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Resumen

Resumen

Trichoderma harzianum es un hongo con un gran potencial industrial en la obtencion de
aromas para alimentos y diversas enzimas, ademas de que favorece el crecimiento de
plantas y actGa como agente de control biol6gico. Se ha determinado que el mejor
propagulo para que este agente de control bioldgico pueda formularse e implantarse en
campos de cultivo son las esporas, debido a su mayor resistencia a procesos de
formulacién como es el secado y a condiciones ambientales adversas.

En el presente trabajo se llevd a cabo un estudio para evaluar los dafios que sufren las
esporas de T. harzianum durante el secado. Se estudid la contribucion del dafio térmico,
deshidratacion y de las condiciones que favorecen la oxidacion de lipidos celulares,
ademas de establecer las condiciones de temperatura y humedad relativa durante el
almacenamiento que permitan mantener una elevada vida de anaquel de las esporas.

Se determind que las esporas de T. harzianum producidas en medio liquido presentan
una gran sensibilidad a la temperatura y que la energia de inactivacion (39 kcal/mol),
estimada ajustando los datos a la ecuacion de Arrhenius, fue baja en comparacion con
las obtenidas para microorganismos termorresistentes (70 kcal/mol).

Por otra parte, la deshidratacion, no mostrd efecto significativo sobre la viabilidad de las
esporas. Sin embargo, fue durante el almacenamiento que el grado de deshidratacion
tuvo un efecto considerable sobre la viabilidad, diminuyéndola cuando las esporas
fueron almacenadas a valores extremos de actividad de agua (0.1 y 0.7).

Para determinar las mejores condiciones de almacenamiento, las esporas fueron
conservadas en contenedores cerrados a una actividad de agua constante en el rango de
0.1 a 0.7 y a temperaturas de 4°C ¢ 25°C. Los resultados mostraron que la actividad de
agua para un almacenamiento 6ptimo esta en funcién inversa de la temperatura.

Al relacionar la sobrevivencia con la oxidacion de lipidos durante el almacenamiento, se
observo que la sobrevivencia de las esporas disminuye cuando las concentraciones de
especies reactivas de oxigeno y de malondialdehido aumentan y que éste aumento esta
relacionado inversamente con la actividad de agua del almacenamiento. Se observo que
el mayor incremento de estas moléculas fue cuando las células se almacenaron a
contenidos de humedad inferiores a la humedad de monocapa de las células, lo que
indica la importancia de este valor de humedad en la preservacion de microorganismos.

Por ultimo, se realizaron pruebas en un secador por aspersion con suspensiones de
esporas en buffer de fosfatos a tres temperaturas de aire de entrada (120°C, 100°C y
80°C) y diferentes flujos de alimentacion. Se observd que la disminucion de la
viabilidad de las muestras fue inversamente proporcional a las temperaturas de entrada y
salida del secador y, aparentemente, independiente de su actividad de agua.

El presente trabajo nos permitié evaluar el efecto que tiene cada uno de los factores
involucrados en el secado: temperatura y deshidratacion, sobre la viabilidad de las
esporas de T. harzianum. Ademas, se determinaron las mejores condiciones de
almacenamiento donde se puede obtener una elevada vida de anaquel de esporas sin
formular y su relacion con la generacién de moléculas que promueven la oxidacion.
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l. Introduccion

La agricultura a nivel mundial sufre de grandes pérdidas debido al ataque de plagas y
enfermedades de diversos cultivos comerciales. Tradicionalmente la prevencidon de plagas y
enfermedades se ha logrado a través del uso de pesticidas quimicos que tienen un amplio efecto
sobre diversos fitopatdgenos. Sin embargo, el uso indiscriminado de los pesticidas quimicos
conlleva graves impactos al medio ambiente, en la salud de los consumidores y al desarrollo de

resistencia de las especies patégenas a los productos quimicos (Hjeljord y Tronsmo, 1998).

El reemplazo o reduccion del uso de agentes quimicos se ha logrado por el uso de antagonistas
de origen biol6gico, los que se conocen como agentes de control bioldgico. Dentro del gran
repertorio de microorganismos con actividad antagonista, diversas especies de hongos del
género Trichoderma son efectivas para el control de un amplio rango de fitopatdgenos en una
gran variedad de hébitats. Aislados de Trichoderma han sido utilizados contra diferentes
enfermedades en muchos cultivos como son: algodon, vid, maiz, lechuga, cebolla, frijol, ciruela,
manzana y zanahoria; causadas por hongos fitopatdgenos tales como Pythium, Phytophthora,
Rhizoctonia, Sclerotinia, Botrytis y Fusarium, entre otros (Chet, 1987; Wang et al., 2005).

El alto grado de adaptabilidad ecoldgica mostrado por cepas del género Trichoderma es
reflejada en el hecho de que estos hongos son comunes en suelos de todo el mundo, resisten
diferentes condiciones ambientales y tienen la capacidad de crecer sobre sustratos no costosos.
Lo anterior hace de los aislados de Trichoderma, candidatos atractivos para una variedad de

aplicaciones de control biol6gico (Hjeljord y Tronsmo, 1998).

Los mecanismos de accién antagonista de las cepas de Trichoderma que se han descrito a la
fecha incluyen la produccién de antibi6ticos voléatiles y no volatiles, el micoparasitismo (Chet,
1987) y la competencia de espacio y nutrientes frente a los fitopatdgenos (Cook y Baker, 1983;
Chet, 1987). De los antes mencionados, el micoparasitismo es el principal mecanismo de accién
antagénica de Trichoderma sp., que incluye: 1) crecimiento quimiotréfico de Trichoderma,
mediado por sustancias quimicas excretadas por los fitopatdgenos; 2) reconocimiento del
organismo huésped por Trichoderma; 3) excrecion de enzimas hidroliticas por Trichoderma vy
4) lisis de la pared celular del huésped por las enzimas excretadas lo que conduce a la muerte
del fitopatogeno (Chet et al., 1987).

Para que Trichoderma sp. pueda ser utilizado como agente de control biologico, es necesario

contar con un tipo de propagulo que le permita desarrollarse y resistir de la mejor manera los
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cambios ambientales a los que son expuestos. Trichoderma sp. produce tres tipos de propagulos:
micelio, clamidiosporas y conidios (Papavizas, 1985). De estos propagulos, los conidios o
esporas son la forma natural de resistencia a condiciones ambientales adversas y, de

acondicionamiento para su mantenimiento (secado) (Jin et al., 1991).

Nuestro grupo de trabajo ha desarrollado un proceso para la obtencion de una alta concentracion
de conidios de Trichoderma harzianum, que permite alcanzar hasta concentraciones de 5.4 x 10°
conidios mL™ en cultivo sumergido, con viabilidades por arriba del 60% después de la
fermentacion y recuperacion (Gamboa, 2004). Sin embargo, para la preservacion de este
material bioldgico es necesario llevar a cabo operaciones de acondicionamiento, ademas de

formulados, que proporcionen al producto una larga vida de anaquel y efectividad a largo plazo.

La formulacion, sin duda, es una parte importante para que un agente de control bioldgico pueda
tener una larga vida de anaquel y estabilidad biol6gica (Rodham et al., 1999). Los formulados
méas usados son los deshidratados por su mayor estabilidad, mejor manejo y capacidad de
almacenamiento a temperatura ambiente. Sin embargo muchos de los formulados son
producidos por secado, el cual genera diversos dafios cuando los microorganismos son

sometidos a este proceso.

A la fecha la obtencidn de propagulos de T. harzianum de alta calidad ain esta limitada por las
condiciones de operacion de secado y almacenamiento de esporas, obteniendo una baja
viabilidad y vida de anaquel de las mismas. Adicionalmente, la falta de conocimiento de los
factores que causan dafio a las esporas de T. harzianum durante el secado (dafio térmico y por
deshidratacion), y durante el almacenamiento (dafio por oxidacién), también han resultado ser

una limitante para lograr una larga vida de anaquel.

Hasta ahora se han registrado estudios de los dafios que presentan diversos microorganismos,
incluidos agentes de control bioldgico, cuando se secan y almacenan. No obstante, dichos
estudios se han enfocado principalmente en mejorar las variables de proceso durante el secado,
sin profundizar realmente en los factores que causan el dafio celular. Por lo tanto, el objetivo de
este trabajo fue, ademas de establecer las mejores condiciones de secado y almacenamiento,
llevar a cabo un estudio de los factores que dafian a las células durante el secado y
almacenamiento; asi como, determinar el impacto de cada uno de ellos sobre este agente de

control biol6gico y tratar de explicar los posibles mecanismos de dafio y defensa celular.
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I1. Antecedentes

2.1 Control biologico

El control biolégico se ha definido como la actividad en la cual son utilizados organismos,
enemigos naturales, 0 metabolitos producidos por éstos, con el objetivo de reducir o eliminar el

desarrollo de plagas y enfermedades agricolas (Thomas y Willis, 1998; Viterbo et al., 2002).

Aungue el nimero de productos de control bioldgico esta en incremento, en la actualidad estos
productos todavia representan alrededor del 1% de las ventas de plaguicidas agricolas (Fravel,
2005). A pesar de ésto, los agentes de control biologico han despertado un gran interés debido a
que ofrecen distintas alternativas de manejo de plagas con diferentes mecanismos de accién con

respecto a pesticidas quimicos.

Actualmente, el control biolégico puede ser usado en situaciones donde el control quimico no es
posible, debido a los residuos que se presentan en los alimentos o donde se desea que el
producto sea certificado como organico. Asi mismo, los agentes de control bioldgico pueden ser
usados en combinacién con dosis disminuidas de pesticidas, reduciendo la resistencia que se

pudiera generar entre los fitopatdégenos (Fravel, 2005).

Entre los factores que han limitado el interés comercial en control bioldgico se encuentran el
desconocimiento por los agricultores de estos productos y de sus mecanismos de control, la
subestimacion de la capacidad que tienen los agentes de control bioldgico de eliminar los

fitopatdgenos y su alto costo de produccion (Fravel, 2005).

Entre los microorganismos utilizados con gran eficacia como agentes de control biol6gico se
encuentran bacterias, hongos, nematodos y virus los cuales tienen un amplio rango de accion
sobre fitopatogenos de interés. Ademas, continuamente se aislan nuevas cepas con actividad
antagonica y se generan otras, por medio de recombinacion genética, con una mayor actividad

antagonista (Charnley, 1991).
2.1.1 Trichoderma harzianum como agente de control bioldgico
Productos de control biol6gico con base en hongos cubren un amplio rango de aplicaciones,

incluyendo el uso como antagonistas de otros hongos, inductores de crecimiento en plantas y

agentes de control de insectos (Jenkins y Grzywacz, 2000).
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Las especies de Trichoderma han sido utilizadas efectivamente en contra de muchos otros
hongos fitopatdgenos, incluyendo los géneros Botrytis, Rhizoctonia, Sclerotinia, Pythium,
Phytophthora y Fusarium, sobre muchos cultivos (Fravel, 2005; Batta, 2004). Estos hongos
(Trichoderma sp.) actan como hiperparésitos competitivos que producen metabolitos
antifngicos y enzimas hidroliticas a los que se les atribuyen los cambios estructurales a nivel
celular encontrados en sus hospederos, tales como vacuolizacion, granulacion, desintegracion

del citoplasma y lisis celular (Ezziyyani et al. 2004).

Trichoderma sp. son los antagonistas més utilizados para el control de enfermedades de plantas
producidas por hongos, debido a su ubicuidad, a su facilidad para ser aislados y cultivados, a su
crecimiento rdpido en un gran nimero de sustratos y a su inocuidad a plantas superiores
(Papavizas et al., 1982). Los mecanismos por los que las cepas del genero Trichoderma
desplazan a un fitopatégeno son fundamentalmente de tres tipos: competicion directa por el
espacio o nutrientes (Chet y Ibar, 1994; Belanger et al., 1995); produccién de antibioticos de
naturaleza volétil o no volatil (Chet et al., 1997; Sid Ahmed et al., 2000) y parasitismo directo

sobre los hongos fitopatdgenos (Yedida et al., 1999; Ezziyyani et al., 2004).

T. harzianum produce antibiéticos como lactonas, isonitrilos, poliquétidos, peptaiboles, etc.
(Hjeljord y Tronsmo, 1998), y enzimas (-1,3-glucanasa, quitinasa, proteasa y celulasa) las
cuales degradan la pared celular de los hongos fitopatdgenos y juegan un importante papel en el

micoparasitismo (Herrera-Lopez et al., 1999; Sid Ahmed et al., 2000).

En estudios del efecto antagonista de Trichoderma sobre Phytophthora capsici, Trichoderma
demostr6 un claro efecto antagonico en cultivos duales realizados in vitro, aunque la intensidad
de inhibicion vario segun el medio de cultivo, la temperatura y el pH. También se presentd una
reduccion de la podredumbre causada por P. capsici en plantas sembradas en macetas e
invernaderos con respecto a un control no tratado con T. harzianum. En semillas de Capsicum
annuum tratadas por sumergimiento en una solucién de T. harzianum filtrada previamente, el
porcentaje de germinacion y la longitud de las plantulas fueron superiores a los de las no

tratadas (Ezziyyani et al., 2004).

Conidios de T. harzianum, formulados en una emulsion, redujeron significativamente el
diametro de lesion causado por Penicillium expansum en manzanas, ademas, el tiempo medio
necesario para la esporulacion de P. expansum se incrementd significativamente cuando se
aplicaron tratamientos con los mismos formulados de conidios de T. harzianum en manzanas

post-cosecha almacenadas a 20°C (Batta, 2004).
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Harman et al. (1996) reportaron que la combinacion de agentes de control biolégico como T.
harzianum y fungicidas quimicos ofrecieron buen control sobre Botrytis cinerea en la pudricion

de racimos de uvas y, asi redujeron el uso de pesticida.

De los tres propagulos que produce Trichoderma (micelio, clamidiosporas y esporas), el micelio
es la forma por medio de la cual Trichoderma realiza su mecanismo antogonico sobre el
fitopatdgeno; sin embargo, es muy poco resistente a operaciones de secado, filtrado y molido, lo
que lo hace impractico para formular (Papavizas et al., 1984). Las clamidosporas, que son
estructuras producidas asexualmente y que surgen de la modificacion de segmentos de hifas
(Lewis y Papavisas, 1983), requieren un mayor tiempo de produccion y maduracion, y
solamente el 8% son viables después del proceso de secado (Agosin y Aguilera, 1998), aunque
son capaces de sobrevivir en el suelo durante largos periodos de tiempo. Por ultimo, los
conidios (esporas) son la forma natural de resistencia a condiciones ambientales adversas,
requiriendo un menor tiempo para su produccion y son obtenidos en mayor cantidad que las
clamidosporas, ademas de que son los mas resistentes a condiciones ambientales adversas y al

proceso de secado (Jin et al., 1991).

De lo anterior se deduce que los propagulos en forma de conidios presentan una enorme ventaja
con respecto a los otros (micelio y clamisdosporas) durante la formulacion y aplicacion, debido
al manejo que se les puede dar, su gran produccion y la resistencia que presentan a cambios

ambientales en el lugar de aplicacidn, ademas de presentar una mayor vida de anaquel.

Las caracteristicas indispensables para que un agente de control bioldgico con base en esporas

de Trichoderma sea econdmicamente viable son (Agosin y Aguilera, 1998):

1) Un sistema de produccidn eficiente (>1x10’ esporas mL™).

2) Relacion final de produccion esporas / micelio elevada.

3) Resistencia a las operaciones de acondicionamiento, en particular al secado.

4) Presentar una alta estabilidad y vida de anaquel del producto final, sin requerir
refrigeracion.

5) Capacidad de soportar cambios en el medio ambiente de temperatura, radiacién solar y
humedad relativa que le permitan establecerse en el suelo y germinar.

6) Eficacia consistente de lote a lote de produccion.
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2.2 Formulaciones

Los agentes de control biolégico han demostrado tener un gran potencial en contra de
fitopatdgenos protegiendo diversos cultivos agricolas; sin embargo, para facilitar su
comercializacién deben ser formulados para la obtencion de productos capaces de ser
almacenados, distribuidos y aplicados dentro del mercado agricola. La formulacién puede
afectar muchos aspectos de la funcién del agente de control biolégico, como su vida de anaquel

y virulencia (Jenkins y Grzywacz, 2000).

Se han empleado varios métodos para formular y liberar agentes de control biolégico. Estos
incluyen medios liquidos, sin embargo, los formulados liquidos son voluminosos, dificiles de
transportar y de baja estabilidad bioldgica, por lo que se han descartado para uso comercial. Las
formulaciones so6lidas deshidratadas no presentan dichas desventajas y son, por mucho, las méas

utilizadas para la formulacién de esporas de hongos antagonistas (Fravel, 2005).

La vida de anaquel es un factor critico limitante en el uso y aceptacion de productos
microbianos de control bioldgico. La vida de anaquel de un agente de control biol6gico se
refiere al periodo de tiempo durante el cual los propéagulos del agente microbiano son capaces
de mantenerse viables e infectivos. Si los productos biolégicos quieren competir con los
productos de control quimico, la vida de anaquel deberia ser tan larga como sea posible vy,
preferiblemente, no deberian requerir refrigeracion o tratamientos especiales. Se ha sugerido
que el producto debera tener una vida de anaquel de por lo menos 1 a 2 afios, a temperatura
ambiente, para ser comercialmente aceptable (Pedreschi y Aguilera, 1997; Abadias et al., 2000).
Actualmente, los productos bioldgicos disponibles necesitan ser refrigerados, congelados,
secados o liofilizados para lograr vidas de anagquel comparables con productos quimicos (Jones
y Burgues, 1998).

Varios factores afectan la vida de anaquel del producto fungico, como son las condiciones de
cultivo y nutricion durante la fermentacion, los métodos de recuperacion y cosecha empleados,
el contenido de humedad del producto, la formulacion, el empaque, etc. (Jenkins y Grzywacz,
2000); ademés de las condiciones de operacion para deshidratar el producto y de las de
almacenamiento. Rodhman et al. (1999) mencionan que algunos de los factores mas
importantes que determinan la vida de anaquel de una formulacion son la fase de crecimiento al
cosechar las células, la composicion idnica de la solucién usada para resuspender las células
antes de secar, los agentes protectores elegidos, la concentracién intracelular de moléculas
protectoras como trehalosa y sorbitol, ademas de las condiciones de secado y almacenamiento

como son temperatura y humedad relativa.
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La inactividad de los conidios no es una propiedad constitutiva, por lo que la clave para
prolongar su sobrevivencia es detener la germinacion y reducir el metabolismo tanto como sea
posible para mantenerlos, sin pérdida de viabilidad. Las formulaciones que permiten a un agente
de control bioldgico encontrarse en un estado de baja actividad metabdlica hacen al agente méas
tolerante a diferentes tipos de estrés ambiental, tales como fluctuaciones de temperatura y
humedad, lo que consecuentemente aumenta su vida de anaquel (Elzein et al., 2004). Asi, la
conservacion a largo plazo del agente de control biol6gico depende, en parte, del éxito con que
se logre una reduccion de su activad metabolica mediante operaciones como el secado, sin
causar dafios debidos a la temperatura y a una gran remocion de agua, en conjunto con

optimizar las condiciones de almacenamiento (Horaczek y Viernstein, 2004).

2.2.1 Preservacion de microorganismos

La preservacion de microorganismos para aplicaciones comerciales y de laboratorio por medio
de secado ha sido practicada desde comienzos del siglo pasado (Aguilera y Karel, 1997). El
secado por aspersién de microorganismos comenz6 con el estudio de Rogers (1914) utilizando
bacterias. Desde entonces se han evaluado diferentes formas de secar microorganismos pero son
dificiles de comparar debido a los muchos factores que deben ser controlados. Entre otros
factores esta la naturaleza del microorganismo, el medio y las condiciones de crecimiento y la
fase del cultivo en que son recuperadas; asi como, los métodos de secado, contenido de

humedad residual y condiciones de almacenamiento.

Una gran variedad de microorganismos son deshidratados para concentrarlos y preservar sus
propiedades bioldgicas, como por ejemplo, algunos cultivos iniciadores de bacterias probidticas,
levadura para panificacion y agentes de control biologico (Teixeira, et al., 1995; Bayrock y
Ingledew, 1997; Horaczek y Viernstein, 2004). Sin embargo, en pruebas realizadas con diversos
microorganismos, como hongos y bacterias, los problemas a los que siempre se enfrentan los
investigadores es que los productos secos presentan una baja viabilidad que depende de las
condiciones de operacion, como temperatura de secado y deshidratacion producida. Al respecto,
diversos investigadores han desarrollado varios procesos tecnolégicos para optimizar el proceso
de secado y controlar las variables de proceso que mas repercuten sobre la viabilidad del

microorganismo.

Por ejemplo, Gardiner et al. (2000), trabajando con dos cepas de Lactobacillus sp., demostraron
que uno de los principales factores que gobiernan la sobrevivencia microbiana durante el secado

por aspersién es la habilidad de resistir altas temperaturas de proceso. A temperatura de 55°C,
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ambas cepas sobrevivieron mientras que a temperaturas mayores de 58°C, hubo diferencias en

la tolerancia térmica de ambas cepas.

Fu y Etzel (1995) estudiaron los efectos de la temperatura y concentracion bacteriana en la
solucion de alimentacion, sobre la viabilidad y estabilidad Lactococcus lactis sp., secado por
aspersion. Los autores probaron diferentes flujos de alimentacion, los cuales, inversamente
determinan las temperaturas a la salida del secador. Con una temperatura del aire de entrada de
220°C, encontraron que al aumentar la concentracion celular en el flujo de alimentacion, la
pérdida de viabilidad disminuia; asi mismo, al aumentar la temperatura del aire de salida

(debido a una disminucién del flujo de alimentacion) decrecia el porcentaje de células vivas.

Sandoval-Coronado et al. (2001) evaluaron agentes protectores organicos e inertes con esporas
de Paecilomyces fumosoroseus deshidratadas con aire a 28°C, observando que la viabilidad de
las esporas formuladas decreci6 entre 7-18% después de 21 dias de almacenamiento a 28°C,
dependiendo de la concentracién del soporte; mientras que a 4°C decrecio entre 9-18% durante

63 dias de almacenamiento.

Stephan y Zimmermann (1998), trabajando con esporas de hongos Metarhizium anisopliae vy
M. flavovi en un secador por aspersion, determinaron temperaturas 6ptimas de entrada y salida
del secador de 64°C y 48°C. Utilizando agentes protectores como leche descremada en polvo y
jarabe de remolacha, obtuvieron viabilidades después del secado del 95.2%, muy cercanas a la
viabilidad de esporas frescas del 95.5%. Ellos observaron que la viabilidad de esporas secadas
por aspersion estd influenciada de forma importante por la temperatura; de tal manera que al
aumentar las temperaturas de entrada (90°C) y salida del secador (66°C), ésta Ultima
temperatura dependiendo del flujo y concentracion de alimentacion al secador, la viabilidad de

las mismas muestras disminuy6 hasta el 61.3%.

Larena et al. (2003) estudiaron los efectos de la liofilizacion, secado por aspersion y lecho
fluidizado sobre la sobrevivencia de esporas de Epicoccum nigrum. A partir de esporas con una
viabilidad inicial del 93.5%, observaron una reduccién de la viabilidad a menos del 10%
después del secado por aspersion a temperaturas de entrada y salida de 150°C y 80°C,
respectivamente, con y sin agentes protectores. En contraste, esporas liofilizadas y almacenadas
a temperatura ambiente, por 150 dias, mantuvieron la viabilidad inicial utilizando agentes
protectores. Las esporas secadas por lecho fluidizado en un rango de temperatura de 30-40°C,
mantuvieron el 100% de viabilidad por 90 dias, almacenadas a temperatura ambiente, después

de lo cual la viabilidad decreci6. También Horaczek y Viernstein (2004) reportaron efectos
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semejantes de los mismos métodos de deshidratacién en esporas de Beauveria brongniartii y

Metarhizium anisopliae.

Todos estos trabajos se enfocaron a la optimizacion del proceso de secado y almacenamiento
(temperaturas de aire de entrada y salida, flujos y concentraciones de alimentacion, temperaturas
de almacenamiento, etc.) para diversos microorganismos y al uso de agentes protectores. En
general, han demostrado el dafio por altas temperaturas en el proceso, principalmente a la salida
del secador y, el dafio producido también por altos niveles de deshidratacion; ademas, del efecto
de la temperatura durante el almacenamiento. Sin embargo, estos estudios no han profundizado
en cada uno de los factores que causan dafio celular y aunque han permitido desarrollos
tecnolégicos no han aclarado la relevancia que tienen tanto los efectos térmicos como de

deshidratacion, asi como las condiciones de almacenamiento, sobre la viabilidad de las células.

2.3 Dafo celular durante el proceso de secado

Tres son los factores principales que provocan dafio celular durante el secado: la deshidratacién,

la temperatura y la oxidacidon de macromoléculas (Bayrock y Ingledew, 1997).

2.3.1 Deshidratacion

La deshidratacién esta definida como la eliminacion de agua de un material por diferentes
mecanismos, como la evaporacion en el proceso de secado, la sublimacidn en la liofilizacién, la
adsorcion de agua por algunos solutos y la 6smosis, entre otros. EI pardmetro méas adecuado
para expresar el grado de deshidratacion de un producto es la actividad de agua (Fennema,
1996).

Desde hace mucho tiempo, se ha demostrado que la actividad de agua (Aw), definida como la
relacién entre la presion de vapor de agua en un material y la presién de vapor de agua pura a la
misma temperatura, s un parametro mucho mas determinante de la calidad y estabilidad de un
producto bioldgico que la cantidad total de agua presente (Fennema, 1996). La actividad de
agua es simplemente el agua disponible, desde el punto de vista termodindmico, para efectuar
reacciones biolégicas (Grant, 2004). La actividad de agua también es numéricamente igual a la
humedad relativa del aire en equilibrio con una muestra (Martinez Navarrete et al., 1999).
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La eleccion de actividad de agua, mas que el contenido de humedad, como parametro de
referencia en muchas aplicaciones de procesamiento y almacenamiento de productos biol6gicos

estd basada en que (Maltini et al., 2003):

= Aw es un pardmetro critico para el crecimiento de microorganismos.

= Aw esta relacionada con muchas reacciones de degradacion de naturaleza quimica y
enzimatica.

= La medicion de Aw no es destructiva y, por lo tanto, se puede efectuar en sistemas

bioldgicos sin dafiarlos.

Para todos los microorganismos la actividad de agua en el medio de crecimiento es un factor
limitante para su desarrollo y sobrevivencia. La Aw minima para el desarrollo de muchas
bacterias es 0.9, con excepcion de Staphilococcus aureus, el cual es extremadamente
xerotolerante y puede sobrevivir a valores de Aw de 0.82, en tanto que las haloarqueas pueden
sobrevivir en ambientes con Aw de 0.75-0.80 (Tabla 2.1). La mayoria de hongos y levaduras
son inhibidos a valores de Aw entre 0.75 y 0.8, pero el hongo Xeromyces bisporus es una
excepcion y es capaz de crecer a una actividad de agua mas baja (Aw 0.61) que ningln otro

organismo descrito a la fecha (Grant, 2004).

Tabla 2.1. Valores minimos inhibitorios de Aw para el crecimiento y desarrollo de
microorganismos (Grant, 2004).

Aw Procariotes Levaduras Mohos
0.97-0.95 Clostridium spp.
Pseudomonas spp.
Escherichia spp.
Bacillus spp.
Pediococcus spp.
Citrobacter spp.
Vibrio spp.
Lactobacillus spp.
0.95-0.90 Streptococcus spp. Rhodotorula spp. Rhizopus spp.
Corynebacterium spp. Pichia spp. Mucor spp.
Micrococcus spp. Candida spp.
Trichosporon spp.
0.90-0.85 Staphylococcus spp. Saccharomyces spp. Cladosporium spp.
Hansenula spp.
Torulopsis spp.
0.85-0.80 Zygosaccharomyces Aspergillus patulum
bailii
0.80-0.75 Haloarchaea Aspergillus glaucus
Aspergillus conicus
Aspergillus flavus
<0.70 Zygosaccharomyces Xeromyces bisporus
rouxii

11
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2.3.1.1. Métodos de deshidratacion

Entre las diferentes metodologias de deshidratacion, la liofilizacion, el secado por aspersion o
por lecho fluidizado estan entre las méas utilizadas para preservar alimentos, productos agricolas
y farmacéuticos, entre otros (Teixeira et al., 1995; Leslie et al., 1995; Knorr, 1998, Morgan, et
al., 2006).

La liofilizacion, en la cual el producto se deseca congelandolo primero y sublimando después el
hielo, ha sido usada para preservar microorganismos por décadas y es el método preferido para
mantener colecciones de cultivos, sin embargo, no se utiliza ampliamente para acondicionar
agentes de control bioldgico debido al elevado costo de produccion y al tiempo requerido para
deshidratar el producto, lo cual impide una produccién a gran escala (Morgan et al., 2006). En
comparacion, el secado puede ser usado para producir grandes cantidades de material
deshidratado a menor costo que la liofilizacion y en menor tiempo. Se ha estimado que el costo
de eliminacién por kilogramo de agua es 6 veces menor utilizando secado por aspersion que
liofilizacion (Knorr, 1998). De los dos métodos de secado descritos anteriormente, el secado por
lecho fluidizado usa un flujo ascendente de aire caliente que es forzado a través de un lecho de
solidos de forma tal que los solidos quedan suspendidos en el aire y asi son deshidratados
(Morgan et al., 2006); mientras que en el secado por aspersion, una suspension es asperjada en
forma fina en una camara de desecacion entrando en contacto con una corriente de aire caliente,

lo que permite una desecacion muy rapida (Perry y Green, 1997).

Pese a las grandes ventajas que presenta el secado, como ya se menciond antes, existen
problemas asociados con la operacién para la produccion de formulados diversos, que incluyen
una baja viabilidad de los microorganismos por las altas temperaturas de proceso y/o a los
niveles de deshidratacion que alcanzan los productos, ademaés de las diferentes condiciones que

se utilizan durante su almacenamiento (Morgan et al., 2006).

2.3.1.2. Humedad de monocapa

El concepto de la humedad de monocapa, ampliamente utilizado en alimentos, representa la
cantidad de agua que recubre los puntos polares primarios de diversas moléculas de un producto
con una capa monomolecular por interacciones fisicas del tipo idn-agua o dipolo-agua
(Fennema, 1996). El valor de monocapa es considerado como un indicador de sitios polares de
un producto o molécula para la union de moléculas de agua (Mihoubi y Bellagi, 2006). El

concepto de monocapa es Util debido a su relacion con varios aspectos del deterioramiento fisico

12
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y quimico de productos deshidratados (Mihoubi y Bellagi, 2006). Este valor se ha definido
como un contenido en humedad critico arriba del cual pueden ocurrir cambios deteriorativos vy,
para el cual muchos productos bioldgicos presentan su mayor estabilidad en relacion con
reacciones quimicas, por lo que el conocimiento de este valor es de considerable importancia

para el almacenamiento de productos biolégicos secos (Martinez Navarrete et al., 1999).

La humedad de monocapa forma parte del agua ligada presente en un producto, la cual
comprende solo una parte diminuta adyacente a grupos hidrofilicos del total de agua presente en
un sistema (Fennema, 1996). Entre las propiedades usuales del agua ligada se incluyen: la no
congelabilidad a bajas temperaturas (-50°C), la no disponibilidad como disolvente, la mucho
menor presion de vapor que el agua pura a la misma temperatura, el mayor calor de adsorcion
en el sustrato interactivo, la diferente respuesta a la radiacion electromagnética infrarroja y
eléctrica y el movimiento conjunto con macromoléculas en experimentos que envuelven
sedimentacién, viscosidad o difusion, entre otras (Martinez Navarrete et al., 1999; Fennema,
1996).

El valor de humedad de monocapa es a menudo estimado utilizando valores experimentales de
isotermas de sorcion de un sistema de estudio. Las isotermas de sorcion son graficos que
relacionan el contenido de humedad de equilibrio con la Aw de un sistema a una temperatura
constante, estas isotermas son Utiles para predecir la estabilidad quimica, fisica y microbiolégica
de un producto en funcién de su contenido de humedad (Jayaraj Rao et al., 2006); también para
procesos de deshidratacion y concentracion, donde la eliminacion de agua esta relacionada a
Aw; asi como, en la determinacion del contenido de humedad, en el cual microorganismos de

interés crecen de una manera mas rapida (Fennema, 1996).

Muchas ecuaciones han sido propuestas para modelar isotermas de sorcion en sistemas
bioldgicos, entre ellas se encuentran la ecuaciones de BET (Brunauer, Emmet y Teller, 1938),
de Henderson (Henderson, 1952), de Caurie (Caurie, 1981), de Oswin (Oswin, 1946), de GAB,
desarrollada por Guggenheim, Anderson y DeBoer (Van den Berg y Bruin, 1981), la cual es una
modificacion a la ecuacién de BET que introduce una constante mas (Timmermann, 2003),
entre otras. Las ecuaciones anteriores se encuentran entre las mas utilizadas para determinar el
valor de humedad de monocapa, el cual es de mucha importancia, porque, como se mencioné
antes, representa una buena estimacion del contenido de humedad que un producto deshidratado
puede contener en el cual todavia exhibe una méxima estabilidad durante el almacenamiento
(Fennema, 1996).

13
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Actualmente existe informacidn abundante sobre los valores de humedad de monocapa para
muchos productos alimenticios, farmacéuticos, proteinas, etc. (Timmermann et al., 2001;
Constantino et al., 1997; Fennema, 1996), los cuales se utilizan como marco de referencia para

obtener una buena estabilidad bioldgica durante el almacenamiento de productos deshidratados.

2.3.1.3 Dafio por deshidratacion

La deshidratacién se reporta como el factor de mayor peso en el dafio celular durante el proceso
de secado (Jin et al., 1996; Bayrock y Ingledew, 1997). Generalmente se acepta que el dafio por
deshidratacion ocurre primero en la membrana, lo cual constituye la principal causa de
inactivacién de microorganismos debido a la remocion de moléculas de agua de las moléculas

de fosfolipidos y proteinas de membrana (Lievense y van't Riet, 1993).

Durante la deshidratacion, la integridad funcional y estructural de las membranas biol6gicas se
dafa irreversiblemente, al provocar la fusion entre vesiculas y redistribucion de particulas
intermembranales, como proteinas y lipidos, al rehidratar (Jin et al., 1991). Ademas existe una
pérdida de viabilidad inherente, la cual se ha atribuido a alteraciones en proteinas intracelulares,
debido a que la deshidratacion induce interacciones proteina-proteina que pueden provocar
cambios irreversibles en su conformacion; en tanto que, en enzimas provoca una pérdida de su
actividad (Crowe et al., 1996).

La desestabilizacion de membranas durante la deshidratacion se debe principalmente a la fusion
y transicion de fase de los lipidos (Crowe et al., 2002). La fusion de membranas puede ser
observada con microscopia electrénica cuando éstas son deshidratadas sin azlcares; también es
posible apreciar la prevencién de este proceso cuando se deshidratan en presencia de sacarosa o
trehalosa (Crowe y Crowe, 1982; Crowe et al., 1998). La transicion de fase de lipidos es
promovida por la remocion del agua ligada por puentes de hidrdgeno a las regiones hidrofilicas
de los fosfolipidos de membrana, lo que incrementa las interacciones de van der Waal’s entre
las cadenas hidrocarbonadas adyacentes; ya que, la distancia entre ellos se reduce. Esto causa un
incremento en la temperatura de transicion de fase (Tm) de los lipidos de membrana y, por
tanto, su transicion a la fase de gel a temperatura ambiente. Después de la rehidratacién, las
membranas deshidratadas, que estdn en fase de gel, experimentan una transicion a liquido
cristalino. Como la membrana cambia de fase hay regiones con defectos de empacamiento,
resultando en la pérdida de la integridad de la membrana (Leslie et al., 1995; Billi y Potts, 2002)
Figura 2.1.
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La adicién de un disacarido como la trehalosa antes de secar, ocasiona que la Tm de los lipidos
de membrana disminuya al reemplazar el agua entre las cabezas de los fosfolipidos, previniendo
la transicion de fase y su desarreglo después de la rehidratacion (Chen et al., 2000) (Figura
2.1). Asi, las membranas estaran en fase de liquido cristalino a temperatura ambiente, incluso
las deshidratadas, y no pasaran por la transicion de fase durante la rehidratacion (Crowe et al.,
2002).

tm (@) (LC)

Deformacion

—

Transicion

Deshidratacion y fusion

Fosfolipidos Rehidratacion

(LC)

. 422>  Retencion
] " 3

No Transicién
le(LC) (LC)

Figura 2.1. Mecanismo por el cual la trehalosa (tridngulos) estabiliza capas de fosfolipidos
deshidratadas propuesta por Crowe et al., (1992). Agua (6valos pequefios), Tm: temperatura de
transicion liquido-gel en fosfolipidos; LC: fase de liquido cristalino; G: fase de gel.

De manera general las células conservadas a Aw entre 0.4 a 0.7 tienen mayor vida de anaquel,
gue aquéllas almacenadas a Aw mas bajas 0 mas elevadas que éstas (Potts, 1994). En este rango
de Aw, las células presentan muy baja actividad metabdlica y se incrementa la estabilidad de
proteinas y lipidos de membrana o pared celular debido a la interaccion que presentan estas
moléculas con algunos compuestos como la trehalosa u otros azlcares, los cuales estabilizan las

membranas (Crowe et al., 1992).

Bayrock y Ingledew (1997) determinaron cudales eran los mecanismos implicados en la
reduccion de la viabilidad en levaduras (Saccharomyces cerevisae) secadas por lecho fluidizado
0 por exposicién a efecto térmico en bafio maria. A temperaturas inferiores a 50°C, los valores
del tiempo de reduccion decimal térmico, definido como el tiempo necesario para reducir una
poblacion de microorganismos a una décima parte expuesta a una temperatura dada, fueron
mayores que los tiempos de reduccion decimal causados por deshidratacion en lecho fluidizado
a 40°C. Previamente habian demostrado que a esta temperatura (40°C) no era afectada la

viabilidad en bafio térmico. Lo anterior indico que a 40°C, la muerte celular debido al efecto
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térmico era menor que la debida a la deshidratacion. Cuando las temperaturas fueron mayores a

50°C, el efecto térmico tuvo un mayor impacto que la deshidratacion en la muerte celular.

Horaczek y Viernstein (2004) determinaron la viabilidad de esporas de Beauveria brongniartii y
Metarhizium anisopliae durante el proceso de liofilizacion. Estos autores dividieron dicho
proceso en sus dos componentes, congelamiento y deshidratacion, estudiando los efectos de
ambos sobre la viabilidad celular. Las esporas sobrevivieron al congelamiento a -80°C sin
pérdida de viabilidad, pero al liofilizar las muestras se detecté un decremento significativo de
viabilidad, indicando que la deshidratacion por liofilizacidn es responsable de matar el 30% de

conidios de Beauveria brongniartii y el 91% de los conidios de Metarhizium anisopliae.

2.3.2 Efecto de la temperatura en la viabilidad de microorganismos

2.3.2.1 Ecuacion de Arrhenius

La temperatura tiene un impacto importante sobre la viabilidad de los microorganismos
siguiendo la destruccién de microorganismos, por calor a una temperatura fija, una reaccion de
primer orden (Jackson, 1991). Altas temperaturas y largos tiempos de exposicion son
extremadamente perjudiciales para las enzimas no termoestables, cambiando su configuracion
espacial, haciéndolas inactivas y deteniendo multiples vias metabdlicas indispensables para la
célula (Hutter et al., 1995). Asimismo, se presenta una desnaturalizacion de proteinas
citosélicas y de membrana, rompiendo el equilibrio osmoético y ocasionando finalmente la

muerte celular.

La velocidad de muerte celular (relacionada al estrés térmico) depende de la resistencia
intrinseca del microorganismo (relacionada con su energia de inactivacion), de la temperatura y
del tiempo que es sometido a dicha temperatura. Para la mayoria de las reacciones quimicas,
incluyendo reacciones enzimaticas, de crecimiento y muerte celular, se ha encontrado que la
constante de velocidad (k) depende de la temperatura (T) y se ajusta a la ecuacion de Arrhenius
(Ec. 2.1).

- Ea
k =k e fT (2.1)

Donde k, es el factor de frecuencia o constante de Arrhenius y Ea es la energia de activacion de
la reaccién, que se define como la energia requerida para que se lleve a cabo una reaccién
(Jackson, 1991; Perry y Green, 1997).
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Esta expresion se ajusta bien a los resultados experimentales en un amplio rango de
temperaturas y se considera como una primera aproximacién adecuada para el estudio del efecto

de la temperatura sobre la cinética de diversas reacciones.

A través de esta ecuacion se puede calcular la energia de inactivacion de un microorganismo
(Eia) conociendo las constantes de velocidad de muerte térmica a diferentes temperaturas y

tomando el logaritmo natural de la expresion de Arrhenius (Ec. 2.2).

Ink = |I']k0 —ia_:ll_- (2.2)

El efecto de la temperatura y el tiempo de exposicién sobre la sobrevivencia de
microorganismos se puede apreciar en la Figura 2.2, en el caso de Bacillus stearothermophilus,
uno de los microorganismos mas resistentes térmicamente con una E;j; de 67,480 cal mol™*
(Jackson, 1991).

[[s)

Fraccion de organismos sobrevivientes

Tiempo (min)

Figura 2.2. Datos de velocidad de muerte para esporas de bacterians (Bacillus
stearothermophilus). (Perry y Green, 1997).

Experimentos realizados para evaluar el efecto de la temperatura sobre la viabilidad de esporas
del agente de control bioldgico Epicoccum nigrum demostraron que este hongo presenta una

reduccion drastica de su viabilidad a temperaturas mayores a los 40°C (Larena et al., 2003).

Horaczek y Viernstein (2004) sometieron esporas de Beauveria brongniartii y Metarhizium
anisopliae a pruebas de resistencia térmica en bafio maria. Los resultados mostraron que esporas
de ambos hongos sufrieron una reduccién en su viabilidad arriba de los 50°C, siendo mas

sensible B. brongniartii.
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En los casos expuestos anteriormente, las esporas, aungue sean el propagulo de mayor
resistencia para los hongos, presentaron poca resistencia a temperaturas mayores de 50°C
cuando fueron expuestas por periodos prolongados de tiempo. Tal es el caso de esporas de los
hongos entomopatogénicos Metarhizium anisopliae y M. flavoviride, que no resistieron
temperaturas mayores a 48°C a la salida en el secador por aspersion, con una temperatura de
aire de entrada de 64°C, utilizando como soportes extracto de levadura o almidén soluble. Este
tratamiento disminuy6 su viabilidad hasta un valor del 18% (Stephan y Zimmermann, 1998).

En el caso de esporas de Epicoccum nigrum Larena et al. (2003) reportaron que las esporas
secadas por aspersion redujeron su viabilidad hasta menos del 10%, utilizando una temperatura
de aire de entrada de 150°C y de salida de 80°C; mientras que la viabilidad de las esporas
secadas en lecho fluidizado se mantuvo en el 100%, con temperaturas de proceso maxima de
40°C.

Pedreshi et al. (1997) estudiaron la calidad de las esporas de T. harzianum producidas en medio
liquido en cultivo por lote, en fase exponencial y estacionaria, observando que las esporas
cosechadas en la fase estacionaria presentan mas termorresistencia que las cosechadas en fase

exponencial. Esta resistencia fue asociada con la presencia intracelular de trehalosa.

Mufioz et al. (1995) concluyeron que el medio de cultivo en el cual se desarrollan esporas de T.
harzianum tiene un gran impacto en la resistencia de las esporas a diferentes tipos de estrés,
incluyendo el térmico. Ellos encontraron que esporas producidas en medio sélido presentaron
una pared celular gruesa ademas de pocos organelos celulares. Por el contrario, esporas
producidas en medio sumergido en cultivo por lote presentaron mas organelos y una delgada
pared celular, siendo menos resistentes a la desecacion, radiacion y a otras condiciones
ambientales, debido probablemente al grosor de su pared celular que es la primera estructura en
contacto con el ambiente. Por lo que, dependiendo la forma en que se produzcan estas esporas,
ya sea en estado solido o liquido, se presentara una morfologia, la cual permitira una mayor
resistencia a distintas condiciones ambientales, incluida la temperatura. Ademas, las esporas

producidas en medio sélido presentaron mayor resistencia al dafio por radicacion UV.

La actividad de agua también juega un papel muy importante en la termorresistencia de las
células. Se ha reportado que la actividad de agua del medio de produccién, del medio de
calentamiento (donde se lleva a cabo el tratamiento térmico) y del medio de recuperacién tiene
un considerable efecto en la resistencia de las esporas al tratamiento térmico, presentando varias

relaciones que se comentan a continuacion.
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En los tipicos rangos de actividades de agua que presentan los productos comestibles (Aw >
0.8), la resistencia al calor de los microorganismos generalmente se incrementa al decrecer las
actividades de agua del medio en el que son calentados. Coroller et al. (2001) estudiaron el
efecto de la actividad de agua (Aw) de medios de calentamiento y recuperacion, sobre la
resistencia térmica de las esporas de Bacillus cereus, ajustando las Aw del medio de
calentamiento de 0.9 a 1 y dejando la Aw del medio de crecimiento igual a 1 y viceversa
(Figura 2.3).

Log U.F.C.

- I
30 40

Tiempo de calentamiento (min)

Figura 2.3. Log UFC vs tiempo para Bacillus cereus CNRZ 110 a 95°C en pH 7 con una Aw
de 1 (3) 0 0.9 (O) ajustada con sacarosa (Coroller et al., 2001 ).

Estos autores mostraron que las esporas de B. cereus son mas termorresistentes cuando el medio
de calentamiento tiene una Aw menor a 1 (Figura 2.3) y el medio de recuperacién (crecimiento)
tiene una Aw cercana a 1. Este trabajo sugirié que es probable mejorar la termorresistencia de

un microorganismo al variar la Aw del medio de calentamiento, como en este caso.

Con base en lo anterior, diversos estudios demuestran que la termoestabilidad de las células
depende de varios factores, como son la resistencia intrinseca del microorganismo, la actividad
de agua del medio de cultivo en la que son producidas, las condiciones de estrés a las que son
sometidas durante el cultivo e incluso, como se verd méas adelante, a la concentracion
intracelular de trehalosa, como carbohidrato de reserva y que se ha relacionado con la
termorresistencia (Pedreshi et al., 1997; Coroller et al., 2001; Blaszyk et al., 1998).
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2.3.3 Efecto de la oxidacion

2.3.3.1 Especies reactivas de oxigeno

El oxigeno es una molécula importante para llevar a cabo diversos procesos bioldgicos, actia
principalmente durante el proceso de respiracion celular aceptando 4 electrones y reduciéndose
hasta formar agua, sin embargo, durante este proceso también se producen especies quimicas
por la reduccién incompleta del oxigeno (O,) que son potentes oxidantes. Estas moléculas de
oxigeno altamente reactivas son el i6n superdxido (O,), el peréxido de hidrogeno (H,0,), el
radical hidroxilo (OH") y el 6xido nitrico (NO), entre otros, que en conjunto son llamados
especies reactivas de oxigeno (ERO). En células eucariotas con respiracion activa, la principal
fuente de produccion de ERO es la cadena transportadora de electrones en mitocondria por el
complejo citocromo ¢ oxidasa. En la mitocondria hay dos sitios principales involucrados en la
generacion de O,, la NADH: ubiquinona oxidoreductasa (complejo 1) y ubiquinol:citocromo
oxidoreductasa (complejo II1). EI complejo I, en hongos, estd fuertemente implicado en la
generacion de éste radical dentro de la célula (Kohen y Nyska, 2002), las ERO, como peréxido
de hidrogeno y superdxido, pueden ser formadas en el citosol por citocromos P450 y
dioxigenasas, o también durante el metabolismo fermentativo glucolitico (Moraitis y Curran,
2004).

El i6n superoxido aunque es un radical libre, no es una especie particularmente perjudicial
debido a que su reactividad es mas selectiva comparada con OH". Su importancia principal es
probablemente como una fuente de H,O, y OH". Bajo condiciones acidas, el O, puede ser
protonado para formar el radical hidroperoxilo (HOQ"), que es aln mas reactivo (Zhonghu et
al., 2003).

El radical hidroxilo es una especie extremadamente reactiva, ataca cualquier biomolécula
localizada a menos de unos pocos nanémetros de su sitio de generacion. Por lo tanto, es
primariamente responsable por los efectos citotoxicos del O, en microorganismos aerobios.
Generalmente se acepta que en sistemas biolégicos el OH™ es generado en la reaccién directa de
H,O, y O,. En la presencia de cantidades traza de hierro, en su forma Fe?*, la reaccion de
superoxido y H,O, forma niveles significativos de OH" e inicia la oxidacion de moléculas

orgénicas (Hansberg, 2002).

El peréxido de hidrédgeno es un agente oxidante, pero no un radical. Este agente oxidante puro

tiene una reactividad limitada, su principal importancia reside en ser una fuente de radicales
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hidroxilo en presencia de iones de metales de transicién, por medio de la siguiente reaccién

(reaccion de Fenton).

H,0, + Fe**(Cu") ——» Fe*'(Cu*") + OH +OH"

Asi, dentro de la célula existen una amplia variedad de especies reactivas de oxigeno, que se
forman continuamente en la cadena respiratoria principalmente, difundiendo o transformandose
en otras por reducciones subsecuentes y atacando moléculas bioldgicas como lipidos de
membrana, a una velocidad mucho mayor que el ataque a otras moléculas como proteinas o
DNA (Hansberg, 2002).

2.3.3.2 Dafio por especies reactivas de oxigeno a macromoléculas bioldgicas

Casi todas las clases de biomoléculas incluyendo DNA, proteinas y lipidos, pueden ser atacadas
por radicales libres, pero los lipidos son probablemente los méas susceptibles. La membrana
celular es rica en acidos grasos poli-insaturados, los cuales son facilmente atacados por radicales
de oxigeno (Kohen y Nyska, 2002; Zhonghu et al., 2003). El proceso de oxidacion de lipidos
(Figura 2.4), denominado peroxidacion de lipidos, es iniciado por el ataque de algunas de las
especies reactivas, las cuales sustraen un dtomo de hidrégeno de un grupo metileno (-CH,-)
generando un radical de carbono (1), el cual podria, por una reaccion de entrecruzamiento,
combinarse con otro radical de carbono en la membrana (2). Sin embargo, la reaccion méas
probable bajo condiciones aerobias es que el radical de carbono reaccione con una molécula de
O, para formar el nuevo radical peroxilo (ROOY) (3), que es capaz de abstraer un dtomo de
hidrégeno de otra molécula de lipido, comenzando asi un ciclo de reacciones en cadena (4)
(Figura 2.4).

R—CH,— + OH* > R—CH *— + H,0 )
H—éH' +R—CH"— — R-\—C:-I—C]H—R 2)
R+ 0, —» —ROO" ()
—RO0"+ CH — ROQOH +C° 4

Figura 2.4. Mecanismo de peroxidacién de lipidos (Zhonghu et al., 2003).

El mecanismo de la oxidacion ocurre principalmente posterior al secado y determina la vida de

anaquel del material bioldgico que se ha secado. Becker y Rapoport (1987) sugirieron la adicion
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de antioxidantes y algunos otros aditivos a células de S. cerevisiae antes de ser secadas para
incrementar la estabilidad de las células deshidratadas durante el almacenamiento,

especialmente a temperatura ambiente.

Dado que los lipidos de membrana juegan un importante papel en la permeabilidad de la
membrana celular y son las moléculas atacadas a mayor velocidad, pareceria probable que el
dafio en la membrana en células deshidratadas sea reflejado en, o causado por, cambios en el
perfil de lipidos. Slater (1984) report6 que, en células eucariotas, una extensa peroxidacion de
acidos grasos condujo a cambios en la proporcién de éstos en la membrana, afectando la fluidez

de la misma haciéndola mas rigida e impidiendo el movimiento libre de moléculas.

Experimentos llevados a cabo para determinar los cambios del perfil de lipidos durante el
almacenamiento de Lactobacillus bulgaricus, mostraron que la relacion de acidos grasos
insaturados/saturados decrecié durante el almacenamiento, lo que se correlacion6 directamente
con las UFC. Este cambio fue significativo después de 49 dias de almacenamiento a 20°C y a
Aw de 0.11 (Figura 2.5) (Texeira et al., 1996).

Insaturados / Saturados
Log UFC ml*!

2 1 I I | 4.5
0 20 40 60 80 100

Tiempo (d)

Figura 2.5. Sobrevivencia y relacion lipidos insaturados/saturados durante el almacenamiento
de Lactobacillus bulgaricus (Texeira et al., 1996).

El agua puede actuar como antioxidante a baja Aw por hidratacion de trazas de iones metalicos,
unién por enlaces de hidrdgeno a hidroperéxidos y promoviendo recombinaciones de radicales
libres. También puede actuar como pro-oxidante a altos valores de Aw debido a que promueve
la movilidad de moléculas que pueden promover la oxidacion dentro de la célula, la disolucién

de precipitados cataliticos y al aumento de nuevas superficies cataliticas (Maltini et al., 2003).
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Se sugiere que la oxidacion de macromoléculas ademas de ser una funcién del tiempo, depende
del nivel de deshidratacién o la disponibilidad del agua en las células o material almacenado.
Como es reportado por Champagne et al. (1991) la remocion de agua a altos niveles en las
estructuras celulares puede exponer superficies, o espacios entre éstas, al oxigeno causando

degradacion oxidativa de proteinas y compuestos celulares.

Crowe et al. (1992), al deshidratar vesiculas transportadoras de calcio en presencia de trehalosa
y almacenadas por varios periodos de tiempo antes que fueran rehidratadas, observaron que la
habilidad de acumular calcio de las vesiculas decrecio rpidamente a niveles despreciables al
cabo de un mes de almacenamiento. Lo anterior coincididé con la oxidacion de lipidos. En
contraste, cuando las mismas membranas fueron almacenadas en condiciones de vacio durante
100 dias, sélo se detectdé un ligero cambio en la actividad bioldgica de las vesiculas, lo que

muestra la reactividad del oxigeno en sistemas biol6gicos y su impacto en la funcion de éstos.

2.3.3.3 Productos de la oxidacion de lipidos y dafios causados

En sistemas bioldgicos los aldehidos son siempre producidos cuando los hidroperdxidos de
lipidos se rompen, por lo que es de interés identificar y medir estos compuestos como un indice
del grado de oxidacion de lipidos (Esterbauer y Cheeseman, 1990). Al contrario de las especies
reactivas de oxigeno, los aldehidos son de una vida media mas larga y pueden por lo tanto
difundir de su sitio de origen y reaccionar y atacar sitios o blancos intracelulares, actuando
como “segundos mensajeros toxicos” de la compleja cadena de reacciones que son iniciadas, si
los &cidos grasos poli-insaturados de la bicapa membranal son convertidos a hidroperdxidos de
lipidos. Entre los muchos diferentes aldehidos que se pueden formar durante la peroxidacién de
lipidos, los més intensamente estudiados por sus efectos dafiinos dentro de las células y tejidos,
son malondialdehido y los 4-hidroxialquenales, en particular 4-hidroxinonenal y 4-

hidroxihexenal (Esterbauer et al., 1991).

El malondialdehido (MDA) es un aldehido altamente reactivo, generalmente formado como una
consecuencia de la peroxidacion de lipidos. Es en muchos casos el aldehido méas abundante
resultante de la peroxidacion de lipidos (Shimizu et al., 2006) y por lo tanto, su concentracion se
determina en uno de los ensayos mas comunes en estudios de peroxidacion de lipidos, aungque
se ha reportado que el MDA puede también ser generado por ataque de radicales libres a
desoxiribosa y aminoacidos. Por lo que los niveles de MDA pueden ser indicativos de un dafio
oxidativo total en la célula, no precisamente de la peroxidacion de lipidos, aunque ésta puede

ser la fuente predominante (Turton et al., 1997).
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En muestras frescas o peroxidadas, el MDA resulta principalmente de la degradacién oxidativa
de los &cidos grasos insaturados con mas de dos grupos metileno interrumpidos por dobles
cadenas (Esterbauer y Cheeseman, 1990). Cuando las especies reactivas de oxigeno atacan los
lipidos de membrana, MDA es formado en las membranas y difunde en forma libre dentro de

los espacios extracelulares (Shimizu et al., 2006).

Los principales precursores de MDA son hidroperéxidos de lipidos poli-insaturados,
particularmente aquéllos de los &cidos linolénico y araquidonico (Turton et al., 1997). Es
generalmente aceptado que los &cidos oléico y linoléico son debiles precursores de MDA
(Esterbauer et al., 1991). Se han propuesto algunos mecanismos para la formacién de MDA,
entre los mas aceptados se encuentra el que envuelve la formacion de bicicloendoperoxidos
como intermediarios, los cuales subsecuentemente se rompen a MDA por reacciones térmicas o

catalizadas por &cido (Esterbauer et al., 1991).

En solucion acuosa el MDA puede existir en varias formas dependiendo del pH. En condiciones
neutras y alcalinas la forma predominante es el anidn enolato, mientras que a pH acido (pH<4.5)
el MDA puede existir como B-hidroxiacroleina y en equilibrio con la forma dicarbonilo, siendo

la B-hidroxiacroleina la forma mas reactiva del MDA con otras moléculas.

El MDA puede producir varios efectos citotoxicos e inhibir una cierta variedad de enzimas. En
particular, se ha mostrado que causa dafio a membranas, incrementando la fluidez, reacciona
con dGMP y dafia al DNA (Turton et al., 1997). In vitro, el MDA puede alterar proteinas, DNA,
RNA y muchas otras biomoléculas (Esterbauer y Cheeseman, 1990). Las proteinas, en
comparacion con aminoacidos libres, son modificadas mas rapidamente por el MDA bajo
condiciones fisiologicas (Chio y Tappel, 1969). Se sugiere que los residuos de aminoacidos en
una proteina proveen un ambiente mas favorable para reacciones con el MDA que otras
moléculas, y las modificaciones que las proteinas puedan sufrir podrian deberse a algunos
productos de condensacion. El anélisis de los aminodcidos de proteinas modificadas por el
MDA indica que ademas de lisina, los residuos de histidina, tirosina, arginina y metionina se

pueden también alterar en cierto grado (Nair et al., 1981).

Las reacciones del MDA con nucledsidos también se presentan en sistemas bioldgicos y se ha
puesto atencion en estas reacciones por su mutagenicidad en bacterias y células animales.
Desoxi-gunosina es la base mas reactiva que reacciona con el MDA, adenosina y citosina
también reaccionan con el MDA aunque en menor grado, en tanto que con timidina no se ha
observado ninguna reaccion. La reaccion de MDA con nucledsidos es fuertemente acelerada a

menor pH (Nair et al., 1984). También ha sido propuesto que el MDA puede modificar la doble
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cadena de DNA por la formacion de entrecruzamientos entre grupos NH, de guanosina y grupos
NH, de su citosina complementaria, aunque no existe una clara evidencia (Esterbauer et al.,
1991).

2.4 Sobrevivencia en condiciones de desecacion

Algunos seres vivos tienen una notable habilidad de sobrevivir a la desecacion, un fenémeno
conocido como anhidrobiosis 0 “vida sin agua”. Esta requiere una serie de eventos coordinados
durante la deshidratacién, que se asocian con la prevencion de dafio oxidativo y mantenimiento
de la estructura nativa de macromoléculas y membranas, que depende de muchos factores como
la sintesis de moléculas protectoras, tipo de organismo, condiciones ambientales, etc. (Hoekstra
et al., 2001). En estas condiciones de bajo contenido de humedad, los microorganismos reducen

considerablemente la velocidad de sus procesos metabdlicos (Crowe et al., 1992).

Cuando la célula es deshidratada se incrementan las interacciones moleculares que pueden
causar desnaturalizacion de proteinas y fusion de membranas, pero un amplio rango de
compuestos han sido identificados que pueden prevenir tales interacciones. Entre los que se
producen o acumulan se encuentran compuestos organicos de bajo peso molecular que tienen
potencial osmotico. Estos osmolitos (polioles, azucares o derivados de éstos como la trehalosa,
sacarosa, sulfotrehalosa y glucosilglicerol, betainas, aminoacidos, glutamato, glicina-betaina,
carnitina, manitol, sorbitol, entre otros) también pueden proteger contra inactivacion, inhibicion
y desnaturalizacion de enzimas y macromoléculas bajo condiciones de baja actividad de agua
(Grant, 2004; Hoekstra et al., 2001).

2.4.1 Efecto protector de algunos azucares

La acumulacién de algunos azlcares, como la trehalosa en el caso de hongos y muchas especies
animales, y sacarosa y otros carbohidratos en el caso de plantas, se correlaciona bien con un alto
nivel de sobrevivencia bajo condiciones de desecacion (Aguilera y Karel, 1997; Pedreschi y
Aguilera, 1997; Crowe et al., 1992).

La sintesis de azlcares como trehalosa y sacarosa, entre otros, se puede inducir por diferentes
estimulos como son el choque térmico, el estrés osmotico y la fase de crecimiento de las células.
Estos azlcares son capaces de preservar membranas, proteinas labiles e incluso células

completas en ausencia de agua (Pedreschi et al., 1997; Garcia de Castro et al., 2000).
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La trehalosa (o-D-glucopiranosil-a-D-glucopiranésido), el unico disacarido no reductor de la
glucosa, es uno de los carbohidratos sintetizados por neméatodos, levaduras, hongos y bacterias
y, el més efectivo en la conservacion de membranas deshidratadas (Aguilera y Karel, 1997).
También ha sido reportado que este azUcar ayuda a la adquisicion de resistencia a una variedad
de condiciones estresantes, incluyendo estrés oxidativo y térmico (Fillinger et al., 2001). La
trehalosa recientemente ha sido punto de atencién, como crioprotector y estabilizador durante la

deshidratacion o anhidrobiosis (Crowe, 2002).

La biosintesis de trehalosa es catalizada por dos enzimas en S. cerevisae, la trehalosa 6 fosfato
(Tre6P) sintasa y la Tre6P fosfatasa, un complejo multi-proteico codificado por cuatro genes. La
Tre6P es sintetizada a partir de UDP-glucosa y glucosa-6-fosfato (Fillinger et al., 2001).
También dos genes codificando Tre6P sintasa han sido identificados en Aspergillus niger
(Fillinger et al., 2001). Se ha reportado que la trehalosa puede ser tomada del medio de cultivo e
introducida a la célula por medio de sistemas de transporte de alta y baja afinidad, por ejemplo,
un transportador a-glucésido codificado por el gen AGT1 capaz de transportar diversos
disacéridos incluyendo la trehalosa (Plourde-Owobi et al., 2000). La degradacion de la trehalosa
acumulada en respuesta a varios estimulos es mediada por un trehalasa codificada por NTH1
(Fillinger et al., 2001).

Se ha reportado que en algunos eucariotes inferiores, la trehalosa constituye mas del 15% en
peso seco de las células en fase estacionaria o esporas (Aguilera 'y Karel, 1997). Cerrutti et al.
(2000) deshidrataron celulas de S. cerevisiae con distintas concentraciones intracelulares de
trehalosa (5, 10 y 20%) por secado a vacio a 40°C y por liofilizacion. En ambos sistemas se
detectd una elevada pérdida de viabilidad cuando las células contenian 5% de trehalosa, en

comparacion con las células con 10% 6 20% de trehalosa.

Existen mecanismos propuestos de proteccién por la trehalosa en sistemas celulares. EI primero
es la hipotesis de reemplazo de agua. Los azlcares reemplazan parte del agua después de la
deshidratacion y previenen la agregacion de proteinas por enlaces de hidrégeno con grupos
polares de otras proteinas, manteniendo la integridad estructural de las membranas (Leslie et al.,
1995; Chen et al., 2000). Por ejemplo, Sun et al. (1998) preservaron la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH), después de liofilizarla, al hacer una solucién de carbohidratos
formada de glucosa/sacarosa y enzima. La retencion de actividad enzimatica de la G6PDH fue
del 90% después de la liofilizacion con carbohidratos, y sin ellos la G6PDH retuvo menos del
40% de su actividad inicial. Carpenter et al. (1987) observaron que enlaces de hidrdgeno entre
proteinas deshidratadas y moléculas de carbohidratos contribuyeron a la estabilizacion de
proteinas labiles durante el secado por aspersion y liofilizacién, proponiendo que la presencia de
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carbohidratos durante el secado podria mantener a las proteinas deshidratadas en sus

conformaciones originales.

Una segunda hipdtesis estd relacionada con la habilidad que tiene la trehalosa de formar un
estado vitreo durante el secado donde los componentes sensibles son embebidos y protegidos

del dafio térmico y oxidativo (Aguilera 'y Karel, 1997; Lodato et al., 1999; Oliver et al., 2002).

Por otro lado, Leslie et al. (1995), secando Escherichia coli y Bacillus thuringiensis, mostraron
un incremento de 30°C a 40°C en la temperatura de transicién de fase (Tm) de los fosfolipidos
cuando fueron secadas sin azUcares, mientras que las Tm’s de las mismas muestras secadas con
azucares se mantuvieron cercanas a aquéllas de las muestras no deshidratadas. Ellos atribuyeron
el incremento en la sobrevivencia a la capacidad de los azucares a disminuir la Tm de la
membrana y proteger la estructura de las proteinas por los enlaces de hidrogeno formados con

estas moléculas en anhidrobiosis.

Esporas de T. harzianum producidas en medio liquido y cosechadas en la fase estacionaria de
esporulacion presentaron una concentracion 20 veces mayor de trehalosa con respecto a esporas
cosechadas en la fase exponencial, presentando las primeras mayor viabilidad después de ser
secadas (Pedreschi et al., 1997). De esta manera la concentracion intracelular de ciertos
azlcares como la trehalosa principalmente, aumenta la resistencia a diferentes tipos de estrés

gue experimentan las células cuando son secadas, elevando la viabilidad y su vida de anaquel.

2.4.2 El estado vitreo

Se ha propuesto que la formacién de sélidos amorfos (que conduce a un estado vitreo) en la
célula estd asociada con la sobrevivencia de organismos anhidrobidticos en estado de
deshidratacion. Un sélido vitreo o amorfo es un liquido superenfriado, termodinamicamente

inestable con una viscosidad tan alta como 10*** Pa s (Buitink y Leprince, 2004).

Dentro de las células existen muchas moléculas capaces de formar sélidos amorfos como son la
mayoria de los azUcares, aunque no son las Gnicas moléculas capaces de formar estos sélidos,
sino también proteinas, iones y sales (Sun et al., 1998). En sistemas modelo se ha observado
que las proteinas tienen un considerable efecto sobre las propiedades moleculares de los sélidos
amorfos formados por carbohidratos, aumentando la Tg (temperatura de transicion vitrea) del
sistema (Crowe et al., 1996). Durante la deshidratacion, los carbohidratos y los demas
componentes mencionados ayudan a los microorganismos a pasar de un estado de liquido

cristalino a un estado vitreo (Sun y Leopold, 1997). Buitink y Leprince (2004) proponen que la
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formacion de s6lidos amorfos no es un mecanismo que inicialmente confiera tolerancia durante
el secado, pero la formacion de estos sélidos intracelulares es indispensable para sobrevivir en

anhidrobiosis.

El estado vitreo se alcanza debido a la remocién de agua la cual induce una gran saturacion de
los componentes del citosol conduciendo a un incremento en las fuerzas cohesivas entre las
moléculas y restriccion de la movilidad molecular dentro del citoplasma (Sun y Leopold., 1997
Buitink y Leprince, 2004). La velocidad de las reacciones de deterioro se correlaciona
inversamente con la viscosidad del citoplasma (Sun., 1997). En este estado, se minimizan
cambios en la organizacion molecular y estructural de la célula durante la deshidratacion,
permitiendo la preservacién de estructuras bioldgicas, y previniendo la cristalizacién del
citoplasma; asi como, repentinos cambios de pH que pueden amenazar la sobrevivencia de la
célula (Sun et al., 1998; Burke, 1986). Cuando el citoplasma de la célula no se encuentra en el
estado vitreo, pueden aumentar la oxidacion por radicales libres, separacion de fases y

cristalizacion del citoplasma y amenazar la sobrevivencia de los microorganismos (Sun, 1997).

La temperatura a la cual un compuesto se transforma de un sélido vitreo o amorfo a liquido
cristalino se denomina temperatura de transicion vitrea (Tg), y ha sido la manera mas utilizada
para caracterizar los sélidos amorfos (Sun et al., 1998). En general, Tg incrementa con el peso
molecular y decrece con el contenido de agua, lo que se representa en diagramas de fase
(Figura 2.6), en este caso para trehalosa y sacarosa. Debajo de Tg el sistema estara en el estado
vitreo, mientras que al incrementar la temperatura decrecera su viscosidad cambiando al estado

de liquido cristalino.
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Figura 2.6. Diagrama de fase que presenta las temperaturas de transicidn vitrea en funcién del
contenido de agua para trehalosa y sacarosa (Crowe et al., 1996).
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La trehalosa es uno de los carbohidratos que mejor protege a la célula en condiciones de
desecacién, pues forma sélidos amorfos a bajas temperaturas en lugar de cristalizar. En el
diagrama de fase de la trehalosa, la Tg de la trehalosa pura o deshidratada segln varios autores
se encuentra en aproximadamente 110°C a comparacion, por ejemplo, de la Tg de la sacarosa de
aproximadamente 70°C. Esto es una ventaja, dado que las muestras para conservarlas, no
siempre se deshidratan completamente, por lo que a cualquier contenido de humedad, se lograra
estar en el estado vitreo a una temperatura mayor con trehalosa que con sacarosa u otros
carbohidratos (Chen et al. 2000; Crowe, 2002).

La presencia del estado vitreo es necesaria durante el almacenamiento bajo condiciones de
desecacién, debido a que el almacenamiento por encima de la Tg de un sistema conduce a la
fusion y ruptura de membrana y a la pérdida de viabilidad celular (Suny Leopold, 1997; Buitink
et al., 1998). Dependiendo de las condiciones de almacenamiento, los microorganismos pueden
sobrevivir en anhidrobiosis, variando la humedad relativa y temperatura de almacenamiento

para poder alcanzar el estado vitreo.

Se ha observado, en el caso de semillas y polen que el deterioro es acelerado cuando no se
encuentran en estado vitreo. Sun (1997) observé que la temperatura critica de almacenamiento
de semillas de maiz, chicharo y soya fue menor o igual a la Tg de las mismas en un rango de
temperatura de -60 a 70°C, lo que indic6 que durante el almacenamiento la estabilidad
prolongada se asocia con la presencia del estado vitreo en semillas. Sun et al. (1998) también
demostraron una posible asociacion entre la sobrevivencia de semillas de Vignata radiata y la
estabilidad de proteinas in situ en estado vitreo, observando que ambos, la estabilidad de las
proteinas y la sobrevivencia de las semillas durante el almacenamiento, fueron Tg dependientes;
es decir, a temperaturas de almacenamiento T>Tg, la estabilidad de proteinas y semillas
decrecio.
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IV. Objetivos

Objetivo general

Evaluar la contribucién del estrés térmico, la deshidratacién y la oxidacion de lipidos, sobre la
viabilidad de esporas de Trichoderma harzianum durante el proceso de secado y su

almacenamiento.

Objetivos particulares

» Realizar las cinéticas de muerte térmica y estimar la energia de inactivacion (E;,) de
muerte de las esporas de Trichoderma harzianum, por medio de la ecuacion de
Arrhenius.

= Estudiar, mediante el uso de sistema cerrados a Aw controlada, el efecto de la
deshidratacion en la viabilidad de esporas de Trichoderma harzianum.

= Estudiar el efecto de la Aw y temperatura de almacenamiento sobre la viabilidad y vida
de anaquel de esporas con diferente grado de deshidratacién (Aw de deshidratacion).

= Estudiar el efecto de la oxidacién de lipidos celulares sobre la viabilidad de esporas

almacenadas a diferentes Aw y temperaturas.

31



Justificacion

I11. Justificacion

Se ha demostrado el efecto antagonista del hongo Trichoderma harzianum contra diversos
hongos fitopatogenos y la gran necesidad existente de alternativas para el control de plagas y
enfermedades agricolas de forma natural y no toxica para el ambiente y los seres humanos.
Ademas, dentro de nuestro grupo se han desarrollado procesos para una gran produccion de
conidios de T. harzianum con alta viabilidad después de la fermentacién y recuperacion, por lo
gue es de interés desarrollar tecnologias para la formulacién y preservacion de este agente de

control biolégico.

El secado de agentes de control biolégico muestra varias ventajas sobre otras técnicas de
conservacion. Sin embargo, en el proceso de secado se presentan diversos dafios a nivel celular
debido a efectos térmicos, de deshidratacion y de oxidacién de macromoléculas al almacenar el
producto. Estos factores han impedido que este agente de control bioldgico tenga una elevada
viabilidad y vida de anaquel en los productos formulados hasta ahora con aplicaciones en
campos de cultivo. Por tal motivo es conveniente el estudio de los factores que influyen durante
el proceso de secado y el almacenamiento en la viabilidad de las esporas. Esto permitira
proponer estrategias que permitan una mayor estabilidad del producto que se vea reflejado en
una mayor viabilidad y vida de anaquel de los propagulos (esporas) capaces de desarrollarse y

competir con los microorganismos fitopatdgenos.
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IV. Objetivos

Objetivo general

Evaluar la contribucion del estrés térmico, la deshidratacién y la oxidacion de lipidos, sobre la
viabilidad de esporas de Trichoderma harzianum durante el proceso de secado y su

almacenamiento.

Objetivos particulares

» Realizar las cinéticas de muerte térmica y estimar la energia de inactivacion (E;,) de muerte
de las esporas de Trichoderma harzianum, por medio de la ecuacién de Arrhenius.

= Estudiar, mediante el uso de sistema cerrados a Aw controlada, el efecto de la
deshidratacion en la viabilidad de esporas de Trichoderma harzianum.

= Estudiar el efecto de la Aw y temperatura de almacenamiento sobre la viabilidad y vida de
anaquel de esporas con diferente grado de deshidratacién (Aw de deshidratacion).

= Estudiar el efecto de la oxidacion de lipidos celulares sobre la viabilidad de esporas

almacenadas a diferentes Aw y temperaturas.
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V. Materiales y Métodos

5.1 Produccion de esporas

5.1.1 Microorganismo

Se utilizé una cepa de Trichoderma harzianum variedad Rifai, empleada en estudios de control
biolégico. La cepa fue obtenida del International Mycological Institute (IMI 206040) y fue
preservada en tubos inclinados en medio de agar papa y dextrosa (PDA) y resembrada cada mes.
La cepa se sembrd en placas de agar PDA con la cepa preservada en tubo y fue incubada
durante 6 dias a 29°C. Una vez al dia por 15 minutos las cajas de Petri inoculadas fueron

expuestas a la luz para inducir la esporulacion.

5.1.2 Recuperacion y conteo de esporas para inocular el medio de cultivo
Transcurrido el tiempo de incubacidn, las esporas se recuperaron bajo condiciones de esterilidad
adicionando 8 mL de solucion salina (Tween 40 al 0.05 % y NaCl 9 g L™) a las cajas de Petri
sembradas, realizando un lavado y raspado sobre la superficie con un asa bacterioldgica para
ayudar a suspender las esporas. La suspension se recolectd en un matraz Erlenmeyer de 100 mL
y se ajusté a una concentracion final de esporas de 1 x 10° esporas mL™ que sirvié para inocular
el medio de cultivo donde se producen las esporas.

5.1.3 Medio de cultivo

La composicién del medio de cultivo para la produccién de esporas se muestra en la Tabla 5.1.
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Tabla 5.1. Composicion del medio de cultivo para la produccion de conidios de T. harzianum

Compuesto Formula Concentracion (g L™?)
Glucosa CeH 1206 30
Sulfato de amonio (NH,),S0, 5.6
Fosfato de potasio monobésico KH,PO,
Fosfato de sodio dibasico Na,HPO,

Sulfato de magnesio

heptahidratado MgS0..7H,0 15

Extracto de levadura 0.5
Cloruro de calcio dihidratado CaCl,.2H,0 0.0671
Cloruro férrico hexahidratado FeCl;.6H,0 0.008
Sulfato de zinc heptahidratado ZnS0,.7H,0 0.0001

5.1.4 Cultivo en fermentador para la produccion de esporas

Los cultivos se llevaron a cabo en un fermentador Microferm New Brunswick Scientific Co.
Inc., modelo MF-114 de 14 litros de capacidad, con un volumen de trabajo de 10 litros a 29°C y
pH de 5.6 como es descrito previamente (Gamboa, 2004). Se utilizaron 3 impulsores Rushton de
relacion diametro de impulsor / diametro de tanque (D/T) de 0.5 con una velocidad de agitacion
de 400 rpm y una aireacion de 0.5 vvm, la tension de oxigeno disuelto (TOD) fue monitoreada
con un electrodo polarogréfico de oxigeno esterilizable (Ingold, modelo A420) conectado a un
amplificador de TOD vy, previamente, calibrado a 100% de oxigeno disuelto.

El pH del medio de cultivo fue monitoreado mediante un electrodo esterilizable (Ingold, modelo
2300) conectado a un transmisor-controlador de pH. EI pH se controlé a un valor de 5.6 por
medio de la adicion automéatica de NaOH 2N estéril mediante una bomba peristaltica (Cole-
Palmer, modelo 7014-20).

La espuma fue controlada por la adicion de antiespumante estéril (Clerol AF, Dow Corning, 30
% P/V), mediante un sensor de nivel por conductividad conectado a una bomba peristaltica.
Finalmente el cultivo tuvo un tiempo de duracion de 120 horas.

5.1.5 Recuperacion de esporas

Después del tiempo de cultivo, las esporas se separan del micelio mediante tamizado en malla.

Posteriormente, la suspension de esporas es centrifugada en una centrifuga Mini Sharples tipo

CL-T-1 a 15,000 g para la obtencion de una pasta himeda, que sirve de material bioldgico, la
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cual se resuspende en buffer de fosfatos pH 5.6 hasta una concentracion de 7.5 x 10° esp mL™,

en la cual hay aproximadamente 0.1 gramos en peso seco de esporas por mililitro de suspensién.

5.2 Estudio de la muerte térmica de las esporas

Se llevo a cabo una dilucion 1:10 de la suspension original de esporas obtenida después del
tamizado con buffer de fosfatos para dar una concentracion de 10° esporas mL™. Estas muestras
fueron sometidas a 5 diferentes temperaturas (50, 60, 70, 80 y 90°C) en bafio térmico a 5
diferentes tiempos, para obtener las constantes de velocidad de muerte térmica, suspendidas en
buffer de fosfatos pH 5.6. Posterior a eso se realizaron diluciones seriadas en el mismo buffer y

100 pL de estas diluciones se sembraron en cajas de Petri con medio PDA por triplicado.

Los cultivos se incubaron a 29°C durante 48 horas y la cuantificacion de las esporas
sobrevivientes al tratamiento térmico (N) se estimé mediante el conteo de UFC en relacién a las
UFC de una muestra no sometida a tratamiento térmico (No). La energia de inactivacién (E;i) y
la constante de Arrhenius se estimaron ajustando los datos generados a diferentes temperaturas
y tiempos de exposicion a la ecuacion de Arrhenius. También se efectu6 este estudio con las
células suspendidas en buffer de fosfatos pH 7.0 para observar si existia algun efecto del pH en

la resistencia de las esporas.

5.3 Estudio del efecto de la deshidratacién sobre la viabilidad de las esporas

5.3.1 Efecto de la deshidratacion en sistemas cerrados

Se utilizaron las siguientes soluciones sobresaturadas para la obtencién de sistemas cerrados con

diferente actividad de agua reportados a 25°C (Svensson et al., 1994):

LiCl  Aw=0.113
MgCl, Aw =0.328
Mg(NO3), Aw = 0.529
NaCl Aw =0.753
K»SO, Aw = 0.973

Como la deshidratacion y un estudio de almacenamiento se llevarian a cabo a 4°C, se midio la

Aw de estas mismas sales para observar si no existia variabilidad en la Aw debido a la

temperatura (Apéndice 1).
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Para llevar a cabo este estudio, un mililitro de una suspension de esporas (0.1 g de esporas mL™)
en buffer de fosfatos pH 5.6, es colocada en tubos Eppendorf (1 mL) y es centrifugada para

obtener una pasta en cada tubo con el propoésito de que la deshidratacion sea mas rapida.

Los tubos son colocados dentro de frascos herméticamente cerrados conteniendo las soluciones
sobresaturadas de las sales, sin estar en contacto con las sales, dejando que se alcance el
equilibrio a 4°C para limitar el dafio por temperatura. Después de alcanzar el equilibrio (15
dias), las muestras fueron recuperadas, y resuspendidas con una solucion de glucosa al 10% y
tween 40 al 0.05% hasta el aforo de 1 mL, posterior a eso se hicieron diluciones y se sembraron
las muestras en cajas con agar PDA cuantificando las UFC desarrolladas comparando con las

UFC de una muestra control que no fue deshidratada.

El control fue una muestra en pasta mantenida a una Aw de 0.99, ademas de esto, una muestra
extra fue mantenida sin centrifugar (en suspensién) a 4°C con una Aw de 0.99. Posteriormente,
el control y la muestra mantenida en suspension fueron eliminados debido a que estas muestras
presentaron contaminacién y lisis celular respectivamente, por lo que no se pudo contar con una

muestra control.

5.3.2 Efecto de la velocidad de deshidratacion a vacio

Para observar si existia algin efecto no sélo de la deshidratacion sino de la velocidad a la que
ésta sucedia, se procedié a deshidratar las muestras a valores muy parecidos de Aw que se

obtuvieron al deshidratar las muestras con las soluciones de las sales (0.113 a 0.753).

La deshidratacion se llevo a cabo en una centrifuga Eppendorf Vacufuge Concentrator modelo
5301 a 4°C con una presion de vacio de 9 mbar hasta que las muestras llegaron a la Aw
requerida. Posteriormente las muestras fueron resuspendidas con solucion glucosada (10%) y
tween 40 y sembradas en medio PDA, cuantificando las UFC como fue descrito anteriormente,

determinando si existia diferencia en la viabilidad con respecto a una muestra no deshidratada.

35



Materiales y Métodos

5.4. Secado por aspersion de esporas de T. harzianum

Utilizando un secador por aspersion Bowen Engineering BE-1448 se secaron suspensiones de
esporas al 3% en peso en buffer de fosfatos pH 5.6 sin ningln tipo de agente protector. Las
temperaturas de aire de entrada (Te) fueron ajustadas a 120°C, 100°C y 80°C. Se utilizaron
diferentes flujos de alimentacién (mL min™), siendo funcién inversa la temperatura de aire de
salida del secador (Ts) del flujo de alimentacion. El secador por aspersion oper6 con un flujo de

aire de 8.82 m® min™! y con una diferencial de presion de 6 columnas de agua.

Se determind el porcentaje de sobrevivencia de las muestras en suspensién (3% en peso) antes
de entrar al secador y de los polvos obtenidos a la salida del secador, ademas de determinar la

Aw de cada muestra, como fue descrito anteriormente.

55 Efecto de la Aw de deshidratacion y de la Aw y temperatura de

almacenamiento sobre la viabilidad y la vida de anaquel de las esporas

Cuando las esporas se han deshidratado, expuestas a las distintas humedades relativas creadas
por las soluciones sobresaturadas de sales, éstas son recuperadas y sometidas a diferentes
tratamientos para estudiar el efecto de la temperatura (4°C y 25°C) y de la Aw de

almacenamiento (0.1 a 0.7).

Algunas de las muestras después de ser deshidratadas, siguieron almacenadas a la misma Aw a
la cual se deshidrataron y otras fueron cambiadas a otros sistemas cerrados con diferente Aw,

cambiando asi la Aw de almacenamiento.

Después de que las muestras se deshidrataron a las distintas Aw y, a cada mes durante el
almacenamiento se determinan las UFC g de cada muestra a las distintas condiciones de
almacenamiento sometidas, para lo cual las muestras deshidratadas contenidas en tubos
Eppendorf fueron resuspendidas con una solucion glucosada y se cuantificaron las UFC como
fue descrito anteriormente. Asi mismo, se estudié la oxidacion de lipidos celulares como

funcion de la Aw, temperatura y tiempo de almacenamiento.
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5.6 Isotermas de desorcion de esporas de T. harzianum

Las isotermas de desorcion de las esporas de T. harzianum se construyeron una vez que las
muestras se deshidrataron Ilegando al equilibrio con las Aw de los sistemas cerrados a 4°C y
25°C (Apendice 1) cuantificando el contenido de humedad en equilibrio de las muestras en base
seca a estas Aw. Los graficos se construyeron con el contenido de humedad de equilibrio de las

muestras en funcion de la Aw de deshidratacion a la cual llegaron tanto a 4°C como a 25°C.

5.6.1 Estimacion del valor de humedad de monocapa de esporas de T. harzianum

La estimacion del valor de humedad de monocapa fue estimada utilizando los valores
experimentales de las isotermas de desorcion (contenido de humedad en equilibrio y Aw) por
medio de las ecuaciones de BET (Brunauer et al., 1938), Caurie (Caurie, 1981) y GAB (Van
den Berg and Bruin, 1981). Estas ecuaciones que modelan isotermas de sorcion, son mostradas
y descritas en el Apéndice 2 junto con los modelos de Henderson y Oswin que también fueron
utilizados para modelar las isotermas, pero que sin embargo no incluyen un pardmetro para
determinar el valor de monocapa. Asi, con la generacion de gréaficos de las ecuaciones de BET,
GAB y Caurie fue posible estimar los valores de humedad de monocapa de las esporas de T.

harzianum.

5.7 Métodos analiticos

5.7.1 Cuantificacion de la biomasa total y esporas

La cuantificacion de biomasa fue realizada por medio de la determinacién gravimétrica de
muestras tomadas cada 24 horas del biorreactor. Las muestras se filtraron al vacio utilizando
papel filtro a peso constate. Una vez filtrada la muestra, el papel filtro con la biomasa miceliar
fue introducida en un horno a 90°C por 24 horas para secarse y pasado el tiempo la muestra fue
transferida a un desecador con silica gel por 2 horas, por Gltimo, el papel filtro junto con las

muestras fueron pesados en una balanza analitica.
La concentracion de biomasa en peso seco se obtuvo sustrayendo el peso del papel filtro seco

del peso del papel filtro con la muestra secos, dividiendo el peso obtenido por el volumen de

muestra utilizado (10 mL).
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La cuantificacion de esporas producidas durante la fermentacién fue realizada cada 24 horas por
un tiempo total de 120 horas. De las muestras se filtraron 5 mL en un tamiz con malla 120 para
separar el micelio de las esporas. Una vez filtrado el medio, se realizaron diluciones seriadas y
se contd un promedio de las esporas en una camara de Neubauer. Con el promedio obtenido se

calcula la concentracion de esporas de la siguiente manera:
Esporas mL™ = promedio de esporas contadas * 1x10* * dilucion

La determinacion de las unidades formadoras de colonias (UFC), se realiz6 por medio del
conteo de colonias en agar PDA, después de realizar diluciones seriadas en buffer de fosfatos

pH 5.6 y sembrar en las cajas con PDA.

5.7.2 Determinacion de glucosa residual

La cuantificacion de la glucosa se llevé a cabo en un analizador YSI que se basa en la oxidacién
de la glucosa por la enzima glucosa-oxidasa que se encuentra inmovilizada en una membrana en
el sensor y cuyo producto de reaccion, el peréxido de hidrogeno, es proporcional a la
concentracion de glucosa. Las muestras fueron tomadas cada 24 horas durante el tiempo que

tardo la fermentacion.

Para poder hacer las lecturas fue necesario centrifugar las muestras para eliminar residuos
s6lidos y hacer diluciones para aquellas muestras que rebasaban la concentracion de 25 g L™ de

glucosa, ya que el equipo no cuantifica de manera correcta por encima de esta concentracion.

5.7.3 Estudio de la oxidacion de lipidos

5.7.3.1 Cuantificacion de especies reactivas de oxigeno intracelulares

Para evaluar la concentracion de especies reactivas de oxigeno (ERO), se efectué una prueba
fluorimétrica que se basa en la oxidacién del diacetato de 2°,7"- diclorofluorescina (DCFH-DA),
la cual es una molécula no fluorescente que difunde libremente a través de la membrana celular
y dentro de la célula es desacetilada por esterasas para formar 2’,7’-diclorofluorescina (DCFH)
no fluorescente, la cual es oxidada por las ERO para formar la molécula 2’,7’-
diclorofluoresceina (DCF) que es fluorescente (LeBel et al., 1992, Marchesi et al., 1999). El

fundamento de la técnica se muestra en la Figura 5.1.
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Figura 5.1. Mecanismo propuesto de la entrada de DCFH-DA a las células, su desacetilacion a
DCFH vy su oxidacion a DCF (LeBel et al., 1992).

5.7.3.2 Curva estandar de oxidacién de 2,7,-diclorofluorescina

La curva estandar de oxidacion de 2,7,-diclorofluorescina (DCFH) se hizo en funcion de la
concentracion de peroxido de hidrégeno (H,O;) como especie reactiva de oxigeno capaz de
oxidar a DCFH a DCF.

Primero se mezcl6 0.5 mL de una solucidn en etanol 1 mM del diacetato de diclorofluorescina
(DCFH-DA) con 2 mL de NaOH 0.01 N y se incubd a temperatura ambiente por 30 minutos,
para desesterificar la molécula. Pasado este tiempo, la solucidn se neutraliza con 10 mL de
NaH,PO, 25 mM, pH 7.4 y de esta ultima solucion se toman 50 pL y se adicionan a Tris-HCI
40 mM, pH 7.4 en un volumen total de 2 mL.
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La reaccién se inicia por la adicion de perdxido de hidrogeno a concentraciones finales de 10 a
100 uM y FeSO, a una concentracion final de 10 uM (LeBel et al., 1992). Después de 5
minutos de la adicion, se mide la fluorescencia usando un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS-
55 con una longitud de onda de excitacion y emision de 504 nm y 520 nm respectivamente, con
un slit de excitacion de 2.5 nm, un slit de emisién de 3.7 nm y un tiempo de integracién de 5

segundos, determinados experimentalmente. La curva estandar se muestra en la Figura 5.2.
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Figura 5.2. Curva estandar de oxidacion de DCFH en funcion de la concentracion de H,0..

5.7.3.3 Determinacion de especies reactivas de oxigeno en esporas almacenadas por
el método de DCFH

Los ensayos se efectuaron con 50 mg en peso seco de esporas (0.5 mL de las resuspensiones de
esporas antes mencionadas) en un volumen final de 12.5 mL de buffer de fosfatos 50 mM, pH
5.6; el diacetato de 2’,7’-diclorofluorescina (DCFH-DA) fue adicionado a la suspension de
esporas antes mencionada a una concentracion final de 10 uM de una solucién fresca de DCFH-
DA 1 mM en etanol.

Después de 15 minutos de incubacion a temperatura ambiente, la suspension fue centrifugada y
el paquete celular lavado dos veces con el mismo buffer. Las células fueron resuspendidas en
500 pL del mismo buffer y 1.5 g de perlas de vidrio de 500 um de didmetro fueron adicionadas
para lisar las esporas con agitacion con 5 ciclos de 1 minuto seguidos por 1 minuto en hielo,

para evitar oxidaciones posteriores.
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La suspension de esporas lisadas se diluyd 1:5 con el buffer de fosfatos y se centrifugd a 25,000
g por 5 minutos, se recuperd el sobrenadante diluyéndolo 1:10 en agua destilada y se midio la
fluorescencia en las mismas condiciones descritas en la curva estandar (de Souza Espindola et
al., 2003).

5.7.3.4 Cuantificacion de malondialdehido como producto de la oxidacién de

macromoléculas

Dado que los perdxidos de lipidos son inestables y se descomponen para formar una serie de
compuestos complejos como malondialdehido (MDA) y 4-hidroxialquenales (HAE), la
medicion de estas moléculas ha sido utilizada como indicador de peroxidacion lipidica
(Esterbauer et al., 1991). En este estudio sélo se cuantificé la concentracion de MDA por
encontrarse en concentraciones mayores a las de HAE en muestras biol6gicas (Shimizu et al.,
2006), ademas de que el método utilizado para cuantificar productos de oxidacion de lipidos (kit
LPO-586 de OXIS Bioxytech) solo cuantificaba MDA por separado o la mezcla de MDA y
HAE sin poder determinar las concentraciones de HAE individualmente.

El método del kit LPO-586 estd basado en la reaccion del agente cromogénico, N-metil-2-
fenilindol (MFI) con MDA o HAE a 45°C, donde una molécula de MDA o HAE reacciona con
dos moléculas de MFI para rendir un cromoforo estable con una absorbancia méxima a 586 nm

de acuerdo a la siguiente reaccion.
. 0 By
T\_// + 2 | I |
Wk
T Ph N Ph Ph T

MDA :R = OH A max = 586, M
4-hydroxyalkenal : R= hydroxyalkyl

5.7.3.5 Curva estandar de malondialdehido

Para generar la curva tipo se realizaron diferentes diluciones con el acetal precursor del MDA,
que incluia el kit, en agua en un rango de concentraciones de 0 a 4 uM. Se adicionaron 200 uL
de cada una de las diluciones del acetal a tubos Eppendorf limpios, seguidos de 650 uL del

reactivo diluido N-metil-2-fenilindol en acetonitrilo y el i6n férrico en metanol y 150 uL de HCI
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concentrado (37%) por triplicado. La mezcla se agitd vigorosamente y fue mantenida en bafio
térmico a 45°C por 60 minutos, después fue centrifugada a 15,000 g por 10 minutos vy el
sobrenadante se transfiri6 a una celda para medir la absorbancia a 586 nm en un

espectrofotometro. La curva estdndar de MDA se muestra en la Figura 5.3.
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Figura 5.3. Curva estandar de concentracién de MDA a 586 nm.

5.7.3.6 Determinacion de malondialdehido en esporas almacenadas

Para la determinacion de MDA en las muestras de esporas deshidratadas y almacenadas a
diferentes Aw y a 4°C y 25°C, se efectuaron las pruebas siguiendo la recomendacion del kit del
uso de 5x10° células, por lo que se tomaron 66 uL de las suspensiones rehidratadas de esporas

los cuales contenian esa cantidad de esporas aproximadamente.

Las muestras se lavaron 2 veces con buffer Tris 20 mM pH 7.4 para eliminar cualquier
interferencia con la técnica y, posteriormente, las células fueron resuspendidas en 500 uL del
mismo buffer y lisadas con perlas de vidrio exactamente igual como en la técnica de
fluorescencia con la adicion previa del antioxidante BHT a una concentracion final de 5 mM.
Después de la lisis, la muestra se diluy6 1:2 con el mismo buffer y 500 uL de la dilucién fueron
centrifugados a 3000 g por 10 min a 4°C tomando 200 uL del sobrenadante para determinar la
concentracién de MDA, siguiendo el mismo orden y metodologia descrita para la curva estandar

pero ahora con las distintas muestras.
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5.7.4 Determinacion de actividad de agua en muestras deshidratadas

La actividad de agua (Aw) de las muestras deshidratadas se determin6 en un medidor Aw Sprint
TH-500 de Novasina previamente calibrado a 25°C con 6 soluciones saturadas de diferentes
sales, incluidas con el equipo, que dan distintos valores de Aw. Las Aw de las muestras se
midieron hasta que llegaron al equilibrio con el valor de Aw de los sistemas cerrados a 4°C y
25°C, para esto, aproximadamente 3 gramos de muestra se depositaron en bandejas, incluidas en
el equipo, haciendo ajuste de la temperatura de medicién y posterior a eso se midié la Aw de

las muestras.

5.7.5 Determinacion del contenido de agua en muestras deshidratadas

El contenido de agua de las muestras deshidratadas se cuantificé utilizando un Titrino KFD 758
de Metrohm por el método de Karl Fisher, el cual cuantifica el agua presente en una muestra,
por la reaccion de yodo elemental con agua en presencia de diéxido de azufre, llevando a cabo
una titulacion con Hydranal Composite 2 (solucion valorada de yodo), la cual cuantifica 2 mg

de agua por mililitro de Hydranal gastado.

La titulacion se hizo agregando la muestra en polvo, previamente pesada, a un recipiente con
metanol puro en agitacion, adicionando Hydranal hasta que se completo la reaccion de 6xido-
reduccion detectada por el electrodo del equipo y cuantificandose el volumen gastado de

Hydranal. Los calculos del contenido de humedad se hicieron en base seca.

43



Resultados y Discusion

V1. Resultados y Discusion

6.1 Cinéticas de produccién de biomasa y consumo de sustrato

Los gréficos que representan las cinéticas de la produccion de biomasa, esporas y consumo de
glucosa durante el tiempo en que se llevo a cabo la fermentacion son mostrados en la Figura
6.1.
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Figura 6.1. Cinética de la produccion de biomasa, esporas y concentracion de glucosa residual
durante la produccion de esporas como material biolégico de estudio.

Los resultados de la cinética de produccion y consumo antes presentados concuerdan con los
resultados obtenidos por Gamboa (2004) utilizando la misma cepa, medio y condiciones de

cultivo.

6.2 Estudio de muerte térmica en esporas de T. harzianum

Se encontrd que las esporas producidas en medio liquido, bajo las condiciones de cultivo antes
mencionadas, fueron muy sensibles al efecto de la temperatura, mostrando una disminucion
drastica de la sobrevivencia al ser sometidas a temperaturas mayores a 50°C en bafio térmico,

como es descrito en materiales y métodos.

Se calcul6 la relacion de células viables antes (No) y después del tratamiento térmico (N) y se
grafico el logaritmo natural de estas relaciones (In N/No) con respecto al tiempo de exposicion

de la células a cada temperatura en buffer de fosfatos pH 5.6 para obtener las constantes de
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velocidad de muerte térmica (k) representada en la pendiente de cada grafico a las temperaturas
de prueba (Figura 6.2). A las temperaturas de prueba de 80°C y 90°C se encuentran menos
puntos en los graficos debido a la gran termosensibilidad de las esporas y al tiempo tan corto
(segundos) para la inactivacion térmica. Los valores de las constantes especificas de muerte

térmica (k) para cada temperatura a pH 5.6 se muestran en la Tabla 6.1.

70°C

In (N/No)
5

80°C

-14 -

-16 4

T 90°c
-18 1
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Figura 6.2. Gréafico de indice de sobrevivencia en funcion del tiempo a diferentes temperaturas,
indicando las constantes de velocidad de muerte térmica para esporas de T. harzianum.

Tabla 6.1. Constantes especificas de muerte térmica (k) para esporas de T. harzianum a distintas
temperaturas suspendidas en buffer de fosfatos pH 5.6.

Temperatura (°C) k (min™)
50 0.07
60 1.13
70 7.06
80 23.64
90 67.44

Con los valores de las constantes de velocidad de muerte térmica a cada temperatura se grafico
el valor del logaritmo natural de k versus el inverso de la temperatura absoluta (K) para obtener
por la pendiente y ordenada al origen el valor de la energia de inactivacion y constante de

Arrhenius respectivamente de las esporas de T. harzianum (Figura 6.3).

45



Resultados y Discusion

6 -
Ea 1
5 1 Ink =Ink, - —=
R T
4] .
Eia = 39.0 kcal/mol
3 i
2 *  Re=09701
X
= 17
0 ; ; ; ; ; * ; ; ‘
0.0p27 0.00275 0.0028 0.00285 0.0029 0.00295 0.0 0.00305 0.0031 0.00315
1 A
-2 4
*
-3 4
4 T (KA-1)

Figura 6.3. Gréafico del logaritmo natural de los valores de k versus el inverso de la temperatura
(K™) para obtener Ej, y ko.

La pendiente de la Figura 6.3 expresa la relacion E;,/R donde E;, es la energia de inactivacion
térmica de las esporas y R es la constante de los gases ideales. Asi, se estimd un valor de
energia de inactivacion de 39,000 cal mol™. La constante de Arrhenius fue estimada en un valor

de 4.7 x 10® min™ utilizando la ordenada al origen del gréfico de la Figura 6.3.

Este estudio también se efectud con células resuspendidas en buffer de fosfatos pH 7, utilizando
las mismas temperaturas y tiempos, no encontrdndose diferencias significativas entre las
constantes de velocidad de muerte térmica y la energia de inactivacion de las esporas, por lo que

no se presentan los resultados.

Comparando la energia de inactivacién obtenida para esporas de T. harzianum con la energia de
inactivacion de esporas de algunos de los microorganismos mas termorresistentes como Bacillus
stearothermophilus, B. subtillis y Clostridium botulinum, mostrados en la Tabla 6.2 (Perry y
Green, 1997), se puede apreciar que el valor de Ej, para las esporas de T. harzianum es menor a
la mitad de estas energias de inactivacion de muerte celular y, por lo tanto mucho mas sensibles

al estrés térmico.
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Tabla 6.2. Energias de inactivacion térmica de algunos compuestos y microorganismos (Perry y
Green, 1997).

Energia de inactivacion (cal mol™)

Acido félico 16,800
Alcohol d-Pantotenilico 21,000
Cianocobalamina 23,100
Clorhidrato de tiamina 22,000
Bacillus stearothermophilus 67,700
Bacillus subtillis 76,000
Clostridium botulinum 82,000
Anaerobio putrefacto NCA 3679 72,400

Haciendo una comparacion entre la constante especifica de muerte térmica a 50°C de esporas de
Trichoderma harzianum y de esporas de B. stearothermophilus, se calculé el valor de la
constante especifica de muerte térmica a 50°C para las esporas de este ultimo, la cual fue
estimada en k = 1 x 10® min®. Este valor refleja la gran termorresistencia de B.
stearothermophilus a 50°C, comparada con el valor de k calculado para las esporas de T.

harzianum (0.07 min ), existiendo 6 6rdenes de magnitud de diferencia entre ellos.

Con el valor de k, se calculé el tiempo de reducciéon decimal (D) (Ec. 6.1), que es el tiempo
necesario para reducir a una décima parte la poblacion de células viables a una determinada

temperatura, a 50°C para esporas de T. harzianum.

N
In > =—kD (6.1)
N o)
-~ 2308 —=32.6 min
- 0.0707 min

Se obtuvo un valor muy bajo en comparacion con el valor D calculado para B.

stearothermophilus de 2.3 x 10% min.

Para poder explicar esta gran sensibilidad de las esporas a la temperatura, se podria proponer la
existencia de cambios a nivel intracelular y de pared celular cuando las células son producidas
en diferentes medios, lo cual haria a las células mas sensibles a diversos tipos de estrés
incluyendo el térmico. Mufioz et al. (1995) trabajando con esporas de T. harzianum producidas
en medio sélido y liquido, encontraron que las esporas producidas en medio liquido fueron mas
sensibles a la temperatura, la radiacion UV y otros tipos de estrés, ademas de tener una menor

vida de anaquel, que aquéllas producidas en medio solido. Lo anterior fue asumido a las
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diferencias en la morfologia entre estas esporas, donde las esporas producidas en medio liquido
presentaron una pared celular menos gruesa y mas organelos celulares (pudiéndose relacionar
con una actividad metabolica mayor), mientras que las esporas de medio solido tuvieron menos
organelos y una pared celular més gruesa. Montazeri y Greaves (2002) reportaron que esporas
de Colletotrichum sp. estan rodeadas por una matriz extracelular, la cual es a menudo soluble en
sistemas acuosos y sirve como proteccion a las esporas. Se cree que esta matriz protege a las
esporas de los efectos dafiinos de congelamiento, radiacion UV, fluctuaciones de humedad
relativa y desecacion (Louis y Cooke, 1985; Louis et al., 1988). Por lo tanto podria esperarse
que esporas de T. harzianum producidas en medio liquido no tuvieran una matriz semejante
(que es soluble en medio acuoso), lo cual es apoyado con microfotografias electronicas de
esporas de T. harzianum producidas en medio sélido, las cuales presentan un material
extracelular que les permite formar agrupamientos o racimos (Mufioz et al., 1995). Esto podria
explicar en parte la alta termosensibilidad de las esporas de T. harzianum producidas en medio

liquido.

Como varios autores reportan, existen ademas varios factores que intervienen en la sensibilidad
de los microorganismos, como son su resistencia intrinseca (Ei,) (Stephan y Zimmermann,
1998; Bayrock y Ingledew, 1997), la composicion del medio de crecimiento (Morgan et al.,
2006), la fase de crecimiento en la cual son cosechadas las células (Pedreschi et al., 1997), el
uso de agentes protectores durante el crecimiento o antes de secar (Morgan et al., 2006), el
almacenamiento de trehalosa durante el crecimiento (Plourde-Owobi et al., 2000), la actividad
de agua en el medio de produccion del microorganismo (Blaszyk et al., 1998) entre otros. Todos
ellos pueden afectar la sensibilidad a la temperatura de los propagulos aqui estudiados

(conidios).
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6.3 Estudio del efecto de la deshidratacion y de su velocidad sobre la viabilidad de

esporas de T. harzianum

6.3.1 Efecto de la deshidratacion sobre la viabilidad de las esporas

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 6.4, donde se expresa el porcentaje de
sobrevivencia de las esporas en funcién del grado de deshidratacion alcanzado cuando las
muestras se equilibraron a una determinada Aw. Las muestras se recuperaron después de 15 dias
de deshidratacion en los sistemas cerrados a 4°C en el rango de Aw de 0.125 a 0.760. Después
se determind el porcentaje de sobrevivencia con el cociente de las UFC g* de las muestras

deshidratadas y las UFC g™ de la muestra no deshidratada (dia cero).

100 - . a
90 a a a
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 ‘
0.99

0.125 0.353 0.591 0.76
Aw

% Sobrevivencia

Figura 6.4. Sobrevivencia en funcion de la deshidratacion en sistemas cerrados con sales
expresada como Aw a 4°C. Mismos subindices indican que no hay diferencia significativa entre
las muestras a una p = 0.05.

Como se puede apreciar en los resultados de la Figura 6.4 no hubo diferencia significativa en la
sobrevivencia de las células una vez que estas se deshidrataron al llegar a la Aw de equilibrio en
los sistemas cerrados después de 15 dias de deshidratacion. Esto, en un principio nos indicaba
que no existia algun efecto por la deshidratacion llevada en este caso a 4°C sobre la viabilidad
de las esporas. Sin embargo, muestras frescas se deshidrataron a vacio para observar si seguian

el mismo comportamiento.
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6.3.2 Efecto de la velocidad de deshidratacion sobre la viabilidad de las esporas

Por otra parte se evalud el efecto de la velocidad de deshidratacion sobre la sobrevivencia de las
células. Los resultados de la deshidratacion rapida, llevada a cabo a vacio a 4°C, son mostrados
en la Figura 6.5 donde el 100 % de sobrevivencia es representado por la muestra que no fue
deshidratada.

AUn asi, reduciendo el tiempo en el cual fue llevada la deshidratacion de 15 dias a 2 horas
aproximadamente, no hubo diferencia significativa en la sobrevivencia entre las distintas
muestras en el rango de Aw de 0.1 a 0.7 con respecto al control (no deshidratado) reafirmando
lo mostrado en la Figura 6.4. Solamente, se encontré diferencia significativa en la muestra
deshidratada hasta valores de Aw de 0.062 (3% humedad en base seca), el cual es muy bajo con
respecto al control y en donde muy probablemente se removié agua constitutiva de diversas
moléculas, pues el contenido de humedad estuvo por debajo del contenido de humedad de
monocapa (< 6 % b. s.), el cual se verd més adelante, lo que caus6 un mayor decremento en la
sobrevivencia. En general en el rango de Aw de 0.1 a 0.7 (5-23% humedad b.s.) no se
observaron cambios drasticos en la sobrevivencia de las esporas como se esperaba debido sélo a

la deshidratacion.
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Figura 6.5. Sobrevivencia en funcion de la deshidratacién a vacio expresada como Aw a 4°C.
Mismos subindices indican que no hay diferencia significativa entre las muestras a una p = 0.05.

Para constatar que en realidad las células sometidas a deshidratacion por vacio no sufrieron

dafio en su estructura y membrana, se obtuvieron micrografias electronicas de las esporas
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deshidratadas a Aw’s de 0.11, 0.50 y 0.75 y se compararon con una muestra control que no fue
deshidratada. Las imagenes se muestran en la Figura 6.6.

Figura 6.6. Micrografias electronicas de esporas deshidratadas a vacio a distintas Aw a 4°C
(7x10° veces de aumento). A) Muestra sin deshidratar (Aw 0.99); B) muestra a Aw 0.11; C)
muestra a Aw 0.5 y D) muestra a Aw 0.72.

Como puede apreciarse en las imagenes de la Figura 6.6, no existen evidentes diferencias en la
forma e integridad de la membrana entre las esporas deshidratadas a las distintas Aw vy la
muestra no deshidratada, ademéas de que no hubo colapso ni ruptura en ellas, lo que concuerda
con el elevado porcentaje de sobrevivencia mostrado en la Figura 6.5, dado que las células no
sufrieron dafio al deshidratarse y fueron capaces de germinar cuando fueron sembradas. Por lo
que al parecer la deshidratacion, no tiene un efecto considerable sobre la viabilidad de las
esporas inmediatamente después de llevarse a cabo, en el rango de Aw de 0.1 a 0.7, cuando el
contenido de humedad en base seca estuvo de 5 a 23%. Sin embargo, al deshidratar a contenidos
de humedad o Aw mas bajos es posible que la disminucion de la sobrevivencia sea producto del

dafio a macromoléculas como proteinas, DNA vy lipidos de membrana.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Hong et al. (2000), quienes reportan que
esporas de Metarhizium flavoviride al secarse con aire de forma rapida (20°C/17 horas, 0.1 de
Aw y 20% de humedad en las esporas) y de forma lenta (27°C/5 dias, Aw de 0.5y 27% de
humedad en las esporas) disminuyeron su sobrevivencia sélo en un 10%, no observando un gran
efecto sobre la sobrevivencia independientemente de la velocidad de deshidratacion. Sin
embargo, cuando almacenaron ambas muestras por 14 dias a 50°C y 8.1% de contenido de

humedad (previamente ajustadas a esta humedad), ellos observaron que la sobrevivencia fue
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mayor cuando las esporas fueron deshidratadas lentamente, determinando el efecto benéfico del

secado a una velocidad lenta para una larga vida de anaquel en las esporas.

En contraparte, Bayrock y Ingledew (1997) sometieron a S. cerevisiae a secado por lecho
fluidizado a 40°C, obteniendo un 10% de sobrevivencia al final del proceso, conociendo
previamente por experimentos en bafio térmico, que a esta temperatura las levaduras no sufrian
reduccion en su viabilidad. Al secar las muestras, observaron que sélo cuando éstas alcanzaron
<15% de humedad decrecid la viabilidad ain aumentando las temperaturas de secado de 40°C a
80°C, por lo que propusieron que el mecanismo principal de dafio celular durante el secado por

lecho fluidizado de estas levaduras era el grado de deshidratacion que alcanzaron las muestras.

Lo encontrado por nosotros podria deberse a que en este experimento se usaron células frescas,
mientras que en el trabajo de ellos se usaron muestras comerciales, tratadas y almacenadas por
un tiempo, por lo que la cantidad de carbohidratos de reserva como trehalosa o sacarosa en estas
muestras pudieron ser agotados y no tener el efecto protector antes mencionado. Ademas la
temperatura a la que se efectuaron los experimentos por ellos fue arriba de 40°C, mientras que

nosotros realizamos la deshidratacion a 4°C, para limitar cualquier dafio por temperatura.

Por otro lado, Pedreschi y Aguilera (1997) reportaron una pérdida de sobrevivencia de esporas
de T. harzianum del 37% con respecto a la inicial, cuando las esporas se deshidrataron con silica
gel hasta una Aw de 0.03 a temperatura ambiente. Esto contrasta con la pérdida de
sobrevivencia del 20% obtenida en este estudio. Probablemente a que ellos alcanzaron una
mayor deshidratacion y un contenido de humedad de casi 0%, sin embargo, la sobrevivencia de
las esporas obtenida por ellos después de deshidratar hasta Aw de 0.03 no fue drasticamente
disminuida, como se esperaria si la deshidratacion tuviera un gran impacto sobre la viabilidad

de estas esporas.

En operaciones donde el agua es removida rapidamente de sistemas bioldgicos, como es el caso
de secado por aspersion (segundos), es muy probable que las células de diversos organismos no
cuenten con mecanismos que sean capaces de proteger a la célula de la deshidratacién o que el
tiempo requerido para activar estos mecanismos sea mayor al tiempo en que sucede la
deshidratacion y asi el dafio causado por esta sea mayor e irreversible, no asi cuando las células
son deshidratadas a velocidades moderadas o lentas que les permitirian activar dichos
mecanismos de defensa a dafio por deshidratacion y mantener su integridad celular y una

elevada viabilidad después de la deshidratacion.
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Con respecto a lo anterior, aunque los sistemas biol6gicos descritos a continuacion no sean
esporas de hongos, se esperaria que en general organismos anhidrobidticos tuvieran
mecanismos en comun para disminuir los dafios por deshidratacion. Por ejemplo, Crowe y
Crowe (1982) observaron que nematodos (Aphelenchus avenae) en estado de anhidrobiosis
asumian una morfologia caracteristica en forma de espiral que los hacia sobrevivir a la
deshidratacion cuando esta se llevaba a cabo lentamente, pero cuando eran deshidratados de
manera rapida, ellos no asumian la morfologia de espiral y eran poco resistentes a la
deshidratacion. Ellos propusieron que existen mecanismos dependientes del tiempo de
adaptacion a la eliminacion de agua en estos organismos, como la produccion de trehalosa

principalmente, los cuales les permiten sobrevivir a la deshidratacion.

En el caso de plantas, se ha visto que los mecanismos de proteccion en contra del dafio por
desecacién en angiospermas son complejos y varian entre especies. Estos incluyen: la
produccién de proteinas, azlcares y varios solutos compatibles, los cuales mantienen la
integridad de macromoléculas y membranas; la produccién de antioxidantes para minimizar el
dafio por radicales libres; reorganizacién subcelular, tales como el plegado de paredes celulares
y el reemplazo de agua dentro de vacuolas, para minimizar dafios mecanicos asociados con
pérdida de turgor. Estos mecanismos de proteccién son generalmente inducidos durante el
secado y ha sido sugerido que el tiempo tomado para su induccion y establecimiento evita la

sobrevivencia cuando se lleva a cabo el secado en forma rapida (Farrant et al., 1999).

6.4 Secado por aspersion de esporas de T. harzianum

En otro experimento llevado a cabo para poder determinar los efectos tanto de la deshidratacién
y la temperatura durante el secado, se secaron por aspersion suspensiones de esporas al 3% en

peso con las condiciones descritas anteriormente.

La sobrevivencia de las esporas utilizando una temperatura de entrada (Te) de 120°C, aun con
una temperatura de aire salida (Ts) de 50°C, fue cercana a 0%, no asi cuando se utilizaron Te"s
de 100°C y 80°C donde la sobrevivencia a pesar de disminuir fue superior, alcanzandose
porcentajes de sobrevivencia de hasta el 12% y 25% respectivamente cuando la Ts fue de 50°C,
s6lo cuando la Ts>70°C a una Te de 100°C la sobrevivencia cayé cerca del 0%. Debido a las
condiciones de operacion del equipo a la Te de 80°C sélo se evaluaron dos temperaturas de
salida, no pudiendo evaluar la viabilidad a temperaturas mayores a 60°C debido a que los flujos
de alimentacion al secador eran muy pequefios y la recuperacion final del polvo deshidratado
muy baja. La Figura 6.7 muestra la sobrevivencia en funcion de la Ts cuando la Te fue de
120°C, 100°C y 80 °C.
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Figura 6.7. Sobrevivencia de muestras secadas por aspersion a una Te de 120°C, 100°C y 80°C
en funcién de la Ts. Los nameros en los simbolos son los valores de Aw de las muestras a la
salida del secador.

Como se muestra en la Figura 6.7 la sobrevivencia fue funcion aparentemente solo de Te y Ts,
ya que la Aw de todas las muestras no cambid considerablemente permaneciendo en el rango de
0.16 a 0.26. En cambio, la sobrevivencia de las muestras si fue marcadamente alterada conforme
aumentd la temperatura de entrada y salida del secador. Por ejemplo, las muestras secadas a una
Te de 120°C y 100°C presentaron valores similares de Aw al salir del secador a una Ts de 50°C,

sin embargo, la sobrevivencia entre ellas fue diferente en casi un orden de magnitud.

Con lo anterior se puede notar un mayor efecto de la temperatura sobre la viabilidad de las
esporas mas que por la deshidratacion, apoyado por los resultados obtenidos en las pruebas de
deshidratacion (Figuras 6.4 y 6.5) y las micrografias de la Figura 6.6, pues a valores de Aw de
0.1 y 0.3 la pérdida de viabilidad en las esporas no fue significativa, por lo que al secar por
aspersion nos reafirma la gran sensibilidad de las esporas a la temperatura y posiblemente el

menor dafio que conlleva la deshidratacion.

El dafio causado durante el secado por aspersion en las esporas puede ser dirigido
principalmente a membranas y proteinas, no permitiendo la reparacion del dafio y la
consecuente incapacidad para germinar. Lo anterior es apoyado por resultados dentro de
nuestro grupo al secar esporas de T. harzianum con el uso de soportes, cuya forma y estructura
celular es considerablemente alterada por compactamiento y deformacion en la membrana
acompafiado de una baja viabilidad (Figura 6.8). La deformacion que se observa en las

membranas de las esporas puede ser debida a la velocidad de remocién de agua y a la falta de
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interaccion de otras moléculas con fosfolipidos y proteinas de membrana reemplazando las
moléculas de agua, lo que originaria un compactamiento y alteracién de la membrana celular,
como han propuesto Crowe et al. (1992), ademéas del dafio causado por la temperatura a
moléculas como proteinas, desnaturalizandolas y cambiando sus conformaciones en la

membrana.

|

Figura 6.8. Micrografias electronicas de esporas de T. harzianum secadas por aspersion con
fécula de maiz como soporte, aumento: 7x10°. A) Te = 120°C ; B) Te = 150°C ambas a un flujo
de 150 mL min™,

Lo anterior concuerda con Ananta et al. (2005), quienes demostraron que la muerte celular de
Lactobacillus rhamnosus secado por aspersion, usando leche en polvo como soporte, fue
causada principalmente por dafio a la membrana celular, evaluado por citometria de flujo,
utilizando diacetato de carboxifluoresceina y ioduro de propidio, y que el grado de
desintegracion membranal increment progresivamente cuando la temperatura de aire de salida
incrementd, lo que concuerda con estudios previos que reflejan que dafios en la membrana son

los responsables de muerte celular durante el secado (Teixeira et al., 1995).

En varios estudios de secado por aspersion mencionados anteriormente, se puede observar que
este método de secado es uno de los mas dafiinos, en comparacion de otros, debido a las altas
temperaturas utilizadas en el proceso. Haciendo una comparacion de los tres métodos de secado
méas ampliamente usados en la industria (Morgan et al., 2006), la Tabla 6.3 muestra el efecto de
estos métodos de secado y sus condiciones de operacion sobre la viabilidad de conidios de

hongos utilizados como agentes de control biolégico.
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Tabla 6.3. Comparacion entre los principales métodos de secado utilizados para preservar
esporas de hongos.

Microorganismo Secado por Secado en lecho Liofilizacion
(conidios) aspersion fluidizado
Epicoccumm nigrum * Vi < 10%, con agentes Vi: 100%, sin agentes Vi: 100%, con leche en
protectores protectores polvo como protector y
Te =150°C T = 30-40°C 80% sin protectores
Ts =80°C t =20 min. Congelamiento: -20
Flujo = 200 mL min™ °C/24 h
Sublimacion: -80°C, 1.5
kg, 24 h
Penicillium oxalicum? Vi < 20%, con agentes Vi: 100%, sin agentes Vi: 100% con agentes
protectores protectores protectores y 63% sin
Te =150°C T = 30-40°C protectores
Ts > 80°C t=20min Congelamiento: -20
Flujo = 200 mL min™ °C/24 h
Sublimacion: -80 °C,
15kg, 24 h
Beauveria brongniarti > Vi: 37%, con agentes T =60-80°C Vi: 68 %, con agentes
protectores t =6 min. protectores
Te =80°C Vi (60 °C) = 16 % Congelamiento: -80
Ts =53°C Vi (80°C) =9 % °C/24 h
Flujo = 2.3 mL min™ Sublimacién: ~ -35°C,
0.09 mbar, 20 h
Metarhizium Vi: 35 % con agentes T =60-80°C Vi: 4%, con agentes
anisopliae® protectores t=6min. protectores
Te=80°C Vi (60°C) = 12% Congelamiento: -80
Ts=53°C Vi (80°C) = 5% °C/24 h
Flujo = 2.3 mL min™* Sublimacion: ~ -35°C,

0.09 mbar, 20 h

Fuente: 1) Larena et al., 2003 (a) ; 2) Larena et al., 2003 (b); 3) Horaczek y Viernstein, 2004.Vi:
viabilidad (comparada con el control sin deshidratar), Te: temperatura de entrada, Ts: temperatura de
salida, t: tiempo.

Como se muestra en la Tabla 6.3, el secado por aspersion es el método que reduce mas la
viabilidad de microorganismos, aun usando agentes protectores, principalmente por el uso de
altas temperaturas de proceso, no asi el secado por lecho fluidizado o la liofilizacion los cuales

usan temperaturas mas bajas y congelacion respectivamente.

El secado por lecho fluidizado se presenta como una buena opcion para la deshidratacion y
conservacion de microorganismos por las altas viabilidades que se obtienen después de secar,
aln sin usar agentes protectores, ademas de que permite el uso de bajas temperaturas de proceso
reduciendo el dafio por temperatura; sin embargo, se han hecho pocos estudios con respecto a
este método de secado en microorganismos (Morgan et al., 2006). Por otro lado, aunque con la
liofilizacion se obtienen altas viabilidades con el uso de agentes protectores, ésta es mas costosa

y consume mas tiempo que los otros métodos.
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6.5 Isotermas de desorcion de esporas de T. harzianum a diferentes temperaturas

Las isotermas de desorcion de las esporas se construyeron una vez que las esporas se
deshidrataron en los sistemas cerrados (soluciones de sales) hasta alcanzar la humedad en
equilibrio con la Aw correspondiente a 4°C y 25°C. Las metodologias para determinar la Aw y
el contenido de agua de las muestras fueron explicadas anteriormente. Las isotermas se
construyeron en el rango de Aw de 0.11 a 0.99. Sélo el rango de Aw de 0.1 a 0.76 se muestra en

la Figura 6.9 para una mejor visualizacién.
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Figura 6.9. Isotermas de desorcion de esporas de T. harzianum a 4°C y 25°C. El contenido de
humedad esta expresado por gramo de sélido seco (g s.s.).

6.5.1 Determinacion del valor de humedad de monocapa de esporas de T.

harzianum

Para obtener el valor de humedad de monocapa (Xo) de las esporas de T. harzianum, que en
teoria representa el contenido de humedad Optimo de almacenamiento, se utilizaron 3
ecuaciones para estimar este valor. El valor de la monocapa para las muestras de esporas
almacenadas a 4°C y 25°C se calculd con las ecuaciones de BET, GAB y Caurie como fue
explicado previamente. Debido al rango limitante de la ecuacién de BET (Aw 0.05-0.5), para
ambas isotermas (4°C y 25°C) se tomaron los datos hasta los valores de Aw de 0.5. Ambas

rectas se muestran en la Figura 6.10.
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Figura 6.10. Gréafico de Aw/(1-Aw)X en funcion de Aw que representa la ecuacion de BET
linealizada para el calculo de la humedad de monocapa (Xo) y la constante C.

De la ecuacién de BET se pueden calcular los valores de la humedad de monocapa (Xo) y de la
constante C conociendo los valores de la pendiente y ordenada al origen de las rectas de la
Figura 6.10. Los valores de Xo y C para muestras almacenadas a 4°C y 25°C calculados por la

ecuacién de BET se muestran en la Tabla 6.4.

Tabla 6.4. Valores calculados de monocapa (Xo) y la constante C utilizando la ecuacién de
BET a 4°C y 25°C.

Temperatura (°C) Xo (g aguag's.s.)
4 0.066 £ 0.002 21.9
25 0.061 = 0.004 15.7

Utilizando el modelo de GAB, que permite manejar un rango mas amplio de datos de Aw (0.05
a 0.95), se construyeron los gréaficos con los datos experimentales de las isotermas de desorcion
a 4°Cy 25°C (Figura 6.11) incluyendo los datos de humedad de esporas frescas con Aw = 0.99,

los cuales se ajustaron bien a esta ecuacion a pesar del rango de Aw que esta permite.
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Figura 6.11. Grafico de Aw/X en funcién de Aw que representa la ecuacion de GAB para el
calculo del valor de monocapa (Xo) y las constantes C y k.

De las ecuaciones polindmicas de segundo grado ajustadas de los gréficos de la Figura 6.11 se
calculan los valores de Xo, C y k resolviendo las ecuaciones numéricamenete o utilizando las
igualdades dadas por Timmermann et al. (2001). La Tabla 6.5 muestra los valores calculados

de Xo, Cy k para muestras almacenadas a 4°C y 25°C, segun la ecuacion de GAB.

Tabla 6.5. Valores calculados de monocapa (Xo) y las constantes C y k utilizando la ecuacién
de GAB a 4°C y 25°C.

Temperatura  Xo (gaguag*

(°C) S.S.)
4 0.072 £ 0.004 23.6 0.97
25 0.066 + 0.003 20.3 0.97

Utilizando ahora la ecuacion de Caurie linealizada, la cual permite utilizar un rango de datos de
Aw de 0 a 0.85, se crearon los graficos con datos experimentales de las isotermas de desorcion a
4°C y 25°C solamente hasta valores de Aw de 0.75 (Figura 6.12). Con las regresiones lineales
de los graficos de la Figura 6.12 se calculd Xs, humedad de seguridad para el almacenamiento,

que es equivalente a Xo y la constante r (Apéndice 2).

59



Resultados y Discusion

35 - A4°C m25°C
3 i
y =-2.3% +3.2709
251 R? = 0.9999
— 21
X
) y =-2.2235x + 3.1548
£15] R? =0.9983
14 1 1
In —= —In(r) Aw
X 4.5Xs
0.5 |
0 ‘ ‘ ‘
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
Aw

Figura 6.12. Gréfico de In 1/X en funcién de Aw que representa la ecuacion de Caurie para el
calculo del valor de la humedad de seguridad (Xs) y la constante r.

Los valores de Xs y r para las muestras almacenadas a 4°C y 25°C se muestran en la Tabla 6.6.

Tabla 6.6. Valores calculados de humedad de seguridad (Xs) y la constante r utilizando la
ecuacién de Caurie a 4°C y 25°C.

4 0.070 + 0.002 0.108
25 0.068 + 0.001 0.100

Los valores de la monocapa para esporas de T. harzianum obtenidos por las ecuaciones de BET,
GAB y Caurie son muy semejantes (6-7% de humedad b.s.) y se encuentran en el rango del 5%
a 10% de humedad de monocapa para muchos alimentos y proteinas. El valor obtenido de
humedad de monocapa por la ecuacién de GAB fue considerado como una mejor aproximacion
porque fue el modelo que mejor se ajustd a los valores experimentales de las isotermas de
desorcion en el rango de Aw experimental de 0.1-0.99 (Apéndice 3). Este valor de monocapa

obtenido por la ecuacion de GAB se correlacionara con los siguientes resultados.

6.6 Efecto de la Aw y temperatura de almacenamiento sobre la vida de anaquel de

las esporas

Las muestras una vez deshidratadas a la Aw de equilibrio en los sistemas cerrados a 4°C,

siguieron almacenadas en dichos sistemas para observar el efecto de la Aw y la temperatura
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(4°C y 25°C) durante el almacenamiento, siguiendo la evolucion de la viabilidad cada mes. Cabe
aclarar que las muestras almacenadas a 25°C primero fueron deshidratadas a la Aw
correspondiente a 4°C y después almacenadas a 25°C, para disminuir el efecto de la temperatura
y riesgos de contaminacion durante la deshidratacion.

Los resultados del efecto de la Aw y la temperatura (4°C y 25°C) sobre la vida de anaquel de las

esporas de T. harzianum a 75 dias se muestran en las Figuras 6.13 y 6.14 respectivamente.
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Figura 6.13. Efecto de la Aw sobre la vida de anaquel de muestras almacenadas a 4°C. Mismos
subindices indican que no hay diferencia significativa entre las muestras a una p = 0.05.

Las muestras almacenadas a 4°C a diferentes Aw por 75 dias presentaron una disminucion
significativa de la viabilidad, expresada como porcentaje de sobrevivencia, a valores de Aw de
0.12, 0.35 y 0.76, comparadas con la muestra almacenada a Aw de 0.59. Las muestras
almacenadas a 25°C mostraron una tendencia similar a las de 4°C pero con un méaximo de

sobrevivencia a una Aw de 0.32 (Figura 6.14).

Comparando la sobreviencia de las muestras a las dos temperaturas de almacenamiento puede
observarse también que una sobrevivencia méaxima del 82% fue mantenida cuando las células
fueron almacenadas a 4°C a una Aw de 0.59 y que la sobrevivencia maxima a 25°C (60%) fue

obtenida cuando las células fueron almacenadas a una Aw de 0.32.
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Figura 6.14. Efecto de la Aw sobre la vida de anaquel de muestras almacenadas a 25°C.
Mismaos subindices indican que no hay diferencia significativa entre las muestras a una p = 0.05.

Obteniendo las pendientes de los graficos anteriores a cada una de las Aw’s de almacenamiento
pueden estimarse las velocidades de pérdida de sobrevivencia para cada Aw y temperatura de
almacenamiento, las cuales se muestran en la Figura 6.15. En esta figura se puede apreciar
mejor la pérdida de viabilidad bajo las condiciones de almacenamiento (temperatura y Aw), en
las cuales se observa una velocidad de muerte mayor cuando la Aw de almacenamiento se
encuentra en valores de Aw de 0.1 6 0.7 y cuando la temperatura de almacenamiento es de
25°C.
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Figura 6.15. Pérdida de sobrevivencia por dia en funcion de la Aw de almacenamiento a 4°C y
25°C. Mismos subindices indican que no hay diferencia significativa a una p= 0.05.
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Nuestros resultados concuerdan con Elzein et al. (2004) quienes estudiaron, en formulaciones
en forma de granulos, los efectos de la temperatura, tamafio de granulo y actividad de agua
sobre la viabilidad de propagulos (conidios) desarrollados en una formulacién denominada
“Pesta” de Fusarium oxysporum (un potencial micoherbicida) durante el almacenamiento. Ellos
encontraron, en muestras formuladas y almacenadas a tres distintas Aw de almacenamiento
(0.12, 0.41 y 0.62) y a dos distintas temperaturas (4 y 25°C), una elevada vida de anaquel
cuando las células fueron almacenadas a una Aw de 0.12 a 25°C; mientras que a 4°C se retuvo
una elevada viabilidad cuando fueron almacenadas a una Aw de 0.62, siendo mayor esta
viabilidad que la obtenida a 25°C, concluyendo que la temperatura fue el mas importante factor

abiotico que afectd la vida de anaquel de este formulado.

Montazeri y Greaves (2002) demostraron que las mejores condiciones de almacenamiento para
conidios de Colletotricum truncatum fueron una Aw de 0.15 y 15°C utilizando varias
temperaturas (15, 5y -10 °C) y después de 115 dias de almacenamiento, siendo el porcentaje de
germinacion del 91 %. Cuando la Aw fue cambiada a 0.3 manteniendo la temperatura a 15 °C,

el porcentaje de germinacion disminuy¢ drasticamente hasta casi el 0%.

También, se ha determinado que una humedad relativa del 11% es la éptima para preservar
muestras deshidratadas de Lactobacillus rhamnosus a temperatura ambiente (25°C 6 37 °C),
siendo la pérdida de viabilidad mayor a la mas alta temperatura como es esperado (Ananta et al.,
2005).

Magalhaes y Boucias (2004) almacenaron durante 135y 176 dias conidios de M. anisopliae en
una cadmara de secado con una Aw de 0.05 a temperatura ambiente y observaron que la
viabilidad decreci6 a un 72.5 y 28.5% respectivamente, en contraste con conidios frescos
mantenidos en bolsas de plastico selladas a temperatura ambiente por 52 dias, los cuales fueron
inactivos (<10 % de viabilidad). Ellos observaron el mismo fendmeno que nosotros, es decir,
utilizando Aw’s de almacenamiento bajas es posible prolongar la vida de anaquel de conidios a

temperatura ambiente 0 mayor a ésta.

El hecho de que en éste estudio con esporas de T. harzianum, la mejor Aw de almacenamiento,
a temperatura ambiente (25°C), sea de 0.328 con una correspondiente humedad de 0.081 g agua
g’ s.s. se relaciona con el valor de monocapa calculado por la ecuacién de GAB a 25°C
(0.066 g agua g™ s.s.). Como es reportado por varios autores, muchos productos biolgicos son
muy estables cuando estos se almacenan con una humedad igual al valor de monocapa. En este
caso la humedad de las muestras estuvo ligeramente arriba del valor de monocapa (1.2 valores

de monocapa) y podria asumirse que tal estabilidad es alcanzada por el efecto protector de la
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monocapa, la cual evita reacciones enzimaticas, de Maillard y de oxidacion en sistemas
bioldgicos (Fennema, 1996). Asi, para esta temperatura de almacenamiento (25°C) la Aw
Optima seria de 0.24 (Aw de la monocapa) o también se podria expresar en términos de

humedad de monocapa (0.066 g agua g™ s.s.).

En el caso de las muestras almacenadas a 4°C donde la mejor Aw de almacenamiento fue de
0.59 (0.155 g agua g™ s.s.) y el valor de monocapa determinado por GAB fue 0.072 g agua g™
s.s. (Aw de 0.23), la mejor estabilidad biologica se obtuvo en este caso al doble del valor de la
monocapa (2.15 valores de monocapa). En este Ultimo caso, donde la mayor estabilidad se
obtuvo a mayores valores de Aw y monocapa, pudo deberse al efecto de la temperatura (4°C)
donde mas moléculas de agua pueden ser adsorbidas alrededor de grupos hidrofilicos de
carbohidratros y proteinas al tener méas capacidad de ligar moléculas de agua a bajas
temperaturas (Jayaraj et al., 2006), sin promover dafios enzimaticos o por difusién de moléculas
reactivas debido a la limitacion de movimiento molecular a esta temperatura. Como es
propuesto por algunos autores, existe una reduccién en adsorcion de moléculas de agua en
péptidos con un incremento de temperatura debido a una reduccion en la exposicién de grupos
polares (Jayaraj et al., 2006). También Mihoubi y Bellagi (2006) reportan que una reduccién en
el nimero de grupos polares en biomoléculas es observado debido a cambios fisicos y quimicos

inducidos por temperatura.

La mayor humedad de almacenamiento encontrada para estas esporas a 4°C puede explicarse,
por la mayor cantidad de agua que puede ser adsorbida a bajas temperaturas por los efectos que
se mencionaron antes. Por lo que las células almacenadas a 4°C fueron capaces de adsorber una
mayor cantidad de agua que la predicha por la monocapa y mantener una alta viabilidad, ain a
contenidos de humedad elevados (0.155 g agua g™ s.s.) restringiendo la movilidad molecular a
estos contenidos de humedad por el efecto de la temperatura, inhibiendo seguramente muchas
reacciones que pudieran causar dafio a las mismas. Este mismo comportamiento se ha reportado
en los casos mencionados anteriormente por Elzein et al. (2004) y por Magalhaes y Boucias
(2004) en conidios pero sin relacionarlo con valores de humedad de monocapa. También en
semillas y polen deshidratados; por ejemplo, Buitink et al. (1998) reportaron que el contenido
optimo de humedad para el almacenamiento de semillas y polen incrementa al disminuir la
temperatura en un rango de prueba de 45°C a -5°C, también mostraron que la minima movilidad
molecular y la méaxima estabilidad durante el almacenamiento de estas muestras ocurrié en un
contenido de humedad casi igual en el mismo rango de temperaturas, por lo que es posible

almacenar muestras con contenidos de humedad mayores a baja temperatura.
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Otra teoria que nos ayudaria a explicar este comportamiento es la teoria de la transicion vitrea,
que aunque la temperatura de transicion vitrea (Tg) de las esporas no fue determinada, es muy
probable que la formacién del estado vitreo tenga alguna contribucion en la conservacion de
estas células. Recordando los diagramas de fase de distintas moléculas (Figura 2.6) y siendo los
carbohidratos y proteinas los que se acumulan en altas concentraciones en el citoplasma
principalmente, podria esperarse que la Tg del citoplasma tenga un comportamiento semejante a
la Tg de estas moléculas, teniendo un decaimiento exponencial cuando la cantidad de agua
aumenta. Asi, dependiendo de la temperatura y de la humedad relativa (Aw) de almacenamiento
se puede alcanzar el estado vitreo. Por la razon anterior cuando las células fueron almacenadas a
4°C es probable que pudieran estar en el estado vitreo a una mayor Aw (en este caso de 0.59)
que las muestras a 25°C. En cambio cuando las células fueron almacenadas a 25°C, la Aw
Optima a esta temperatura, forzosamente tuvo que disminuir (segun los diagramas de fase) para

poder encontrarse en el estado vitreo, en este caso a Aw de 0.328.

Con lo anterior podria explicarse la gran disminucién de la viabilidad de las muestras
almacenadas a 25°C y a Aw de 0.75, donde muy probablemente no se logrd estar en el estado
vitreo, ademas de haber una gran movilidad molecular y por lo tanto una mayor actividad

metabolica debido al alto contenido de humedad y temperatura.

La observacion de que las muestras a cualquier temperatura (4°C 6 25°C) a la Aw de
almacenamiento de 0.1 tengan las mayores velocidades de muerte, es por el grado de
deshidratacion alcanzado, 0.055 g agua g™ s.s. y 0.049 g agua g s.s. respectivamente, los cuales
estuvieron por debajo del valor de la monocapa estimado por la ecuacion de GAB (0.072 y
0.066 g agua g~ s.s. respectivamente), y como es mencionado por varios autores, una menor
estabilidad bioldgica es alcanzada al estar por debajo del valor de humedad de monocapa. Esta
interpretacion es apoyada por la observacion que proteinas secadas a contenidos de agua abajo
del 5-8% en base seca son desestabilizadas aun en cristales de carbohidratos (Bell et al., 1995).
Abajo del contenido de humedad de monocapa la oxidacion de macromoléculas se encuentra
entre las reacciones mas comunes llevadas en sistemas biolégicos y se mostrara mas adelante su
gran influencia en la viabilidad de las esporas. Buitink y Leprince (2004) han propuesto que a
bajos contenidos de agua, moléculas como el oxigeno y radicales libres pueden difundir con
méas libertad a pesar de la presencia del estado vitreo, promoviéndose la oxidacion de

macromoléculas.
Otra causa que conlleva a la disminucion de la viabilidad de microorganismos almacenados a
baja Aw es el dafio al DNA. Por ejemplo, Dose et al. (1992) observaron, usando electroforesis

en geles de poliacrilamida y agarosa, que el DNA de esporas de B. subtillis expuestas a una Aw
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cercana a 0 en una cdmara de vacio fue dafiado después de 3 semanas a estas condiciones, no
siendo alterado el DNA cuando fueron expuestas al aire a una humedad relativa del 70 % (Aw
0.7) en el mismo tiempo. Ellos concluyeron que la deshidratacion extrema (Aw cercana a 0)
puede conducir a una acumulacion de lesiones en el DNA. Aunque algunos sistemas celulares,
particularmente en anhidrobiotas, parecen ser capaces de reparar estas lesiones durante
prolongadas exposiciones a vacio (por meses), lesiones adicionales al DNA, por ejemplo por
radiaciones, pueden finalmente disminuir estos sistemas de reparacion y permitir un decremento

en la viabilidad de las células (Dose et al., 1992).

6.7 Oxidacion de lipidos durante el almacenamiento de esporas de T. harzianum

6.7.1 Determinacion de oxidacion de lipidos en muestras almacenadas a distintas
Aw a 4°C

Después de hacer las determinaciones de viabilidad en las muestras almacenadas a 4°C a
diferentes tiempos, a esas mismas muestras se les determinaron las concentraciones especificas
de ERO y MDA. La concentracién por gramo de espora de ERO en funcién de la Aw y tiempo
de almacenamiento a 4°C se muestra en la Figura 6.16. La concentracion especifica de ERO en

muestras antes de deshidratar fue de 2.5 pm ERO g™ de espora.

20 - d

m15d. O030d. m45d. m75d.
18 -
16 -
14 4 c

12 4

10 - b b

pm ERO /g

gw hw
6 1 wag ag wag

0.125 0.353 Aw 0.591 0.76

Figura 6.16. Concentraciones especificas de ERO en funcion de la Aw y tiempo de
almacenamiento a 4°C. Mismos subindices indican que no hay diferencia significativa entre las
muestras a una p = 0.05.
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Los resultados de la Figura 6.16 muestran como a valores bajos de Aw de almacenamiento
(0.125) se genera una mayor concentracion especifica de ERO conforme pasa el tiempo y, por
lo tanto, una probable mayor oxidacion de lipidos celulares, disminuyendo conforme la Aw de
almacenamiento aumenta. Cabe mencionar que después de la deshidratacion la concentracion de
ERO permaneci6 practicamente constante en todas las condiciones de deshidratacion desde la
Aw de 0.1 hasta la de 0.76, debido a que esta medicion refleja la concentracion de ERO en ese
instante, no un acumulado, porque las ERO tienen una vida media muy corta y reaccionan
rapidamente con otras moléculas. Asi, se puede observar una relacion inversa entre la Aw de

almacenamiento y la generacion de ERO.

La concentracion especifica de ERO de esporas frescas (antes de la deshidratacion) concuerda
con el resultado encontrado por Savoir y Largeteau (2004) utilizando esporas de Agaricus

bisporus cuya concentracion fue de 3 um H,0, g de espora.

Asi mismo, se determind la concentracion especifica de MDA que se muestra en funcién de la
Aw y el tiempo de almacenamiento a 4°C en la Figura 6.17. La concentracion especifica de

MDA en muestras antes de deshidratar fue de 0.0194 um MDA g™ de espora.
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Figura 6.17. Concentraciones especificas de MDA en funcion de la Aw y tiempo de
almacenamiento a 4°C. Mismos subindices indican que no hay diferencia significativa entre las
muestras a una p = 0.05.

Nuevamente se observa que las mayores concentraciones especificas de MDA se encuentran
cuando las células son almacenadas a la Aw mas baja (0.125) y que estas concentraciones

incrementan con el tiempo. Cuando las células son almacenadas en Aw mayores a 0.125, las
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concentraciones especificas de MDA fueron menores aunque no diferentes significativamente

entre si a los 75 dias.

Las concentraciones mayores obtenidas tanto de ERO como de MDA a la Aw de 0.125 podrian
correlacionarse con que estas células fueron deshidratadas hasta una humedad (0.055 g agua g™
s.s.) debajo del valor de la humedad de la monocapa (0.072 g agua g™ s.s.) haciéndose mas
vulnerables a dafio por oxidacion. Por lo que este aumento en ERO y MDA podria deberse a la
remocion de humedad de monocapa y a la mayor reactividad del oxigeno presente en las
células, aunado con una posible reduccion de la defensa antioxidante celular bajo estas
condiciones de almacenamiento. Lo anterior es apoyado por las evidencias que mencionan
Aguilera y Karel (1997) de que reacciones de oxidacion a nivel celular son aceleradas abajo del

valor de humedad de monocapa.

6.7.2 Determinacion de oxidacion de lipidos en muestras almacenadas a distintas
Aw a 25°C

Los resultados de las concentraciones especificas de ERO y MDA de las muestras almacenadas
a 25°C se muestran en las Figuras 6.18 y 6.19 respectivamente. En estas, se muestra una
tendencia similar a las almacenadas a 4°C, con la diferencia de que las concentraciones
especificas de ERO a los 75 dias no se pudieron cuantificar a las Aw’s de 0.11 y 0.75 debido a
que la técnica requiere de la presencia de esterasas para poder desesterificar la molécula y asi
ser oxidada a DCF que es fluorescente (Figura 5.1). Por lo tanto, al decrecer mucho la
viabilidad a los 75 dias a estas Aw (0.11 y 0.75) no fue posible determinar de manera real y
correcta las concentraciones de ERO, debido muy probablemente a la pérdida de actividad
esterasa intracelular de la célula por lisis celular (la cual fue vista) o desnaturalizacion de las
enzimas. Aun asi, puede apreciarse una relacion inversamente proporcional entre la Aw de

almacenamiento y la concentracion especifica de ERO conforme transcurre el tiempo.
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Figura 6.18. Concentraciones especificas de ERO en funcion de la Aw y tiempo de
almacenamiento a 25°C. Mismos subindices indican que no hay diferencia significativa entre las
muestras a una p = 0.05.

Las concentraciones especificas de MDA a 25°C también muestran una tendencia inversamente
proporcional con la Aw de almacenamiento, donde, a pesar de la baja viabilidad de las muestras

almacenadas a Aw de 0.11 y 0.75 pudieron ser cuantificadas estas concentraciones.
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Figura 6.19. Concentraciones especificas de MDA en funcion de la Aw y tiempo de
almacenamiento a 25°C. Mismos subindices indican que no hay diferencia significativa entre las
muestras a una p = 0.05.
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Como es visto, la generacion de MDA proveniente de la oxidacién de macromoléculas celulares
se promueve también a bajos valores de Aw durante el almacenamiento a 25°C, al igual que en
las muestras almacenadas a 4°C; con la diferencia de que a 4°C, aparentemente, se promueve
maés la oxidacién como lo indican las concentraciones mas elevadas de ERO y MDA a los
diferentes tiempos de prueba cuando se expresa por gramo de espora total. Estas observaciones
se podrian explicar probablemente a que la respuesta celular antioxidante (enzimatica y no
enzimatica) fuera mayor a 25°C que a 4°C, y por lo tanto a 25°C se encontraron menores

concentraciones de estas moléculas oxidantes.

Nuevamente, se observa a 25°C una generacién mayor de ERO y MDA cuando las células son
almacenadas a la Aw mas baja (0.11) que puede ser explicado nuevamente debido a la
eliminacion de agua hasta 0.049 g agua g™ s.s. por debajo del valor de monocapa (0.066 g agua
g' s.s.) a esta temperatura, dejando la superficie de las macromoléculas desprotegida y
facilitando la reaccién del oxigeno con éstas, por lo que ain si las células estuvieran en el estado
vitreo, debajo de ciertos contenidos de humedad, la proteccion que este estado pudiera conferir a

la célula con respecto a la reactividad del oxigeno seria limitada.

Existe evidencia de que especialmente bajo condiciones de déficit de agua en tejidos de plantas
intolerantes a la desecacion, radicales organicos son formados debido a la presencia de especies
reactivas de oxigeno (Oliver et al., 2002). Hoekstra et al. (2001) proponen, en el caso de una
reducida hidratacion, que cambios conformacionales causen disfuncién en enzimas de cadenas
transportadoras de electrones, lo cual conduce a la acumulacion de radicales libres y oxidacion

de lipidos, desnaturalizacion de proteinas y mutacién de DNA.

Por otro lado, existe la posibilidad de que no solamente sean las ERO quienes causen
desesterificacion de lipidos de membrana, sino que también algunas enzimas tengan alguna
contribucion y peso especifico en el deterioro de membranas en condiciones de anhidrobiosis.
Tal es el caso de enzimas, como las fosfolipasas A, y C, que en condiciones de bajo contenido
de humedad han demostrado tener actividad y contribuir en la liberacién de acidos grasos de
membrana (Oliver et al., 2002). La presencia de disacéridos, necesaria para la proteccion de la
estructura de la membrana, no inhibe la actividad enzimética de estas fosfolipasas, aunque
debido a los bajos contenidos de agua en células deshidratadas, la degradacion mediada por
radicales libres parece ser el mas probable candidato de la desesterificacion de lipidos (Crowe et
al., 2002).
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6.8 Vida de anaquel de las esporas en funcion de las concentraciones de ERO y
MDA a diferentes temperaturas

Para una mejor apreciacion del efecto de la oxidacion sobre la sobrevivencia de las esporas, en
las Figuras 6.20 y 6.21 se muestra la relacion que existe entre la sobrevivencia de las esporas y
las concentraciones de ERO y MDA por gramo de espora viable a las dos temperaturas (4°C y

25°C), después de 75 dias de almacenamiento.
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Figura 6.20. Sobrevivencia en funcion de la concentracion especifica de ERO a 4°C y 25°C
después de 75 dias de almacenamiento. Los nimeros a los lados de las figuras indican los
valores de Aw. Mismos subindices indican que no hay diferencia significativa entre las
muestras a una p = 0.05.

La Figura 6.20 muestra que en el caso de las muestras almacenadas a 4°C la concentracion de
ERO tiene una relacion inversamente proporcional con la Aw de almacenamiento, excepto a Aw
de 0.76. Existe también una relacion inversamente proporcional de la viabilidad de las muestras
con la concentracién de ERO para el rango de Aw de 0.12 a 0.59, excepto para la muestra
almacenada a una Aw de 0.76.

Para las muestras almacenadas a 25°C no se puede apreciar una relacion inversa entre la Aw de
almacenamiento y la concentracion de ERO tan clara como a 4°C en el rango de Aw de 0.11 a
0.53, sin embargo, con respecto a la sobrevivencia se aprecia una relacién inversa, obteniéndose

la menor sobrevivencia cuando la concentracion de ERO es la mayor y la Aw de
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almacenamiento es 0.11. Bajo estas condiciones se producen méas ERO vy, por lo tanto, se

esperaria mas estrés oxidativo y muerte celular.

La relacion entre la sobrevivencia y las concentraciones de MDA (Figura 6.21) a 4°C es
parecida a la relacion de ERO con la misma, una relacion inversamente proporcional en el rango
de Aw de 0.59 a 0.12 con excepcion de la muestra almacenada a Aw de 0.76 donde nuevamente
al parecer no solamente la oxidacion tiene un efecto sobre la viabilidad sino que seguramente
otras reacciones de naturaleza no oxidativa tienen lugar, afectando la sobrevivencia de las

celulas. Lo anterior es mejor visto con la misma muestra (Aw de 0.75) a 25°C.
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Figura 6.21. Sobrevivencia en funcion de la concentracion especifica de MDA a 4°C y 25°C
después de 75 dias de almacenamiento. Los nimeros a los lados de las figuras indican los
valores de Aw. Mismos subindices indican que no hay diferencia significativa entre las
muestras a una p = 0.05.

La sobrevivencia a 25°C muestra una relacion inversa con la concentracion de MDA de las
esporas obteniéndose la menor sobrevivencia cuando la concentracion de MDA fue la mayor, lo
que muestra la toxicidad de esta molécula en la célula. La relacion de la Aw de almacenamiento
y la concentracion de MDA no es clara dado que en el rango de Aw de 0.53 a 0.11 se creeria
que sigue una relacion inversa; sin embargo, esto no se cumple de la misma manera cuando se
relaciona la sobrevivencia con la concentracion de MDA porque cuando las muestras fueron
almacenadas a Aw de 0.53 se obtuvo la menor concentracién de MDA y no asi la mayor
sobrevivencia, mientras que a Aw de 0.75 la sobrevivencia fue muy baja y la concentracién de
MDA no fue elevada, lo que nos reafirma que a esta Aw (0.75) otros factores influyen en la

muerte celular ademas de la oxidacién de lipidos.
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6.9 Efecto de la Aw de deshidratacion y Aw y temperatura de almacenamiento
sobre la vida de anaquel de las esporas

Para observar el efecto conjunto que tiene la Aw de deshidratacion y de almacenamiento sobre
la viabilidad de las muestras y la oxidacion de lipidos, las muestras deshidratadas previamente a
una determinada Aw en sistemas cerrados a 4°C, fueron almacenadas a distintos valores de Aw
tanto a 4°C como a 25°C. Las Figuras 6.22 y 6.23 muestran los perfiles de sobrevivencia

después de 60 dias de almacenamiento en funcién de la Aw de deshidratacién y almacenamiento
a 4°C y 25°C respectivamente.
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Figura 6.22. Sobrevivencia en funcion de la Aw de deshidratacion y de almacenamiento a 4°C
después de 60 dias de almacenamiento. Mismos subindices indican que no hay diferencia
significativa entre las muestras a una p = 0.05.

La Figura 6.22 muestra que cuando las células son deshidratadas a una Aw de 0.59 y
almacenadas a Aw’s de 0.5 y 0.7 a 4°C tiene como resultado una mayor sobreviviencia. Cuando
son deshidratadas a Aw de 0.1 y almacenadas a Aw de 0.3 se presenta el mas bajo valor de
sobrevivencia, debido a la deshidratacién alcanzada, no mejorandose la sobrevivencia incluso
cuando la Aw de almacenamiento es 0.59. En general, los mayores porcentajes de sobrevivencia
se obtuvieron a una Aw de almacenamiento de 0.59 que, como se observé anteriormente, es la

Aw optima de almacenamiento probada a 4°C. En contraste, en la Figura 6.23 se observa que el

73



Resultados y Discusion

mayor valor de sobrevivencia a 25°C ocurre cuando las células son almacenadas a una Aw de

0.32, al parecer no importando la Aw de deshidratacion, cuando ésta fue de 0.35 a 0.76.

Como en los casos anteriores, estas diferencias entre las mejores condiciones de
almacenamiento, dependiendo la temperatura y Aw, pueden ser explicadas por efecto de la
humedad de monocapa y con la teoria de la transicion vitrea, las cuales se discutieron

anteriormente.

La Figura 6.23 muestra como una Aw de almacenamiento de 0.75 es perjudicial para las
células, independientemente del grado de deshidratacion alcanzado previamente (quiza por la
gran movilidad y difusién molecular dentro de la célula) y, que deshidratando las células a una
Aw de 0.12 decrece la sobrevivencia de las esporas aun si son almacenadas a la Aw de 0.32
(Aw OGptima para los demas grados de deshidratacién). Esto, probablemente debido al nivel de
deshidratacién alcanzado (0.0554 g agua g™ s.s.) y al dafio provocado por esta condicién que,

probablemente, durante el almacenamiento a Aw de 0.32 fue incapaz de reparar.
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Figura 6.23. Sobrevivencia en funcién de la Aw de deshidratacion y de almacenamiento a 25°C
después de 60 dias de almacenamiento. Mismos subindices indican que no hay diferencia
significativa entre las muestras a una p = 0.05.
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La Figura 6.24 muestra micrografias electronicas de muestras almacenadas a 25°C durante 60
dias a distintas Aw, donde se observaron claras diferencias en la sobrevivencia de las esporas
para tratar de explicar lo que pudo ocurrir bajo estas condiciones. En la Figura 6.24 se observa
como las muestras almacenadas a una Aw de 0.32, con la mayor sobrevivencia (B), conservaron
su forma e integridad de la membrana comparadas con la muestra fresca (A); mientras que las
células almacenadas a Aw de 0.52, con sobrevivencia intermedia (C), mostraron ligeras pero
apreciables diferencias en su forma y contorno, ademas de presentar una pared celular mas
delgada y una estructura interna desordenada comparada con la muestra fresca. Las células
almacenadas a 0.76 de Aw (D) tuvieron la mas baja sobrevivencia y mostraron una estructura
celular deformada presentando lisis celular o probablemente inicios de germinacién pero sin
desarrollo miceliar, lo que provocd la disminucion de la viabilidad, debido a la elevada
humedad de las muestras y la temperatura de almacenamiento (25°C), provocando una mayor

actividad intracelular.

Figura 6.24. Micrografias electronicas de esporas almacenadas por 60 dias a diferentes Aw a
25°C; con 7x10° veces de aumento. A) Muestra fresca (Aw 0.99); B) muestra almacenada a Aw
0.32; C) muestra almacenada a Aw 0.52 y D) muestra almacenada a Aw 0.75.
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6.10 Efecto de la Aw de deshidratacion y Aw y temperatura de almacenamiento en
la generacion de MDA en las esporas

A las muestras anteriores se les determind la concentracion especifica de MDA después de 60

dias de almacenamiento en funcién de la Aw de deshidratacion y almacenamiento a 4°C y 25°C
respectivamente.

La Figura 6.25 muestra como las concentraciones mas bajas de MDA se encuentran
principalmente cuando las células son almacenadas a valores de Aw de 0.59 a excepcién de
cuando estas mismas muestras fueron deshidratadas a Aw de 0.12 y, también cuando las células
son deshidratas a Aw de 0.76 y almacenadas a cualquier Aw, aungue la sobrevivencia en estas
muestras no sea la mas alta. Lo que se puede resaltar de este resultado es que cuando las células
son deshidratadas y mantenidas a una Aw de 0.76, la disminucién de la sobrevivencia en estas
muestras no es debida principalmente a la oxidacion, como seria el caso en las muestras

deshidratadas a una Aw de 0.12 y mantenidas a una Aw de 0.35, donde se tiene la mayor
concentracién de MDA y la menor sobrevivencia.
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Figura 6.25. Concentracion especifica de MDA en funcion de la Aw de deshidratacion y de
almacenamiento a 4°C después de 60 dias de almacenamiento. Mismos subindices indican que
no hay diferencia significativa entre las muestras a una p = 0.05.
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Las concentraciones de MDA obtenidas para las muestras almacenadas a 25°C (Figura 6.26)
muestran que la mayor concentracion de MDA se encuentra cuando las células son
deshidratadas y mantenidas a una Aw de 0.3, como se habia visto anteriormente. Con estos
resultados es dificil explicar tal comportamiento cuando las células son almacenadas a 25°C,
pues a las mas elevadas concentraciones de MDA se obtienen porcentajes de sobrevivencia
elevados. Sin embargo, cabe hacer notar que las concentraciones de MDA a 25°C son menores
que las determinadas a 4°C, probablemente porque la respuesta celular antioxidante es mayor a
esta temperatura, lo que pudiera permitir porcentajes de sobrevivencia del 60%, a costa de un
mayor gasto de energia para contrarrestar el estrés oxidativo generado bajo estas condiciones de
almacenamiento.
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Figura 6.26. Concentracion especifica de MDA en funcion de la Aw de deshidratacion y de
almacenamiento a 25°C después de 60 dias de almacenamiento. Mismos subindices indican que
no hay diferencia significativa entre las muestras a una p = 0.05.
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VII. Conclusiones

En este trabajo, con respecto a los factores que intervienen durante el secado de las

esporas, se llegaron a las siguientes conclusiones:

Esporas de T. harzianum producidas en medio liquido presentan una mayor sensibilidad
a la temperatura que aquellas esporas de microorganismos termorresistentes.

La deshidratacién per se, no tiene un efecto significativo sobre la viabilidad de las
esporas, después de que ésta se lleva a cabo.

Durante el secado por aspersion de las esporas, la temperatura de entrada y salida del
secador tienen un mayor efecto sobre la viabilidad que el grado de deshidratacion

alcanzado, expresado como Aw.

Referente a los factores que afectan la vida de anaquel de las esporas se concluye que:

La Aw Optima de almacenamiento de las esporas, en la cual se presenta una mayor
sobrevivencia, es funcion inversa de la temperatura de almacenamiento y pudiera
explicarse por la teoria de la transicion vitrea.

El contenido de humedad 6ptimo de almacenamiento de las esporas a 25°C es semejante
al valor calculado de humedad de monocapa, donde se esperaria la mayor estabilidad de
las esporas.

No es favorable la deshidratacion de muestras a Aw de 0.1 (por debajo del valor de
monocapa) y su consecuente almacenamiento a Aw’s bajas (menores a 0.3) ya que
presentan la menor sobrevivencia durante el almacenamiento a 4°C y 25°C.

Una mayor oxidacion de lipidos determinado por la generacion de ERO y MDA se
presenta cuando las esporas son almacenadas a una Aw baja (0.1) o alrededor del 5% de
humedad a ambas temperaturas, pudiéndose deber a la eliminacion de agua por debajo
del valor de monocapa.

El decremento de la viabilidad durante el almacenamiento a 4°C y 25°C puede ser
relacionado con el incremento de las [ERO] y [MDA] a Aw’s debajo de 0.7, existiendo
una relacion inversa con la Aw de almacenamiento.

La oxidacion de lipidos no parece ser el mecanismo principal por el cual, muestras
almacenadas a una Aw mayor de 0.7 pierdan su viabilidad. Es probable que otras
reacciones de caracter no oxidativo sean las que disminuyan la viabilidad de estas

muestras.

78



Perspectivas

VIII. Perspectivas

A continuacién se presentan algunas recomendaciones para mejorar la estabilidad de las

esporas durante el secado y obtener asi una aceptable viabilidad y vida de anaquel.

e Ultilizar agentes termoprotectores para reducir la termosensibilidad de las esporas, 0
probar disminuyendo la Aw del medio de calentamiento si es posible aumentar la
resistencia a la temperatura de las esporas.

e Realizar un estudio detallado del efecto de la velocidad de deshidratacion en tiempos
tan cortos como segundos para determinar una posible relacion entre la velocidad de
secado y la sobrevivencia de microorganismos.

o Realizar formulados en los que se incluyan antioxidantes para evitar que se lleve a cabo
la oxidacion de moleculas biolégicas a nivel celular, ademéas de evaluar variables de
proceso y metodologias de secado, como secado por lecho fluidizado, para obtener
productos con una mayor vida de anaquel.

e Determinar la temperatura de transicion vitrea de las esporas de T. harzianum a
diferentes contenidos de humedad y ver su posible correlacion con la mayor estabilidad
de las esporas durante el almacenamiento.

e Evaluar la relacion entre la temperatura y el grado de deshidratacion sobre la actividad
metabolica y respuesta celular para un mejor entendimiento de los fendbmenos que

causan una baja viabilidad de las esporas.
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APENDICE 1

Medicion de actividad de agua a 4°C y 25 °C.

Se efectuaron 5 mediciones de actividad de agua en el equipo de mediciébn Aw Sprint de
Novasina, para las 5 sales mencionadas anteriormente en soluciones sobresaturadas. Las
mediciones se hicieron a las 2 temperaturas a las que se almacenaron las esporas para estudiar el
efecto de la deshidratacion. Estas mediciones se efectuaron para comparar si los estudios de

deshidratacion se llevarian a cabo en condiciones similares de humedad relativa.

A los valores obtenidos se les calculd la media y la desviacion estandar y se observo la
variacion de los valores a las diferentes temperaturas de prueba. Los resultados se muestran en
la Tabla A.1.

Tabla A.1. Medicion de actividad de agua de soluciones saturadas de sales a 4°C y 25 °C.

Aw a 25 °C Desviacion Awa 4°C Desviacién
; estandar (25 . g o
(G IEY] °C) (media) estandar (4 °C)
LiCl 0.111 0.00114 0.125 0.00282
MgCl, 0.327 0.00219 0.353 0.00296
Mg(NO3), 0.527 0.00083 0.591 0.00148
NaCl 0.750 0.00250 0.760 0.00164
K,SO, 0.973 0.00095 0.999 0

Como se puede observar los valores de actividad de agua a 4°C y 25 °C son muy parecidos
aumentando poco cuando la temperatura disminuye, pero permaneciendo en el mismo rango de
actividad de agua para ambas temperaturas. Aunque se sabe que la presion de vapor de agua
varia con la temperatura, disminuyendo con esta, los valores a 4°C fueron ligeramente mayores
que los de 25°C, lo que concuerda con el mismo comportamiento con la tabla presentada de
humedad relativa (HR) en funcion de la temperatura de las diferentes soluciones saturadas de las
sales de calibracion del equipo y que puede explicarse dado que la solubilidad de las sales es
menor a baja temperatura siendo asi la solvatacion de las sales menor y mayor la disposicion de

agua (Aw).
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APENDICE 2

Modelizacion de isotermas de sorcion y determinacion del valor de humedad de

monocapa.

Ecuacion de BET

La ecuacion de BET linealizada permite el calculo del valor de humedad de la monocapa (Xo) y
una constante C, al representar graficamente los valores del término Aw/(1-Aw)X frente a la

Aw, donde X es la humedad en equilibrio con Aw.

Aw 1 (C-1
= + Aw
1-Aw)X XoC XoC

De los valores de la pendiente y ordenada de la ecuacion de BET se pueden obtener asi los
valores de Xo y C, sin embargo, la ecuacion de BET tiene la limitante de que solamente es
constante en el rango de Aw de 0.05 a 0.5. Esto es debido principalmente, a que a partir de estos
niveles de Aw (Aw>0.5), los fendmenos que describen mayoritariamente las interacciones del
agua en un sistema no son de sorcion, sino del tipo soluto-disolvente y el agua empieza a estar
presente en el sistema movilizando los solutos en forma de fase liquida (Fennema, 1996;
Timmermann, 2003). La constante C corresponde a una constante de equilibrio de adsorcién y
estd relacionada exponencialmente con el calor de sorcion (Martinez Navarrete et al., 1999;

Timmermann et al., 2001).
Ecuacion de GAB

La ecuacion de GAB es usada ampliamente para representar adecuadamente los datos
experimentales de Aw y X en un rango de Aw mas practico de 0.05-0.95 (Timmermann, 2003).

A continuacién se muestra la ecuacién de GAB reorganizada:

Aw_ 1 (€=2) p, KA=C) e
X XoCK XoC XoC

La expresion anterior resulta de graficar los datos experimentales de Aw/ X en funcion de Aw,
ajustando los datos a una funcion polindmica de segundo grado, donde X es la humedad de

equilibrio con su correspondiente Aw, Xo es la humedad de la monocapa, C es la constante de
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Guggenheim, caracteristica del sistema y relacionada con el calor de adsorcion de la monocapa
y k es un factor de correccion relacionado con el calor de sorcion de la multicapa (Timmermann
et al., 2001).

Ecuacion de Caurie

La ecuacion de Caurie tiene un amplio rango de Aw en la que puede ser utilizada (0 — 0.85) y
permite calcular el contenido de humedad de seguridad que proporciona la méxima estabilidad
de un sistema biolégico durante el almacenamiento (Xs) y una constante caracteristica del

sistema (r). La ecuacion linealizada se presenta a continuacion:

In(lj: ! —In(r) Aw
X ) 45Xs

donde X es el contenido de humedad en equilibrio (g de agua g™ sélido seco) con su Aw

correspondiente (Martinez Navarrete et al., 1999).

Ecuacion de Henderson

El modelo de Henderson se trata de una ecuacion empirica, cuya ecuacion puede expresarse en

forma linealizada como (Martinez Navarrete et al., 1999):

log (Iog (1—1AWD: f +n log(100 X )

donde ny f son parametros caracteristicos del sistema en estudio.

Ecuacion de Oswin

La ecuacion de Oswin describe el comportamiento de sorcién de un amplio rango de productos

bioldgicos y su expresion en forma linealizada es la siguiente:

InX =Ina+nIn Aw
1- Aw

donde a y n son parametros caracteristicos del sistema en estudio (Martinez Navarrete et al.,
1999).
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APENDICE 3

Tabla A.2 Ajuste de datos experimentales obtenidos por diferentes modelos de isotermas de
desorcion a 4°C y 25°C de esporas de T. harzianum.

B Temperatura Aw ; )
Ecuacion . Parametros R
(°C) utilizada
BET 4 0.1-059  Xo=0.066 0.9977
C=219
Aw 1 (C-D
(I-Aw)X XoC XoC 25 0.1-053  X0=0.063 0.9979
C=157
GAB 4 0.1-0.99 X0=0.072 0.9992
C=236
Aw 1 (€=2) 5, KA=C) e k=097
X XoCK  XoC XoC 25 01099  Xo=0.066 0.9995
C=203
k=0.97
Caurie 4 0.1-0.76 Xs =0.070 0.8603
. . r=0.11
In(—): —In (r) Aw
X ) 4.5Xs 25 0.1-0.75  Xs=0.068 0.8352
r=0.10
Henderson 4 0.1-0.76 f=-2.42 0.9812
n=1.65
log [Iog [ ! D: f +n log (100 X )
1- Aw 25 0.1-075 f=-2.34 0.9778
n =164
Oswin 4 0.1-0.76 a=0.132 0.9978
Aw n=0.46
InX:Ina+nIn[ j
1- Aw 25 0.1-0.75 a=0.122 0.9959
n=0.46

X: contenido de humedad (g agua g™ s.s.), Aw: actividad de agua (adimensional), Xo: contenido de
humedad de monocapa (g agua g™ s.s.), Xs: contenido de humedad de seguridad que proporciona la
méxima estabilidad (g agua g™ s.s.), C, k, r, f, n, a: constantes adimensionales de los diferentes modelos,
R: coeficiente de correlacion.
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