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Lista de abreviaturas

DMBI 5,6-dimetilbencimidazol

PF Propionibacterium Freudenreichii

CNTA Centro Nacional de Tecnologia y Seguridad Alimentaria
LP Lactobacillus Plantarum

ESI Ionizacién por electrospray

UHPLC Ultra-high-pressure liquid chromatography

DAD Diode Array Detector

PB7-60% Pan con 60% de masa madre optimizada

PB7-100% Pan con 100% de masa madre optimizada

UFC Unidades Formadoras de Colonias
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Resumen

La vitamina B, también Illamada cianocobalamina, es una vitamina hidrosoluble
relacionada con el funcionamiento del sistema hematopoyético, neuroldgico y cardiovascular.
Aunque la vitamina B> es una vitamina que se puede encontrar en la mayoria de los
alimentos de origen animal, su deficiencia humana todavia ocurre en muchos paises,
principalmente debido a la malnutricion causada no sélo por la ingesta insuficiente de
alimentos, sino también debido a las dietas desequilibradas. Vegetarianos y ancianos son
propensos a sufrir deficiencia de vitamina Bi. Algunos microorganismos, como
Propionibacterium freudenreichii, pueden sintetizar vitamina Bi2. En este estudio, para
obtener el enriquecimiento natural de vitamina Bi> en alimentos fermentados (masa madre
panaria), se inoculé la cepa Propionibacterium freudenreichii en un biorreactor, y se
disefiaron diferentes batches (lotes) para encontrar las condiciones 6ptimas de produccion de
vitamina Bi,. Los resultados mostraron que la masa madre inoculada con una concentracion
elevada de Propionibacterium freudenreichii ( 2,75 + 107 UFC) suplementado con lactato y
fermentada a 30°C durante 48 horas en el biorreactor bajo condiciones controladas de pH
produjeron el contenido mas alto de cianocobalamina (3,12 pg/100 g).



Intruduccion

La Vitamina B2 o cianocobalamina es una vitamina hidrosoluble ampliamente utilizada
como suplemento alimentario y es particularmente importante en el tratamiento de la anemia
perniciosa. La vitamina B2 es muy importante para la funcion normal del sistema nervioso y
para la formacion de sangre, estando también involucrada en la sintesis y regulacion de DNA

y acidos grasos asi como en la produccion de energia (1).

La vitamina Bi2 se describe como un compuesto muy complejo de estructura especifica que
contiene un nucleo de corrina en torno a un ion central de cobalto. El anillo de corrina esté
formado por cuatro heterociclicos aromaticos con cobalto en el centro del anillo, lo que
explica su nombre cientifico, cobalamina (2). La vitamina B> tiene cuatros anillos pirrélicos
cobalamina con un ligando inferior comin de 5,6-dimetilbencimidazol (DMBI) en la
posicion-a y uno de los cuatros ligandos superiores (adenosilo, metilo, hidroxilo o ciano) en
la posicion-p (Figura 1) respectivamente, llamadas adenosilcobalamina (AdoCbl),

metilcobalamina (MeCbl), hidroxicobalamina (OHCDbI) y cianocobalamina (CNCDb]).
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Figura 1. Estructura de la cobalamina y sus diferentes formas, segtin origen.

La vitamina B1> con DMBI como el ligando inferior es una cobalamina activa para humanos.
Otras cobalaminas tienen una estructura idéntica a la vitamina B> pero con un ligando

inferior diferente, son sintetizadas por microorganismos y se definen como andlogos de



vitamina Biz. El ligando DMBI de Bi> es esencial para su absorcion y bioactividad en

humanos (3).

La Ingesta Diaria de Referencia de la cianocobalamina es de 2,4 pg/dia. Los humanos no
pueden sintetizar vitamina Bi»  pero tienen requisitos nutricionales y la obtienen
principalmente de alimentos derivados de animales, como leche, carne, huevos y sus
productos. El mayor contenido de vitamina Bi> se encuentra en el higado (p. ej., el higado
de vaca contiene 83,1 pug/100 g) (4)(5). Los alimentos de origen vegetal carecen de vitamina
B12 a menos que estén contaminados o procesados con microorganismos capaces de sintetizar
vitamina B> (6). Por ejemplo, el tempeh contiene aproximadamente 0,18-8 pg/100 g de
vitamina B2 (7). A nivel mundial, los vegetarianos y veganos suelen estar en riesgo de

deficiencia de vitamina Bi».

Las bacterias mas favorables para la produccion industrial de vitamina B>, debido a su estado
generalmente reconocido como seguro (GRAS, del inglés Generally Recognised As Safe) y
su capacidad para sintetizar formas activas de este metabolito, son las cepas de
Propionibacterium freudenreichii (8). Los experimentos in vivo confirmaron que la sintesis
de DMBI en P. freudenreichii requiere oxigeno (9), como en los microorganismos aerobios
(10)(11), lo que conduce a la produccion de las formas activas de vitamina Bi2. Ademas de P.
freudenreichii existen también algunas bacterias lacticas como Lactobacillus reuteri que han
sido utilizadas en intentos de aumentar los niveles de vitamina Bi2 en productos alimenticios
a través de la fermentacion (12). Existen ademas varias especies de Lactobacillus (13) como
L. reuteri (14), L. plantarum (16) y L. rossiae (17), de las que también se ha demostrado que

son capaces de generar cianocobalamina.

1.1 Objetivos

El objetivo de este estudio es la optimizacion biotecnologica para el enriquecimiento natural
de vitamina B, en productos fermentados (masa madre panaria) mediante el uso y aplicacion
industrial de cepas del género Actinobacteria (Propionibacterium freudenreichii) cuya accion

fermentativa enriquezca a productos finales en esta vitamina.



2 Material y Métodos
2.1 Medios y reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico. El extracto de levadura, el lactato
sodio, el lactato liquido (50%), la cianocobalamina, el 4cido acético, el acido férmico LC-MS,
la takadiastasa, la pepsina, la caseina peptona y el agar fueron obtenidos de Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemania). El medio MRS y el agar MRS se compraron en Biokar Diagnostics
(Beauvais, Francia). E1 KHCO3 de PanReac Applichem (Castellar del Vallés, Barcelona). La

harina de trigo integral se compr6 en Harinas Polo (Zaragoza).

2.2 Microorganismos

Para la optimizacion de producciéon de vitamina B> en masa madre durante de la
fermentacion, se utilizaron dos cepas: Propionibacterium freudenreichii y Lactobacillus
plantarum, ambas obtenidas del Centro Nacional de Tecnologia y Seguridad Alimentaria,
(CNTA, Navarra). P. freudenreichii se us6 como cepa principal del estudio mientras que L.

plantarum se us6 como control experimental para la inoculacion secuencial.

2.3 Cultivo y recuentos de Propionibacterium freudenreichii

De acuerdo con la formulacion propuesta por la casa comercial Sigma, el medio de cultivo
para P. freudenreichii se elabord con un 10% de caseina peptona, un 5% de extracto de
levadura, un 10% de lactato so6lido y agua destilada. Para el medio solido se anadi6 a la
formulacion anterior un 15% de agar microbioldgico. Después de agitar y disolver
completamente todos los ingredientes, se dispensaron 20 ml del medio liquido en tubos
falcon y se autoclavaron a 121 °C durante 15 min. Para cada batch disefiado se usaron dos
tubos falcon a los que se afiadieron dos criobolas de P. freudenreichii en cada tubo y se

incubaron en la estufa a 30 °C durante 48h.

Posteriormente, se agitaron y vortearon hasta su completa homogeneizacion para realizar un
maximo de 11 diluciones seriadas en agua de peptona y se sembraron por inmersion las 3
ultimas diluciones en placas de Petri con medio de cultivo de P. freudenreichii agar,

previamente fundido. Una vez solidificado el agar, se incubaron las placas en una jarra de



anaerobiosis a 30 °C durante 48 h. En las placas de agar que mostraron crecimiento, se realizd

el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC/g) utilizando un contador de colonias.

2.4 Determinacion de parametros 6ptimos durante la fermentacion

Para la realizacion de las diferentes pruebas de masas madre panaria liquida se usé un
biorreactor de 5L (Biostat A plus, Sartorius, Alemania). Para determinar los parametros
optimos durante la fermentacion en el biorreactor, se disefiaron 8 batches (lotes) diferentes

que se muestran en la Tabla 1.

Se prepararon dos tubos falcon con medio de cultivo y se depositaron 2 criobolas en cada uno.
Tras incubarlos durante 48 h a 37 °C, se centrifugaron, se decantd el medio y se lavoé el pellet
cuidadosamente con agua destilada estéril, evitando que se desprendiera del fondo del tubo.
Luego, en cada tubo se resuspendieron 20 mL de agua destilada para mezclar con el pellet y
se vorted durante unos segundos. Se lleno el bioreactor con los ingredientes y las cepas y se
dejo fermentar durante 48 h a 30 °C. Durante la fermentacion, se establecidé una agitacion
continua a 100 rpm y el pH se controld a ~5,5 utilizando la adicién continua de KHCO3 2,5
M. El valor de pH inicial de la masa madre era de entre 6,0 y 6,2, sin embargo, pero durante
los procesos de la produccion de vitamina B2 por Propionibacterium freudenreichii, debido
al consumo continuo del sustrato durante las primeras 24 horas de fermentacion,
posiblemente se pudiera generar una gran cantidad de acido propidnico, lo que reduciria

rapidamente el valor de pH y afectaria la produccion de vitamina B2, (8)

La inoculacion secuencial consistio en inocular P. freudenreichii al inici6 de la fermentacion
durante 24 horas y posteriormente afiadir L. plantarum hasta finalizar el proceso fermentativo

(48 h).



Tabla 1. Diseno experimental de los batches.

Numero

221

5b

7C

Nombre

Batch

Control
PF

PF suplementado
con lactato

PF+LP

Inoculacion
Secuencial

PF suplementado
con lactato

PF fermentacion
corta

PF suplementado
con lactato

Ingredientes (g)
Harina Agua Lactato
800 3200 -
800 3200 -
800 3200 10g
800 3200 -
800 3200 -
1200 2800 54 ml
800 3200 -
800 3200 80 ml

Cepas

Propionibacterium Lactobacillus

freudenreichii

Plantarum

Tiempo

48 h

48 h

48 h

48 h

48 h

48 h

24 h

48 h

2El Batch 2 consistio en una fermentacion con indculo de PF suplementado con lactato de sodio al

100%

b¢el Batch 5 y el Batch 7 eran fermentaciones de indculo PF suplementado con lactato liquido al 50%.

dLa x indica presencia de cepa en el batch.



2.5 Determinacion de vitamina Bi> en masa madre por UHPLC- DAD- MS

Para el andlisis del extracto para la determinacion por UHPLC-DAD-MS se optimiz6é un
método cromatografico basado en una elucion en gradiente, mediante agua Milli Q al 0,1%
HCOOH (Solvente A) y acetonitrilo (Solvente B) como fase mévil (Tabla 2). El volumen de
inyeccion fue de 20 puL (4 °C), la temperatura de la columna 30 °C y el flujo de 0,5 mL/min.

El detector de absorbancia UV/visible (diode array detector, DAD) registr6 entre 200-600 nm

siendo los maximos de absorbancia para la cianocobalamina 362 nm y 550 nm.

Tabla 2. Condiciones cromatograficas para el UHPLC-DAD-MS.

Tiempo (min) %A %B
0.00 min 95.00 5.00
6.00 min 80.00 20.00
10.00 min 20.00 80.00
11.00 min 1.00 99.00
13.00 min 1.00 99.00
13.20 min 95.00 5.00




La deteccion de la cianocobalamina por espectrometria de masas se llevo a cabo con una
fuente de ionizacién mediante electrospray (ESI) operando con los pardmetros descritos en la
Tabla 3 (comunes en ambos espectrometros de masas). Las transiciones de MRM
optimizadas para el método MS/MS utilizado en el espectrometro de masas de triple
cuadrupolo se resumen en la Tabla 4. Para el espectrometro de masas TOF se adquiri6é en

modo Scan entre 500 y 1700 m/z a 3 scan /s.

Tabla 3. Parametros de adquisicion per UHPLC-(+)ESI-MS.

Parametro Cianocobalamina (ESI(+))
Gas Temp (°C) 225
Gas Flow (I/min) 14
Nebulizer (psig) 50
SheathGasTemp(°C) 400
SheathGasFlow (I/min) 12
Gas Temp (°C) 225
Capillary voltaje (V) 3000

Tabla 4. Las transiciones de adquisicion por UHPLC-((+)ESDQQQ.

Compuesto tr (min)  lon precursor Ion producto CE (V) Tipo transicion
Cianocobalamina 4.9 1356.1 1209.8 40 Quantitativa
(Vitamina B12) 678.4 3591 20 Qualitativa
678.4 147 40 Qualitativa




2.6 Panificacion

Una vez obtenida la masa madre optimizada en el biorreactor, se elaboraron 3 panes de
diferente porcentaje de masa madre optimizada en una panificadora doméstica (Moulinex,
Alencon, Francia). La Tabla 5 muestra las formulaciones seguidas para la elaboracion de los

panes.

Se selecciond un programa de pan basico (2 horas y 57 minutos) y una vez enfriado y

desmoldado, se procedio a extraer y cuantificar la vitamina B> .

Tabla 5. Receta de los panes

Receta Pan control PB7-60%* PB7-100%"
Ingredientes Peso (g) Peso (g) Peso (g)
Masa Madre 0 300 500

Sal 10 10 10

Agua 400 150 0
Harina 200 (blanca) 500 500

bl bl
300 (integral) (blanca) (blanca)

Levadura Fresca 5 5 5

Mejorante 2.5 2.5 2.5
MP4

PB7-60% es el pan que contiene un 60% (respecto el gramaje de la harina) de la masa madre

optimizada (batch 7).

"PB7-100% es el pan que contiene un 100% (respecto el gramaje de la harina) de la masa madre

optimizada (batch 7).



2.7 Evaluacidn sensorial

Las muestras de pan se presentaron en rebanadas en orden aleatorio y se identificaron con
codigos de 3 digitos a un total de 13 catadores. Los panes con diferente contenido de masa
madre (PB7-60%, PB7-100%) se dividieron en dos grupos, y se realiz6 un test triangular para
dilucidar diferencias sensoriales entre los panes con distinto porcentaje de masa madre. El
tri-test 1 se realizd con dos panes de la masa madre PB7-60% y un pan de la PB7-100%, y el
tri-test 2 constd de dos panes de la masa madre PB7-100% y un pan de la PB7-60%.



3. Resultados y Discusion
3.1 Recuentos de Propionibacterium freudenreichii

La Tabla 6 muestra los recuentos totales en UFC/g de los indculos ensayados en cada batch
(1-7). Como se puede observar, a mayor volumen de indculo mayores recuentos microbianos.
Cuando el volumen de indculo se increment6 de 40 ml a 2200 ml el recuento ascendi6 hasta 5

logaritmos decimales.

Tabla 6. Recuentos microbianos en funcion del volumen de indculo ensayado en cada batch.

Nombre del Volumen indculo Propionibacterium freudenreichii
BATCH (mL) (UFC total)
0: Control 0 -
1: PF 40 >10°
2: PF suplementado con lactato 40 2.01-1013
3: PF+LP 40 4.66-10'?
4: Inoculacion Secuencial 40 1.20-10'2
5: PF suplementado con lactato 30 9.10-10'0
6: PF fermentacion corta 40 2.63-10"?
7: PF suplementado con lactato 2200 2.75-10"7

10



3.2 Contenido de cianocobalamina (vitamina B12) en las masas madre

La Tabla 7 muestra los resultados de las pruebas realizadas en las masas madres elaboradas
en el biorreactor. En la masa madre sin indculo (control) se obtuvo un contenido de
cianocobalamina de 0,06 pug/100g. Este resultado evidencia la presencia de microorganismos

en la propia harina y que crecen a lo largo de la fermentacion.

Por otro lado, no hay practicamente diferencia de concentracion entre el batch 1 y el batch 6

(fermentacion corta) lo que significa que 24 h de fermentacion podrian ser suficientes.

Sin embargo, los resultados para el batch 3 y el batch 4 (inoculados con LP) muestran que el
contenido de vitamina Bi> no aumentd, sino que fue menor que el batch 1 (inoculado

solamente con P. freudenreichii) lo que significa que la aportacion de LP fue no significativa.

Muchos estudios han indicado que la produccion de vitamina B utilizando P. freudenreichii
requiere el consumo de suero de leche, lactosa, glucosamina o lactato. Estas sustancias, como
fuentes de carbono, pueden proporcionar energia para P. freudenreichii, aumentando asi la
produccion de vitamina B2 (17). Por consiguiente, tanto el batch 2 como el batch 5 que

fueron suplementados con lactato, mostraron niveles mas altos de vitamina.

El altimo batch (7) optimizado contuvo 2200 ml de volumen de indculo total y ademads fue

suplementado con lactato con lo que la concentracion de vitamina result6 ser la mas alta (3.12

ng/100g).
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Tabla 7. Contenido de cianocobalamina (vitamina B12) de masa madre

Numero Nombre pH KHCO;3 Contenido de cianocobalamina
2,5 M (mL) (ng/100g de masa madre)
BATCH Inicial Final
0 Control 6,2 5,45 280 0,06
PF 6 5,94 - 0,42
2 PF suplementado 6,24 5,45 360 1,56

con lactato

3 PF+LP 6,2 545 300 0,27

4 Inoculacion 6,2 5,45 366 0,3
Secuencial

5 PF suplementado 6,04 5,59 330 0,5

con lactato

6 PF fermentacion 6,05 5,44 200 0,47
corta
7 PF suplementado 6,02 5,45 195 3,12

con lactato

12



3.3 Contenido de cianocobalamina ( vitamina Bi> ) de producto final (pan).

Como se observa, la Tabla 8 muestra los contenidos de vitamina Bi> de los panes finales.
Obviamente, debido a que no se agregd masa madre optimizada en el control de pan, éste no
contiene ninguna vitamina B2, Por otro lado, los contenidos de cianocobalamina entre el pan

PB7-60% y el PB7-100% no presentan una diferencia significativa.

Sin embargo, de acuerdo con los resultados ya obtenidos en 3.2, el contenido de vitamina Bi»
en ambos productos de pan se redujo en comparacion con el contenido de vitamina Bz en la

masa madre optimizada (batch 7). Esta pérdida puede deberse al proceso del horneado.

Tabla 8. Contenido de cianocobalamina ( vitamina B2 ) de producto final (pan).

Nombre Contenido de cianocobalamina (pg/100g de pan)
Pan control 0

PB7-60% 1.8
PB7-100% 2

13



3.4 Evaluacion sensorial

El nivel de significacion otorgado a este estudio fue del 5%. Por lo tanto, segiin las Tablas 9
(reproducido de Sensory analysis — Methodology — Triangle test) para un total de 13
participantes fueron necesarias un minimo de 8 respuestas correctas para establecer

diferencias estadisticamente significativas entre las muestras. (21)
Tabla 9 Triangle test for difference: critical number (minimum) of correct answers.

Table A.1 — Minimum number of correct responses needed to conclude that a perceptible
difference exists based on a triangle test

(43 [+
s 020 | 040 | 005 | 0,01 | 0,001 = 020 | 010 | 005 | 001 | 0001
6 4 6 5 5] — 27 12 13 14 16 18
T 4 5 5 & T 28 12 14 15 16 18
8 5 & 5] T 8 29 13 14 15 17 14
2] -] 6 & 7 8 30 13 14 15 17 14
10 6 6 7 8 9
3 14 15 16 18 20
" 6 T T 8 10 az 14 15 16 18 20
12 6 T 8 g 10 33 14 15 17 18 21
13 7 8 8 g 11 34 15 16 17 19 21
14 7 8 g 10 11 35 15 16 17 19 22
15 8 8 9 10 12
36 15 17 18 20 22
16 8 9 a 11 12 42 18 19 20 22 25
17 8 9 10 " 13 48 20 2 22 25 27
18 2] 10 10 12 13 54 22 23 25 27 30
19 9 10 iR 12 14 60 24 26 27 ao 33
20 2] 10 11 13 14 66 26 28 29 iz 35
21 10 11 12 13 15 72 28 30 a2 34 38
22 10 11 12 14 15 78 30 32 34 a7 40
23 1 12 12 14 16 84 33 35 a6 a9 43
24 1 12 13 15 16 a0 35 37 as 42 45
25 11 12 13 15 17 96 a7 39 41 44 48
26 12 13 14 15 17 102 a9 41 43 46 50
NOTE 1 Values in the table are exact because they are based on the binomial distribution. For values of » not in the table, compute
approximate values for the missing entries based on the nomnal approximation to the binomial as follows. Minimum number of
responses (x) = nearest whole number greater than
x={(n/3)+ = m
where
= varies with the significance level as follows: 0.84 for «=020; 1,28 for @=0,10; 1,64 for «=0,05. 233 for a=0.01;
3,09 for & =0,001.
NOTE 2 Values of m < 18 are usually not recommended for a triangle test for a difference.
NOTE 3 Adapted from Reference [11].
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Como se observa en el Grafico 1, en el tri-test 1, hubieron 10 personas que respondieron

correctamente, por lo que se mostro la existencia de diferencias estadisticas entre PB7-60% y

PB7-100%. En cambio para el tri-test 2 s0lo 6 catadores consiguieron discriminar las

muestras, con lo que no se pudo establecer diferencias significativas entre las muestras

presentadas.

Grifico 1. Resultados de Test Triangular.

10

Tri-Test 1

Tri-Test 2

B Se percibe diferencia

B No se percibe diferencia
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4. Conclusiones

En los ultimos anos, muchos estudios han sugerido que tanto especies de Lactobacillus como
Propionibacterium freudenreichii se usen como cepas productoras de vitamina Bi> con
aplicacion directa en la industria de alimentos fermentados. En este estudio, se compard la
produccion de vitamina B> con el uso de P. freudenreichii, la inoculacion secuencial con
Lactobacillus y el uso P. freudenreichii suplementado con lactato mediante la fermentacion
en harina integral en un biorreactor piloto buscando las condiciones optimizadas para innovar
en el desarrollo de nuevos productos enriquecidos naturalmente con Vitamina B2 . A través
de los resultados, se puede observar que el nivel mas alto de vitamina B2 (3,12 pug/100g) de
la masa madre es producido por P. freudenreichii suplementado con lactato. Cabe destacar
que el volumen total de inoculacion, el valor de pH durante la fermentacion y el control de la
temperatura de fermentacion fueron también probablemente factores clave para el resultado

obtenido.

Aburjaile et al., (2016)_(19) indicaron que P. freudenreichii necesita glicogeno u otra fuente
de carbono como recurso energético para la produccion de vitamina Bio, y el lactato es una
buena fuente de carbono. Sin embargo, la cantidad 6ptima de lactato afiadido en el proceso de

la fermentacion se podria investigar en estudios futuros.

Marjorie G. et al., (2018) (20) indicaron que la vitamina Bz (2 pg/100g) agregada como
fortificante para la harina conserva una alta biodisponibilidad (60%) cuando se hornea en
pan. En este estudio, se usaron diferentes contenidos de masa madre optimizada para
proporcionar una concentracion mas alta de Vitamina Biz en el producto final (pan). El
resultado muestra que el pan PB7-100% contiene 2 ng/100g de cianocobalamina, es decir,

este producto se puede aplicar a la industria para producir pan enriquecido en vitamina Bi».

Por otro lado, los panes con diferentes porcentajes de masa madre optimizada no muestran
apenas diferencias en apariencia, textura, color y olor. En el futuro se podria investigar la
mejora del sabor del pan agregando otros ingredientes con el fin de aumentar los atributos
sensoriales y contribuyendo a la aceptacion del producto final. También se podria generalizar
el empleo del modelo desarrollado para evaluar el enriquecimiento de otro tipo de alimentos

fermentados.
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