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Se estudié el efecto de los protectores de membrana tales como la trealosa y el mono oleato
de sorbitan o «Tween 80» adicionados a la pasta de levadura antes de su secado. El
establecimiento de las condiciones de secado mas adecuadas se realizé con base en los datos
de la literatura, encontrandose un proceso a 50°C por 30 minutos seguido de un tratamiento
a 40°C por 30 minutos que arrojo mejores resultados en términos de la conservacién de las
funciones celulares post-rehidratacién evaluadas.Una vez establecidas estas condiciones, se
procedié a deshidratar en presencia de agentes protectores de membrana. El efecto de la
trealosa y del «T'ween 80» adicionados a la pasta secada en las condiciones mencionadas se
evalué mediante las funciones celulares post-rehidratacién como son: La capacidad
fermentativa, la viabilidad y salida de nucledtidos. Los resultados obtenidos demuestran que
la capacidad fermentativa se incrementd un 25% y la salida de nucledtidos se redujo un 16%
con la mezcla trealosa al 0.50 y 0.65% y «Tween 80» al 2%. La mezcla «Iween 80» al 1%y
trealosa al 0.75% registré un aumento del 20% en la capacidad fermentativa e incrementos
en la fluidez de la porcidn hidrofébica de las membranas tratadas en los experimentos de
anisotropia obtenidos mediante luz fluorescente polarizada. Un aumento del 15% en la
capacidad fermentativa y una reduccion del 10% en la salida de nucledtidos se encontraton
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 maés r4pida 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 400C during 30 minutes proved to be the best
combination of drying conditions in terms of the conservation of cellular functions after
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 region 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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Alcohol deshidrogenasa

Oficial methods of analysis of AOAC internacional, 1995 16° ed. Association of Official
Analytical Chemists International EEUUA. P32-1.

Balance lipo-hidréfilico (HLB )
Concentracién micelar critica
Difenil hexattieno (DFH)
Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)
Ruta de Embden-Meyerhof-Parnas
Fosfofiuctoquinasa (PFK)

Fase hexagonal invertida
Intensidad perpendicular
Intensidad paralela

Estado de cristal liquido

Estado de gel

4-4cido morfoline etano surfénico.
Nicotin adenin dinucléotido
Secador de lecho fluidificado
Tiempo (s)

Cloroplasto, organulo citoplastnatico, que se encuentra en las células vegetales v en las de las
algas, donde se lleva a cabo la fotosintesis (proceso que permite la transformacién de energia
luminosa en energia quimica).

Medio de crecimiento bacteriano con: 2% tristona 1% extracto de levadura y 2% de lactosa
(TYL)

Temperatura de transicién

Mono oleato de sorbitin

Porcentaje de humedad en base seca (kg de agua’kg de sélido seco en tiempo t)

Porcentaje inicial de base seca (kg de agua/kg de s6lido seco en tiempo to)

Humedad absoluta del aire a la temperatura de bulbo seco (Kg de agua’kg aire seco)
Humedad absoluta del aire a 1a temperatura de bulbo himedo (Kg de agua/Kg aire hiimedo)

Numero de onda (nanémetros)
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El uso de la levadura data de los tiempos biblicos para la produccién del pan y del vino.
Saccharomyces cerevisiae es la levadura tradicionalmente usada en la fabricacién de los
productos mencionados.

Las levaduras se presentan comercialmente bajo dos formas: fiesca vy seca. La levadura seca
activa se destaca por una capacidad fermentativa prolongada aunque inferior referida en peso
seco a la capacidad fermentativa de la levadwa fresca. Se sabe que las levaduras de
panificacién se deterioran durante el secado y se ha sefialado que durante ¢l mismo se
modifica la integridad de 1a membrana (Cerrutti et al., 2000; Crowe et al , 1998; Zikmanis et
al., 1980)

En la industria es de amplio uso la adicién de sustancias que disminuyan los efectos
indeseables del secado (Crowe et al., 1990; Diniz-Mendes et al , 1999; Lodato et al , 1999;
Sun y Leopold, 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 conservacién del estado de
bicapa a temperaturas extremas a las que normalmente existirian en otro tipo de confi-
guraciones (Argiielles, 2000; Crowe et al, 1987a, 1998; Cuber et al., 1997; Hincha y Crowe,
1998; Lodato et al., 1999)

El mono oleato de sorbitan conocido comercialmente como «Tween 80» y otros detergentes
adicionados a2 un medio de cultivo confieren resistencia a los dafios causados por
deshidratacién, aumentando la viabilidad y preservando la actividad metabélica (Prassad y
Rose, 1986; Sujatha y Mishra, 1997; Swan y Watson, 1999; Yon et al., 1998)

Este trabajo se disefié con la intencién de conocer la respuesta fisiolégica de las levaduras
de panificacién secadas en presencia de estos dos aditivos y a la vez determinar otros
parametros de importancia biotecnolégica.

TESIS CON

ALLA DE ORIGEN
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OBJETIVO GENERAL:

Evaluar los efectos de la trealosa 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

utilizacidén 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 nucleétidos y la viabilidad.

- Examinar la fluidez membranal después de la adicion de los agentes estabilizadores.

- Qbservar efectos de los aditivos en las cinéticas de secado.

“TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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GENERALIDADES

o o Ex
L o e A

El consumo mundial de productos de panificacién, pasteleria, galleteria, 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 Distiito Federal, se ha
consolidado como un importante exportador de levaduras y de productos terminados en este
ramo (CUADRO 1). En el afio 2000, el monto de las exportaciones mexicanas de levaduras
alcanzé volimenes superiores a las 10 millones de toneladas con un valor de 21.091
millones de délares. Asi mismo, las exportaciones de los productos de panificacion fueron
superiores a las 27 toneladas con un valor cercano a los 50 millones de délares (Bancomext,
2000}.

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

Exportgmones de 1998 1999 2000
levaduras

Toneladas 11.457 9097 10.218
Millones de délares 22.356 18.464 21.091

Exportaciones de

productos de 1999 2000 2001
panificacion

Toneladas 21.006 27.022 35205
Millones de délares 29.926 49.942 60.352

“TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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La funcién de las levaduras en la fabricacion del pan es multiple:

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

- Desarrollar estructura en la masa por la expansion del gas.
- Proporcionar un sabor caracteristico del producto.

- Aumentar el valor nutritivo.

Ademas del azicar adicionado a la harina, la levadura conttibuye con cerca del 2% de su
peso seco en forma de carbohidratos disponibles para 1a capacidad fermentativa. En la masa,
la levadura dispone de aziicares que provienen de dos fuentes; la primera, que es una
pequefia cantidad de azicares libres presentes en la harina misma (1 a 2% segun el tipo de
hartna y son: Glucosa, fructosa, maltosa, sacarosa) y la segunda y mayor fuente de
carbohidratos proviene de la maltosa producida por la hidrdlisis del almidén La levadura
debe ser capaz de fermentar rapidamente 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).

Las levaduras constituyen un grupo de hongos microscépicos eucaridticos unicelulares que
producen ascas solitarias y que conforman una gran patte del orden Endomyeetales. Las
células de las levaduras que pertenecen al género Saccharomyces son ovoides y estan
constituidas por el citoplasma, el material nuclear, la membrana plasmética vy una pared
celular (Salas-Mellado y Chang, 1999; Zobel, 1996).

La pared celular es una fuerte estructura disefiada para proveer una proteccién fisica y actuar
como barrera osmética. Los andlisis de microscopio electrénico han evidenciado la
existencia de una capa interna y de una capa externa. La fuerza mecénica de la pared reside
en la capa interna que estd constituida por B 1,3-glucano y quitina y representa cerca de 50-
60% del peso total. La capa externa contiene mano-proteinas glicoxiladas de alto peso
molecular y estd involucrada dentro de los eventos de reconocimiento de célula a célula.
También limita la accesibilidad de enzimas extiafias a la parte interna de la pared v a la
membrana plasmética. Las proteinas de supetficie con sus cadenas de carbohidratos que
contienen miultiples puentes fosfodiéster son responsables de las propiedades hidrofilicas de
la pared y pueden estar involucradas en la retencién de agua y la proteccién a la sequia (Klis,
1994; Klis et al., 2002).
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El tamafio de las células oscila segin la especie, entre 2.5 y 10.5 pm de ancho y 4.5 a 21 um
de largo. Saccharomyces se reproduce sexual y asexualmente. La reproduccidén asexual
implica la divisién de la célula, en la mayoria de los casos en dos células inicialmente
desiguales por gemacién. El ciclo sexual tipico de las levaduras implica la fusion de las
células iguales o desiguales uninucleadas, seguida casi inmediatamente de la fusion nuclear.
La célula resultante se llama cigoto, el cual crece y se transforma en un asca. El nicleo
diploide se transforma por meiosis v los cuatro micleos haploides resultantes pueden
madurar directamente en ascosporas, o primero dividirse mitéticamente de tal manera que se
producen ocho Ascosporas en cada asca (Salas-Mellado y Chang, 1999; Zobel, 1996).

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

El desempefio de la levadura en la masa del pan depende de un conjunto de enzimas, entre
las cuales estan principalmente la invertasa, que transforma el azicar de cafla en levulosa y
dextrosa; la maltasa, que transforma la maltosa en dextrosa; la simaza que transforma el
azicar simple en diéxido de carbono y etanol y la proteasa, que actila sobre las proteinas
extrayendo los grupos nitrogenados que la levadura necesita (Burrows, 1966; Lillie y
Pringle, 1980).

El uso de las levaduras secas se desarrollé inicialmente para suitir lugares distantes donde
no existian condiciones adecuadas para la conservacion de las levaduras frescas.

Las levaduras secas activas poseen una humedad final entre el 5 y el 7% (condicién
necesaria para su estabilidad durante el almacenamiento). El producto se obtiene en forma de
particulas cilindricas de color crema de 0.15 a 1.5 mm que presentan una supeificie porosa
Se caracterizan por ser estables, uniformes, por presentar una facilidad de transporte y por
necesitar condiciones de almacenamiento minimas. Se requiere que su hidratacién sea rapida
y que no forme grumos. La disminucién de su poder fermentativo no debe ser mayorde 5 a
10% durante su vida de anaquel (Beker y Rapoport, 1987; Salas-Mellado y Chang, 1999).




Las levaduras secas activas se obtienen a través de un proceso por lotes. En la Figma 1 se
aprecian las diferentes operaciones que intervienen: La siembra inicial del indculo (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 aeracién controlada (Al) y con todos los nutrientes
presentes. La ‘crema’ (S1) se obtiene por centrifugacion y lavado, se almacena en un tanque
a bajas temperaturas para su posterior siembra en el bioreactor de mayor volumen (BS) del
cual se obtendrd la biomasa total La etapa posterior implica el control preciso de la
velocidad de alimentacién de las melazas (M), de la temperatura, del pH y de la aeracién
para la obtencidn 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 particulas
que se secan en un secador tipo ‘lecho fluidificado™ (SLF). Por ultimo, se empacan (EM) al
vacio (Burrows, 1970; Zobel, 1996).

Se han realizado diversas investigaciones en el campo de la biologia molecula: con el fin de
mejorar la velocidad de crecimiento, la resistencia al secado, al frio, entre otras
caracteristicas de las levaduras de panificacion (Argiielles, 2000; Singer y Lindquist, 1998).

El proceso de deshidratacidn provoca alteraciones funcionales y estructurales en la célula.
En las membranas tales dafios se caracterizan por una pérdida de la permeabilidad, por
transiciones de fase, fusién y salida de contenido citoplasmico y en proteinas por modifi-
caciones estructurales y pérdida de la actividad enzimatica (Crowe et al, 1985, 1987a,
1987b, 1987¢c, 1998; Crowe y Crowe, 1988; Diniz-Mendes et al., 1999; Lodato et al., 1999;
Quintilio et al., 2000; Swan y Watson, 1999).

El secado de las levaduras implica su estabilizacién durante su vida de anaquel, asi como la
conservacién 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 operacion de secado.
En particular, en los microorganismos, la preservacién de las membranas y de las proteinas
es importante en el mantenimiento de sus propiedades funcionales (Argiielles, 2000; Beker y
Rapoport, 1987; Burrows, 1970; Cerrutti et al, 2000; Crowe et al., 1987a, 1998)

La estabilizacién de biomateriales por la incorporacién de sustancias antes del secado es un
procedimiento bastante aplicado en la industria (Jones, 1995a; Zobel, 1996).
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La deshidratacién de cualquier sdlido consiste en una transferencia simultinea de energia (en
forma de calor) del entorno y de masa (humedad) desde el sélido. El agua se remueve del
solido usando aire caliente en movimiento; este aire cumple asi una doble funcidén, actia
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 supetficie se produce evaporacién, en el sélido los gradientes de actividad de
agua y de temperatura provocan el desplazamiento del agua desde el interior hasta la
supetficie (Geankoplis, 1988; Mujumdar, 1987)

Figural.  Obtencién industrial de las levaduras secas activas.
(Adaptado de Fleischmann Colombiana Inc 1992)
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Uno de los primeros trabajos en indicar los dafios causados por el secado en las membranas
de las levaduras secas fue el de Herrera et al. (1956). En el CUADRO 2 se sefialan las
diferencias cuantitativas en la salida de compuestos celulares durante la rehidratacion. Se
observa la mayor salida del 40% aproximadamente en las levaduras rehidratadas a una
temperatura baja de 4.5°C. Herrera y sus colaboradores propusieron que las membranas de
las levaduras secas presentarian discontinuidades por donde se sale el contenido celular.
Trabajos mas recientes han confirmado el deterioro de los fosfolipidos membranales de la
levadura de panificacién durante el secado (Dickson et al,, 1997; Lodato et al, 1999; Swan
y Watson, 1999).

El papel de las membranas plasmaticas como una de las estructuras “blanco” en células
expuestas a altas temperaturas ha sido extensamente estudiado. En particular, se ha enfocado
la funcién de los lipidos membranales y la fluidez en la tolerancia térmica de diferentes
microorganismos (Bhattacharya y Saubhick, 2000; Sujatha y Mishia, 1997; Yon et al,
1998).

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

ANALISIS
MUESTRA X MUESTRA Y

T de rehidratacién en °C 45 43.0 4.5 430

Contenido totaj de
compuestos intracelulares

hallados en el medio de
rehidratacién 2537 622 2355 96.1

(mg/g de levadura)

Normalmente, los fosfolipidos de cualquier membrana se mantienen en una configuracién
de bicapa por interacciones tanto hidrofébicas como hidrofilicas. En ausencia de agua y por
efecto de la temperatura tales interacciones son minimizadas y ocurren separaciones v
transiciones de fase importantes, dando lugar a estructuras lipidicas diferentes a las de
bicapa, siendo la mas conocida la fase hexagonal II. Se ha encontrado que la trealosa impide
tales alteraciones en la integridad de la membrana (Argiielles, 2000; Crowe et al,, 1984a,
1985, 1998; Singer y Lindquist, 1998; Swan y Watson, 1997).
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En la Figura 2 se aprecian las diferentes configuraciones que pueden presentar las bicapas
lipidicas y que mediante experimentos de microcalorimetria se pueden detectar los flujos de
calor asociados a ellas. La fase gel que se caracteriza por presentar sus cadenas hidrofébicas
completamente extendidas y empacadas ordenadamente y cuya movilidad es restringida. En
la fase cristal liquido, 1a movilidad de las cadenas hidrofébicas es superior, mientras que su
longitud es reducida. La fase hexagonal invertida, que consiste en arreglos hexagonales de
cilindros lipidicos que presentan en su interior las cabezas polares mientras que las ¢olas
hidrof6bicas se extienden radialmente (Hazel y Williams, 1990).

Figura 2. Diferentes configuraciones de bicapas lipidicas hidratadas
{Adaptado de Crowe y Crowe, 1988)
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Se conocen también alteraciones en el funcionamiento de las enzimas de las levaduras
secas’ Es conocida la pérdida de la conformacién nativa y la agregacién de proteinas
desnaturalizadas expuestas a temperaturas extremas (Anchordoquy et al., 2001; Crowe et al ,
1998; Fagundas-Felix et al., 1999; Sampedro et al., 1998, 2001; Singer y Lindquist, 1998;
Sola-Penna, 1997, Sola-Penna y Meyer-Fernandes, 1998;)

Las levaduras como organismos anhidrobidticos pueden resistir una deshidratacién casi total
presentando entre sus caracteristicas bioquimicas una gran acumulacién de trealosa
principalmente (Argiielles, 2000; Cardona et al., 1997; Crowe et al., 1997, 1998, 2001; Gadd
et al, 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
deshidratacién, congelacién y calor. Los mecanismos moleculares que relacionan la
concentracioén intema de trealosa con la resistencia celular a tales condiciones no se han
aclarado (Cerruti 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 fisicas unicas de la trealosa tales como una altisima hidrofilicidad, una
estabilidad quimica, la formacién de cristales no higroscépicos, la ausencia de formacién de
puentes internos de hidrégeno y una elevada temperatura de transicién al estado vitreo
(CUADRO 5, p. 29) pueden explicar su eficacia como protector de biomateriales
(Axgiielles, 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 hidrdgeno entre sus grupos OH ™ y los OH" de las cabezas polares. El empaque-
tamiento de los lipidos queda asf asegurado y las porciones hidrofébicas se mantienen en
contacto. La conservacién de un estado de bicapa y de 1a fase de cristal liquido se logra con
la trealosa. En la Figura 3 se aprecia que una bicapa deshidratada en presencia de trealosa se
mantiene en la fase de cristal liquido atin a temperaturas entre 50 v 60 °C en las que se
presenta normalmente la fase hexagonal I (Axgiielles, 2000; Crowe et al.,, 1984b, 1987a,
1997, Crowe et al., 1998; Hincha y Crowe, 1998; Leslic et al., 1994; Sales et al , 2000; Sano
et al., 1999; Singer y Lindquist, 1998)

En la Figura 4 se puede apreciar la explicacién fisica de la accidn protectora de la trealosa
que se ha denominado “reemplazamiento del agua” (Argiielles, 2000; Crowe et al., 1990;
1998; 2001; Rapoport et al, 1997). Segin esta hipdtesis, la trealosa reemplaza las moléculas
de agua unidas a la supetficie de la membrana de tal forma que las propiedades fisicas de los
lipidos deshidratados permanecen similares a las de los lipidos hidratados. De esta forma, la
trealosa afectaria fuertemente el comportamiento térmico de los lipidos “anhidrobidticos”.
Crowe y sus colaboradores (1987a) han demostrado que vesiculas de
dipalmitoilfosfatidilcolina, DPFC (DPPC) mezcladas con trealosa muestran fuertes
disminuciones en la temperatura de fusién al ser liofilizadas con cantidades crecientes de
trealosa. De acuerdo con la hipdtesis del “reemplazamiento del agua”, el comportamiento de
las vesiculas deshidratadas seria 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 trealosa en las Tm de bicapas
(Adaptado de Crowe et al., 1987c¢)
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Respecto a las levaduras de panificacién, son varios los trabajos que han reportado la
importancia de trealosa adicionada externamente. La presencia de la frealosa en las dos
caras de la membrana plasmatica confiere una mayor proteccion durante el secado (Cerrutti
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 ¢l cual la trealosa estabiliza a los liposomas
(Adaptado de Crowe et al, 1985; 1987b)
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DESHIDRATACION SIN ADITIVOS CON TREALOSA

Se han ensayado otros azlicares en la preservacion de las membranas; entre ellos la sacarosa
ha mostrado, después de la trealosa, un buen efecto protector al disminuir la fusién de
liposomas vy la pérdida de su contenido (Argiielles, 2000; Crowe et al,, 1984a y 1985; Lodato
et al., 1999; Quintilio et al., 2000; Sun y Davidson, 1998).

En la Figuia 5 se muestran las diferentes capacidades de retencion del isocitrato en vesiculas
de dipalmitoilfosfatidilcolina, DPFC (DPPC) secadas en presencia de trealosa, sacarosa,
rafinosa ¢ inositol. Después de 1a trealosa, la mayor retencién de isocitrato se observo en las
vesiculas secadas con sacarosa. Una menor retencidn se obtuvo con la rafinosa y el inositol
respectivamente. No se ha aclarado ain el mecanismo por el cual la trealosa es maés efectiva
que la sacarosa y los demas azucares. S¢ han comparado el ndmero de grupos OH
ecuatoriales disponibles y la estructura cristalina de algunos carbohidratos, sin encontrar
correlaciéon con su efectividad. Un punto de vista altermativo ha sido propuesto
recientemente basado en la formacién de cristales en estado seco por disacaridos como la
sacarosa y la trealosa. La evidencia indica que la trealosa posee la mas alta temperatura de
transicion a cristal (Argiielles, 2000; Crowe et al., 1985, 1987a, Crowe y Crowe, 1988, Fujii
et al., 1996; Kxallish et al , 1997; Quintilio et al , 2000; Sola-Penna et al., 1997, 1998)
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Figura 5. Retencién de un soluto en vesiculas liofilizadas en presencia de varios
azucares
(Crowe et al., 1987a)
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Trabajos recientes en levaduras indican que la trealosa preserva las proteinas expuestas a
altas temperaturas manteniendo su conformacién nativa y evitando la agregacion de las ya
desnaturalizadas. (Arglielles, 2000; Crowe et al , 1998; Sampedro et al., 1998, 2001; Singer
y Lindquist., 1998).

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

La temperatura influye sobre la fisiologia de los organismos en dos formas: Determina la
velocidad de las reacciones quimicas y modula el equilibrio entre la formacién y la ruptura
de las interacciones no covalentes que estabilizan las estructuras bioldogicas Dados los
numerosos procesos asociados a membrana que son vitales para el funcionamiento celular,
las fluctuaciones de temperatura presentan un reto profundo para el mantemmzento de la

fisiologia activa (Hazel y Williams, 1990; Sujatha y Mishra, 1997).
TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

2272



Los fosfolipidos son muy sensibles a los cambios en el medio ambiente como temperatura,
presién, actividad de agua y dado su carécter polimérfico desarrollan un comportamiento de
fase complejo con diferentes propiedades fisicas. La organizacién de la membrana es
drasticamente alterada por las transiciones de estado de los fosfolipidos (Hazel y Williams,
1990; Swan y Watson, 1997, 1998).

Los estudios preliminares sobre la incorporacién de acidos grasos a células fueron realizados
por Sinensky et al., (1974). Se denomina “Adaptacién Homeoviscosa” al mecanismo por
medio del cual las células pueden modificar su fluidez membranal para mantener un dptimo
funcionamiento celular. La introduccién de un doble enlace cis en la cadena acilica tiene un
efecto pronunciado, tanto en la forma molecular como las propiedades fisicas de un
fosfolipido. A causa de la restriccién en la rotacién del enlace C=C, se introduce un angulo
30° en la cadena acilica. Consecuentemente, los 4cidos grasos insaturados adoptan una
conformacién més expandida ocupando 4reas mayores en la pelicula monomolecular,
produciendo un empaquetamiento menos compacto y conllevando un punto de fusién
inferior a los de sus homologos saturados. La substitucién de un dcido graso saturado por un
4cido graso insaturado aumenta asi el volumen total de la cadena de hidrocarburos, ademas
de incrementar la magnitud del pardmetro 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 saturacién de las membranas (Hazel y Williams, 1990; Swan y
Watson, 1997, 1998).

Los trabajos de Overath et al (1970) con E. coli mosttaron que las células enriquecidas con
acido oleico (Cis:1) fueron capaces de crecer a temperaturas superiores a 45°C. Experimentos
posteriores con una cepa de Saccharomyces cerevisiae autétrofa deficiente en su funcion
enzimatica de transformar los dobles enlaces en enlaces simples (KD115) también indicaron
que las células enriquecidas con el 4cido oleico eran mis termorresistentes que celulas
suplementadas con 4cidos linoleico (C 18:2) y linolénico (Cis: 3) (Figura 6).
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Figura 6. Tolerancia térmica intiinseca medida como viabilidad en células
Saccharomyces cerevisiae crecidas en medio suplementado con 4cidos
grasos poliinsaturados (Overath et al , 1970)
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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 intrinseca. Control (cepa S288C silvestie): C; KD115 suplementada con 4cido
oleico: 1, KD115 suplementada con acido linoleico: 2 y KDI115 suplementadas con 4cido
linolénico: 3.

La mayor tolerancia térmica intrinseca se observé durante todo el experimento en las
levaduras control (C). Las levaduras KD115 enriquecidas con 4cido oleico mostraron una
viabilidad levemente infetior (80%) respecto a la del control (84%) en los primeros cinco
minutos. Sin embargo, con el tiempo la tolerancia térmica disminuyé fuertemente en las
células suplementadas (a los quince minutos la viabilidad de KD115 suplementada con 4cido
oleico fue de 50%, K115 con 4cido linoléico 42% y KID115 con acido linolénico 23%).
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CUADRO 3. Composicion de los fosfolipidos de Saccharomyces cerevisiae
crecida en medios suplementados con 4cidos grasos
(Adaptado de Lewis et al., 1994)

Cep Acidos grasos Composicion del 4cido graso (% del total)
Suplementados Ciso Cisn Craan Cis:1 Cisa Cisa Ciss

szgs 20x1 | 2405 | 140 5342 | 1642 ; )
KD1 N |

' Acido oleico 281 | 2205 | 41 | 2315 | 30+3 | 10 ;
K?Sl Acido linoleico | 3022 | 30 ] 422 532 | 5446 .
KDL | ¢ i

s Acido linolénico 3042 4+1 - 240 2+1 - 58+1.5

En el CUADRO 3 se observa la composicién lipidica membranal de la cepa nativa S288C,
donde se encuentran los principales lipidos sintetizados por Sacharomyces cerevisiae entre
ellos Ci6:0 (21%) Cies:1 (53%); Cisa (16%) y Ciso Las cepas KD115 crecidas en medio
enriquecidos con acido oleico, linoleico y linolénico produjeron cambios dramaticos en sus
composiciones lipidicas de membrana. Los acidos grasos poliinsaturados no son
sintetizados por cepas de Saccharomyces cerevisiae y se observé que la tolerancia al choque
disminuia con una mayor insaturacién membranal {Dickson et al, 1997; Hazel v 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 caracteristicas de hidratacién de estructuras que presentan en su
superficie un alto valor de energia libre (Gould, 1996; Jones, 1999; Zobel, 1996) Uno de los
agentes tenso activos mas empleados en la industria es el mono-oleato de sorbitan, conocido
comercialmente como «Tween 80».

La clasificacidn de los agentes tensoactivos o “surfactantes” (por las palabras en inglés
surface active agents), se ha establecido con base en la carga y naturaleza de la porcién
hidrofilica (cabeza polar) y la flexibilidad y naturaleza quimica de la porcién hidrofébica. En
soluciones acuosas las moléculas del agente tensoactivo se encuentran en forma de
mondémeros o micelas. Las micelas son agregadas compactos monodispersos que se forman
en ¢l agua donde la parte apolar se encuentra en el centro y la porcién polar en la superficie
En bajas concentraciones de este agente solo existen mondémeros, dimeros o trimeros,
mientras que en altas concentraciones se presentan varias formas de equilibrio (Bhattacharya
y Saubhik, 2000; Jones, 1999).
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El mimero de balance hidréfilo-lipéfilo conocido con sus siglas en inglés como (HLB) es
una caractetistica general de los agentes no i6nicos y también es una expresién directa del
caracter hidrofilico de un agente tensoactivo. Un alto BLH indica un mayor grado hidrofilico
del compuesto y viceversa (Gould, 1996; Jones, 1999).

En general, la cantidad de detergente a usar para un efecto dado, depende de la concentracion
micelar critica (CMC), del tamafio de la micela, de la temperatura, de la naturaleza de la
membrana y del tipo de agente (Jones, 1999; Zobel 1996).

La adsorcién del agente tensoactivo y su grado de 1eversibilidad dependen fuertemente de la
polaridad y carga de la superficie, la carga de los iones, el pH y la fuerza idnica, el grado de
hidratacion de la superficie, etc. (Dickson et al.,, 1997; Sujatha y Mishra, 1997; Yon et al,,
1998).

La concentracién micelar critica (CMC) es un parametro til para describir la formacién de
micelas. La CMC se 1educe al aumentar ¢l tamafio de la micela o por una reduccion en
tamafio y polaridad de las cabezas polares. El detergente en exceso induce complejos
solubles. proteina-detergente, micelas de lipidos y detergente mezclados (Dickson et al,
1997; Jones, 1999) (Figura 7).

Figura 7 Interaccién entre un agente tensoactivo y una membrana
(Adaptado de Gould, 1996)
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La adsorcion de un agente tensoactivo provoca cambios en la fluidez por el incremento en el
grado de saturacién del lipido, modifica la interaccién inter-celular (Bhattacharya y
Saubhick, 2000; Gould, 1996; Sujata y Mishra, 1997) al repercutir sus efectos sobre la
permeabilidad (Yon et al., 1998).

La fluidez de la membrana es un término muy Gtil para describir el movimiento de sus
diferentes constituyentes lipidicos (difusidn lateral y rotacional). Especificamente se
relaciona con el grado de orden o desorden de las cadenas hidrofébicas de los fosfolipidos
(Bhattacharya 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;). - - - S

Tanto la temperatura como los carbohidratos y, recientemente, los agentes tensoactivos han
sido los factores mas explorados en este campo. El aporte de este trabajo radica en emplear
la mezcla de dos agentes protectores (carbohidrato-detergente) para la preservacidn de la
funcionalidad de las levaduras secas para panificacidn, durante el secado y la rehidratacién y
correlacionar sus efectos.
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La planta industrial Safmex S A. de Toluca doné la pasta de levadura. Las ventajas de usar
esta pasta consistieron en su facilidad de obtencién 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 excedié en
ningun caso 48 horas. Posteriormente, se realizaba la adicién de compuestos a la pasta, su
extrusion, cortado (cilindros de 3mm de largo, Imm de didmetro) y secado. Después del
secado, se procedia 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
Fisiologia Celular, UNAM, donde posteriormente se efectuaron las pruebas bioquimicas.
Estas pruebas bioquimicas de cada lote de levaduras con sus concentraciones respectivas de
aditivos se realizaron por duplicado repitiéndose 3 veces por lote.

Los diversos aditivos adicionados a la pasta se presentan en los CUADROS 5 y 6 Algunas
de las caracteristicas de los agentes tensoactivos estian enunciadas en ¢l CUADRO 6. La
trealosa, la sacarosa y €l «Tween 80» son de la marca SIGMA, calidad analitica.

Con el fin de obtener una distribucién homogénea de los aditivos vy la pasta, se realizd 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) v el carbohidrato
en las concentraciones siguientes: 0.5 a 0.75% 1especto al peso de la pasta de levadura
(Crowe et al., 1987,a,b,c; Cuber et al, 1997; Gadd et al, 1987; 1985; Murray v Liang, 1999,
2000;). Posteriormente, las pastas con aditivos y control se extrudieron en un equipo manual
cuya boquilla presentaba orificios de 1 mm y se cortaron con una espétula para obtener
particulas de las dimensiones ya sefialadas.
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El inicio de este proyecto estuvo dirigido a encontrar las condiciones de secado mas
adecuadas para la deshidratacién 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 para
obtener una levadura con una humedad final entre 5 y 7% de acuerdo a lo mencionado en la
seccion 5.5 y a lo reportado por la literatura (Beker y Rapoport, 1990; Burrows, 1970;
Saravacos y Charm, 1962a, 1962b).

CUADRO 4. Condiciones ensayadas para secar la pasta de levadura

Lote nam. Condiciones de secado
30 min, a 70°C
30 min, a 45°C

Condiciones de secado industrial

C=1

Levaduras Safmex

4 60 min, a 50°C
) 30 min, a 60°C
' 30 min, a 40°C
) 30 min, 2 50°C

20 min, a 40°C
30 min, a 50°C
30 min, a 40°C

Las principales caracteristicas del secador de lecho fluidificado utilizado han sido descritas

previamente en Vasquez, L (1985). El secado ocurre por el contacto de las particulas de
levadura con la corriente de aire caliente. La temperatura del aire de secado (temperatwra de
bulbo seco) se determind con un termoanemémetro digital. La velocidad del aire fue
seleccionada de tal manera de lograr una fluidificacién adecuada sin riesgo de colapsar el
lecho o de arrastrar las particulas. Se establecio el contenido de humedad de las muestras al
inicio del experimento por medio de estufa (Método de la AOAC 32. 1. (2, 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 evaluacién de las condiciones de secado mas adecuadas se realizé mediante ¢l anélisis de
las respuestas celulares a las siguientes pruebas bioquimicas: Capacidad fermentativa, salida
de nucledtidos que absorben a 260 mandmetros (nm) y la viabilidad. Los resultados de las
levaduras secadas experimentalmente comparados con los 1esultados de las levaduras
secadas industrialmente (control) en las pruebas bioquimicas indicarian una conservacion

bt i o
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estructural v funcional de la membrana bajo las condiciones experimentales de secado. Las
mismas pruebas, pero con las levaduras mezcladas con los aditivos y secadas en las
condiciones experimentales, sefialarian cfial mezcla de aditivos ejercié 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
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Los resultados de las funciones celulares sefialadas a continuacién se realizaron por
triplicado para cada lote de levaduras secadas y rehidratadas.

100 mg de particulas de levadura se colocan en un tubo de ensayo que se lleva por 5 minutos
a un bafio de agua a 40°C de temperatura. Al mismo tiempo, 5 mL de solucién
amortiguadora MES-TEA, 20mM, pH: 6.0 fueron vertidos en otro tubo de ensayo y
colocados durante 5 minutos en el bafio a la misma temperatura. Esta solucién pasados los 5
minutos, es agregada al tubo de las levaduras y este dltimo es agitado suavemente en un
agitador para luego dejarlo en incubacién por 5 minutos mas y pasario posteriormente a un
bafio de hielo.

El sobrenadante de la rehidratacién y de 100 mg de levaduras en 5 mL de solucidén
amortiguadora de MES-TEA, 20mM, pH: 6.0 durante 5 minutos a 40°C se diluye en una
proporcion de 1:10 con agua y se lee en el espectrofotémetro a 260 nm para cuantificar los
nucledtidos presentes en el agua de rehidratacion, de acuerdo con la técnica descrita por
Layne (1957).

Se usan las levaduras rehidratadas y metabdlicamente activas y se procede tomando el
sobrenadante de la rehidratacidn para la determinacién de etanol seglin Bonnichsen (1965).
El etanol presente en la muestra se oxida en presencia de NAD' por la ADH hasta
acetaldehido, el cual es atrapado por la semicarbazida para evitar que la reaccidon sea
reversible.

A las levaduras rehidratadas y centrifugadas se les realizd la prueba de tincién con azul de
bromofenol descrita por Borst-Pauwels y Dobelmann (1972). El porcentaje de células vivas
no teflidas observadas al microscopio sobre la cantidad total de células (tefiidas y no tefiidas)

indica el indice de viabilidad.
TESIS CON
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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 realizod para
determinar si los efectos de los aditivos se mantenian a mediano plazo.

La anisotropia del difenilhexatrieno DFH (DPH por sus siglas en inglés), medida mediante
luz fluorescente polarizada es una medida de la fluidez (mayor o menor orden) en la porcidn
hidrofdbica de la membrana. Los experimentos de anisotropia se efectuaron de acuerdo con
la técnica descrita por Davenport et al. (1981) en un fluorémetro de marca SLM Instruments,
Inc , EEUUA.

Para 1ealizar los experimentos de polarizacion se aislaron las membranas plasmaticas de las
levaduras secas.

Las membranas de la levaduia fueron aisladas mediante gradientes de sacarosa segin la
técnica descrita por Serrano (1988).

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

se calculd con la ecuacion de Perrin:

Ipp - IpN

Anisotropia 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
Laboratorio de Microscopia Electronica de la Facultad de Ciencias de la UNAM donde se
realizaron las fotografias al microscopio electronico. IS CO N

FALLA DE ORIGEN
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CUADRO 5. Estructura de los aditivos usados
(Sigma-Aldrich, 1997, 2002, 2003)

TREALOSA

SACAROSA

TWEEN 80
CHs - {CH2)7 -CH - CH = (CH2)7- O -

OLEATO DE SODIO

CHa~{CH2)7 - CH - CH = (CH2)7 « CONa

CUADRO 6. Caracteristicas del detergente usado
(Sigma-Aldrich, 1997)

NOMBRE CcMC BLH
COMERCIAL (milimoles/L) (HBL)
Mono oleato
. 12 15.0
de sorbitdn («Tween 80»)
CMC: Concentracién micelar critica
BLH (HLB): Balance lipo-hidrofilico
TESIS CON
FALLA DE QRIGEN
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Durante el secado, con la eliminacién del agua la integridad celular se modifica y,
particularmente, la configuracion de la bicapa lipidica asi como la estructura de las proteinas
presentan dafios en su estructura. En el Cuadro 7 se presentan las condiciones ensayadas para
secar las particulas de levadura y sus humedades finales.

CUADRO 7. Condiciones ensayadas para secar la pasta de levadura

.. % Humedad
Lote nim. Condiciones de secado
final
=1 30 min, a 70°C
= _ . 24
Levaduras Safmex 30 min, 2 45°C 340
Condiciones de secado industrial
4 50 min, a 60°C 595
30 min, a 60°C
3 ] 5.76
30 min, a 40°C
30 min, a 60°C
2 ] 5.25
20 min, a 40°C
30 min, a 50°C
5 . 6.80
30 min, a 40°C

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

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




En los lotes 3 v 2 se manej6 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 explord ese intervalo de temperaturas durante la primesa 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 exposicion prolongada a esta
temperatura en la primera etapa provocé dafios en estructura celular.

En el lote 5 se trabajé con los mismos 50°C durante 30 minutos iniciales y una temperatura
de 40°C durante 30 minutos finales. Los resultados del lote 5 obtenidos de las funciones
celulares fueron los mas altos y, por consiguiente, se concluyd que las condiciones de este
lote eran las mejores para secar la pasta de levadura. Parece ser que, a la temperatura de
40°C, durante la etapa final, se producen menos efectos dafiinos a nivel celular Una
hipétesis que puede derivarse de estos resultados es que, cuando se manejan temperaturas
bajas se logra una mayor preservacién 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 fermentacién mas alta se observo en el lote 5
(1.1 ug de etanol/mg min) 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)

1,20 CAPACIDAD FERMENTATIVA

gy etanol/myg.min

}

i 2 3 4 5 Lotes L.

La capacidad de fermentacién del lote 3 (0.6 pg de etanol/mg min) fue aproximadamente la
mitad de las de los lotes 5 y control. El lote 4 present6 una capacidad fermentativa inferior
(0.5 pg de etanol/mg min) pero la capacidad fermentativa del lote 2 fue la mas baja (0.4 pg
de etanol/mg min) de todos los lotes.

H
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En el caso de las proteinas, se sabe que durante el secado su in activacién es causada por
transiciones conformacionales inducidas por la temperatura. La proteina pierde mucha de su
estructura secundaria y terciaria, exponiendo sus centros hidrofébicos a interfases
potencialmente dafiinas como agua-aire y se desnaturaliza (Anchordoquy et al., 2001; Lopez-
Diez v Bone, 2000, Murray et al, 2000; Souillac et al., 2001). Posiblemente, bajo las
condiciones del lote 5 se lograron una mayor conservacién estructural de las proteinas y

una menor salida de cofactores importantes para la actividad enzimatica 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 teflidas)

VIABILIDAD RELATIVA

% de Viabilicad

5 Lotes

La mayor viabilidad se obtuvo con el lote 5 y el control (1.0). La viabilidad del lote 3 fue de
0.6% levemente supetrior a la del lote 4 (0.5%) y la viabilidad del lote 2 fue la menor (0.4%).
La tincién con azul de bromofenol sefialé alteraciones en la permeabilidad membranal, pues
las células dafiadas 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 drésticas.
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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 pug/mL) la presenta el lote 5 seguida por la del lote 3
(0.9 ug/mL). El control y el lote 2 tuvieron el mismo valor (1.0 pg/mL). El lote 4 present6 la
mayor salida de nucleétidos (1.18 pg/ml) Las salidas de nucledtidos observadas en los
lotes 2 y 4 corroboran la hipétesis del dafio membranal

Figura 11.  Efectos del secado sobre la satida de nucledtidos
(C: 0.351 pug /mL)

SALIDA DE NUCLEOTIDOS

4 5 Lotes

Durante el secado, con ta remocidn del agua, la configuracion de bicapa lipidica es alterada
causando cambios en la organizacién molecular mas exactamente se producen cambios en el
estado fisico de los lipidos de membrana (Crowe et al, 1990, 1998, 2001; Singer y
Lindquist, 1998). Es asi que las moléculas de agua unidas por puentes de hidrégeno a las
cabezas polares de los fosfolipidos desaparecen dando lugar a un incremento en el
empaquetamiento de las cabezas y obligando a las cadenas hidrofébicas a fusionarse,
favoreciendo la probabilidad de las interacciones de van der Waals. Como resultado, los
lipidos suften una transicién de fase de cristal liquido a fase de gel. Con la rehidratacion, las
membranas secas que se encuentran en fase gel suften otra transicidn para pasar a fase de
cristal liquido. 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 termotropicas se ha demostrado que la permeabilidad de las membranas
se altera exhibiendo una incapacidad para retener los solutos marcados (Crowe et al., 1987b;
Dickson et al., 1997; Fujii et al, 1996; Hincha y Crowe, 1998; Leslie et al., 1994; Yoon et
al., 1998). '
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El lote 5 presentd los mejores resultados en las tres funciones de las levaduras. Con base en
lo propuesto por Herrera et al. (1956) y Pefia et al. (1987), parece ser que la membrana del
lote 5 conservé una mayor integridad bajo esas condiciones de secado Los resultados
obtenidos con el lote 5 vy con el control fueron muy similares en todas las funciones
celulares, aunque la salida de nucledtidos del control fue superior a la del lote 5.

Con base en estos resultados se consideré 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 mas favorables para
realizar las contidas de secado de la pasta de levadura. En los siguientes experimentos se
podrian comparar las funciones celulares de las pastas secadas bajo las mismas condiciones
pero en presencia y en ausencia de aditivos.

La aplicacion de solutos que ayuden a conservar la integridad celular es una practica
corriente aunque los mecanismos de proteccién no se hayan aclarado todavia (Beker y
Rapoport, 1987; Crowe, 1998, 2001; Jones, 1999).

ADITIVOS MEZCLADOS A LA PASTA ANTES DEL SECADO

La siguiente etapa del proyecto implicé la adicién de los agentes estabilizadores a la pasta de
levadura. Los datos reportados de cada funcién celular corresponden al promedio de las
repeticiones de cada lote v 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 levaduias
adicionadas con «Tween 80» al 1% vy trealosa al 0.75%. Un valor de 3.024 pug de
etanol/mg min se obtuvo con esta concentracién de aditivos en esta funcidén celular respecto
al control cuyo valor fue de 2.52 pg 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 concentracion del «T'ween 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 concentracién 0.65% de trealosa
presentd la capacidad fermentativa mas alta, 1.25 pg de etanol/mgmin. Se observé un
resultado inferior, de 1.15 pg de etanol/mg.min, con la mezcla de trealosa al 0 5%
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La mavor concentracién de trealosa (0.75%) dio el menor resultado en esta funcién celular:
1.10 pg de etanol/mg min.

Se observé un efecto interesante respecto a las concentraciones de trealosa y de «Tween 80».
La mayor concentracidn del disacarido (0.75%) fue efectiva en presencia de 1% de «ITween
80», mientias que a la concentracién del 2% del detergente, las concentraciones 0.5 y 0.65%
del azticar fueron las que produjeron mejores resultados.

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

EFECTOS DE LA ADICION 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 pg de etanol/mg min)

FERMENTACION RELATIVA

g etanolimg.min

C 0,75 % trealosa

C = Control sin aditives, "Tween 20" al 1% y trealosa
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EFECTOS DE LA ADICION DEL «TWEEN 80» AL 2% Y TREALOSA DEL 0.5 AL
0.75% SOBRE LA CAPACIDAD FERMENTATIVA

Figura 13. Capacidad fermentativa («T'ween 80» al 2% y trealosa del 0.5 al 0.75%})
(Valor absoluto del control C: 5.07 pg de etanol/mg min)
(Lote 5 : 1.2 ug de etanol/mg.min).

FERMENTACION RELATIVA

1,25]

Hy etanolimg.min

C 05 0.65 0,75 % trealosa

C = Control sin aditives, "Tween 80" al 2% ¥ traalosa

La mayor capacidad fermentativa obtenida parece sugerit que la trealosa adicionada ejercié
su funcién estabilizadora principalmente sobre algunas proteinas presentes en el citosol. El
mantenimiento de la estructura de las proteinas del citosol implica que la trealosa entre a la
célula. Parece ser que cuando las membranas comienzan a entrar en la transicién de fase, la
membrana se vuelve porosa v el aziicar podria entrar a la célula. Esta hipdtesis coincide con
los resultados de Lodato et al. (1999), quienes observaron que la trealosa adicionada
externamente antes de la deshidratacion confirid proteccion a las células de Saccharomyces
cerevisiae.

El grupo de Leslie (1995) también han investigado el efecto de los azucares (sacarosa y
trealosa) en la proteccidn de enzimas citosélicas en £ coli y en Bacillus thuringensis durante
el congelamiento. Con base en datos de la literatura, se sabe que para mantener las
estructuras tanto de las proteinas citosélicas como de la membrana, los azdcares deben tener
aceso al interior del citoplasma. Los grupos de De Araujo (1991, 1996) y de Panek y Panek
(1990} han presentado evidencias sobte un transportador constitutivo de trealosa presente en
la membrana de las levaduras; el grupo de Han ha mostrado la existencia de una a-glucédsido
permeasa no-especifica responsable de la asimilacién de la trealosa del medio de cultivo
(Han et al, 1995). Los resultados de este trabajo mostrarian que la capacidad fermentativa
fue mejorada por la interaccién de la trealosa con algunas enzimas de la glucdlisis
previniendo su desnaturalizacién.
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El grupo de Crowe y Crowe (1988) fue de los primeros en sefialar el efecto estabilizador de
la trealosa sobre una enzima de la glucdlisis. Los experimentos con fosfofructoquinasa, FFQ
(PFK por 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 sefialaron 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 aun a contenidos de
humedad menores.

El efecto protector de la trealosa sobre la estructura proteica a bajas concentraciones ha sido

teportado por varios autores. Gadd et al, (1987) habian sefialado inicialmente una concentra-
cién de 120mM para la trealosa interna y de 500mM para la trealosa externa para células
enteras. Los grupos de Crowe (1978), Sampedro (1998) y Sola-Penna (1997) han reportado
diversas concentraciones inferiores para proteinas. El grupo de Murray (1999) ha puesto en
evidencia la estabilizacion conformacional de la B-lactoglubulina deshidratada en presencia
de 0.5% de trealosa. Se observé que el comportamiento de mayor actividad de superficie con
esa concentracidn de trealosa (0.5%) fue muy similar al de la B-lactoglobulina nativa.

Se encuentra coincidencia también con los resultados de Simola et al, 2000 quienes han
encontrado que en Saccharomyces cerevisiae la trealosa es requerida para la reparacion de
las proteinas desnaturalizadas por calor pero que no influye en el mantenimiento de las
funciones de trafico membranal. Ellos midieron la velocidad de endocitosis y exocitosis de
una proteina 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 midié la actividad de la
ATPasa membranal en las membranas aisladas para los experimentos de fluidez y se
encontré que las membranas tratadas con el «Tween 80» y la trealosa presentaban mayor
actividad (los datos no fueron repottados).

La hipotesis de la entrada de la trealosa y su efecto protector sobre la funcionalidad de
ciertas enzimas se apoya en los datos de Pefia et al., (1987; 1992) quienes habian postulado
que la baja capacidad fermentativa de células prehidratadas se debia a la pérdida de
cofactores fundamentales para la actividad enzimética en el medio durante la rehidratacion
(ATP, K). Los experimentos de rehidratacién en un medio enriquecido con los cofactores y
sustratos no sefialaron incrementos importantes en las actividades enzimaticas. Pefia et al.
(1987; 1992) también sefialaron 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 conformacién similar a la de las proteinas
hidratadas puede explicarse, reemplazando el agua en los sitios que ésta deja libres al
evaporarse. Se evita la formacién de los puentes de hidrégeno intra e inter-proteinas
durante el secado y la rehidratacidn, y a su vez, la exposicion de sus sitios hidrofébicos no se
produce (Anchordoquy et at, 2001; Crowe et al., 1990, 1998, 2001; Plourde-Owobi et al ,
2000). Sola-Penna y Meyer-Fernandes (1998) han aportado mas datos especificos 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 aziicares, por
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lo cual la trealosa podria sustituir mas moléculas de agua en la solucidn, y asi tener un
“efecto de exclusién” mas grande. Obuchi et al., (1996) han estudiado extensamente este
tema y han encontrado que la 1espuesta al choque por calor que induce tolerancia a otros
tipos de choque involucra un alto grado de estructuracion del agua por ello la presencia de la
trealosa conocida como el mejor agente estructurador de agua en microorganismos. Sin
embargo, se cree que la trealosa no podria proteger a todas las proteinas atn a mayores
concentraciones y que el efecto depende de la estructura de la proteina y de las interacciones
entre trealosa, agua y proteina (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 midié la capacidad fermentativa en levaduras envejecidas (ver
materiales y métodos) v se encontré que las levaduias tratadas con «Tween 80» al 1%
conservaron un mayor poder fermentativo que las levaduras control y que las levaduras
tratadas con «Tween 80» al 2% (datos no sefialados).

La falta de correlacion 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 trealosa a bajas concentraciones era superior en la
enzima ‘reconstituida” en liposomas que en su forma soluble, sugiriendo un efecto
cooperativo entre los fosfolipidos y el azilcar.

Los resultados obtenidos con el «Tween 80» muestran que se incorpord a la membrana y, de
acuerdo con los datos de Fagundas-Felix et al, (1999), pedria pensarse que tuvo alguna
interaccion con la trealosa. Estos datos estarian apoyando los trabajos de Dickson et al,,
(1997) y Alexandre et al., (1998) quienes han postulado que los acidos grasos como ¢] oleico
incorporados a la membrana de Saccharomyces cerevisiae podiian convertirse en sefiales de
choque térmico e inducir la presencia y/o sintesis 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 entiquecidas con
acido oleico y que contienen una baja concentracion 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 lipidos pueden
influenciar la funcién de las proteinas de un modo muy sutil. Sin embargo, se debe enfatizar
que varios factores como son la trealosa intracelular, la trealosa externa, la alta interaccidén
hidrofébica de los fosfolipidos y la induccién de las proteinas chaperonas contra el calor
podrian ser importantes en su conjunto para la respuesta al calor.

El grupo de Fagundas-Felix et al, (1999) demostté 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

— i
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después de cincuenta segundos de incubacidn a altas temperaturas tos = 10s. Sin embargo,
cuando Ja enzima se incubd en presencia de 1 M de trealosa cerca del ochenta por ciento de
la actividad original se conservé después del mismo tiempo de incubacién y €l T o5 para la
inactivacién de la enzima aumentd a 60 s. Curiosamente, cuando la H' ATPasa fue
reconstituida en liposomas de isolectina una fuerte proteccion de la enzima contra la
inactivacién térmica fue observada (tos = 50s). Al adicionar 1M de trealosa en el medio de
preincubacién de la enzima reconstituida, cerca del sesenta por ciento de la actividad se
mantuvo después de cinco minutos a 51°C, indicando que la combinacién de altas
concentraciones de azicar y lipidos es capaz de estabilizar en forma sinérgica la enzima,
proporciondndole un alto grado de resistencia contra la desnaturalizacién fisica. En este
mismo trabajo, se realizaron experimentos de reconstitucion de la enzima en ausencia y en
presencia de trealosa para determinar en cual lado de la membrana se produce su efecto
estabilizador. Se obseivé el mismo grado de proteccién 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 v reduce la temperatura de transicidén (Tm) de los lipidos
secos, de tal forma que se encuentren en una fase de cristal liquido a temperatura ambiente
De esta forma, cuando estos lipidos son rehidratados no suften la transicién de gel a cristal
liquido, o que ocasiona los rearreglos y la pérdida de contenido celular (Buitink et al , 2000,
Crowe ¢t al,, 1998, 2001; Fagundas-Felix et al.,, 1999; Fujii et al, 1996; Leslic et al,, 1994,
Quintilio et al., 2000).

El secar en presencia de azicares disminuye el Tm de las células secas debajo de la
temperatura ambiente, de manera que cuando ocume la deshidratacién no se producen
transiciones de fase El estado de fase de una dispersién lipidica antes de la deshidratacion y
gl contenido de trealosa influyen sobre la transicion en la mezcla subsiguiente La
hidratacién de lipidos en una solucién de 1M de trealosa en agua con una subsiguiente
deshidratacién produjeron estructuras de bicapa y transiciones que fueron reproducibles. Los
experimentos de microcalorimettia diferencial de barrido mostraron que existe una relacion
muy similar entre lipidos deshidratados en diferentes rearreglos y entre los mismos lipidos y
la trealosa. Se puede concluir que la interaccidn 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 hidratacién. La formacién de una estructura intermediaria noyectangular entre las
cadenas acilicas depende de la temperatura y debe ser una manifestacion del desorden en los
lipidos dentro de la bicapa (Batthacharya y Saubhik, 2000; De Araujo y Panek, 1993; Jones,
1995, 1999; Sujatha y Mishra, 1996).

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

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

* Durante el secado, las cabezas polares de los fosfolipidos sufren un mayor empaquetamiento
por la remocién del agua unida. Asi mismo, se produce un incremento de las interacciones
de van der Waals entre las cadenas acilicas Este incremento pareceria inducit un nuevo
ordenamiento en la bicapa con la separacion de algunos de sus componentes (Hazel y
Williams, 1990; Swan v Watson, 1997, 1998; Viera et al., 1993; Yon et al., 1998). Se pensé
que la trealosa adicionada externamente ejerceria su papel protector sobxe los fosfolipidos.

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

Los tratamientos con trealosa exdgena muestran en las curvas de viabilidad al inicio una
disminucién rapida seguida por un decaimiento lento y lineal. Sin embargo, tanto el grado de
disminucién inicial en la viabilidad como la velocidad posterior de decaimiento fueron
reducidas al aumentar la concentracién interna de frealosa. En la mayoria de los
experimentos sélo se ha analizado la viabilidad a corto tiempo (1-3 dias) y asi es dificil
distinguir cuando el incremento de la viabilidad reportado se dio por la proteccién provista
durante el secado (efectos de los solutos compatibles) o por una verdadera proteccién 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 morfologia y funcién de la membrana. Cuando una membrana bioldgica es
deshidratada, el agua unida es la primera en ser eliminada dejando una solucién acuosa
concentrada de azucar (Beker y Rapoport, 1987).

La creciente msaturacion de los acidos grasos en las membranas causa un incremento en la
permeabilidad al agua. Los factores que contribuyen al aumento en el orden en la regién 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-cristal liquido, la permeabilidad puede ser superior a la de los sistemas en fase
de cristal liquido. Esta permeabilidad incrementada puede ser atribuida a defectos en el
empaquetamiento en la interfase hidrofébica del cristal liquido (Batthacharya y Saubhik,
2000; Crowe ¢ Hincha, 1998; Fujii et al., 1996; Hottiger et al , 1987; Leslie et al., 1994).




Numerosos experimentos en células de levadura han mostrado que la composicién de los
lipidos de membrana es crucial para el funcionamiento celular y se ha asociado el grado de
instauracion de los lipidos con 1esistencia al shock por calor.

La incotporacién de 4cidos grasos a la membrana ante un choque por calor ha sido sefialada
en varios trabajos. Estos resultados son consistentes con los trabajos de Fujit et al,, (1996) y
Steels et al ., (1994) quienes obtuvieron células de Saccharomyces cerevisiae més resistentes
a altas temperaturas al estar enriquecidas sus membranas plasmaticas con el 4cido graso
mono insaturado de cadena larga.

Aunque no se conocen bien los mecanismos de accién de los detergentes, los resultados
obtenidos indican que la naturaleza de la cabeza del detergente, asi como la extension y el
grado de saturacién de su cadena hidrofébica, influyen en sus interacciones con el disacérido
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 (Cerruti et al,, 2000; Crowe et al, 1987b; Lodato et al, 1999). Es posible que la
concentracion de la trealosa no fuera lo suficientemente alta para proteger la membrana
plasmaética ni un porcentaje considerable de proteinas para haber mejorado la viabilidad.

La prueba del azul de bromofenol es una medicién indirecta de la permeabilidad de la
membrana plasmatica. Sin embargo, en el caso particular de las levaduras para la
panificacién el preservar su capacidad fermentativa es el objetivo principal y con las
concentraciones de trealosa empleadas se logré.

La sacarosa, después de la trealosa, se ha caracterizado por proveer una proteccién
importante a membranas y proteinas. Los experimentos preliminares realizados por Crowe et
al (1987a) en liposomas de musculo de langosta deshidratados en presencia de sacarosa
indicaron un buen porcentaje (60%) de retencién de un soluto marcado.

La mezcla «Iween 80» al 1% y sacarosa al 0.75% se ensayé en las mismas pruebas
bioquimicas. Se encontré que la capacidad fermentativa presenté un incremento del 16%
(Figura 16) v la salida de nucledtidos una reduccién inferior al 10% con la combinacién
«Tween 80» al 1% y sacarosa al 0.75% (Figura 17).

Los datos de la capacidad fermentativa pueden implicar proteccion de las enzimas
involucradas en esta ruta metabdlica por la sacarosa (Crowe et al, 1984; 1988; 1990) v/o
efectos sobre membrana que reducirian la salida de cofactores (Crowe et al , 1987a,b; Lis et
al., 1990; Tsvetkov et al., 1989).
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La composicién lipidica y la fluidez han sido implicadas como factores determinantes en la
sensibilidad térmica de la 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
nucledtidos no permitian evidenciar el efecto de la trealosa sobre la membrana plasmatica.
Con el fin de determinar el estado de la bicapa se disefiaron varios experimentos de
anisotropia de fluorescencia polarizada. Los datos también podrian sefialar 1a incidencia de
la trealosa o del «Tween 80» sobre la organizaciéon membranal
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EFECTOS DE LA ADICION DEL «TWEEN 80» AL 1% Y LA TREALOSA AL 0.75%

Figura 14.  Salida de nucleétidos («Tween 80» al 1% v trealosa al 0.75%)

(Valor absoluto del control C: 0.51 pg/mL)
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EFECTOS DE LA ADICION DEL «TWEEN 80» AL 2% Y LA TREALOSA DEL 05 AL
0.75%

Figura 15.  Salida de nucledtidos («Tween 80» al 2% y trealosa del 0.5 al 0.75%)

(Valor absoluto del control C; 0.41 pg/mL)
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EFECTOS DE LA ADICION DEL «T'WEEN 80» AL 1% Y LA SACAROSA AL 0.75%

Figura 16. Capacidad fermentativa («Tween 80» al 1% y sacarosa al 0.75%)
(Valor abseluto del control C: 2.11 pg etanol/mg min)

FERMENTACION RELATIVA

g etanolfmg.min

C 0,75 T sacarosa
C = Control sin aditivoes, “Tween 80" al 1% y sacarosa

Figura 17.  Salida de nucledtidos («T'ween 80» al 1% y sacarosa al 0.75%)
(Valor absoluto del control C: 0 42 pg/mlL)
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Los experimentos en los que se analizé la anisotropia 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 rigidas que las membranas control. Parece producirse una interaccion
entre el detergente y la porcidén hidrofébica de la membrana aumentando su fluidez Se
piensa que la doble ligadura del 4cido 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 mondmero, dimero etc., o en forma de micelas. Al progresar la
deshidratacién, las micelas del detergente pueden pasar a fase de micelas “invertidas”
(Jones, 1995, 1999) Los choques térmicos ocasionados durante el secado favorecerian la
unién hidrofébica 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 rigidas (35%) que las membranas control.

Apoyados en los datos de Swan y Watson (1996) es posible pensar que parte de la trealosa se
quedd por fuera de la célula y que debid tener algin tipo de interaccidn con las cabezas
polares de los fosfolipidos, que incidié en la fluidez membranal pero que no se tradujo en
una disminucidn en la salida de nucledtidos ni en mejoras en 1a viabilidad

Los experimentos de Hincha et al (1987) ¢ Hincha y Crowe (1998), realizados con
liposomas preparados con mezclas de lipidos provementes de la membrana de tilacoides
mostraron que la trealosa adicionada fuera se unia especificamente a ciertos lipidos,
ejerciendo su funcidn protectora mientras que con otros lipidos la interaccion era diferente, y
se producia una pérdida importante del contenido liposomal.

Los experimentos de anisotropia revelaron que, a concentraciones crecientes de trealosa y en
presencia de «Tween 80» al 1%, las membianas son progresivamente menos rigidas (20%)
que las “Control” (Figura 18). Los mismos experimentos, pero con «Tween 80» al 2%,
indicaron que las membranas se hacian méas rigidas con la mayor concentracion 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 azlicares con
mayor efecto protector sobre sistemas membranales durante la deshidratacién (Argiielles,
2000; Crowe et al, 1987b; Wendell y Sun, 1998). En todas las funciones celulares los
resultados fueron maés altos con la trealosa que con la sacarosa. Parece ser que el efecto de la
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trealosa reside en el contacto directo de las cabezas polares de los fosfolipidos, al conservar
el estado de bicapa ¢ impedir transiciones de fase durante la deshidrataciéon (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 trealosa.

Se midi6 la actividad de la ATPasa membianal (Serrano, 1988) en las membranas aisladas
en los experimentos de fluidez con el fin de determinar el estado general de la bicapa. Las
enzimas de las membranas tratadas con «Tween 80» al 1% y trealosa siempre tuvieron
mayor actividad que las membranas control {(datos no sefialados).

No se conoce bien los mecanismos por los cuales los aziicares y ciertos detergentes protegen
las enzimas durante la deshidratacién. Se ha propuesto que a medida que la deshidratacion
progresa, el agente protector penetraria a la capa de hidratacion de la proteina y en ese
momento habria una interaccién directa y especifica que impediria alteraciones en la
estructura terciaria de la proteina {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 estd impidiendo la salida de cofactores importantes para la actividad
enzimatica (Pefia et al , 1987).

Se sabe que el enrollamiento especifico de todas las proteinas intrinsecas y de algunas
periféricas estd en parte estabilizado y determinado por el entorno lipidico. La dependencia
de las propiedades funcionales de una proteina en la composicion lipidica es la medida mas
directa v sensible para la observacién de los cambios inducidos por los lipidos en la
conformacién de las proteinas y su especificidad (Crowe et al., 2001; Singer y Lindquist,
1998; Yon et al., 1998).

La constatacién de los diferentes reamreglos gel-cristal liquido que pueden tomar los
componentes lipidicos individuales dentro de una membrana biolégica han sugerido que
estos pueden afectar la funcionalidad de la proteina, restringiendo su movilidad dentro de la
bicapa o facilitando defectos de empaquetamiento lo que resultaria en cambios en la
permeabilidad (Hincha y Crowe, 1998; Sola-Penna et al, 1997, Sola-Penna y Meyer-
Fernandes, 1998; Swan y Watson, 1997, 1998).

Aunque no se ha aclarado la relacion entre fluidez, resistencia al calor y composicién
lipidica parece ser que una mayor rigidez membranal luego de un tratamiento por calor
{choque por calor) coincidiria con una baja viabilidad y una disminucién en la insaturacion
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

Figmra 18.  Polarizacién de fluorescencia del difenil hexatrieno, DEH (DPH)
en membranas aisladas de levadura con «Tween 80» al 1% y trealosa

ANISOTROPIA
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C = Control sin aditives, "Tween 80" al 1% ¥ trealosa

La mayor fluidez se observo con la concentracion (0.75%) de trealosa y «Tween 80» al 1%
(Figura 18). Las membranas tratadas con esta mezcla fueron unos 35% menos rigidas que el
control.

Los resultados en los experimentos de anisofropia sugieten que partte del acido graso se
incorpor6 a la membrana e influyé en su fluidez. La incorpoiacién de acidos grasos a la
membrana fue primero descrito por Sinensky et al., (1970), quienes lo consideraron como un
mecanismo adaptativo para mantener la fluidez éptima v asi preservar un funcionamiento
celular normal. En numerosos microorganismos se ha observado que regulan su composiciéon
lipidica como respuesta a una temperatura ambiental elevada (Hazel, 1995; Hazel y
Williams, 1990; Swan y Watson, 1997, 1998).

Experimentos realizados con E.coli mostraron que las células enriquecidas con 4cido oleico
suplementado al medio de cultivo fueron mas resistentes a altas temperaturas que sus
contrapartes cultivadas con éacido linolénico (Piper, 1995). En levaduras Saccharomyces
cerevisige también se encontrd que la tolerancia al choque térmico disminuia con una
insaturacién creciente de los acidos 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 ¢llo hace a 1a membrana el sitio ideal para la localizacién de los sensores de

A i, e ey e e

51/72

CON

TESIS
FALLA DE ORIGEN




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
modulacién local de la fluidez y la formacién de dominios cristalinos es un fenémeno
general. El requerimiento de una matriz lipidica en estado de cristal liquido estd mas
relacionado con la consecuente capacidad de los lipidos y de las proteinas para difundirse
rapidamente en el plano de la membrana (Crowe et al., 2001; Sampedro et al., 1998)

En Jevaduras existe evidencia indirecta sobre la participacién de la membrana celular en la
deteccién del choque por calor. La composicidn lipidica de la membrana afecta las sefiales
de choque. Al alterar el grado de saturacidn de los fosfolipidos de la membrana de un
plasmido, se afecta el intervalo de temperatura al cual el plasmido 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 interaccion con
las cabezas polares de los fosfolipidos, lo que incidid en la fluidez membranal Esto estaria
de acuerdo con varios trabajos que postularon la presencia de trealosa en las interacciones
intra-bicapa como una condicién suficiente para modificar los rearreglos de las colas
hidrofébicas en funcién de la temperatura al interactuar “frenando” la fluidez membranal
{Crowe et al, 1998, 2001; Hottiger et al,, 1987; Sola-Penna et al, 1997, Sola-Penna y
Meyer-Fernandes, 1998).

Con el fin de profundizar mas sobre el efecto de los aditivos, se aumentd la concentracién
del «Tween 80» al 2% (Figura 19).

Figwra 19.  Polarizacién del DFH (DPH) en membranas de levadura con «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 mas fluidas eran las membranas tratadas con la concentracién 0.65% de
trealosa (Figura 19).

Al duplicar la concentracién de detergente, se observaron membranas mas rigidas
comparadas con las membranas tratadas con el «Tween 80» al 1% y ain con las mismas
concentraciones de trealosa. Aunque la tendencia se conserva, las diferencias entre las
membranas tratadas fueron menores y se observé 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 incorpord menos «Tween 80» al 2% a su membrana, debido a que a
esta concentracién el detergente se encuentra predominantemente en forma de micelas y no
COMO Monoémeros.

Parece ser que la célula anexa a la membrana adquiere una cantidad muy definida de
detergentes especificos segun sus necesidades. Una mayor incorporacién de detergente
puede ser letal pues Ileva a la desintegracién o solubilizacién de la membrana (Dickson et
al, 1997; Jones, 1995, 1999, Sujatha y Mishra, 1997).

Al obtener unas membranas menos fluidas con una mayor concentracion de detergente, se
1ealizaron los mismos experimentos con el solo detergente en las membranas (Figura 20).
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Figura20.  Polarizacién del difenil hexatrieno DFH (DPH) en la membrana aislada

ANISOTROPIA
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M = Membrana sin aditivos
MD = Membrana y detergente, “Tween 30" al 1%
D =Detargente al 1%

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

Al comparar los resultados de la anisotropfa, se observa que no hay una diferencia
considerable entre el valor de la anisotropia de la membrana sin aditivos v ¢l valor del
detergente solo. La membrana tratada con detergente mostrd una fluidez casi tres veces
inferior a la de la membrana sola. Al examinar los datos de la membrana tratada con «Tween
80» al 1% y trealosa al 0.75% (Figura 18), se observa que esta membrana presentd casi la
tercera parte de la fluidez encontrada en las membranas tratadas con el «Tween 80» al 2% y
la trealosa al 0.65% (Figura 19) y aproximadamente la mitad de la fluidez de la membrana
tratada inicamente con. detergente (Figura 20).

Se puede inferir que la trealosa a las concentraciones utilizadas tuvo un efecto sobre la
fluidez. Todavia queda por determinar ¢l mecanismo exacto de la influencia de 1a trealosa en
el empaquetamiento de la bicapa v la funcién de la membrana.

Los frabajos en liposomas constituidos con galactolipidos de tilacoides de espinaca han
mostrado que la interaccién de la tfrealosa es especifica con ciertos lipidos con los cuales
realiza su funcién estabilizadora mientras que con otros lipidos la interaccién se modifica y
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no se observa ningin efecto (Hincha y Crowe, 1998).

Estos datos estarian apoyando varios trabajos que postulan que los acidos grasos como el
oleico mone insaturado y de cadena larga incorporado a la membrana de Saccharomyces
cerevisiae aumenta la resistencia celular a altas temperaturas y que podrian convertirse en

sefiales de choque térmico e inducir la presencia de trealosa (Dickson et al., 1997; Fagundas-
Felix et al., 1999; Swan y Watson, 1997, 1998).

Las imagenes del microscopio electrénico 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 confrol despues del secado
(aumento de 25000).

Figura2l Fotografia en el microscopio electrénico de barrido de levaduras “control”
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Se sabe muy poco sobre la regulacion de las modificaciones de la pared celular y menos ain

sobre cémo la célula responde cuando se enfrenta a varias situaciones de choque simultédneas
(Klis et al., 2002).




Figura22  Fotografia de barrido de levaduras “tratadas™ con trealosa y «T'ween 80»

La imagen del microscopio electréonico de barrido en la Figura 22 muestra cambios en la
superficie externa de las levaduras tratadas con «Tween 80» y trealosa. Las flechas sefialan
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 anhidrobibticos viables presentan
“arrugamientos™ en toda la supeificie.
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Los resultados posiﬁvos sobre las membranas celulares condujeron a explorar otros posibles
efectos de los aditivos, en pardmetros importantes como el secado de las pastas.

En la Figura 23 se muestran las cin¢ticas 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 adicién del «Tween 80» al 1% v la trealosa al 0.75% con respecto al control
y con respecto a las muestias adicionadas con otros agentes estabilizadores (oleato de Na™ al
2% y sacarosa al 0.75% y oleato de Na' al 1% vy 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 intetior de la célula hacia el medio de secado, lo cual
facilita la pérdida de humedad. Asi mismo, Ia trealosa probablemente sirve como substituto
del agua transportada, por lo que se podria sugerit que la trealosa presenta un efecto
estabilizador de la funcionalidad de las células (Argiielles, 2000; Cerruti et al, 2000; Crowe
et al., 1987, 1990, 1998, 2001). Por otro lado, las sustancias con capacidad de enlace idnico
(como el oleato de Na+) al estar presentes como se muestra en la Figura 24 posiblemente
pueden interaccionar con el agna y reducir la velocidad de secado (Jones, 1995).

Adicionalmente, las cinéticas de secado de la Figura 24 sefialan que las muestras tratadas
con «Tween 80» al 1% y trealosa al 0 75% tienen un tiempo de tratamiento téxmico (secado)
menor para alcanzar la humedad cercana al equilibrio (alrededor de 25 minutos) comparado
con las muestras adicionadas con otias substancias y el control (alrededor 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 produccién de levaduras
a nivel industrial.
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El andlisis de las curvas de velocidad de secado sefiald diferencias cuantitativas en las fases
constantes y muy leves en las fases lentas {(Figura 23).
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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
fermentativa y viabilidad celular maximas vy una salida reducida de nucleétidos.

La capacidad fermentativa presenté aumentos del 20 y 25%, respectivamente con la
mezcla «Tween 80» al 1 y 2% y la trealosa al 0.5 - 0.75% , una reduccion del 16% se
obtuvo con la mezcla «Tween 80» al 2% y trealosa al 0.65%

Se observé un incrementos del 16% en la capacidad fermentativa y una reduccion del
10% en la salida de nucledtidos con la mezcla «Tween 80» al 1% y la sacarosa al
0.75%.

El oleato de Na+ (detergente i6nico) con porcidn hidrofébica de igual extension que
el «Tween 80» no produjo resultados significativos en el secado.

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

El uso de la trealosa y el «I'ween 80» (al 1 y/o 2%) influye en una mayor
funcionalidad post-rehidratacién de la levadura y se correlaciona con cambios tanto
en las propiedades microscépicas de la membrana (anisotropia o fluidez) como en
algunos parametros de operaciones unitarias.

La presencia de la trealosa y el «Tween 80» al 1% modifica la velocidad de secado
de las pastas, haciendo mas répida la salida del agua.
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A continuacién, se plantean algunos puntos que serd aconsejable profundizar en
investigaciones futuras:

Los cambios termodindmicos producidos por los detergentes sobre la pasta,
estudiando su difusién, su insercién en las membranas y su interaccién con las
proteinas.

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

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

Repetir los pasos del proceso de obtencidn de las levaduras secas, desde la siembia
hasta el secado de la pasta de levadura con el fin de reducir variaciones.

Efectuar pruebas piloto en una fabrica productora de levaduras para confirmar los
incrementos obtenidos en el laboratorio y detectar otros efectos.

Estudiar las posibilidades de aplicacién en otros sistemas bioldgicos de importancia
comercial (alimentos y microorganismos como Lactobacillus bulgaricus).

Realizar més experimentos de secado para comprobar e] efecto de los aditivos en las
distintas etapas de este proceso.
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