7 se presentan las condiciones ensayadas para
secar las partículas de levadura y sus humedades finales

CUADRO 7,, Condiciones ensayadas para secar la pasta de levadura

Lote núm

OÍ

Levaduras Safinex

4

3

2

5

Condiciones de secado

30min,a70£>C

30min,a45°C
Condiciones de secado industrial

50 min, a 60°C

30 min, a 60°C

30min,a40°C

30min,a60°C

20 min, a40°C

30 min, a50°C

30min,a40°C

% Humedad

final

3 ,,40

5 95

5.76

5,25

6,80

£23

$25
C3

o
oo

En el lote 4, se manejó una temperatura de 50°C durante todo el secado Se pensó que al
trabajar con una temperatura menos agresiva que la temperatura reportada (70°C) durante un
menor tiempo de operación se podrían obtener unas levaduras de mejor calidad,, Sin embargo
los resultados de las funciones celulares no confirmaron esta hipótesis,, Al parecer, 50°C es
una temperatura alta hacia el final de secado,,

34/72



En los lotes 3 y 2 se manejó una temperatura de 60°C, durante los primeros 30 minutos y
una temperatura de 40°C en los 30 y 20 minutos finales respectivos hasta alcanzar la
humedad final deseada,, Con base en la literatura (Beker y Rapoport, 1987; Saravacos,
1962a, b) se explotó ese intervalo de temperaturas durante la piimeía etapa pero por los
resultados obtenidos en las funciones celulares, se cree que esas condiciones de tiempo y
temperatura no fueron las adecuadas,, Posiblemente una exposición prolongada a esta
temperatura en la primera etapa provocó daños en estructura celular

En el lote 5 se trabajó con los mismos 50°C durante 30 minutos iniciales y una temperatura
de 40°C duiante 30 minutos finales Los resultados del lote 5 obtenidos de las funciones
celulares fueron los más altos y, por consiguiente, se concluyó que las condiciones de este
lote eran las mejores paia secar la pasta de levadura,, Parece ser1 que, a la temperatura de
40°C, duiante la etapa final, se producen menos efectos dañinos a nivel celular Una
hipótesis que puede derivarse de estos resultados es que, cuando se manejan temperaturas
bajas se logra una mayor preservación estructural y funcional de las levaduras,,

En la Figura 9 se muestran las distintas capacidades fermentativas de los lotes secados en
las diferentes condiciones,, La capacidad de fomentación más alta se observó en el lote 5
(1,1 ug de etanol/mgmin) siendo muy similar a la del control (1,0 ug de etanol/mg.min),

Figura 9 Efectos del secado sobre la capacidad de capacidad fermentativa
(Valor absoluto del control C: 2,38 ,ug de etanol/mg.min)

CAPACIDAD FERMENTATIVA

i *•.

i-r-"'*

5 Lotes

La capacidad de fermentación del lote 3 (0.6 ug de etanol/mg.min) fue aproximadamente la
mitad de las de los lotes 5 y control,, El lote 4 presentó una capacidad fermentativa inferior
(0,5 ug de etanol/mgmin) pero la capacidad fermentativa del lote 2 fue ía más baja (0,4 ug
de etanol/mg min) de todos los lotes
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En el caso de las proteínas, se sabe que durante el secado su in activación es causada por
transiciones conformacionales inducidas por la temperatura,, La proteína pierde mucha de su
estructura secundaria y terciaria, exponiendo sus centros hidrofóbicos a interfáses
potencialmente dañinas como agua-aire y se desnaturaliza (Anchordoquy et al.., 2001; Lopez-
Diez y Bone, 2000; Munay et al , 2000; Souillac et al.,, 2001), Posiblemente, bajo las
condiciones del lote 5 se lograron una mayor conservación estructural de las proteínas y
una menor salida de cofáctores importantes para la actividad enzimática de la capacidad
fermentativa,,

En la Figura 10 se observan los porcentajes de viabilidad relativa de los diferentes lotes,

Figura 10,, Efectos del secado sobre la viabilidad
(Valor absoluto del control C: 65% de células no teñidas)

La mayor viabilidad se obtuvo con el lote 5 y el control (LO).. La viabilidad del lote 3 fue de
0 6% levemente superior a la del lote 4 (0,5%) y la viabilidad del lote 2 fue la menor (0,4%),
La tinción con azul de bromofenol señaló alteraciones en la permeabilidad membranal, pues
las células dañadas no impidieron el ingreso del colorante al citoplasma Estos resultados
indican que la alta temperatura de secado incide negativamente en la viabilidad y que las
condiciones del lote 5 son menos drásticas,
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Al comparar las menores salidas de macromoléculas, en la Figura 11 se encuentra que la
menor salida de contenido celular (0,8 ug/mL) la presenta el lote 5 seguida por la del lote 3
(09 ug/mL) El control y el lote 2 tuvieron el mismo valor (1.0 ug/mL) El lote 4 presentó la
mayor salida de nucleótidos (1,18 (Xg/mL), Las salidas de nucleótidos observadas en los
lotes 2 y 4 corroboran la hipótesis del daño membranal

Figura 11 „ Efectos del secado sobre la salida de nucleótidos
(C: 0.351 ug/mL)

SALIDA DE NUCLEÓTIDOS

5 Lotes

Durante el secado, con la remoción del agua, la configuración de bicapa lipídica es alterada
causando cambios en la organización molecular más exactamente se producen cambios en el
estado físico de los lípidos de membrana (Crowe et al,, 1990, 1998, 2001; Singer y
Lindquist, 1998), Es así que las moléculas de agua unidas por puentes de hidrógeno a las
cabezas polares de los fosfolípidos desaparecen dando lugar a un incremento en el
empaquetamiento de las cabezas y obligando a las cadenas hidrofobicas a fusionarse,
favoreciendo la probabilidad de las interacciones de van der Waals Como resultado, los
lípidos sufren una transición de fase de cristal líquido a fase de gel, Con la rehidratación, las
membranas secas que se encuentran en fase gel sufren otra transición para pasar a fase de
cristal líquido Como las membranas pasan por estas transiciones de fase hay regiones con
empaquetamiento defectuoso que conlleva a la porosidad de la membrana Durante las
separaciones de fase teimotrópicas se ha demostrado que la permeabilidad de las membranas
se altera exhibiendo una incapacidad para retener los solutos marcados (Crowe et al,s 1987b;
Dickson et al.., 1997; Fujii et al , 1996; Hincha y Crowe, 1998; Leslie et al,, 1994; Yoon et
al,, 1998),

ras CON
FALLA DE ORIGEN
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El lote 5 presentó los mejores resultados en las tres funciones de las levaduras, Con base en
lo propuesto por Herrera et al.. (1956) y Peña et al, (1987), parece ser que la membrana del
lote 5 conservó una mayor integridad bajo esas condiciones de secado Los resultados
obtenidos con el lote 5 y con el control fueron muy similares en todas las funciones
celulares, aunque la salida de nucleótidos del control fue superior1 a la del lote 5,

Con base en estos resultados se consideró que las condiciones: 30 minutos a 50°C y 30
minutos a 40°C y una velocidad del aire entre 3,6 y 4,2 m/s eran las más favorables para
realizar las conidas de secado de la pasta de levadura,, En los siguientes experimentos se
podrían comparar las funciones celulares de las pastas secadas bajo las mismas condiciones
pero en presencia y en ausencia de aditivos,,

La aplicación de solutos que ayuden a conservar la integridad celular es una práctica
coniente aunque los mecanismos de protección no se hayan aclarado todavía (Beker y
Rapoport, 1987; Crowe, 1998,2001; Jones, 1999),,

\i<rs

ADITIVOS MEZCLADOS A LA PASTA ANTES DEL SECADO

La siguiente etapa del proyecto implicó la adición de los agentes estabilizadores a la pasta de
levadura, Los datos reportados de cada función celular corresponden al promedio de las
repeticiones de cada lote y se refieren en valor relativo respecto al control,,

EFECTO DEL «TWEEN 80» Y LA TREALOSA SOBRE LA CAPACIDAD
FERMENTATIVA

En la Figura 12 se muestran los datos de la capacidad fermentativa de las levaduras
adicionadas con «Tween 80» al 1% y trealosa al 0 75%,, Un valor de 3,024 ug de
etanol/mg.min se obtuvo con esta concentración de aditivos en esta función celular respecto
al control cuyo valor fue de 2,52 ug de etanol/mg.min o sea un incremento del 20% Con
estos primeros resultados se quisieron examinar varias concentraciones de trealosa y un
aumento de la concentración del «Tween 80»

En la Figura 13 se observan los resultados de las capacidades fermentativas de las levaduras
mezcladas con «Tween 80» al 2% y trealosa al 0 5, 0,65 y 0,75%,, Al comparar las
capacidades fermentativas de las levaduras en las tres concentraciones de trealosa respecto
al control, se lograron incrementos entre el 10 y 20%, La concentración 0,65% de trealosa
presentó la capacidad fermentativa más alta, 1,25 ug de etanol/mg.min Se observó un
resultado inferior, de 1,15 u.g de etanol/mg,min, con la mezcla de trealosa al 0 5%
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La mayor concentración de trealosa (0,75%) dio el menor resultado en esta función celular:
1,10 ug de etanol/mgmin,

Se observó un efecto interesante respecto a las concentraciones de trealosa y de «Tween 80»,
La mayor concentración del disacáiido (0,75%) fiie efectiva en presencia de 1% de «Tween
80», mientras que a la concentración del 2% del detergente, las concentraciones 0 5 y 0,65%
del azúcar fueron las que produjeron mejores resultados,,

Por los resultados obtenidos se puede comentar que la trealosa agregada externamente y
mezclada con una concentración de «Tween 80» superior o igual al 1% incidió
positivamente sobre la capacidad fermentativa de las levaduras

EFECTOS DE LA ADICIÓN DEL «TWEEN 80» AL 1% Y LA TREALOSA AL 0,75%

Figura 12,, Capacidad fermentativa («Tween 80» al 1% y trealosa al 0,75%)
(Valor absoluto del control C: 2,52 ug de etanol/mg min)

¡ 1,501

1 1.00

0.51

FERMENTACIÓN RELATIVA

0,00
C 0,75 % trealosa

C = Control sin aditivos, "Tween SO" al 1 % y trealosa
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EFECTOS DE LA ADICIÓN DEL «TWEEN 80» AL 2% Y TREALOSA DEL 0.5 AL
0,75% SOBRE LA CAPACIDAD FERMENTATIVA

Figura 13 Capacidad fermentativa(«Tween 80» al 2% y trealosa del 0,5 al 0,75%)
(Valor absoluto del control C: 5.07 fig de etanol/mg min)
(Lote 5 : 1 2 jxg de etanol/mg.min),

FERMENTACIÓN RELATIVA

C 0,5 0,65 0,75 % trealosa

C = Control sin aditivos, "Tween 80" al 2% y trealosa

La mayor capacidad fermentativa obtenida parece sugerir que la trealosa adicionada ejerció
su función estabilizador a principalmente sobre algunas proteínas presentes en el citosol El
mantenimiento de la estructura de las proteínas del citosol implica que la trealosa entre a la
célula,, Parece ser que cuando las membranas comienzan a entrar en la transición de fase, la
membrana se vuelve porosa y el azúcar podría entrar a la célula, Esta hipótesis coincide con
los resultados de Lodato et al, (1999), quienes observaron que la trealosa adicionada
externamente antes de la deshidratación confirió protección a las células de Saccharomyces
cerevisiae,

El grupo de Leslie (1995) también han investigado el efecto de los azúcares (sacarosa y
trealosa) en la protección de enzimas citosólicas en E coli y en Bacillus thuringensis durante
el congelamiento, Con base en datos de la literatura, se sabe que para mantener1 las
estructuras tanto de las proteínas citosólicas como de la membrana, los azúcares deben tener
aceso al interior del citoplasma, Los grupos de De Araujo (1991, 1996) y de Panek y Panek
(1990) han presentado evidencias sobre un transportador constitutivo de trealosa presente en
la membrana de las levaduras; el grupo de Han ha mostrado la existencia de una a-glucósido
permeasa no-específica responsable de la asimilación de la trealosa del medio de cultivo
(Han et al.., 1995),, Los resultados de este trabajo mostrarían que la capacidad fermentativa
fue mejorada por la interacción de la trealosa con algunas enzimas de la glucólisis
previniendo su desnaturalización,,
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El grupo de Crowe y Crowe (1988) fue de los primeros en señalar el efecto estabilizador de
la trealosa sobre una enzima de la glucólisis, Los experimentos con fosfoftuctoquinasa, FFQ
(PFK por1 sus siglas en inglés) mostraron que esta enzima tetramérica se disocia de forma
irreversible en sus componentes durante el secado,, Cuando la enzima fue secada y
rehidratada progresivamente, los resultados señalaron que la enzima pierde toda su actividad
cuando es parcialmente deshidratada, Sin embargo, cuando la enzima fue deshidratada en
presencia de trealosa, la actividad fue completamente conservada aún a contenidos de
humedad menores

El efecto protector de la trealosa sobre la estructura proteica a bajas concentraciones ha sido
reportado por varios autores Gadd et al., (1987) habían señalado inicialmente una concentra-
ción de 120mM para la trealosa interna y de 500mM para la trealosa externa para células
enteías,, Los grupos de Crowe (1978), Sampedro (1998) y Sola-Penna (1997) han reportado
diversas concentraciones inferiores para proteínas El grupo de Muiray (1999) ha puesto en
evidencia la estabilización conformacional de la íi-lactoglubulina deshidratada en presencia
de 0.5% de trealosa Se observó que el comportamiento de mayor actividad de superficie con
esa concentración de trealosa (0.5%) fue muy similar al de la (J-lactoglobulina nativa,

Se encuentra coincidencia también con los resultados de Simóla et al, 2000 quienes han
encontrado que en Sacchatomyces cerevhiae la trealosa es requerida para la reparación de
las proteínas desnaturalizadas por calor pero que no influye en el mantenimiento de las
funciones de tráfico membranal,, Ellos midieron la velocidad de endocitosis y exocitosis de
una proteína de membrana encontrando que era igual antes y después del choque por calor y
en ausencia o en presencia de trealosa En estos experimentos se midió la actividad de la
ATPasa membranal en las membranas aisladas para los experimentos de fluidez y se
encontró que las membranas tratadas con el «Tween 80» y la trealosa presentaban mayor
actividad (los datos no fueron reportados),

La hipótesis de la entrada de la trealosa y su efecto protector sobre la funcionalidad de
ciertas enzimas se apoya en los datos de Peña et al.., (1987; 1992) quienes habían postulado
que la baja capacidad fermentativa de células prehidratadas se debía a la pérdida de
cofactores fundamentales para la actividad enzimática en el medio durante la rehidratación
(ATP, K+),, Los experimentos de rehidratación en un medio enriquecido con los cofáctores y
sustratos no señalaron incrementos importantes en las actividades enzimáticas,, Peña et al,,
(1987; 1992) también señalaron la baja actividad de varias enzimas a las que se les
adicionaron sus sustratos (datos no publicados),,

Se cree que la capacidad para mantener en una conformación similar a la de las proteínas
hidratadas puede explicarse, reemplazando el agua en los sitios que ésta deja libres al
evaporarse,, Se evita la formación de los puentes de hidrógeno intra e inter-proteínas
durante el secado y la rehidratación, y a su vez, la exposición de sus sitios hidrofóbicos no se
produce (Anchordoquy et al., 2001; Crowe et al.., 1990, 1998, 2001; Plourde-Owobi et al,
2000), Sola-Penna y Meyer-Fernándes (1998) han aportado más datos específicos sobre el
por qué de la efectividad de la trealosa,, Los experimentos realizados por su grupo han
demostrado que la trealosa ocupa un volumen 2,5 veces mayor que el de otros azúcares, por
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lo cual la trealosa podría sustituir más moléculas de agua en la solución, y así tener un
"efecto de exclusión" más grande, Obuchi et al.., (1996) han estudiado extensamente este
tema y han encontrado que la íespuesta al choque por calor que induce tolerancia a otros
tipos de choque involucra un alto grado de estructuración del agua por ello la presencia de la
trealosa conocida como el mejor agente estmcturador de agua en microorganismos Sin
embargo, se cree que la trealosa no podría proteger a todas las proteínas aún a mayores
concentraciones y que el efecto depende de la estructura de la proteína y de las interacciones
entre trealosa, agua y proteína (Fagundas-Felix et al., 1999; Hincha y Crowe, 1998; Murray y
Liang, 1999,2000)'

Con el fin de determinar si los efectos de los aditivos sobre la capacidad fermentativa se
conservaban a largo plazo se midió la capacidad fermentativa en levaduras envejecidas (ver
materiales y métodos) y se encontró que las levaduras tratadas con «Tween 80» al 1%
conservaron un mayoi poder fermentativo que las levaduras control y que las levaduras
tratadas con «Tween 80» al 2% (datos no señalados),,

La falta de correlación entre los incrementos en la capacidad fermentativa y la alta
permeabilidad y la baja viabilidad no permiten concluir sobre el efecto de los aditivos; sin
embargo, los resultados de este trabajo coinciden con los datos obtenidos por Fagundas-
Felix et al, (1999), quienes aislando H+ ATPasa de Schizosaccharomyces pombe
encontraron que el efecto protector de la tiealosa a bajas concentraciones era superior en la
enzima "reconstituida" en liposomas que en su forma soluble, sugiriendo un efecto
cooperativo entre los fosfolípidos y el azúcar,

Los resultados obtenidos con el «Tween 80» muestran que se incorporó a la membrana y, de
acuerdo con los datos de Fagundas-Felix et al,, (1999), podría pensarse que tuvo alguna
interacción con la trealosa, Estos datos estarían apoyando los trabajos de Dickson et al,,
(1997) y Alexandre et al., (1998) quienes han postulado que los ácidos grasos como el oleico
incorporados a la membrana de Saccharomyces cerevisiae podrían convertirse en señales de
choque térmico e inducir la presencia y/o síntesis de trealosa, Los experimentos
desarrollados por Swan y Watson (1999), se relacionan parcialmente con los datos
obtenidos, pues ellos encontraron que células de Saccharomyces cerevisiae enriquecidas con
ácido oleico y que contienen una baja concentración de trealosa aumentaron su viabilidad, lo
cual no se obtuvo en el presente trabajo

También hay que tener en cuenta que las transiciones de fase de los lípidos pueden
influenciar la función de las proteínas de un modo muy sutil, Sin embargo, se debe enfátizar
que varios factores como son la trealosa intracelular, la trealosa externa, la alta interacción
hidrofóbica de los fosfolípidos y la inducción de las proteínas chaperonas contra el calor
podrían ser importantes en su conjunto para la respuesta al calor,

El gtupo de Fagundas-Felix et al, (1999) demostró que la efectividad de la trealosa para
proteger la H+ ATPasa membranal depende del medio que rodea la enzima La actividad de
la enzima en forma solubilizada y en ausencia de protectores se pierde completamente
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después de cincuenta segundos de incubación a altas temperaturas tos = lOs, Sin embargo,
cuando la enzima se incubó en presencia de 1 M de trealosa cerca del ochenta por ciento de
la actividad oiiginal se conseivó después del mismo tiempo de incubación y el T o 5 para la
inactivación de la enzima aumentó a 60 s,, Curiosamente, cuando la H+ ATPasa fue
reconstituida en liposomas de isolectina una fuerte protección de la enzima contra la
inactivación térmica fue observada (tos = 50s) Al adicionar 1M de trealosa en el medio de
preincubación de la enzima reconstituida, cerca del sesenta por ciento de la actividad se
mantuvo después de cinco minutos a 51°C, indicando que la combinación de altas
concentraciones de azúcar y lípidos es capaz de estabilizar en forma sinérgica la enzima,
proporcionándole un alto grado de resistencia contra la desnaturalización física,, En este
mismo trabajo, se realizaron experimentos de reconstitución de la enzima en ausencia y en
presencia de trealosa para determinar en cual lado de la membrana se produce su efecto
estabilizador. Se observó el mismo grado de protección sobre la enzima con la trealosa
adicionada externa o internamente,,

Muchos resultados han demostrado que algunos carbohidratos y en particular la trealosa
inhibe las separaciones de fase y reduce la temperatura de transición (Tm) de los lípidos
secos, de tal forma que se encuentren en una fase de cristal líquido a temperatura ambiente
De esta forma, cuando estos lípidos son rehidratados no sufren la transición de gel a cristal
líquido, lo que ocasiona los rearreglos y la pérdida de contenido celular (Buitink et al, 2000;
Crowe et al.., 1998, 2001; Fagundas-Felix et al,,, 1999; Fujii et al., 1996; Leslie et al., 1994;
Quintilioetal, 2000)

El secar en presencia de azúcares disminuye el Tm de las células secas debajo de la
temperatura ambiente, de manera que cuando ocurre la deshidratación no se producen
transiciones de fase El estado de fase de una dispersión lipídica antes de la deshidratación y
el contenido de trealosa influyen sobre la transición en la mezcla subsiguiente La
hidratación de lípidos en una solución de 1M de trealosa en agua con una subsiguiente
deshidratación produjeron estructuras de bicapa y transiciones que fueron reproducibles,, Los
experimentos de microcalorimetria diferencial de banido mostraron que existe una relación
muy similar entre lípidos deshidratados en diferentes reaneglos y entre los mismos lípidos y
la trealosa, Se puede concluir que la interacción entre estos 2 compuestos es igualmente
fuerte que la observada entre bicapas de solo DPPC (DPFC, por sus siglas en inglés) a bajos
niveles de hidratación La formación de una estructura intermediaria nojrectangular entre las
cadenas acílicas depende de la temperatura y debe ser una manifestación del desorden en los
lípidos dentro de la bicapa (Batthacharya y Saubhik, 2000; De Araujo y Panek, 1993; Iones,
1995,1999; SujathayMishra, 1996),

EFECTO DEL «TWEEN 80» Y LA TREALOSA SOBRE LA SALIDA DE
NUCLEÓTIDOS Y LA VIABILIDAD

Contrario a las expectativas, no se observaron disminuciones significativas ni en la salida de
nucleótidos (Figuras 14 y 15) ni en la viabilidad (datos no mostrados) con las mezclas de
trealosa y el« Tween 80» al 1 y 2%
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Los datos parecen indicar que la trealosa no ejerció ningún efecto sobre la membiana o que
la concentración de trealosa adicionada no fue suficiente para actuar sobre la membrana y así
evitar la alta permeabilidad durante la rehidratación, Se ha reportado que al estar presente la
tiealosa en las dos caras de la membrana se evidencia su efecto protector (Crowe et al..,
1987a, 1987b, Hincha e Crowe, 1998; Leslie et al, 1994; Lodato et al , 1999; Plourde-Owobi
et al, 2000),,

Durante el secado, las cabezas polares de los fosfolípidos sufren un mayor empaquetamiento
por la remoción del agua unida Así mismo, se produce un incremento de las interacciones
de van der Waals entre las cadenas acílicas Este incremento parecería inducir un nuevo
ordenamiento en la bicapa con la separación de algunos de sus componentes (Hazel y
Williams, 1990; Swan y Watson, 1997,1998; Viera et al,,, 1993; Yon et al.., 1998), Se pensó
que la trealosa adicionada externamente ejercería su papel protector sobre los fosfolípidos

Las concentraciones sugeridas para mejorar la viabilidad celular dependen de la fase de
crecimiento de la célula, de la composición del medio de cultivo y de las condiciones de la
deshidratación (Beker y Rapoport, 1987; Cenutti et al,,, 2000; Gadd et al,, 1987; Singer y
Lindquist, 1998)

Los tratamientos con trealosa exógena muestran en las curvas de viabilidad al inicio una
disminución rápida seguida por un decaimiento lento y lineal, Sin embargo, tanto el grado de
disminución inicial en la viabilidad como la velocidad posterior de decaimiento fueron
reducidas al aumentar la concentración interna de tiealosa, En la mayoría de los
experimentos sólo se ha analizado la viabilidad a corto tiempo (1-3 días) y así es difícil
distinguir cuando el incremento de la viabilidad reportado se dio por la protección provista
durante el secado (efectos de los solutos compatibles) o por1 una verdadera protección de las
células en el estado deshidratado (Beker y Rapoport, 1987; Cerrutti et al,,, 2000; Lodato et
al, 1999; Plourde-Owobi et al,, 2000)

La presencia de trealosa en células deshidratadas o membranas aisladas tiene una profunda
influencia en la morfología y función de la membrana Cuando una membrana biológica es
deshidratada, el agua unida es la primera en ser eliminada dejando una solución acuosa
concentrada de azúcar (Beker y Rapopoit, 1987),

La creciente insaturación de los ácidos grasos en las membranas causa un incremento en la
permeabilidad al agua,, Los factores que contribuyen al aumento en el orden en la región de
hidrocarburos disminuyen la permeabilidad al agua Los sistemas en fase gel son particu-
larmente impermeables, Sin embargo en sistemas exhibiendo separaciones de fase lateral o
dominios gel-ciistal líquido, la permeabilidad puede ser superior a la de los sistemas en fase
de cristal líquido Esta permeabilidad incrementada puede ser1 atribuida a defectos en el
empaquetamiento en la interfáse hidrofóbica del cristal líquido (Batthacharya y Saubhik,
2000; Crowe e Hincha, 1998; Fujii et al.., 1996; Hottiger et al,, 1987; Leslie et al,,, 1994),,



Numerosos experimentos en células de levadura han mostrado que la composición de los
lípidos de membrana es crucial para el funcionamiento celular y se ha asociado el grado de
instauración de los lípidos con resistencia al shock por1 calor,,

La incorporación de ácidos grasos a la membrana ante un choque por caloi ha sido señalada
en varios trabajos Estos resultados son consistentes con los trabajos de Fujii et al,, (1996) y
Steels et al., (1994) quienes obtuvieron células de Saccharomyces cerevi&iae más resistentes
a altas temperaturas al estar enriquecidas sus membranas plasmáticas con el ácido graso
mono insaturado de cadena larga,

Aunque no se conocen bien los mecanismos de acción de los detergentes, los resultados
obtenidos indican que la naturaleza de la cabeza del detergente, asi como la extensión y el
grado de saturación de su cadena hidrofóbica, influyen en sus interacciones con el disacárido
y posiblemente con las membranas

Los datos obtenidos en el caso de la viabilidad no concuerdan con los trabajos donde se ha
reportado un incremento en la tolerancia celular a altas temperaturas por la presencia de la
trealosa (Cenuti et al,,, 2000; Crowe et al., 1987b; Lodato et al., 1999), Es posible que la
concentración de la trealosa no fuera lo suficientemente alta para proteger la membrana
plasmática ni un porcentaje considerable de proteínas para haber mejorado la viabilidad

La prueba del azul de bromofenol es una medición indirecta de la permeabilidad de la
membrana plasmática, Sin embargo, en el caso particular de las levaduras para la
panificación el preservar su capacidad fermentativa es el objetivo principal y con las
concentraciones de trealosa empleadas se logró,,

La sacarosa, después de la trealosa, se ha caracterizado por proveer una protección
importante a membranas y proteínas,, Los experimentos preliminares realizados por Crowe et
al (1987a) en líposomas de músculo de langosta deshidratados en presencia de sacarosa
indicaron un buen porcentaje (60%) de retención de un soluto marcado,

La mezcla «Tween 80» al 1% y sacarosa al 0.75% se ensayó en las mismas pruebas
bioquímicas Se encontró que la capacidad fermentativa presentó un incremento del 16%
(Figura 16) y la salida de nucleótidos una reducción inferior al 10% con la combinación
«Tween 80» al 1% y sacarosa al 0 75% (Figura 17),

Los datos de la capacidad fermentativa pueden implicar protección de las enzimas
involucradas en esta ruta metabólica por la sacarosa (Crowe et al., 1984; 1988; 1990) y/o
efectos sobre membrana que reducirían la salida de cofáctores (Crowe et al., 1987a,b; Lis et
al,, 1990; Tsvetkov et ai, 1989),,
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La composición lipídica y la fluidez han sido implicadas como factores determinantes en la
sensibilidad térmica de ía célula (Hincha y Crowe, 1998; Leslie et al.., 1994; Swan y Watson,
1997,1998; Sano et al., 1999). Los datos en la capacidad fermentativa, viabilidad y salida de
nucleótidos no permitían evidenciar el efecto de la trealosa sobre la membrana plasmática
Con el fin de determinar el estado de la bicapa se diseñaron varios experimentos de
anisotropía de fluorescencia polarizada,, Los datos también podrían señalar la incidencia de
la trealosa o del «Tween 80» sobre la organización membranal
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EFECTOS DE LA ADICIÓN DEL «TWEEN 80» AL 1% Y LA TREALOSA AL 0.75%

Figura 14 Salida de nucleótidos («Tween 80» al 1% y trealosa al 0 75%)
(Valor absoluto del control C: 0 51 p.g/mL)

SALIDA DE NUCLEÓTIDOS

C 0,75 % trealosa

C = Control sin aditivos, "Tween 80" al 1% y trealosa

EFECTOS DE LA ADICIÓN DEL «TWEEN 80» AL 2% Y LA TREALOSA DEL 0 5 AL
075%

Figura 15.. Salida de nucleótidos («Tween 80» al 2% y tiealosa del 0 5 al 0,75%)
(Valor absoluto del control C: 0 41 jig/mL)

SALIDA DE NUCLEÓTIDOS

C 0,5 0,65 0,75 % trealosa
C = Control sin aditivos, "Tween 80" al 2% y trealosa

o

47/72



EFECTOS DE LA ADICIÓN DEL «TWEEN 80» AL 1% Y LA SACAROSA AL 075%

Figura 16, Capacidad fermentativa («Tween 80» al 1% y sacarosa al 0,75%)
(Valor absoluto del control C: 2,, 11 ug etanol/mg min)

¡ 1.20
| 1,00

1 0,80

§ 0,60

0,40

0,20

FERMENTACIÓN RELATIVA

• i• ' . • • •

0,00 • '
C 0,75 ft sacarosa

C = Control sin aditivos, "Tween 80" ai 1 % y sacarosa

Figura 17, Salida de nucleótidos («Tween 80» al 1 % y sacarosa al 0,75%)
(Valor absoluto del control C: 0,42 ug/mL)

SALIDA DE NUCLEÓTIDOS

C 0,75 % sacarosa

C = Control sin aditivos, "Tween 80" al 1% y sacarosa
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Los experimentos en los que se analizó la anisotropía de la fluorescencia del DFH (DPH por
sus siglas en inglés) revelaron que las membranas de las levaduras tratadas con «Tween 80»
al 1 y 2% son menos rígidas que las membranas control,, Parece producirse una interacción
entre el detergente y la porción hidrofóbica de la membrana aumentando su fluidez Se
piensa que la doble ligadura del ácido graso es un factor determinante para alterar la fluidez
(Crowe y Crowe, 1988; Hazel y Williams, 1990; Sujatha y Mishra, 1996; Yon et al, 1998)

No se conoce bien el estado de los detergentes sobre las membranas En el medio, el
detergente puede estar como monómero, dímero etc., o en forma de núcelas Al progresar la
deshidratación, las micelas del detergente pueden pasar a fase de micelas "invertidas"
(Iones, 1995, 1999) Los choques térmicos ocasionados durante el secado favorecerían la
unión hidrofóbica entre las micelas "invertidas" y las discontinuidades de membrana
(Vandenberg , Krul, 1991),. Sin embargo, los experimentos de fluidez, mostraron que el
«Tween 80» incorporado a la membrana hizo a ésta preservar su fluidez y, por consiguiente,
las membranas tratadas eran menos rígidas (35%) que las membranas control,,

Apoyados en los datos de Swan y Watson (1996) es posible pensar que parte de la trealosa se
quedó por fuera de la célula y que debió tener algún tipo de interacción con las cabezas
polares de los fosiblípidos, que incidió en la fluidez membranal pero que no se tradujo en
una disminución en la salida de nucleótidos ni en mejoras en la viabilidad

Los experimentos de Hincha et al, (1987) e Hincha y Crowe (1998), realizados con
liposomas preparados con mezclas de lípidos provenientes de la membrana de tilacoides
mostraron que la trealosa adicionada fuera se unía específicamente a ciertos lípidos,
ejerciendo su función protectora mientas que con otros lípidos la interacción era diferente, y
se producía una pérdida importante del contenido liposomal,

1 l .( IODI

Los experimentos de anisotiopía revelaron que, a concentraciones crecientes de trealosa y en
presencia de «Tween 80» al 1%, las membranas son progresivamente menos rígidas (20%)
que las "Control" (Figura 18), Los mismos experimentos, pero con «Tween 80» al 2%,
indicaron que las membranas se hacían más rígidas con la mayor concentración de trealosa
(Figura 19), Varios autores han asociado cambios en la fluidez con el efecto de la trealosa
(Crowe y Crowe, 1998; Yoon et al,,, 1998), La sacarosa y la trealosa son los azúcares con
mayor1 efecto protector sobre sistemas membranales durante la deshidratación (Arguelles,
2000; Crowe et al , 1987b; Wendell y Sun, 1998) En todas las funciones celulares los
resultados fueron más altos con la trealosa que con la sacarosa Parece ser que el efecto de la
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tiealosa reside en el contacto directo de las cabezas polares de los fosfolípidos, al conservar
el estado de bicapa e impedir transiciones de fase durante la deshidratación (Crowe et al,,
1987a; 1998; 2001; Leslie et al.., 1994; Watson y Swan, 1997; 1998) Sin embargo, no existe
un modelo satisfactorio para interpretar los cambios en la fluidez con las distintas
concentraciones de detergente y tiealosa

Se midió la actividad de la ATPasa membranal (Serrano, 1988) en las membranas aisladas
en los experimentos de fluidez con el fin de determinar1 el estado general de la bicapa. Las
enzimas de las membranas tratadas con «Tween 80» al 1% y tiealosa siempre tuvieron
mayor1 actividad que las membranas control (datos no señalados),,

No se conoce bien los mecanismos por los cuales los azúcares y ciertos detergentes protegen
las enzimas durante la deshidratación, Se ha propuesto que a medida que la deshidratación
progresa, el agente protector penetraría a la capa de hidratación de la proteína y en ese
momento habría una interacción directa y específica que impedida alteraciones en la
estructura terciaria de la proteína (Anchodorquy et al,, 2001; Crowe et al.., 1987b; 1990;
Lopez-Diez y Bone, 2000; Sampedro et al.., 1998) Alternativamente, se cree que al actuar
sobre la membrana, se está impidiendo la salida de cofactores importantes para la actividad
enzimática (Peña et al , 1987),

Se sabe que el enrollamiento específico de todas las proteínas intrínsecas y de algunas
periféricas está en paite estabilizado y deteiminado por el entorno lipídico La dependencia
de las propiedades funcionales de una proteína en la composición lipídica es la medida más
directa y sensible para la observación de los cambios inducidos por los lípidos en la
conformación de las proteínas y su especificidad (Crowe et al,,, 2001; Singer y Lindquist,
1998; Yon et al, 1998),,

La constatación de los diferentes rearreglos gel-cristal líquido que pueden tomar los
componentes lipidióos individuales dentro de una membrana biológica han sugerido que
estos pueden afectai la funcionalidad de la proteína, restringiendo su movilidad dentro de la
bicapa o facilitando defectos de empaquetamiento lo que resultaría en cambios en la
permeabilidad (Hincha y Crowe, 1998; Sola-Penna et al, 1997, Sola-Penna y Meyer-
Femandes, 1998; Swan y Watson, 1997,1998)

Aunque no se ha aclarado la relación entre fluidez, resistencia al calor1 y composición
lipídica parece ser que una mayor rigidez membranal luego de un tratamiento por calor
(choque por calor) coincidiría con una baja viabilidad y una disminución en la insaturación
de membrana (Bhattacharya y Saubhick, 2000; Fujii et al , 1996; Sujatha y Mishra, 1997),
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MEDIDA DE LA ANISOTROPIA CON LUZ FLUORESCENTE POLARIZADA

Figura 18,, Polarización de fluorescencia del difenil hexatrieno, DFH (DPH)
en membranas aisladas de levadura con «Tween 80» al 1% y trealosa

AN1SOTROPIA

C 0 25 0 50 0 75 % trealosa

C = Control sin aditivos, "Tween SO" al 1% y trealosa

La mayor fluidez se observó con la concentración (0 75%) de trealosa y «Tween 80» al 1%
(Figura 18), Las membranas tratadas con esta mezcla fueron unos 35% menos rígidas que el
control,

Los resultados en los experimentos de anisotropía sugieren que paite del ácido graso se
incorporó a la membrana e influyó en su fluidez, La incorporación de ácidos grasos a la
membrana fue primero descrito por Sinensky et al,,, (1970), quienes lo consideraron como un
mecanismo adaptativo para mantener la fluidez óptima y así preservar un funcionamiento
celular normal, En numerosos microorganismos se ha observado que regulan su composición
lipídica como respuesta a una temperatura ambiental elevada (Hazel, 1995; Hazel y
Wiliiams, 1990; Swan y Watson, 1997,1998).

Experimentos realizados con E.coli mostraron que las células enriquecidas con ácido oleico
suplementado al medio de cultivo fueron más resistentes a altas temperaturas que sus
contrapartes cultivadas con ácido linolénico (Piper, 1995),, En levaduras Saccharomyces
cerevisiae también se encontró que la tolerancia al choque térmico disminuía con una
insaturación creciente de los ácidos grasos (Alexandre et al , 1998; Hazel y Williams, 1990;
Swan y Watson, 1997,1998)

Se ha postulado a la fluidez como un detector muy sensible a los cambios del medio
ambiente y ello hace a la membrana el sitio ideal para la localización de los sensores de
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choque (Alexandre et al , 1998; Dickson et al, 1997; Swan y Watson, 1997,1998)

Las membranas requieren una matriz fluida en su bicapa para su funcionamiento; por ello, la
modulación local de la fluidez y la formación de dominios cristalinos es un fenómeno
general, El requerimiento de una matriz lipídica en estado de cristal líquido está más
relacionado con la consecuente capacidad de los lípidos y de las proteínas para difundirse
rápidamente en el plano de la membrana (Crowe et al,,, 2001; Sampedro et al,, 1998)

En levaduras existe evidencia indirecta sobre la participación de la membrana celular en la
detección del choque por calor,, La composición lipídica de la membrana afecta las señales
de choque, AI alterar el grado de saturación de los fosfolípidos de la membrana de un
plásmido, se afecta el intervalo de temperatura al cual el plásmido es activado por calor
(Dickson et al,, 1997; Piper, 1995; Sales et al,, 2000),

Respecto a la trealosa se cree que al quedarse fuera de la célula tuvo alguna interacción con
las cabezas polares de los fosfolípidos, lo que incidió en la fluidez membranal Esto estaría
de acuerdo con varios trabajos que postularon la presencia de trealosa en las interacciones
intra-bicapa como una condición suficiente para modificar los rearreglos de las colas
hidrofóbicas en función de la temperatura al interactuar "frenando" la fluidez membranal
(Crowe et al,, 1998, 2001; Hottiger et al,,, 1987; Sola-Penna et a l , 1997, Sola-Penna y
Meyer-Fernandes, 1998),,

Con el fin de profundizar más sobre el efecto de los aditivos, se aumentó la concentración
del «Tween 80» al 2% (Figura 19),,

Figura 19 Polarización del DFH (DPH) en membranas de levadura con «Tween 80» al
2% y trealosa

ANISOTROPIA

C 0,5 0,65 0,75 % trealosa

C = Control sin aditivos, "Tween 80" al 2% y trealosa
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Los mismos experimentos pero con membranas tratadas con «Tween 80» al 2% mostraron
que las membranas más fluidas eran las membranas tratadas con la concentración 0,65% de
trealosa (Figura 19),

Al duplicar la concentración de detergente, se observaron membranas más rígidas
comparadas con las membranas tratadas con el «Tween 80» al 1% y aún con las mismas
concentraciones de trealosa, Aunque la tendencia se conserva, las diferencias entre las
membranas tratadas fueron menores y se observó que la fluidez en las membranas tratadas
con trealosa al 0,5% y 0,75% era casi idéntica, La diferencia entre la fluidez del control (las
membranas sin aditivos) y las membranas tratadas fue menos significativa que en las
membranas tratadas con 1% de «Tween 80»

Se cree que la levadura incorporó menos «Tween 80» al 2% a su membrana, debido a que a
esta concentración el detergente se encuentra predominantemente en forma de micelas y no
como monómeros

Parece ser que la célula anexa a la membrana adquiere una cantidad muy definida de
detergentes específicos según sus necesidades,, Una mayor incorporación de detergente
puede ser letal pues lleva a la desintegración o solubilización de la membrana (Dickson et
al., 1997; Jones, 1995,1999; SujathayMishra, 1997),,

Al obtener unas membranas menos fluidas con una mayor concentración de detergente, se
realizaron los mismos experimentos con el solo detergente en las membranas (Figura 20),
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Figura 20 Polarización del difenil hexatiieno DFH (DPH) en la membrana aislada

ANISOTROPIA

-••-f

M = Membrana sin aditivos
MD = Membrana y detergente, "Tween 80" al 1 %
D = Detergente al 1%

En la Figura 20, se observa que la anisotropía de la fluorescencia polarizada del DFH (DPH)
fue menor en la membrana tratada con el detergente que con la membrana sola

Al comparar los resultados de la anisotropía, se obseiva que no hay una diferencia
considerable entre el valor de la anisottopía de la membrana sin aditivos y el valor del
detergente solo, La membrana tratada con detergente mostró una fluidez casi tres veces
inferior a la de la membrana sola,, Al examinar los datos de la membrana tratada con «Tween
80» al í% y trealosa al 0.75% (Figura 18), se observa que esta membrana presentó casi la
tercera parte de la fluidez encontrada en las membranas tratadas con el «Tween 80» a] 2% y
la trealosa al 0,65% (Figura 19) y aproximadamente la mitad de la fluidez de la membrana
tratada únicamente con detergente (Figura 20),,

Se puede inferir que la trealosa a las concentraciones utilizadas tuvo un efecto sobre la
fluidez Todavía queda por determinar el mecanismo exacto de la influencia de la trealosa en
el empaquetamiento de la bicapa y la función de la membrana,

Los trabajos en líposomas constituidos con galactolípidos de tilacoides de espinaca han
mostrado que la interacción de la trealosa es específica con ciertos lípidos con los cuales
realiza su función estabilizadora mientras que con otros lípidos la interacción se modifica y
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no se observa ningún efecto (Hincha y Crowe, 1998).

Estos datos estarían apoyando varios trabajos que postulan que los ácidos grasos como el
oleico mono insaturado y de cadena larga incorporado a la membrana de Saccharomyces
cerevisiae aumenta la resistencia celular a altas temperaturas y que podrían convertirse en
señales de choque térmico e inducir la presencia de trealosa (Dickson et al,,, 1997; Fagundas-
Felixetal, 1999; Swan y Watson, 1997,1998).

ÍDC1-.LUI.AR

Las imágenes del microscopio electrónico de barrido muestrearon cambios en la pared
celular de las levaduras tratadas con aditivos respecto a las levaduras control,, En la Figura
22 las flechas muestran la superficie lisa de las levaduras control después del secado
(aumento de 25000),

Figura 21 Fotografía en el microscopio electrónico de barrido de levaduras "control'

§8

Se sabe muy poco sobre la regulación de las modificaciones de la pared celular y menos aún
sobre cómo la célula responde cuando se enfrenta a varias situaciones de choque simultáneas
(Klisetal.,2002)
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Figura 22 Fotografía de baiiido de levaduras "tratadas" con trealosa y «Tween 80»

La imagen del microscopio electrónico de bariido en la Figura 22 muestra cambios en la
superficie externa de las levaduras tratadas con «Tween 80» y trealosa, Las flechas señalan
los numerosos pliegues y hendiduras que aparecen en la pared de las levaduras (Aumento de
18000) Este resultado coincide con las observaciones de otros autores (Crowe y Clegg,
1978), quienes sostienen que los organismos anhidrobióticos viables presentan
"arrugamientos" en toda la supeificie

FALLA DE ORIGEN

57/72



Los resultados positivos sobre las membranas celulares condujeron a explorar otros posibles
efectos de los aditivos, en parámetros impoitantes como el secado de las pastas

En la Figura 23 se muestran las cinéticas de secado, para las pastas de levadura tratadas con
diferentes estabilizadores de membrana, Se observa que la pérdida de humedad normalizada
es mayor con la adición del «Tween 80» al 1% y la trealosa al 0 75% con respecto al control
y con respecto a las muestras adicionadas con otros agentes estabilizadores (oleato de Na+ al
2% y sacarosa al 075% y oleato de Na+ al 1% y trealosa al 80%) Este comportamiento
puede ser debido a que el «Tween 80» posiblemente solubiliza parcialmente la membrana y
favorece la salida de agua desde el interior de la célula hacia el medio de secado, lo cual
facilita la pérdida de humedad,, Así mismo, la trealosa probablemente sirve como substituto
del agua transportada, por lo que se podría sugerir que la trealosa presenta un efecto
estabilizador de la funcionalidad de las células (Arguelles, 2000; Cenuti et al, 2000; Crowe
et al,,, 1987, 1990, 1998, 2001) Por otro lado, las sustancias con capacidad de enlace iónico
(como el oleato de Na+) al estar1 presentes como se muestra en la Figura 24 posiblemente
pueden interaccionar con el agua y reducir la velocidad de secado (Jones, 1995),

Adicionalmente, las cinéticas de secado de la Figura 24 señalan que las muestras tratadas
con «Tween 80» al 1% y trealosa al 0 75% tienen un tiempo de tratamiento térmico (secado)
menor para alcanzar la humedad cercana al equilibrio (alrededor de 25 minutos) compaiado
con las muestras adicionadas con otras substancias y el control (alrededor1 de 45 minutos)
para llegar a la humedad final de secado., Dichos resultados sugieren que el «Tween 80» y la
trealosa, disminuyen los tiempos del proceso de secado y ayudan a mantener las funciones
celulares de las levaduras,, Esto puede ser relevante para mejorar la producción de levaduras
a nivel industrial
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Figura 23.. Cuivas de secado,,

"Tween BO" al 1 %, trealasa al D 75%
Oleata al 2% sacarosa al D 75%
Oleato al 1 %, trealosa al 0 30%
Control

0,0
60

Tiempo min,,

Condiciones de secado: 30 min, a 50°C y 30 min, a 40°C

El análisis de las cuivas de velocidad de secado señaló diferencias cuantitativas en las fases
constantes y muy leves en las fases lentas (Figura 23),,
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1.. Las condiciones de secado propuestas: 50°C durante los primeros 30 minutos y 40°C
durante los siguientes 30 minutos, fueron elegidas por mantener la capacidad
feímentativa y viabilidad celular máximas y una salida reducida de nucleótidos

La capacidad fermentativa presentó aumentos del 20 y 25%, respectivamente con la
mezcla «Tween 80» al 1 y 2% y la trealosa al 0,5 - 0.75% , una reducción del 16% se
obtuvo con la mezcla «Tween 80» al 2% y trealosa al 0 65%

3., Se observó un incrementos del 16% en la capacidad fermentativa y una reducción del
10% en la salida de nucleótidos con la mezcla «Tween 80» al 1% y la sacarosa al
0,75%.

4. El oleato de Na+ (detergente iónico) con porción hidrofóbica de igual extensión que
el «Tween 80» no produjo resultados significativos en el secado,,

5,, La presencia de los aditivos («Tween 80» al 1% y trealosa) modifica la fluidez de las
membranas haciéndolas menos rígidas,,

El uso de la trealosa y el «Tween 80» (al 1 y/o 2%) influye en una mayor
funcionalidad post-rehidratación de la levadura y se correlaciona con cambios tanto
en las propiedades microscópicas de la membrana (anisotropía o fluidez) como en
algunos parámetros de operaciones unitarias,

7, La presencia de la trealosa y el «Tween 80» al 1% modifica la velocidad de secado
de las pastas, haciendo más rápida la salida del agua
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A continuación, se plantean algunos puntos que será aconsejable profundizar en
investigaciones futuras:

1 Los cambios termodinámicos producidos por los detergentes sobre la pasta,
estudiando su difusión, su inserción en las membranas y su interacción con las
proteínas,,

2 Efectuar experimentos de calorimetría diferencial de barrido para verificar la
existencia de cambios en las temperaturas de transición de estas membranas, debidos
a la trealosa y los detergentes.

3. Correlacionar la presencia de los aditivos con la actividad de algunas enzimas
propias de la glucólisis

4 Repetir los pasos del proceso de obtención de las levaduras secas, desde la siembra
hasta el secado de la pasta de levadura con el fin de reducir variaciones

5,, Efectuar pruebas piloto en una fábrica productora de levaduras para confirmar los
incrementos obtenidos en el laboratorio y detectar otros efectos

6,, Estudiar las posibilidades de aplicación en otros sistemas biológicos de importancia
comercial (alimentos y microorganismos como Lactobacillus bulgaricus)

7.. Realizar más expeiimentos de secado para comprobar el efecto de los aditivos en las
distintas etapas de este proceso,,
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