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1. BACTERIAS LACTICAS

Las bacterias lacticas (BAL) constituyen un grupo de microorganismos que incluye
diferentes géneros con determinadas caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y
metabdlicas en comun. En general las BAL son cocos o bacilos GRAM positivos no
esporulados, no mdviles, anaerdbicos, microaerofilicos o aerotolerantes; oxidasa y
catalasa negativas, carecen de citocromos y producen acido lactico como el Unico o
principal producto de la fermentacidn de carbohidratos (Carr et al., 2002). Ademas, las
BAL son acido tolerantes pudiendo crecer a valores bajos de pH (pH<4). Entre los
principales géneros de BAL se encuentran: Lactococcus, Enterococcus, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc y Lactobacillus (Konig et al., 2009). Algunos
autores incluyen también al género Bifidobacterium. Sin embargo, este género es
diferente tanto desde el punto de vista filogenético como desde el punto de vista
bioguimico (Koénig et al., 2009).

Las BAL en general, y los lactobacilos en particular, juegan un papel importante en la
salud y bienestar humano y animal. Fueron consideradas por la FDA (Food and Drug
Administration de EEUU) como GRAS (Generally Recognized as Safe) y representan los
microorganismos mdas ampliamente utilizados como starters en la industria, en la
fabricacidon de varios alimentos como queso, yogurt, carnes fermentadas, pescado y
vegetales, y también como inoculantes para ensilados (Albano et al., 2009; Gerez,

Torino, Rollan, & Font de Valdez, 2009; Giraffa, Chanishvili, & Widyastuti, 2010).

1.1. Bacterias Lacticas como Probioticos
Los probidticos son, segun la definicién de la FAO (Food and Agriculture Organization),
microorganismos vivos que ejercen una accion benéfica sobre la salud del huésped al
ser administrados en cantidades adecuadas (FAO/WHO 2002).
Cuando se administran bacterias probidticas de manera exdgena, éstas deberian llegar
intactas y viables al intestino grueso y asi contribuir a mantener el balance de la
microbiota intestinal (Manning & Gibson, 2004).
Una gran parte de las cepas que se emplean como probiodticos pertenecen al género
Lactobacillus, que son comensales humanos y que han sido aplicadas histdricamente

de forma segura en la fermentacion de alimentos. Estos aspectos garantizan a priori su
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inocuidad. Sin embargo, a pesar de que estas bacterias se consideran seguras (GRAS),
se recomienda que sean sometidas a pruebas que garanticen que su aplicacion no
afecta negativamente la salud del huésped (Romanin et al., 2010; Carasi, Ambrosis, et
al., 2014; Carasi, Diaz, et al., 2014).

Algunos de los lactobacilos mas utilizados como probiéticos se listan en la Tabla 1.

Tabla 1. Lactobacillus utilizados como probidticos [extraida de Shah (2007)]

Especie Cepa

L. acidophilus LA-1/LA-5 (Chr. Hansen)

L. acidophilus NCFM (Rhodia)

L. acidophilus ohnsonii Lal (Nestle)

L. acidophilus DDS-1 (Nebraska Cultures)

L. acidophilus SBT-2062 (Snow Brand Milk Products)

L. delbrueckii subsp. bulgaricus | Lb12 L1A (Essum AB)

L. delbrueckii subsp. lactis LpO1

L. casei immunitas (Danone)

L. plantarum 299v

L. rhamnosus GR-1 (Urex Biotech)

L. rhamnosus LB21 (Essum AB)

L. rhamnosus SD2112/MM?2 (Biogaia)
L. reuteri 271 (Probi AB)

L. rhamnosus (Probi AB)

L. plantarum SD2112 (MM?2)

L. reuteri (Yakult)

L. casei shirota CRL 431 (Chr. Hnasen)
L. paracasei RC-14 (Urex Biotech)
L. fermentum BO2

L. helveticus

Ademads, un gran numero de bacterias y levaduras utilizadas como probidticos
pertenecen a los géneros Bifidobacterium, Leuconostoc, Pediococcus, Enterococcus y

Saccharomyces (Shah, 2007).
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Los beneficios potenciales del consumo de probidticos incluyen una mayor resistencia
a infecciones, reduccion del colesterol sérico, reduccion de la concentracion de
sustancias téxicas a nivel intestinal, competencia favorable con microorganismos
patdégenos, etc. (Nemcova, 1997; Patel & Goyal, 2012).

El conocimiento acerca de los efectos benéficos de los probidticos sobre la salud
humana incentivé su mayor consumo en los ultimos afios, principalmente en la
forma de productos lacteos. Asimismo, se han intensificado los estudios para
incorporar bacterias probidticas en alimentos no lacteos como jugos, golosinas y
cereales (Saarela et al., 2006; Chen et al., 2011) y alimentos de origen vegetal ricos

en fibras (Sendra et al., 2008; Tavera-Quiroz et al., 2015).

1.2. Bacterias Lacticas como Starters
Los starters se obtienen a partir de cultivos de microorganismos especificos que son
incubados en determinadas condiciones, posteriormente cosechados por
centrifugacion y finalmente preservados a través de procesos que permiten
mantenerlos viables durante la comercializaciéon y almacenamiento.
El primer starter comercial (Lactococcus lactis) fue producido por Christian Hansen a
fines del siglo XIX, y fue introducido en Alemania y Dinamarca para la produccidn
industrial de queso y leche acidificada. Dada la larga tradicion y los estandares
alcanzados, estos cultivos usados por la industria lactea, sirvieron como modelo de
aplicacién en otras industrias alimentarias. En nuestros dias, los starters de BAL tienen
un gran impacto por el valor econémico de los productos finales fermentados (Leroy &
De Vuyst, 2004; Kongo, 2013).
Existen tres tipos de starters: los constituidos por una sola cepa, las mezclas de
cepas (compuestos por varias cepas cuya su composicion es desconocida) y los
multicepa de composicién definida (Foerst, Reitmaier, & Kulozik, 2010).
Los starters son generalmente producidos y distribuidos en todo el mundo por
proveedores especializados; de ahi que la estabilizacién de los mismos es crucial
(Foerst et al., 2010). Ademas, el cultivo debe contener una concentracion maxima
de microorganismos viables, ser altamente activo en condiciones de produccidn vy
estar libre de contaminantes. En la industria, los concentrados de BAL deben ser

preservados, siendo por lo general distribuidos en forma liquida, congelados o
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deshidratados. Todas estas preparaciones pueden ser utilizadas para la inoculacidn
de los tanques de cultivos madres. Sin embargo, existe un gran interés industrial
en la produccién de starters destinados a la inoculacion directa de contenedores
de fermentacion. En consecuencia, los métodos de preservacion adquieren
especial relevancia ya que deberan garantizar una elevada actividad y viabilidad
bacteriana.

La supervivencia bacteriana y actividad son dependientes de la cepa, de la
concentracidon y de las tecnologias de preservacién empleadas. Los diferentes
pasos en la manufactura, almacenamiento y eventual uso de starters de BAL
representan un estrés ambiental similar al que ocurre cuando los microorganismos
son expuestos a altas o bajas temperaturas, bajo pH, baja actividad de agua o
presencia de flora competitiva. Estos ambientes desfavorables son responsables
de la disminucion de la viabilidad celular y la actividad bacteriana. Por
consiguiente, la preservacion adecuada de las bacterias representa un punto

crucial en la produccién de starters.

2. PROCESOS DE PRESERVACION
El éxito en la preservacion de los cultivos microbianos es esencial tanto para
investigacion como para la industria. La preservacién adecuada de las bacterias es
fundamental tanto para la produccion de starters como para la elaboracion de
alimentos funcionales deshidratados. Dicha preservacion es el resultado de una
apropiada proteccién de las diferentes estructuras bacterianas, las cuales son
biomoléculas desde el punto de vista quimico.
El objetivo general de estabilizar biomoléculas (o biomateriales) es obtener productos
gue puedan ser conservados a largo plazo, manteniendo la actividad que tenian antes
de la preservacién. En general, los procesos de conservaciéon permiten reducir la
actividad de agua del material a preservar inhibiendo las reacciones quimicas y
bioldgicas responsables de su degradacién (Lodato et al., 1999; Jagannath et al., 2010).
Teniendo en cuenta las afirmaciones expresadas anteriormente, un starter de
aplicacién industrial deberia:
1) contener el maximo numero de células viables (viabilidad),

2) estar libre de contaminantes (pureza) y
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3) ser genéticamente estable (estabilidad).

Por esta razén, es de suma importancia la conservacién y el mantenimiento de los
cultivos microbianos.

La eleccion del método de conservacion dependera de la naturaleza del cultivo y de las
ventajas e inconvenientes de dicho método.

Los métodos de preservacion de microorganismos mas utilizados son la
liofilizacion y la congelacién. Sin embargo, debido a los altos costos de produccion
y almacenamiento, se han estudiado métodos alternativos tales como el secado
por atomizacion (secado spray), el secado por vacio y secado en lecho fluidizado.
Si bien estos métodos son ampliamente utilizados para la obtencién de alimentos
deshidratados, la utilizacién de altas temperaturas para remover el agua produce,
no solo estrés hidrico, sino también estrés térmico, lo cual disminuye su eficiencia

en el mantenimiento de la viabilidad bacteriana (Coulibaly et al., 2011).

2.1. Congelacion

En este proceso la mayor tasa de destrucciéon bacteriana ocurre inmediatamente
después de la congelacidn, luego se reduce notablemente hasta estabilizarse, por
lo que resulta un buen método para mantener la viabilidad de los
microorganismos. Las temperaturas mas utilizadas son -20 °C y -80 °C. Cuanto
menor es la temperatura de almacenamiento, mayor sera la supervivencia de las
bacterias (Fonseca, Béal, & Corrieu, 2001). La congelacién y almacenamiento en
nitrégeno liquido (-110 °C a -196 °C) constituye un método que permite obtener
una mejor actividad y viabilidad celular (Thunell, Sandine, & Bodyfelt, 1984; Zheng
& Sun, 2006). Sin embargo, es una técnica muy cara y en general, la
infraestructura no estd preparada para su implementacién a escala de laboratorio
ni a escala industrial.

Las velocidades de congelacién y descongelacién son determinantes para
garantizar la actividad y viabilidad celular luego de dichos procesos. La congelacién
rapida acompafiada de una rapida descongelacidon es una estrategia favorable para
la supervivencia celular (Thammavongs, Poncet, Desmasures, Guéguen, & Panoff,
2004). En la seccidén 3.2 se analizaran detalladamente las consecuencias de la

velocidad de congelacién/descongelacidn sobre las estructuras celulares.
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Ademas, la morfologia bacteriana afecta la supervivencia durante la congelaciéon y
liofilizacion. Se ha propuesto que los cocos son mas resistentes a la congelacion
debido a una baja relacién superficie/volumen (pequefio tamafio y forma esférica),
lo que facilita el eflujo de agua de las células durante la congelacion (Fonseca et

al., 2001; Velly, Fonseca, Passot, Delacroix-Buchet, & Bouix, 2014).

2.2. Liofilizacidn
La liofilizacion es un método reconocido hace mucho tiempo para el
almacenamiento y preservacion de bacterias (Perry, 1998; Cimander et al., 2002;
Carvalho et al., 2004; Li et al., 2009; Gautier et al., 2013), incluyendo starters (Yao
etal., 2009) y probidticos (M Saarela et al., 2005; Kurtmann et al., 2009; Jagannath
et al., 2010). En el proceso de liofilizacidn, el agua es removida por sublimacidn del
hielo de la muestra congelada. De esta manera se elimina el agua desde el estado
solido al gaseoso sin pasar por el estado liquido. El proceso consta de tres etapas:
congelacion, sublimacion y desorcién (Perry, 1998). Luego de estas etapas, el
material es obtenido como un concentrado en polvo. Para preservar la viabilidad
celular durante la deshidratacidon y subsecuente almacenamiento es necesario
realizar las siguientes consideraciones:
-Fase de crecimiento celular. Los cultivos en fase logaritmica tardia o
estacionaria temprana sobreviven mejor a la liofilizacién que aquellos en fase
exponencial media (Silva et al., 2005; Velly et al., 2014).
-pH de crecimiento. Los cultivos crecidos a pH no controlado son mas
resistentes a la liofilizacién (Li et al., 2009; Golowczyc et al., 2013).
-Composicion de dcidos grasos de membrana. Las condiciones de crecimiento
determinan la composicidon de acidos grasos bacterianos (Tymczyszyn et al.,
2005) y se ha relacionado el contenido de acidos grasos ciclicos (i.e.: acido
lactobacilico) en la membrana de L. bulgaricus con la supervivencia a la
liofilizacion (Li et al., 2009; Velly et al., 2014).
- Temperatura de almacenamiento. E| deterioro del producto liofilizado y la
pérdida de viabilidad se ven favorecidas a elevadas temperaturas de
almacenamiento (por encima de la temperatura ambiente) (Higl et al., 2007,

Tymczyszyn et al., 2012).
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La resistencia bacteriana a la liofilizacion es cepa dependiente. Asi, las distintas
especies y cepas pueden exhibir un comportamiento diferente (variabilidad inter cepa)
durante la liofilizacion y subsecuente almacenamiento, aun en condiciones
comparables (Carvalho et al., 2002; Carvalho et al., 2003; Yao et al., 2009).
La liofilizacién de biomoléculas presenta numerosas ventajas:
-la temperatura de trabajo es muy baja (el producto se congela a -80 °C) por lo
gue las estructuras termoldbiles no se alteran,
-no hay presencia de oxigeno durante el proceso por lo que se evita la
oxidaciéon de biomoléculas bacterianas,
-no hay agua libre, por lo tanto no hay peligro de hidrdlisis ni de crecimiento
microbiano,
-la humedad residual es baja,
-los productos pueden ser estables durante el almacenamiento por periodos
prolongados.
-los productos liofilizados ocupan poco volumen en comparacién con los
congelados, lo que representa una ventaja en términos de transporte y
almacenamiento.
Para garantizar la maxima viabilidad y actividad de los cultivos liofilizados deben
optimizarse las condiciones de humedad y temperatura de almacenamiento vy

transporte (Coulibaly et al., 2010).

2.3. Otros Métodos de Preservacion

Secado por atomizacidn (secado spray): El secado spray es un método basado en la

nebulizacion de la suspension bacteriana en millones de microgotas individuales
dentro de una camara sometida a una corriente controlada de aire caliente (150-
200 °C). Este proceso permite aumentar enormemente el drea de la superficie de
contacto del producto pulverizado, lo cual facilita una rapida vaporizacién del
agua. De esta manera, las pequefias gotas de suspensién de bacterias se arrastran
y deshidratan en la corriente de aire caliente obteniéndose un polvo seco que
luego es colectado.

Las condiciones operativas se seleccionan de acuerdo a las caracteristicas del

microorganismo a deshidratar. Los parametros mas importantes a tener en cuenta son
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la temperatura de salida, temperatura de entrada, presidon de atomizacién y medio de
suspension del microorganismo. Es importante determinar estos parametros para
conservar principalmente los productos sensibles al calor (enzimas, compuestos
volatiles, etc.).

La preservacién de cultivos por esta técnica ofrece una serie de ventajas, tales como la
produccién de grandes cantidades de cultivos deshidratados a bajo costo, los cuales
pueden ser almacenados por periodos prolongados de manera estable (Teixeira et al.,
1995; Gardiner et al., 2000; Carvalho et al., 2004; Silva et al., 2005). Sin embargo, la
principal limitacion del secado por atomizacién es la baja supervivencia que se obtiene
durante la deshidratacion de los cultivos (Gardiner et al., 2000; Desmond et al., 2002;
Corcoran et al., 2004). La utilizacidén de altas temperaturas para eliminar el agua limita
la utilizacion de este método (Gardiner et al., 2000).

Secado por vacio: El secado por vacio es bien conocido como un proceso adecuado

para la preservacidén de materiales sensibles al calor. En las operaciones de secado
bajo vacio, la humedad puede ser retirada a bajas temperaturas. En este proceso,
las reacciones de oxidacion pueden ser minimizadas, lo cual representa una
ventaja para la preservacion de bacterias lacticas sensibles al oxigeno. El secador
basico de vacio consiste en una camara que contiene estantes con calefaccién. Las
bandejas que tienen los materiales himedos son colocadas sobre los estantes, y el
agua es removida por una bomba de vacio y recolectada en un condensador. Son
pocos los estudios sobre el uso de este proceso en starters de bacterias lacticas.
No obstante, han sido publicados resultados de viabilidad comparables a los
obtenidos por liofilizacidon (Tymczyszyn et al., 2007; Tymczyszyn et al., 2008). Una
de las limitaciones del secado por vacio es el tiempo de exposicién relativamente
prolongado en comparacién con el secado por atomizacién o en lecho fluidizado
(desde 20 a mas de 100 horas). Sin embargo, estas desventajas pueden ser
superadas mediante el uso de secadores de vacio continuos.

Otra opcidn para reducir el tiempo requerido en la deshidratacion del secado por
vacio es el uso de energia de microondas. En esta variacion, el agua se elimina
mediante microondas (también llamada “energia radiante” o “radiacién no
ionizante”) bajo vacio (Scaman & Durance, 2005). La energia electromagnética

penetra en el material a deshidratar y se convierte en energia térmica, lo cual
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actla como un mecanismo de calentamiento rapido. Asi, se produce calor sin que
se rompan los enlaces quimicos. Las microondas son absorbidas por moléculas
polares o cargadas eléctricamente (Santivarangkna et al., 2007).

Secado en Lecho Fluidizado: El procesamiento en lechos fluidizados implica el secado,

enfriamiento, aglomeracién, granulacion y revestimiento de los materiales en
granulos. Un lecho fluidizado es un lecho de particulas sélidas en donde una corriente
de aire o gas sopla en forma ascendente a través de las particulas a una velocidad lo
suficientemente alta como para ponerlas en movimiento. Como el aire viaja a través
de una cama con perforaciones donde se depositan las particulas sélidas, se imparte al
lecho un comportamiento de fluido, lo cual proporciona una rdpida mezcla de sélidos.
Las particulas son suspendidas libremente en la corriente de aire y deshidratadas al
mismo tiempo por un intercambio rapido de calor y masa (Baker, 2000).

Los costos de secado en lecho fluidizado son comparables o ligeramente inferiores a
los de secado por atomizacién, y el proceso es también viable a gran escala de
produccién continua. El tiempo de secado en lecho fluidizado (de 1 minuto a 2 horas)
es mayor que el de secado por atomizacién, pero el calor de inactivacidon se puede
minimizar y controlar facilmente mediante el uso de temperaturas de aire
relativamente bajas. Sin embargo, el uso de secadores de lecho fluidizado para muchos
tipos de alimentos es limitado a causa del tamafio irregular de la particula y de la
naturaleza pegajosa de los materiales granulados, que puede conducir a una cama no
homogénea, aglomerados de particulas, y una disminucion de la tasa de secado
(Strasser et al., 2009).

El secado de microorganismos en lecho fluidizado se ha estudiado en levaduras y se
logré una produccién satisfactoria a nivel comercial. A pesar de ello, sélo unos pocos
estudios se han realizado sobre starters de fermentos lacticos (Beker & Rapoport,

1987; Bayrock & Ingledew, 1993).

3. DANOS PRODUCIDOS DURANTE LOS PROCESOS DE PRESERVACION
Durante los procesos de preservacion, las bacterias estan expuestas a diferentes
situaciones de estrés (térmico, osmdtico, oxidativo) que inducen importantes
dafios celulares. Estos dafios provocan disminucion de la actividad funcional y

pérdida de viabilidad de los cultivos (Coulibaly et al., 2010; Velly et al., 2014).
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Rol del Agua en la Preservacion

El agua es un componente critico en la estructura y funciones celulares.
Contribuye a estabilizar las estructuras proteicas, ADN, membranas y lipidos. Es un
dipolo resultante de la diferencia de electronegatividad entre el oxigeno y el
hidrégeno, lo que le confiere la capacidad de formar puentes de hidrégeno
intermoleculares. Esta propiedad la convierte en un solvente muy versatil y
estructurado. Puede disolver gases (como el oxigeno), sales y compuestos no
ionicos como alcoholes, azucares, proteinas (Clark, Martinko, Madigan, & Dunlap,
2009).

Las células estdn constituidas por aproximadamente 70% de agua, la cual se
distribuye en compartimentos estructuralmente distintos, el citoplasma y el
periplasma (Figura 1). En dichos compartimentos se pueden definir principalmente
dos tipos de agua: “agua unida” o agua intersticial, que hidrata los grupos polares
de las moléculas presentes en la bacteria (proteinas, lipidos de membrana, ADN); y
“agua libre”, que puede intercambiarse osmodticamente a través de la membrana

(Potts, 1994).

P Ty
P R
e ] w
A"""""l-l-.-l-.-l ’ ATHaRT IL.-_‘J_ _' e 1-.-!-.-!-4"_'_._'_.
e | ARN MYy R
ey L———— RS wED | Membrana
A .\ Plasmatica
S e 1 S S
& -4
Periplasma Citoplasma

Figura 1: Esquema de compartimentos celulares.

A pesar de que el agua es esencial para el desarrollo celular, los procesos de
conservacion se caracterizan por una reduccién de la actividad de agua del medio,
a fin de inhibir las reacciones de degradaciéon. Esta reduccién de la actividad de
agua se puede dar por congelacion o deshidratacién. La pérdida de agua libre en
primer lugar, y de agua unida en procesos mas drasticos, permite obtener

productos con bajo contenido de humedad. Las condiciones de tiempo vy
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temperatura del proceso de preservacidon al que son expuestas las bacterias
determinaran qué tipo de agua es la que se estd eliminando. La pérdida de agua
libre puede provocar la disminucién del volumen celular y la detencién del
crecimiento, pero la pérdida de agua unida puede dafiar irreversiblemente las
estructuras celulares, provocando la pérdida de la viabilidad (Potts, 1994).

Consecuencias de la congelacidn: las cepas de bacterias lacticas tienen diferentes

sensibilidades a la congelacion y subsecuente descongelacion. Inmediatamente
después de la descongelacidn es posible observar la presencia de células dafiadas, no
danadas y muertas. La capacidad de recuperarse es cepa dependiente.

Cuando una suspensién de células se somete a enfriamiento lento, la cristalizacién de
hielo comienza en el medio externo, mientras que su interior se mantiene en estado
sobre-enfriado hasta aproximadamente -10 °C. En ese rango de temperatura el agua
sobre-enfriada tiene mayor presion de vapor que el hielo y el agua intracelular sale al
exterior, causando la deshidratacién progresiva de las células. El agua que sale de las
células se congela en el exterior al encontrarse con cristales ya formados. Si el
enfriamiento es lento, el sistema se equilibra con la expulsidon de agua y las células se
encogen por pérdida de agua intracelular.

En un enfriamiento rapido, se puede producir la cristalizacion del agua intracelular
generando daino en la membrana y salida de material intracelular. La velocidad de
congelacion ideal, es aquella a la cual se produce un rapido crecimiento de hielo
extracelular, generando un gradiente osmotico entre el interior y exterior de la
célula (Fonseca et al., 2006). Sin embargo, las bajas temperaturas y el aumento de
la viscosidad producen el sobreenfriamiento del interior celular e impiden la
difusion de agua intracelular (Santivarangkna, Higl, & Foerst, 2008;
Santivarangkna, Kulozik, & Foerst, 2008a).

Consecuencias de la deshidratacion: tanto en la liofilizacion como en los métodos

alternativos de secado, la salida de agua expone a las bacterias a un medio en donde la
actividad de agua de la fase gaseosa es inferior a la del interior celular, ya sea por
aplicacién de vacio o circulacidén de aire caliente. La exposicion de las células a estas
condiciones por un tiempo limitado produce un rapido encogimiento del citoplasma,
precipitacion de sales y oxidacion de compuestos. Las propiedades intrinsecas de los

microorganismos y su estado fisioldgico en el momento del secado pueden influenciar
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el tipo de macromoléculas involucradas (proteinas, acidos nucleicos y lipidos de
membrana). La alteracion de estas estructuras es la responsable de la pérdida de la

viabilidad celular (Teixeira et al., 1997).

3.1. Daio a Membranas
La membrana plasmatica es una estructura fina que separa el interior de la célula de su

medio externo. Estd compuesta principalmente por lipidos (fosfolipidos) y proteinas.
Los fosfolipidos poseen tanto regiones altamente hidrofdbicas (acidos grasos) como
regiones relativamente hidrofilicas (cabeza polar), por lo que adoptan estructura de
bicapa, con las porciones hidrofilicas expuestas hacia la fase acuosa.

Las principales proteinas de la membrana poseen regiones altamente hidrofdbicas que
interaccionan con las zonas apolares de los acidos grasos, y atraviesan la bicapa
presentando regiones superficiales tanto en el exterior como en el interior de la célula.
La estructura global de la membrana se estabiliza mediante puentes de hidrégeno e
interacciones hidrofébicas. Ademds, algunos cationes como el Ca** y el Mg®* también
contribuyen a la estabilizacion de la membrana a través de interacciones idnicas con
los grupos polares de carga negativa presentes en los fosfolipidos (Clark et al., 2009).
La membrana funciona como una barrera de permeabilidad, evitando la pérdida pasiva
de componentes citoplasmaticos y la entrada indiscriminada de constituyentes del
medio externo. Ademas, muchas de las proteinas de membrana son enzimas o estan
implicadas de una u otra manera en el transporte de sustancias hacia el interior y hacia
el exterior de la célula (Clark et al., 2009).

Los lipidos de membrana pueden existir en fase gel o fase liquido-cristalino. La
transicién de una fase a la otra estad dada por la temperatura de fusién o de transicidn
de fase (Tm). Cuando la temperatura se encuentra por debajo de la Tm, la bicapa se
encuentra en estado de gel, cuando esta por encima de la Tm, se encuentra en estado
liguido-cristalino (Mateos, 2011). El valor de la Tm estda determinado por las
propiedades de los lipidos de la bicapa. En el caso de bicapas constituidas por un solo
tipo de lipidos la Tm esta bien definida. Sin embargo, las membranas bioldgicas son
mezclas lipidicas complejas y en ellas la transicién de un estado a otro se produce en

un intervalo de temperaturas. Un elevado contenido de acidos grasos insaturados se
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asocia a bajos valores de Tm. Del mismo modo, un elevado contenido de acidos grasos
ciclicos (AC19:0) disminuye la Tm (Oldenhof et al., 2005; Gautier et al., 2013).

Las bacterias lacticas presentan una composicidn lipidica muy particular rica en
fosfatidilglicerol, cardiolipina (condensacién de dos moléculas de fosfatidilglicerol) y
glicolipidos, en especial glicosil-diacil-gliceroles (Gdmez-Zavaglia et al., 2000).

Los acidos grasos mayoritarios en el género Lactobacillus son de cadenas largas de 16y
18 atomos de carbono, saturadas (16:0 y 18:0) o insaturadas (16:1 y 18:1), asi como
también acidos grasos que contienen ciclos en las cadenas hidrocarbonadas (AC19:0).
De estos ultimos, el Unico caracteristico de BAL es el AC19:0 o “lactobacilico”, ya que
los otros estan presentes en otros tipos de membranas bacterianas. La composicidn
lipidica de la membrana de las células procariontes estd determinada por las
condiciones de crecimiento. Asi, variaciones en el pH, tensién de oxigeno,
concentracion de sales, temperatura, etc., modifican el perfil de acidos grasos de los
microorganismos, originando alteraciones en las propiedades viscoeldsticas y de
permeabilidad de la membrana. Este fendmeno se conoce como “adaptacién
homoviscosa” (Ferndndez Murga et al., 1999 ; Gomez-Zavaglia et al., 2000; Lopez et al.,
2002; Gautier et al., 2013; Velly et al., 2014).

La pérdida de agua durante los procesos de preservacién produce la disminucién
del espacio lateral entre las cabezas polares y las cadenas hidrocarbonadas de los
lipidos de membrana. Esto provoca un aumento de la Tm (disminucién de la
fluidez), alterando las propiedades de barrera de la misma. En estado
deshidratado puede haber fendmenos de autooxidacion, lo cual genera especies
reactivas del oxigeno dafiinas, que pueden producir la oxidacién de los dobles
enlaces en las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos provocando cambios en la
fluidez de la bicapa lipidica. En algunas bacterias, la desecacidon y rehidratacién
producen cambios en la permeabilidad de la membrana que llevan a la muerte
celular (Crowe, Crowe, & Chapman, 1984; Gautier et al., 2013; Shafiei, Delvigne,
Babanezhad, & Thonart, 2013).

El mantenimiento de la integridad de la membrana frente al estrés hidrico
representa el mecanismo central de tolerancia a la desecacién.

La alteracion del tipo de lipidos en la membrana es la respuesta de mayor

importancia al estrés ambiental. Se han reportado cambios en la fluidez de la
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membrana y la composicién lipidica asociados con la resistencia a la desecacién de
algunos microorganismos (Olie & Potts, 1986; Gomez Zavaglia et al., 2000;
Santivarangkna, Kulozik, et al., 2008a). Sin embargo, en ciertos microorganismos
se observo que la alteracion de las propiedades de la membrana no es critica para
el mantemiento de la viabilidad. En este sentido, ha sido informado que bacterias
deshidratadas que presentan dafio a nivel de la membrana son capaces de reparar
el dafo y volver a crecer cuando son rehidratadas (Teixeira et al., 1997;

Tymczyszyn et al., 2007; Tymczyszyn et al., 2008b).

3.2. Daiio a Proteinas

Las proteinas cumplen muy variados roles en el funcionamiento celular (proteinas
transportadoras, enzimas, etc.) y cada una de ellas puede encontrarse en pocas o miles
de copias. Esas proteinas estan distribuidas en un ambiente acuoso en los
compartimientos celulares. La distribucién de agua en la proteina se correlaciona
directamente con la topografia de la superficie a escala local y global. También hay
moléculas de agua dentro de la estructura terciaria de las proteinas y la velocidad de
intercambio de estas moléculas es mucho mas lenta que las de la superficie. En
procesos de deshidratacién, la pérdida de agua lleva a la pérdida de la estructura
terciaria, lo cual estd determinado por la temperatura y velocidad de secado a las que
las bacterias son expuestas. Si la deshidratacion es répida, se produce la pérdida de
toda el agua libre y las proteinas son altamente desnaturalizadas. Por el contrario, si la
deshidratacion es lenta, se produce pérdida de parte del agua libre y parte del agua
ligada. En este caso las proteinas son parcialmente desnaturalizadas (Sashi et al.,
2014).

Si bien la membrana es el primer sitio de dafio en los procesos de deshidratacion
bacteriana, ésta puede ser reparada sin afectar la viabilidad celular. En estos casos ha
sido propuesto que el mantenimiento de la viabilidad bacteriana esta intimamente
ligado a la conservacién de la estructura de las proteinas (Teixeira et al., 1997). Por
otro lado, se ha descrito que ciertos microorganismos pueden ser pre-adaptados al
estrés térmico cuando son expuestos a temperaturas sub-letales. Este tratamiento ha

sido asociado a cambios en el perfil de proteinas, entre las que se puede destacar el
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aumento de las proteinas de choque térmico (heat shock proteins) (Prasad et al.;

2003).

3.3. Daio en el Material Genético

El dafo producido en los dacidos nucleicos durante la deshidrataciéon se debe
principalmente a la acumulacion de mutaciones durante el tiempo en el cual la
bacteria no crece debido al estado deshidratado. El dafio puede producirse a través de
modificaciones quimicas (alquilacién u oxidacidn), entrecruzamiento o remocién de
bases nitrogenadas (depurinizacién) y ruptura del ADN (Bieger-Dose et al., 1992).

Debido a que es improbable que el mecanismo de reparacion opere en estado
deshidratado, es posible que el dafio producido durante los procesos de preservacion

sobre los acidos nucleicos, sea reparado después de la rehidratacion (Potts, 1994).

3.4. Alteracidon de las Propiedades Superficiales

La superficie celular bacteriana es de fundamental importancia para la
supervivencia de los microorganismos ya que a través de ésta la célula interactua
con su medio ambiente. La caracterizaciéon de la superficie, a través de las
propiedades fisicoquimicas, ofrece informacién relacionada con la fisiologia
bacteriana (Fernandez Murga et al., 2000; Gautier et al., 2013). El analisis de la
viabilidad y de los parametros fisicoquimicos requiere la rehidratacion de las
células deshidratadas. Este proceso puede causar dafios considerables al
microorganismo. De acuerdo a estudios de microscopia electrdnica, durante la
deshidrataciéon severa se produce el colapso de las estructuras bioldgicas
superficiales. Sin embargo, si la conformacién de las estructuras celulares es
previamente preservada en estado deshidratado, la integridad celular no deberia
verse afectada luego de la rehidrataciéon (Pembrey et al., 1999; Gautier et al.,
2013).

Las células deshidratadas presentan movilidad electroforética reducida. Esta
reduccién esta asociada a la disminucidon de cargas superficiales. Pembrey et al.
(1999) atribuyen esta caracteristica a la capacidad que tienen los polimeros
superficiales de reorientarse en la superficie celular. La superficie de las células

deshidratadas queda expuesta a ambientes hidrofébicos (como lo son el aire y el
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vacio). Por lo tanto, se produce una reorientacion de manera que los grupos
hidrofébicos quedan expuestos en la interfase. Cuando estas células son
rehidratadas, las macromoléculas de la interface en equilibrio con el medio
hidrofébico pueden no ser capaces de revertir rapidamente a una interfase
hidrofilica (caracteristica de un medio hidratado). Por esta razén, esas células
pueden tener menos carga y ser mads hidrofébicas que las células originales
(Pembrey et al., 1999; Gautier et al., 2013).

Estudios llevados a cabo mediante espectroscopia de infrarrojo y microscopia de
fuerza atdmica confirman que los cambios en las propiedades superficiales son en gran
medida responsables de la pérdida de viabilidad durante los procesos de preservacién

(Santivarangkna et al., 2008).

4. AZUCARES COMO PROTECTORES

Como se describio anteriormente, la pérdida de agua de membranas y proteinas es la
responsable de los dafios que llevan a la disminucidn de la viabilidad celular. Para
evitar estos dafios, resulta fundamental la adicién de sustancias protectoras durante
los procesos de preservacién, tanto para procesos llevados a cabo a altas como a bajas
temperaturas. Estas sustancias son “solutos compatibles”, como aminodcidos
(glutamato, prolina, glicina, betaina) o azucares (trehalosa, lactosa, sacarosa, etc.). La
eleccion correcta del protector en las concentraciones adecuadas es de gran
importancia. En este sentido, la utilizacién de azucares ha sido ampliamente
investigada en la preservacion de proteinas, enzimas, liposomas o productos
farmacéuticos (Oldenhof et al., 2005; Santivarangkna et al., 2008; Payton et al., 2014).
La capacidad protectora de la trehalosa y la sacarosa es ampliamente reconocida
(Crowe et al., 1984; Leslie et al., 1995; Gomez Zavaglia et al., 2003). En los ultimos
afios, los oligo y polisacaridos como la inulina, los fructo-oligosacaridos (FOS) y los
galacto-oligosacaridos (GOS), han demostrado ser eficaces protectores (Cacela &
Hincha, 2006; Hincha, Rennecke, & Oliver, 2008; Schwab, Vogel, & Ganzle, 2007;
Tymczyszyn et al., 2011).

Cacela & Hincha (2006) reportaron el efecto protector de diferentes familias de oligo-
sacaridos (fructanos, malto-oligosacaridos y manano-oligosacaridos) sobre liposomas

liofilizados (Cacela & Hincha, 2006). Estos autores encontraron que las caracteristicas
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estructurales de los diferentes oligosacaridos y su grado de polimerizacion (DP)
determinan su capacidad protectora durante la deshidratacidén. Recientemente se han
informado las propiedades protectoras de los GOS sobre bacterias lacticas (Tymczyszyn
et al., 2011). Diversos estudios fisicoquimicos respaldan las propiedades termofisicas
de estos protectores (Torres et al., 2011; Tymczyszyn et al., 2012).

La capacidad protectora estd relacionada con la composicién quimica y con las
propiedades fisicas de los protectores. En general, todos los compuestos
polihidroxilados son potenciales protectores, y esta propiedad se podria explicar sobre
la base de dos hipdtesis diferentes:

- Reemplazo de agua

- Vitrificacidn

4.1. Hipodtesis de Reemplazo de Agua

El agua tiene la capacidad de estabilizar fosfolipidos y proteinas de membrana.
Esto se debe a su capacidad para formar puentes de hidrégeno con los grupos
polares de estas macromoléculas.

Hay evidencias de que los azlcares pueden reemplazar el agua que rodea los
residuos polares de fosfolipidos y proteinas, formando puentes de hidrégeno con
dichos grupos y manteniendo, por lo tanto, su integridad en ausencia de agua
(Milhaud, 2004; Beck et al., 2007).

Liposomas compuestos de fosfolipidos puros, pueden preservarse en estado
deshidratado cuando son secados en presencia de disacaridos (Crowe et al.; 1998;
Oldenhof et al., 2005). En estado deshidratado los liposomas se empaquetan
apretadamente, aumentando la temperatura de transiciéon de fases de los lipidos
(Tm), debido a la pérdida de hidratacién de la cabeza polar de los fosfolipidos
(Crowe et al., 1998). En presencia de azlcares, como trehalosa o sacarosa, la Tm
se mantiene como si estuviera en estado hidratado; esto se debe a que los
azucares son capaces de formar puentes de hidréogeno con las cabezas polares de
los fosfolipidos ocupando el lugar que tenia el agua en el estado hidratado
(reemplazo de moléculas de agua), y previniendo alteraciones de la permeabilidad

(Crowe et al., 1998; Cyril et al; 2002; Ricker et al., 2003; Oldenhof et al., 2005).

28



La interacciéon de oligo y polisacarios con membranas lipidicas depende en gran
medida de la flexibilidad estructural de los mismos. La interaccidon de las
estructuras rigidas con las membranas esta directamente relacionada con el grado
de polimerizacion (DP) de los azucares. Esto explica que la rafinosa (DP3) sea mas
eficaz que la trehalosa y este ultimo, que la glucosa en la disminucidon de la Tm de
membranas ricas en dipalmitoil fosfatidilcolina (Crowe et al., 1998). Hincha et al.
(2003) llevaron a cabo un estudio sistematico sobre la estabilizaciéon de las
membranas de fosfatidilcolina de huevo utilizando azucares de la familia de la
rafinosa, incluyendo sacarosa (DP2), rafinosa (DP3), estaquiosa (DP4) y verbascosa
(DP5). Ellos encontraron que los azlcares previenen la agregaciéon y el leackage
(ruptura) de liposomas con mayor eficienca conforme aumenta el grado de
polimerizacién. Esta estabilizacion se explica sobre la base de la capacidad que
tienen los oligosacaridos superiores para interactuar con las membranas lipidicas,
disminuyendo la Tm (Hincha et al., 2003).

La accidon protectora de los azlcares fue también confirmada en polipéptidos vy
enzimas termoldbiles expuestos a liofilizacion (Carpenter et al., 1987; Carpenter &
Crowe, 1989a; Oldenhof et al., 2005). El andlisis de la regién amida mediante
espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier (FTIR) muestra que las
proteinas deshidratadas en presencia de azlcares presentan un espectro similar al de
las proteinas hidratadas. En contraste, cuando las proteinas se deshidratan en ausencia
de azucares, los espectros cambian drasticamente. Estos resultados indican que la
trehalosa y la sacarosa pueden proteger polipéptidos y proteinas al mantener la
conformacion nativa de las mismas, y de esta manera mantener sus funciones
bioldgicas (Carpenter & Crowe, 1989; Allison et al., 1999; Crowe et al., 1993; Leslie et
al., 1995).

4.2. \Vitrificacion
Los azucares tienen la propiedad de formar vidrios (sélidos amorfos) en determinadas
condiciones. El estado vitreo se define como liquido subenfriado de alta viscosidad, en
el cual los movimientos rotacionales y vibracionales estan disminuidos (Lodato et al.,
1999; Tymczyszyn et al., 2012; Golowczyc et al., 2013). Por esta razén, durante el

almacenamiento de células deshidratadas, una matriz en estado vitreo favorece el

29



retraso de las reacciones de deterioro, que son dependientes de los movimientos
moleculares.

El pasaje del estado vitreo al estado rubbery se conoce como transicidn vitrea. En
estado rubbery disminuye la viscosidad, se pueden dar reacciones de deterioro y se
produce pérdida de actividad del material biolégico. El método comunmente utilizado
para determinar la temperatura de transicion vitrea (Tg), es la calorimetria diferencial
de barrido (DSC) (Crowe et al., 1998). La Tg se observa en el termograma como un
cambio en la capacidad calorifica del producto. El valor de Tg es altamente
dependiente del contenido de agua de la muestra, siendo ésta la principal molécula
plastificante (que disminuye la Tg).

Se ha observado que cuando los microrganismos se deshidratan en presencia de
azUcares y se almacenan a temperaturas inferiores a la Tg (es decir en estado vitreo),
la cinética de inactivacion es muy lenta, mientras que si el contenido de agua o la
temperatura de almacenamiento son inadecuadas (temperatura de almacenamiento
superior a la Tg), la pérdida de viabilidad se da de manera muy rapida (Higl et al.,
2007).

La Tg es un pardmetro que depende de la estructura y el peso molecular de la muestra.
Por lo tanto, los diferentes azucares presentan diferentes valores de Tg para el mismo
contenido de agua. Los azUcares de elevado peso molecular tienen una mayor Tg. Sin
embargo, se ha reportado que los disacaridos vy trisacaridos son mejores protectores
qgue algunos polisacdridos de mayor grado de polimerizacién, como la maltodextrina
(Santivarangkna et al., 2008). Este fendmeno se debe a que ambas hipdtesis (hipdtesis
del reemplazo de agua y de la vitrificacién) son complementarias. Es decir, los azucares
mas pequefios pueden interactuar mejor con los grupos polares de las macromoléculas
que protegen y los azlcares de mayor peso molecular, con mayor Tg, favorecen la
estabilizacién del producto debido a su capacidad de formar estados amorfos

(Tymczyszyn et al., 2011).

4.3. Estado Vitreo y Almacenamiento
Como se describié anteriormente, la alta viscosidad que caracteriza el estado
vitreo estabiliza a las biomoléculas debido a la disminucion de la velocidades de

degradacion (Buitink et al; 2000; Kawai et al.; 2004).
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La habilidad de los azucares para formar una matriz vitrea mejora la estabilidad de
los productos deshidratados durante el almacenamiento. En el caso particular de
la preservacién de cultivos bacterianos, el agregado de azlcares aumenta la Tg del
sistema y por lo tanto permite una mejor supervivencia durante el
almacenamiento bajo ciertas condiciones de humedad y temperatura (Higl et al.,
2007).

La estabilidad de los productos deshidratados a lo largo del tiempo es favorecida a
temperaturas de almacenamiento (T) por debajo de la Tg, cuanto mas baja es T, mas
estable es la muestra. El parametro T-Tg se utiliza por lo general para determinar la
capacidad que tiene un determinado compuesto para ser un adecuado protector a lo
largo del tiempo. Cuanto menor (mas negativo) sea el valor de T-Tg, mas estable serd

el producto (Higl et al., 2007; Miao et al., 2008).

5. PREBIOTICOS
La primera referencia relacionada con el concepto de prebidtico data de 1954. Gyorgy
informé que la N-acetil-glucosamina, un componente de la leche humana, promovia el
crecimiento de una cepa de Bifidobacterium. En 1957, Petuely reconocid a la lactulosa
como factor bifidus. Algunos afios mas tarde, en las décadas del setenta y ochenta del
siglo XX, investigadores japoneses informaron que varios oligosacaridos no digeribles
formaban parte de los factores bifidus. Esto abrié una nueva visidon en el estudio de la
microbiota intestinal. El término prebidtico fue definido por primera vez en 1995 (G R
Gibson & Roberfroid, 1995).
Los prebidticos se han definido como "componentes alimentarios no digeribles que
afectan beneficiosamente al huésped estimulando selectivamente el crecimientoy / o
actividad de un numero limitado de bacterias en el colon, mejorando de esta manera
la salud del huésped" (G R Gibson & Roberfroid, 1995). Por lo tanto, la ingestién de
ingredientes alimentarios con propiedades prebidticas conocidas puede modular
positivamente la microbiota intestinal (Marcel Roberfroid et al., 2010).
Para que un ingrediente alimentario pueda considerarse como prebidtico existen
diferentes requisitos, a saber:
a) debe resistir la hidrdlisis y absorcion en la parte superior del tracto gastrointestinal

(TGI),
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b) debe promover selectivamente el crecimiento de bifidobacterias y / o lactobacilos
en el colon y asi modificar la microbiota intestinal a una composicién mas saludable,

c) sus productos de fermentacién deben inducir efectos beneficiosos para la salud del
huésped y

d) debe soportar las condiciones del proceso de elaboracidon del alimento del cual
formen parte.

Desde un punto de vista quimico, la mayoria de los prebidticos conocidos hasta ahora
estan constituidos por oligosacaridos no digeribles (NDO).

Si bien los efectos prebidticos han sido principalmente descriptos para el colon, cada
vez hay mas evidencias de que también ejercen su efecto a otros niveles (Lenoir-
Wijnkoop et al., 2007). En este sentido, los prebidticos pueden estimular directamente
la inmunidad, generar proteccion contra patdgenos y facilitar la captacién, absorcidon y
metabolismo de minerales (Lenoir-Wijnkoop et al., 2007).

La investigacion de los genes responsables de la fermentacion de los prebidticos por
parte de los lactobacilos y las bifidobacterias, ha demostrado el papel de
transportadores y enzimas especificas en la degradacion de los prebidticos (Barrangou
et al., 2006; Saulnier et al., 2007; Gonzalez et al., 2008; Romanin et al., 2010). La
fermentacion de prebidticos da lugar, entre otros productos, a la produccién de acido
l[actico y acido acético que pueden ser posteriormente utilizados por otros
microorganismos para sintetizar acidos grasos de cadena corta (AGCC) (i.e.: propidnico
y butirico). Estos acidos constituyen una fuente de energia para el huésped y ademas
inhiben el crecimiento excesivo de bacterias putrefactivas.

Por otro lado, los prebidticos pueden facilitar la exclusién competitiva de patégenos
potenciales y asi modular el sistema inmune. Los AGCC son la principal fuente de
energia para las células del colon, regulando su desarrollo y diferenciacion. Ademas,
tienen efectos troficos sobre el epitelio intestinal, lo que es de gran importancia para la
recuperacién de la integridad del epitelio en caso de dafo, reduciendo el riesgo de
translocacidn bacteriana que puede ocurrir en situaciones donde la barrera intestinal
estd alterada (Lomax & Calder, 2009). En particular, el butirato de metilo (producto de
fermentacién de azlcares prebidticos) tiene la capacidad de inhibir el crecimiento in

vitro de células de cancer de colon (Pool-Zobel & Sauer, 2007).
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Se ha sugerido que los prebidticos pueden actuar como ligandos de los receptores de
patégenos en el intestino (Shoaf-Sweeney & Hutkins, 2009). Ademas, existe cierta
evidencia de que algunos prebiodticos pueden tener un efecto potencial en la reduccién
del riesgo de contraer enfermedad cardiovascular aterosclerética (Paul L H McSweeney
& Fox, 2009).

Finalmente, el contenido de prebidticos en los alimentos puede ofrecer beneficios
adicionales, tales como mejorar la absorcion de minerales (calcio o magnesio) y
contribuir a otros atributos fisico-quimicos de la matriz del alimento (Saulnier, Kolida,

& Gibson, 2009; Delphine et al., 2009).

5.1.  Evaluacion de los Prebiéticos como Promotores de la Salud
Los efectos prebidticos de los oligosacdridos pueden ser influenciados por diferentes
factores:
-Composicién: estdn fundamentalmente constituidos por monosacaridos de glucosa,
galactosa, xilosa y fructosa.
-Enlaces glucosidicos: son cruciales en los procesos de fermentacion y digestiéon que se
llevan a cabo en el intestino delgado.
-Peso Molecular: los prebidticos mas comunes son oligosacaridos de bajo grado de
polimerizacién (DP), a excepcién de la inulina, cuyo efecto prebidtico es menos
significativo que el de los oligosacaridos de bajo peso molecular.
En los adultos, la ingesta de prebidticos induce un aumento, entre 10 a 100 veces, de la
poblacién de bifidobacterias durante el periodo de ingestion. Sin embargo, la dosis
diaria de prebidticos es determinada por la poblacién basal de bifidobacterias
intestinales. Cuando ésta es alta ["'108 unidades formadoras de colonias (UFC) / g de
heces], el consumo de prebidticos no aumenta el nimero de las mismas (Crittenden &
Playne, 2009). Ademas, el efecto prebidtico de los diferentes compuestos se hace
dificil de comparar si no se utilizan herramientas cuantitativas.
Para facilitar esta comparacién se ha definido un pardmetro cuantitativo, conocido
como indice prebidtico (Pl), definido como “la relacion entre el incremento en numero
absoluto del nimero de bifidobacterias y la dosis diaria de prebidtico ingerido”
(Palframan et al., 2003; Manderson et al., 2005; Roberfroid, 2007). Palframan et al.

(2003) propusieron otro pardmetro que tiene en cuenta tanto el efecto estimulante
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sobre las bacterias promotoras de la salud (bifidobacterias y lactobacilos), como el
efecto depresivo sobre las bacterias putrefactivas (clostridios y bacteroides).
La siguiente ecuacién describe el PI:

PI: Bf/Bf, — Bac/Bac, + Lacy/Lacy— Cl/Cly (1)
Donde Bf,y Bf, Bacy y Bac, Lacoy Lacy y Cty y Cl; corresponden al nimero de
bifidobacterias, bacteroides, lactobacilos y clostridios, respectivamente, antes (o) y
después (;) de la ingesta de un determinado prebidtico.
Esta ecuacién considera un efecto positivo asociado al aumento de poblaciones de
bifidobacterias y lactobacilos, y un efecto negativo relacionado con el aumento de
bacteroides y clostridios. La expresion del numero de bacterias en términos relativos
(referido a la poblacidn inicial) permite obtener un indice independiente de los niveles
iniciales de cada poblacién.
Empleando la ecuacion de PI, Rycroft et al. (2001) compararon los perfiles de
fermentacion de prebidticos comercialmente disponibles, encontrando que los GOS y
la lactulosa son los que tienen mayores efectos prebidticos. Los isomalto-
oligosacaridos y oligosacaridos de soja también presentan valores altos de PI, mientras
que el Pl de FOS e inulina es considerablemente menor que el de los GOS.
Por ultimo, hay que destacar que el Pl también representa una herramienta util en el
desarrollo de nuevos prebidticos. Ademas, este pardmetro cuantitativo puede facilitar
el desarrollo y produccion de prebidticos mds potentes y activos, a dosis mas bajas

(Palframan et al., 2003).

5.2.  Sintesis de Prebidticos
En principio, cualquier alimento que alcanza el colon es un prebidtico potencial. Sin
embargo, los oligosacaridos no digeribles (NDOs) son los que mejor cumplen los
requisitos para ser considerados como tales (Mussatto & Mancilha, 2007; Roberfroid &
Slavin, 2000). Mas alla de su naturaleza prebidtica, estos compuestos estan dotados de
otras propiedades interesantes como ingredientes alimentarios, es decir, no son
cariogénicos, presentan bajo valor calérico y ademas se han asociado con la reduccién
de riesgos de contraer enfermedades infecciones y diarreas, a través de la
estimulacion del sistema inmune del hospedador (de Vrese & Marteau, 2007). Dentro

de los NDOs, hay una amplia variedad de compuestos que comparten calificaciones
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prebidticas. Ellos incluyen: inulina (Roberfroid, 2007), fructo-oligosacaridos (Biedrzycka
& Bielecka, 2004), xilo-oligosacaridos (Bakier, 2009; Maalej-Achouri et al., 2009; Jiang
et al.,, 2010; Ho et al., 2014), isomalto-oligosacaridos (Nakakuki, 2002), galacto-
oligosacaridos (Splechtna et al., 2006; Gibson & Rastall, 2012) que incluyen galacto-
oligosacdridos de soja (Espinosa-Martos & Rupérez, 2006; Gibson & Rastall, 2012),
lactulosa (Kim et al., 2006), lactitol (Piva et al., 1996; Kummel & Broks, 2001) y
lactosucrosa (Ohkusa et al., 1995; Playne & Crittenden, 2004), y algunos otros como
genti-oligosacdridos (Mussatto & Mancilha, 2007; Crittenden & Playne, 2009), acido
lactobidnico (Saarela et al., 2003) y tagatosa (Schaafsma, 2008). Se ha publicado un
trabajo completo sobre los efectos beneficiosos y los posibles riesgos de los NDOs
como potenciales prebidticos (Crittenden & Playne, 2009). Entre ellos, los GOS, FOS y
la lactulosa han demostrado de manera concluyente sus caracteristicas prebidticas
(Gibson et al., 2004). Rycroft et al. (2001) realizaron un exhaustivo estudio
comparativo sobre la eficacia prebidtica de los NDOs. La mayoria se producen por
sintesis (ya sea quimica o enzimdtica). A continuacidn se describen los mas relevantes

en términos de potencial prebidtico.

5.2.1. Fructo-oligosacaridos (FOS)

Los FOS son oligosacaridos de cadena corta compuestos por unidades de fructosa
unidas por enlaces (2->1)-B-glucosidico, y una sola unidad D-glucosilo en el extremo no
reductor de la cadena. En su mayoria estan formados por una mezcla del trisacarido 1-
kestosa, tetrasacaridos, nistosa y el pentasacarido fructosilnistosa (Campbell et al.,
1997). Si bien los FOS se han definido como prebidticos, su indice de prebidtico es
significativamente menor que el de los GOS y la lactulosa (Rycroft et al., 2001).

La produccién industrial de FOS se puede realizar por dos vias. Por un lado, a través de
la hidrélisis de inulina, donde ésta se obtiene a partir de raices de plantas (por
extraccién con agua caliente) y luego es sometida a hidrdlisis enzimatica parcial con
endo-inulinasa (Franck, 2002). Por el otro, los FOS pueden obtenerse por
transfructosilacion enzimatica de la sacarosa utilizando transferasas de origen
bacteriano o fungico (Sangeetha et al., 2005) o bien, B-fructofuranosidasa fungica
(Nguyen et al., 1999). En general, los FOS de mayor peso molecular son producidos por

hidrélisis de la inulina, mientras que los de cadena corta se obtienen por sintesis
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enzimatica. Los FOS de cadena corta tienen un mayor efecto prebidtico (Biedrzycka &
Bielecka, 2004) de modo que, si el propdsito es utilizarlos con ese fin, la sintesis
enzimatica con transferasas o B-fructofuranosidas es el método de eleccion.

Se han propuesto varias estrategias para la sintesis enzimatica de FOS a partir de
sacarosa. Los procesos industriales mas utilizados son la produccién discontinua con
enzimas libres (en batch) (Yun, 1996); o bien, la sintesis continua llevada a cabo en
reactores (ya sea con enzimas o células inmovilizadas) (Biedrzycka & Bielecka, 2004).
Los FOS comerciales son productos bastante impuros, que contienen al menos 45% de
glucosa, fructosa y sacarosa residual. Las proporciones de 1-kestosa (DP3), nistosa
(DP4) y fructosilnistosa (DP5) son variables, dependiendo de la fuente de enzima usada
para la sintesis. Un producto tipico contiene 25-30% (w/w) de 1-kestosa, 10-15% (w/w)
de nistosa y 5-10% (w/w) de fructosilnistosa (Casci & Rastall, 2006). La eliminacidn
selectiva de monosacaridos se ha logrado en columnas de relleno de lecho sélido de
zeolita (Kuhn & Filho, 2010) y carbdn activado (Nobre et al., 2012). Los jarabes de FOS
con elevada pureza (98%) se obtienen mediante la eliminacién de glucosa residual,
empleando una mezcla enzimdtica con glucosa-oxidasa (Sheu et al.,, 2001). La
eliminacion simultdnea de glucosa, fructosa y sacarosa se ha intentado mediante el
tratamiento de FOS comerciales con células inmovilizadas de Zymomonasmobilis, lo
que reduce significativamente la concentracién de monosacaridos (Crittenden &
Playne, 2002). Entre los FOS comerciales se encuentran el Neosugar japonés y el
Actilight americano, ambos producidos por sintesis enzimatica con enzimas derivadas
de Aspergillus niger (Casci & Rastall, 2006). El disefio e impacto econdmico de la
produccién industrial de FOS han sido descriptos por Varikova et al. (2008). Mas alla de
su condicién prebidtica, los FOS son anti-cancerigenos, controlan la diabetes, reducen
la uremia y ejercen un efecto sistémico en el metabolismo de los lipidos hepaticos. Se
utilizan en diferentes productos alimenticios como agentes endulzantes no caldricos y
en mezclas con inulina para mejorar la propiedades organolépticas y funcionales de los
yogures (Sangeetha et al., 2005). En relacién a sus propiedades estrictamente
prebidticas, los FOS estan siendo utilizados en mezclas con GOS para la formulacién de

leches especiales para bebés y personas mayores.

5.2.2. Galacto-oligosacaridos Derivados de Lactosa
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La lactosa (B-D-galactosil-D-glucosa) es un disacdrido formado por la unién de una
molécula de glucosa y otra de galactosa. Constituye la porcién de carbohidratos mas
abundante de la leche (su Unica fuente natural). La lactosa y los productos derivados
de ella estan presentes en el suero de leche (lactosuero) (Marwaha & Kennedy, 2007;
Zadow, 1984).

El lactosuero es un efluente de la industria quesera que contiene aproximadamente
80% de lactosa (en base seca) y 10% de proteinas (en base seca), representadas
principalmente por la a-lactoglobulina (58%) y la p-lactoglobulina (13%). Su
procesamiento como residuo es muy caro debido a su alta demanda bioquimica de
oxigeno [(DBO) (35 000 mg/L)]. La comparacion de este valor con la DBO de aguas
cloacales, por ejemplo (120 a 300 mg/L) refleja la magnitud del problema que
representan estos efluentes. Otra comparacion interesante es considerar el poder
contaminante de un individuo (70 000 mg/dia de DBO) con el del suero de queseria
(35000 mg/L DBO). Con un volumen de 1 000 000 litros diarios de suero, el grado de
contaminacién de una fabrica equivaldria al de una poblacién de 500 000 habitantes,
dando asi una idea clara de la magnitud de la contaminacién ambiental que puede
producir una sola fabrica si no se utiliza ese efluente (Canale, 1971). Si bien el
lactosuero deshidratado constituye un producto valioso, su mercado es muy inestable
por lo que el desarrollo de una plataforma industrial para su uso es altamente
deseable. Debido a su elevado valor nutricional, las proteinas del lactosuero han sido
usadas como sustrato para la obtencién de aislados y concentrados proteicos para la
preparacion de yogures y otros productos lacteos, productos de confiteria, formulas
infantiles etc. La utilizacién de las proteinas de suero deja un nuevo efluente que es el

permeado de suero, con alto contenido de lactosa, y altamente contaminante. El

aprovechamiento del permeado de suero contribuye a reducir el problema de
contaminacién ambiental valorizando excedentes de suero que econdmicamente no
son factibles de secar (Andres lllanes, 2011).

El permeado de suero puede ser empleado para producir jarabes edulcorantes
mediante hidrdlisis e isomerizacion enzimaticas. Debido a su elevado contenido de
lactosa también puede usarse como materia prima para la produccién de
oligosacdridos no digeribles derivados de lactosa (NDOs) potencialmente prebiéticos,

tales como lactitol, acido lactobidnico, lactosacarosa, tagatosa, lactulosa y GOS. De la
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lista anterior, sélo los GOS y la lactulosa se han considerado prebidticos eficaces
(Barreteau et al., 2006). Los demas, a pesar de no cumplir con todos los requisitos para
ser considerados como prebidticos, son reconocidos como NDOs promotores de la
salud y muchos de ellos también se comercializan para mejorar las propiedades
organolépticas y funcionales de los alimentos que los contienen y, en algunos casos, de
productos farmacéuticos. Los principales NDOs derivados de la lactosa se describen a
continuacién. Algunos de ellos son producidos por catalisis enzimatica, mientras que

otros por sintesis quimica (lllanes, 2011).

5.2.3. Lactitol
El lactitol es un alcohol de azucar (4-B-galactopiranosil-sorbitol) producido por
hidrogenacion quimica de la lactosa (Ganzle et al., 2008). La mayor parte del lactitol es
metabolizado por la microbiota del colon dando origen a acidos grasos de cadena corta
(Dills, 1989), razdén por la cual puede considerarse como prebidtico. El lactitol también
ha sido utilizado como una alternativa a la lactulosa para el tratamiento de
encefalopatia hepatica (Als-Nielsen et al., 2004) y como edulcorante no caldrico en

diabéticos (Young, 2006).

5.2.4. Acido Lactobiénico
El acido lactobiénico es un acido de azucar (4-O-B-galactopiranosil-D-gluconato)
producido por oxidacidon quimica de lactosa, aunque también se puede sintetizar por
oxidorreduccién de glucosa-fructosa (Satory et al., 1997). Si bien es resistente a las
enzimas digestivas, no se absorbe en el intestino delgado y es fermentado en el colon,
su efecto prebidtico no se ha demostrado de manera concluyente (Saarela et al.,
2003). También se utiliza como potente agente quelante en suplementos de calcio,
como secuestrante en detergentes y también en la conservaciéon de drganos para

transplantes (Ganzle et al., 2008).

5.2.5. Lactosacarosa
La lactosacarosa es un trisacarido (B-D-fructofuranosil 4-O-B-D-galactopiranosil-a-D-
gluco-pirandsido) obtenido a partir de la lactosa por transfructosilacion. Para su

sintesis se puede utilizar transfructosiltransferasas bacterianas o fungicas (Li et al.,
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2009; Pilgrim et al., 2014), o bien, utilizar células que presentan estas enzimas. A pesar
de que presenta un efecto bifidogénico e inhibitorio del crecimiento de clostridios,

todavia no cumple con todos los requisitos de un prebidtico (Ganzle et al., 2008).

5.2.6. Tagatosa
La tagatosa es un isdmero de la galactosa que se obtiene por hidrélisis de la lactosa
(glucosa y galactosa) y posterior separacién de la glucosa. La galactosa resultante de
esta hidrdlisis es luego isomerizada a tagatosa por accién de la arabinosa isomerasa (P.
Kim et al.,, 2001; Kim, 2004; Ryu et al., 2003). La tagatosa resiste la hidrdlisis y
absorcién en la parte superior del TGI, y es fermentada en el colon, por lo que se la
considera un candidato a prebiodtico (Bertelsen et al., 1999). La tagatosa ya recibid el
estatus GRAS (Generally recognized as safe) y estd siendo utilizada como edulcorante

de bajas calorias (Levin, 2002).

5.2.7. Lactulosa

La lactulosa es un disacarido (4-O-B-D-galactopiranosil-D-fructosa) ausente en la
naturaleza, aunque es producido por isomerizacion de la lactosa durante el
tratamiento térmico de los alimentos que la contienen (Marconi et al., 2004). También
se produce a partir de la lactosa por isomerizacion quimica en condiciones alcalinas
(Aider & Halleux, 2007; Zokaee et al., 2002). Sin embargo, la produccién de enzimatica
de lactulosa utilizando B-galactosidasa y fructosa como aceptor de galactosil,
constituye un proceso eficiente (mayor conversion y menor consumo energético) y
mas ecoldgico (efluentes menos contaminantes) (Guerrero et al, 2011).
Recientemente, Him & Oh (2012) han sintetizado lactulosa utilizando celobiosa-2-
epimerasa de Caldicellulosiruptor saccharolyticus, lo que representa un significativo
adelanto para la sintesis enzimatica a nivel industrial.

La lactulosa se destaca entre los NDOs y ha sido considerada como un prebidtico a
pesar de que su efecto bifidogénico es menos pronunciado que el de los GOS (Ganzle
et al., 2008). Mas alld de su condicidn prebidtica, la lactulosa se utiliza como laxante
para el tratamiento de estrefiimiento agudo y crénico (Tamura et al., 1993) y para el
tratamiento de la hiperamonemia y encefalopatia hepatica crdnica (Als-Nielsen et al.,

2004; Crittenden & Playne 2009). Recientemente se ha realizado un examen
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exhaustivo de las propiedades medicinales de la lactulosa, asi como su condicién
prebiodtica (Schuster-Wolff-Blihring et al., 2010). La lactulosa es ademas, mas dulce y
soluble que la lactosa, resultando efectiva como ingrediente en panaderias y

confiterias (Mizota et al., 1987).

5.2.8. Galacto-oligosacaridos (GOS)

Los GOS son NDOs constituidos por un numero variable de monosacaridos de
galactosa (por lo general de dos a diez) y una molécula de glucosa terminal, unidos
principalmente por enlaces B1-4 y B1-6 (Casci & Rastall, 2006; Vera et al., 2011). El
efecto prebidtico de los GOS se asocia fundamentalmente a los trisacaridos (DP3) y
tetrasacaridos (DP4). A diferencia de otros prebidticos derivados de la lactosa, los GOS
se producen comercialmente mediante biocatalisis utilizando B-galactosidasas de
origen fungico y bacteriano (Ganzle et al., 2008), un método considerablemente mas
simple que la engorrosa sintesis quimica (Monsan & Paul, 1995; Sears, 2001).
Actualmente un gran numero de empresas japonesas y europeas producen vy
comercializan GOS utilizando tecnologias enzimaticas, algunas de las mas relevantes
son Yakult Honsha Co Ltd (www.yakult.co.jp) y Nissin Azucar Manufacturing Co Ltd
(wwww.nisin-sugar.co.jp) en Japdn, y Friesland Foods (www.borculodomo.com) en los
Paises Bajos. Las enzimas mas adecuadas para la produccién industrial de GOS son las
B-galactosidasas, obtenidas de hongos del género Aspergillus y de levaduras del
género Kluyeromyces, ambos con estatus GRAS (lllanes et al., 1993). También han sido
propuestas cepas de microorganismos termodfilos y psicrofilicos (Sheik Asraf &
Gunasekaran, 2010) y varios lactobacilos probidticos (Roy et al., 2002; Igbal et al.,
2011) como productores de B-galactosidasas. Sin embargo, debe tenerse en cuenta
gue estas enzimas son utilizadas por su capacidad hidrolitica. Esto significa que un
punto a considerar es cual es su eficiencia para catalizar reacciones reversas (de
sintesis), como es el caso de la transglicosilacion.

En este sentido, las B-galactosidasas de Aspergillus oryzae (Nedim Albayrak & Yang,
2002; Guerrero et al., 2011) vy Bacillus circulans (Panesar et al., 2006), son en la
actualidad, la mejor opcion para la sintesis de GOS. Los rendimientos en la produccién

de GOS a partir de lactosa, utilizando la enzima de A. oryzae son los mejores. Ademas,
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se la considera la mejor opcidon por su bajo costo, estabilidad y excelente perfil de GOS
producido.

La inmovilizacion de B-galactosidasas permite un aumento significativo de su
estabilidad, lo que mejora la produccion industrial de GOS (Albayrak & Yang, 2002;
Sakai et al., 2008; Huerta et al., 2011). Sin embargo, la inmovilizacién no resuelve el
problema de la pureza del producto, por lo que la sintesis con B-galactosidasa
inmovilizada no es una buena alternativa respecto al uso de la enzima disuelta en el
medio de reacciéon. Ademas, la optimizacion del uso del biocatalizador no es un paso
critico en el costo de la sintesis. Por el contrario, el procesamiento posterior del
producto si lo es. De hecho, los GOS comerciales son bastante impuros (<50% de
solidos). En efecto, la composicion, tipo de enlace y tamafio molecular del producto
varia significativamente segun el origen de la enzima (Casci & Rastall, 2006). En funcién
del uso que se les quiera dar a los GOS, la glucosa y la galactosa residual son las
principales impurezas a remover. Actualmente se emplean técnicas cromatograficas
para la purificacion de GOS, aunque se trata de métodos caros vy dificiles de escalar
(Sanz et al., 2002; Gosling et al.,, 2010). Se han propuesto otras opciones de
purificacion como la fermentacidn selectiva (Cheng et al., 2006; Z. Li et al., 2008), la
nanofiltracién (Goulas et al., 2003; Feng et al., 2009; Botelho-Cunha et al., 2010) y la
purificaciéon in situ utilizando técnicas de adsorcion (Boon et al., 2000; Herndndez et
al., 2009) o precipitacién (Sen et al., 2011).

La condicion prebidtica de los GOS esta fuera de toda duda. Sus efectos beneficiosos
sobre la salud se han demostrado en ensayos in vitro (Palframan et al., 2003) e in vivo,
en modelos animales (Djouzi & Andlueux, 1997), humanos adultos (Bouhnik et al.,
1997) y en lactantes (Ben et al., 2004).

Los GOS son particularmente adecuados como prebidticos en leche y productos
lacteos: son componentes naturales de la leche materna por lo que su adicién a leches
maternizadas (Savino et al., 2007) y yogures, como mezcla prebidtica o simbidtica con
probidticos, es una practica muy aplicada en Japdn y Europa (Lamoureux et al., 2002;
Sairanen et al., 2007).

Los GOS son ligeramente dulces (40% en relacion a la sacarosa) y bastante estables,
incluso a altas temperaturas y pHs bajos (Voragen, 1998). Mas allda de su condicién

prebidtica, los GOS son importantes ingredientes en alimentos funcionales: no son
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cariogénicos, de excelente sabor, resistentes a acidos y su bajo dulzor los hacen
atractivos como edulcorantes funcionales en productos de reducido contenido caldrico
(Sako et al., 1999; Splechtna et al., 2006).

Como consecuencia, el papel de los GOS resulta de suma importancia para el
desarrollo de nuevos alimentos funcionales. Teniendo en cuenta las propiedades fisico-
quimicas, nutricionales y la capacidad protectora de los GOS (Ver seccién 1, apartado
4.2), su interaccion con los probidticos puede ser util para el desarrollo de productos
simbidticos comerciales, con lo que ambos (GOS y probidticos) podrian ser

incorporados en diferentes alimentos como la leche maternizada.

6. ALIMENTOS SIMBIOTICOS
El término “simbidtico” se refiere a un producto alimenticio que contiene, en forma
combinada, probidticos y prebidticos, los cuales actian en forma sinérgica para
modular la microbiota intestinal del consumidor e impactar positivamente sobre su
salud (Sekhon & Jairath, 2010).
Existen evidencias de que los prebidticos podrian actuar como sustrato especifico de
los microorganismos probidticos, mejorando la supervivencia y actividad de los
mismos ( Gibson & Roberfroid, 1995; Nagpal & Kaur, 2011). Por lo tanto, esta
combinacion hace que el prebidtico se encuentre facilmente disponible para su
fermentacion.
Para el ser humano, el paradigma del alimento simbidtico es la leche materna, la cual
contiene tanto lactobacilos y bifidobacterias como oligosacaridos y nucledtidos
(probidticos y prebidticos). Con el objetivo de acercarse mas a la composicion de la
leche materna, las formulas infantiles han ido incorporando probiéticos, prebidticos y
a veces mezclas de ambos (simbiodticos) en su formulacién (Brunser et al., 2006;
Mugambi et al., 2012).
Un factor importante en el momento de desarrollar un simbidtico es determinar la
compatibilidad entre la cepa probidtica y el tipo de prebidtico utilizado. También es
importante tener en cuenta que el componente prebidtico puede ser incorporado con
mas facilidad a un gran nimero de matrices alimenticias mientras que el componente

probidtico, por ser un microorganismo vivo, es un factor limitante al uso de simbidtico
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en dichas matrices. Los principales alimentos con simbidticos son productos lacteos, ya
que la leche es la matriz mas adecuada vy facil de usar para los probidticos que, en su
mayoria, son bacterias lacticas (Puccio et al., 2007; Sekhon & Jairath, 2010; Mugambi

etal., 2012).

7. ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL

Las técnicas de espectroscopia vibracional, que incluyen tanto la espectroscopia
Raman como la de infrarrojo, son herramientas muy eficaces para el estudio de la
estructura y la reactividad molecular, tanto en moléculas de pequefia dimensidn
como en biomoléculas mas complejas. Un espectro de infrarrojo o de Raman
contiene informacién detallada sobre la naturaleza del sistema en estudio, su
composicion, las interacciones intra e intermoleculares mas importantes que en él
operan, la estereoquimica, etc. Asimismo, su evolucién con el tiempo permite, en
muchos casos, monitorear procesos y reacciones quimicas en tiempo real y extraer
informacién util para establecer los mecanismos involucrados (Schultz &
Naumann, 1991; Naumann et al., 1991; Cervera et al., 2009; Camara-Martos et

al.,2011).

7.1. Absorcion en el Infrarrojo

El espectro es un grafico que muestra la cantidad de radiacién transmitida, reflejada o
difundida por una muestra, en funcion de la energia (E) o de una magnitud
proporcional a ésta. En espectroscopia vibracional es usual expresar la energia de la

radiacién en numeros de onda (Vv), definido como la inversa de la longitud de onda

~ 1 ~
(A). Como la E esta definida como: E=hvy v=% siendo V :; entonces E:}Z:hcv (2)

Donde E es la energia, A es la longitud de onda, v es la frecuencia,V el nimero de

onda, h es la constante de Planck y ¢, la velocidad de la luz
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Figura 2: Diagrama de niveles de energia donde se muestran diferentes tipos de
transiciones observables por espectroscopia de IR (a: transicién fundamental; b: 1°
overtone; c, d: transiciones calientes) y espectroscopia de dispersion Raman (e:
dispersion de Rayleigh; f: dispersion de Raman, linea de Stokes correspondiente a
la transicion vibracional fundamental; g: dispersién de Raman, linea de anti-Stokes
correspondiente al 1° overtone); h: dispersion de Raman, linea de Stokes

correspondiente al 12 overtone).

En la Figura 2 se muestran dos conjuntos de lineas que representan los niveles
vibracionales del estado electrénico fundamental y del primer estado electrénico
excitado, siendo vy v’ los respectivos numeros qudnticos vibracionales.

En espectroscopia de IR las transiciones involucran sélo un fotén, que se obtiene del
haz de radiacidn IR policromdatica que incide en la molécula. La absorcion infrarroja
esta asociada a excitaciones vibracionales y rotacionales, sin que se produzcan
transiciones electronicas (Figura 2). Asi, los espectros IR se originan a partir de
transiciones entre niveles vibracionales de la molécula en el estado electrdnico
fundamental (vo_,1, Figura 2) y son, por lo general, observados como espectros de
absorcion en la region del infrarrojo. Desde un punto de vista cudntico, una vibracién
es activa en el IR cuando existe una variacién del momento dipolar de la molécula
respecto de la coordenada del modo de vibracion.

En el caso de la espectroscopia Raman, estan involucrados dos fotones: el primero

excita vibracionalmente la molécula a un nivel vibracional virtual (linea discontinua en
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la Figura 2), y el segundo es emitido por la molécula, con la misma energia que el
primero en el caso de la difusion de Rayleigh (dispersidn elastica), o con energias
diferentes, en el caso de la dispersion Raman (dispersién ineldstica). En general, el
primer fotdn se obtiene de un laser. En el caso de la dispersién Raman, las diferencias
de energia entre el fotén incidente y los emitidos corresponden a diferencias de
energia entre niveles vibracionales de la molécula, es decir, la luz incidente induce un
cambio en la polarizabilidad molecular que es una propiedad relacionada con la
tendencia de un enlace para deformarse (Long, 2002). A su vez la dispersién Raman
contiene lineas Stokes y anti-Stokes; sus frecuencias corresponden a la suma y
diferencia de las frecuencias vibracionales moleculares permitidas. Como se muestra
en la Figura 2, la luz dispersada pierde una energia equivalente a la energia dada a las
vibraciones moleculares (efecto Raman Stokes). Si la molécula se encontraba
inicialmente en un estado excitado, es posible que la luz dispersada tenga mayor
energia que la incidente (efecto Raman anti-Stokes), siempre y cuando el sistema
decaiga a un estado de menor energia que la del estado inicial (Pelletier, 1999).

De lo explicado se desprende que los espectros Raman surgen de la dispersion
inelastica de la luz (transiciones Stokes y anti-Stokes). Es importante sefialar que el
efecto Raman ocurre espontaneamente en 1 de cada 10’ fotones incidentes, lo cual
refleja la debilidad intrinseca de las bandas. Es por ello que los equipos deben ser
capaces de incrementar la intensidad de las bandas, de manera tal que permitan su

analisis.

7.2. Modos Vibracionales
Una molécula aislada tiene 3N-6 modos vibracionales (o 3N-5, si es lineal), asociados a
las transiciones vg1 (v= nUmero quantico vibracional; Figura 2), donde N representa el
nimero de dtomos de la molécula. Estos modos normales son por tanto movimientos
particulares del conjunto de atomos que conforman la molécula, los cuales son
independientes unos de otros y tienen una frecuencia de vibracidn caracteristica.
Aunque estos movimientos sean colectivos, en muchos casos es posible identificar la

vibracidn como principalmente de tipo stretching o de tipo bending (Figura 3).
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Figura 3: Esquema simplificado de los principales modos vibracionales

El nimero maximo de modos vibracionales stretching para un enlace dado esta dado
por el numero de enlaces en la molécula. Asi, en el caso del H,0, existen dos enlaces
O-H que dan lugar a dos modos stretching v(O-H). Sin embargo, los dos enlaces no
vibran de forma independiente, sino que sus movimientos se acoplan y vibran en fase
o en oposicién de fase, dando lugar a un modo simétrico y otro asimétrico de las
vibraciones (vi= 3652 cm™ y v3 = 3756 cm™’) con ndmeros de onda similares porque
ambos modos suponen el estiramiento de los enlaces O-H. De forma analoga, sélo un
angulo define esta molécula y genera un Unico modo vibracional bending para el H,0
(v,= 1595 cm™).

Es importante mencionar que a la hora de estudiar los modos vibracionales de una
molécula, las espectroscopias Raman e IR son técnicas complementarias. Por ejemplo,
la banda correspondiente al stretching simétrico del CO, sélo es observable en el
Raman (debido al cambio en la polarizabilidad), mientras que las bandas
correspondientes al bending y stretching asimétrico sélo lo son en el IR (debido a la

variacion del momento dipolar). Teniendo en cuenta que sdélo los modos vibracionales
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que modifican el momento dipolar pueden interaccionar con la luz, el stretching

asimétrico del CO; no es activo en el IR porque los momentos dipolares se anulan.

En espectroscopia vibracional, la Regla de exclusion mutua indica que si una molécula
tiene un centro de simetria, entonces ningiin modo vibracional puede ser activo en el
Raman e IR al mismo tiempo. Los sistemas biolégicos estan constituidos por moléculas
poliatémicas y por lo tanto, son mucho mas complejos que en moléculas simples. Por
esta razén, la casi totalidad de estas biomoléculas es asimétrica y por lo tanto, las 3N-6
vibraciones fundamentales son activas tanto en espectroscopia IR como en
espectroscopia Raman, originando bandas en los correspondientes espectros.
Asimismo, pueden ocurrir transiciones de orden superior (overtones y modos de
combinacion) y vibraciones correspondientes a transiciones cuyo estado inicial es un
estado vibracional excitado (transiciones calientes -ver Figura 2-), las cuales originan
sefales espectroscopicas, en general de baja intensidad, aumentando asi el nUmero de

bandas observadas en los espectros.

Todas estas caracteristicas convierten a los espectros IR y Raman de sistemas
bioldgicos en conjuntos de bandas complejas y solapadas que constituyen verdaderas
huellas digitales y que contienen una gran cantidad de informacién, pero que

requieren un andlisis adecuado para la obtencién de resultados confiables.

7.3. Aspecto de las Bandas
El aspecto de las bandas observadas en los espectros es variable y depende de
diferentes factores. Sus intensidades dependen del nimero de moléculas que
interacciona con la radiacién usada para obtener el espectro y de la probabilidad
intrinseca de las transiciones correspondientes. En espectroscopia IR, eso esta
relacionado con la magnitud de la variacion del momento dipolar de la molécula (p) vy,

en espectroscopia Raman, con la variacién del tensor polarizabilidad molecular (a):

_ TNAGk 2
I (IR) = 3000¢2x2.302581 |01/ 0Qk| (3)

0e(R) = 9% (5o + v )*10a/0Q,)>  (4)

32¢c4
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En la ecuacion (2) I (IR) es la intensidad de la sefial asociada a la coordenada
vibracional @y, en el espectro IR, N, es el numero de Avogadro (mol'l), c la velocidad de
la luz (cm s@), gk, €l grado de degeneracion del nivel vibracional inicial y du/0dQy, la
derivada del momento dipolar en relacion a la coordenada vibracional @y (cm?’/2 sh).
En el sistema de unidades internacional, I, (IR) se expresa en cm™ L mol™ = 10 m mol
! apesar de que es mas comun usar la unidad km mol™. Experimentalmente I} (IR) se

puede obtener de forma aproximada a través de la ley de Lambert-Beer:

I (IR) = — [ log(lo/D) dv (5)

Donde Cy L representan la concentracién de la muestra (mol L) y el camino dptico
(cm), respectivamente, e Iy/I, la razén de las intensidades de la radiacién incidente y
transmitida. La integral se extiende a todo el dominio de numero de onda (v) en el cual
la absorcidn es significativa.

En la ecuacion (3), 3 (R) es la seccidn eficaz de la dispersion Raman asociada a la
coordenada Q.Y Vo, €l niumero de onda de la radiacién laser excitadora. El signo
positivo dentro de los paréntesis se aplica para transiciones anti-Stokes y el negativo,
para transiciones Stokes (Figura 2). La intensidad integrada de una banda observada en
un espectro R es aproximadamente proporcional a la concentracion molecular y se

puede obtener experimentalmente a partir de:

L(QR) = [Io/Idv  (6)

Donde Iy e I son las intensidades de la radiacion excitadora y dispersada por la

muestra.

El hecho de que la intensidad de las bandas de un espectro IR depende de la variacién
del momento dipolar y, en espectroscopia Raman, de la variacion del tensor
polarizabilidad molecular, explica la usual mayor intensidad de las bandas asociadas a

vibraciones de grupos mas polares (por ejemplo el grupo carbonilo, C=0) en
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espectroscopia IR. Por su parte, en espectroscopia Raman, los modos vibracionales
correspondientes a elementos de nimero atdmico elevado (S, Cl, Br) son normalmente
los mds intensos.

El valor de energia correspondiente al maximo de una banda se relaciona
directamente con la energia de transicién vibracional. Para la mayoria de las
transiciones fundamentales, ese valor es del orden de magnitud de la energia de la
radiacion IR, es decir, entre 4000 y 400 cm™ (infrarrojo medio). Por debajo de 400 cm™
(IR lejano; 400-10 cm™) se observan vibraciones fundamentales de mas baja energia.
Por encima de los 4000 cm™, en la regién normalmente designada por infrarrojo
cercano (NIR: near infrared; 12800-4000 cm™), se pueden observar overtones y modos
de combinacion que involucran por lo menos una coordenada vibracional cuya

transicion fundamental ocurre por arriba de 2000 cm™ (Skoog et al., 2001).

7.4. Espectroscopia Vibracional en el Estudio de Biomoléculas

7.4.1. Lipidos
La utilizacidn de la espectroscopia vibracional en el estudio de lipidos se ha centrado
en la caracterizacion de la estructura de las fases que las membranas lipidicas pueden
exhibir, y en el estudio de los mecanismos de transicidn de fases.
Tal como se indicé en la seccion 3.1 (Dafio a membranas, pdgina 23), los lipidos de
membrana pueden existir en fase gel o fase liquido-cristalino. A nivel estructural, las
diferencias entre ambas fases estan asociadas a la conformaciéon de las cadenas
hidrocarbonadas. En estado gel (por debajo de la Tm), los angulos dihedros definidos
en torno a los enlaces C-C de las cadenas hidrocarbonadas se encuentran en
conformacion trans. En esta conformacion, el sistema esta relativamente ordenado,
existe poca movilidad lateral de lipidos, y éstos ocupan poca area lateral en el plano de
la membrana. En la fase liquido-cristalino (por encima de la Tm) dichos angulos
dihedros se encuentran predominantemente en conformacién gauche (60°), aumentan
los grados de libertad del sistema, aumenta la fluidez, el drea y la movilidad lateral de

lipidos (Figura 4) (Garidel et al., 2000; Szalontai et al., 2000).
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|

Fase liquido-cristalino
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Figura 4: Esquema de la transicién de fases de los lipidos de membrana.

En términos espectroscopicos, la transicion de fases se caracteriza por un

ensanchamiento de las bandas y la reduccién general de las intensidades (Figura 5).

3000 2950 2900 2850 2800
Numero de onda/ cm™
Figura 5: Espectros IR (regién de stretching vCH) de un derivado de la
fosfatidilcolina en funcién de la temperatura. La transicidn de fase ocurre cerca de

los 42 °C. (Adaptado de Mantsch, 1985).

De esta manera, las alteraciones espectroscépicas que ocurren en la transicién de fase

se ven reflejadas claramente en las bandas correspondientes al stretching de CH. Los
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grupos metileno originan bandas caracteristicas a 2850 y 2920 cm™, correspondientes
al stretching simétrico y asimétrico (VCH,s y vCH,as), respectivamente. Un aumento del
desorden conformacional desvia la banda vCH,s de 2 a 3 cm™ a mayores nimeros de
onday la torna considerablemente mas ancha (Figura 5).

Por su parte, los grupos carbonilos y fosfatos son muy sensibles a las propiedades de
su entorno y sus bandas de absorcién en el IR representan un excelente instrumento
para estudiar la interaccién de las membranas con el agua (Binder, 2007).

El stretching del carbonilo se observa en el rango de 1745-1717 cm™y es muy sensible
a los cambios conformacionales y a las condiciones del entorno. La banda observada
en el espectro se compone de dos subpoblaciones de carbonilos: C=0 libre y C=0
unido, las cuales representan poblaciones con diferente grado de hidratacion y pueden
ser resueltas facilmente por deconvolucion (ver seccién 7.7). Tanto el grupo C=0 en
posicion snl como el de la posicion sn2 originan las dos subpoblaciones. Esto puede
explicarse como consecuencia de un intercambio dinamico de agua en el plano interior
de la membrana, y de la fluctuacién de los grupos C=0 con respecto a dicho plano

(Arrondo et al., 1988; Hubner & Blume, 1998).

o
Fase — ':"--Htl;. ~~ Posicién sn2
A
acuosa Plano de la membrana o. ,
o] H  “CHy
I -
HaCroG e Qe Ci Region
H ™ j(:‘ R interfacial
CHz e K
Interior dela Hic: fcl -
. . ’ . N H‘-\-
bicapa lipidica .--CHz HzC 0 Posicién snl
Hgl; |
- ‘__,.JCHE
CHz Hii
HzC

Figura 6: Esquema general de la conformacién de un fosfolipido en una

membrana.
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Como se menciond anteriormente, otro grupo extremadamente sensible a la
hidratacion, incluso mas sensible que el carbonilo, es el fosfato. El stretching simétrico
y asimétrico del grupo PO, se da a 1225 y 1085 cm?, respectivamente (Garidel et al.,
2000). Cuando los lipidos se encuentran hidratados, el stretching asimétrico del PO, se
da en el rango de 1225-1220 cm™, mientras que en lipidos deshidratados ocurre a
1250 cm™, es decir, ocurre un corrimiento drastico de 25-50 cm™. Por su parte, el
stretching simétrico de este grupo sélo se desplaza unos 5 cm™ en lipidos
deshidratados (Garidel et al., 2000). Por otro lado, se observa una ligera disminucién
en la definicion de las bandas al pasar del estado gel a liquido-cristalino. Estas bandas
ademas de ser fuertemente dependientes del grado de hidratacion del lipido, son
sensibles a los puentes de hidrogeno. En consecuencia, compuestos que forman
puentes de hidrégeno con los dtomos de oxigeno de estos grupos conducen a una
disminucién de las constantes de fuerza vibracional y por lo tanto, a una disminucién

en su niUmero de onda.

7.4.2. Hidratos de Carbono
Los hidratos de carbono presentan en su estructura un gran nimero de grupos OH.
Estos grupos son muy flexibles conformacionalmente y pueden participar en enlaces
de hidrégeno como aceptores o dadores de electrones. La similitud de los grupos
sustituyentes y su naturaleza hacen que los espectros vibracionales de las diferentes
formas de una molécula de hidrato de carbono sean similares entre si (Figura 7-)

(Huang et al., 2008).
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Figura 7: Espectros IR de la a-D-glucosa (CsH1,0g6), B-D-fructofuranosil-a-D-
glucopiranésido (sacarosa; Cy,H»,011) Yy 4-0- a-D-glucopiranosil- a-D-glucosa

(maltosa; C1,H,,041) (temperatura ambiente; pastillas de KBr).

Una de las regiones espectrales que mayor informacion estructural proporciona es la
regién 1200-800 cm™, considerada como fingerprint porque permite diferenciar los
azUcares entre si. En esta regién, las bandas caracteristicas de un anillo del tipo
furanosa o piranosa (principalmente debido a vibraciones vC-C) pueden ser
diferenciadas ya que son observadas a 875 y 825 cm™, respectivamente (Mathlouthi &
Koenig, 1986). Asimismo, el stretching simétrico vCOC, asociado al enlace glicosidico
(1150-820 cm™), se ha usado, por ejemplo, en la caracterizacion de diferentes tipos de
celulosa (Kataoka & Kondo, 1999; Oldenhof et al., 2005).

Por otro lado, el grado de cristalinidad de un azucar en fase sdlida y el
empaqguetamiento de sus moléculas puede ser evaluado por andlisis de las regiones
donde se observan las bandas correspondientes a vibraciones localizadas de los grupos
OH, y las debidas al bending 8CCO ( [1650-500 cm™). De esta manera, la transicion
vitrea de los hidratos de carbono se puede observar como un cambio brusco en el
stretching del OH (regién 3600-3000 cm™) en funcién de la temperatura. Dicho cambio

es una medida de la intensidad de las interacciones puente de hidrégeno del sistema
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(Wolkers et al., 2004). En el caso de la trehalosa, estudios por FTIR permitieron
establecer patrones espectroscopicos para la identificacion de los estados vitreos y

rubbery.

7.4.3. Proteinas

La espectroscopia vibracional se ha utilizado para el estudio de proteinas, en especial
para el analisis de la estructura secundaria (Matheus et al., 2006; Barth, 2007).

Se han identificado diferentes bandas con nimeros de onda caracteristicos que se
originan a partir de los modos vibracionales de los grupos amida de los enlaces
peptidicos de las proteinas. Las principales bandas son la amida A ( LI 3200 cm™),
originada principalmente por el stretching N-H, la amida 1 (1720-1600 cm™), originada
principalmente por el stretching C=0 del grupo amida del enlace peptidico, la amida Il
(1600-1480 cm™) y la amida 1l (1350-1200 cm™) ambas originadas por el acoplamiento
del bending N-H y el stretching C-N, con algunas contribuciones de otros modos
vibracionales (Krimm & Bandekar, 1986) (Figura 8). Los modos amida A, | y Il originan
bandas intensas en IR y débiles en Raman. De todas estas bandas, la amida | ha sido la
mas utilizada en estudios estructurales de proteinas. El modo amida A es importante
para evaluar la magnitud de los enlaces de hidrégeno en la proteina, pero no es
particularmente sensible a la estructura secundaria (Barth, 2007; Arrondo, 1993).

El analisis de la forma y la posiciéon de las bandas en la regién amida | del espectro
permite obtener valiosa informacion estructural de las proteinas estudiadas, en

particular en lo referente a su estructura secundaria (Barth, 2007; Smith, 1996).
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Amidall

Figura 8: Espectro IR de una proteina, indicando algunas de las bandas

caracteristicas mas cominmente utilizadas en analisis estructurales de proteinas.

7.5. Espectroscopias Vibracionales en el Estudio de Microorganismos

La identificacidn, caracterizacion, discriminacion y/o clasificaciéon de microorganismos,
es un tema de relevancia en diversos sectores, entre los cuales se encuentran la
industria farmacéutica, alimentaria, el sector médico y medio ambiente, entre otros.

La mayor parte de los métodos utilizados para la identificacidon y clasificacion de
microorganismos se basa esencialmente en el andlisis morfoldgico, la evaluaciéon e
interpretacion de reacciones bioquimicas, la capacidad de crecer en diferentes medios
y condiciones de cultivo. Por su parte, los avances de la Biologia Molecular han
provisto de metodologias que pueden ser usadas adecuadamente con criterios
taxondmicos. Entre ellos pueden citarse la homologia de ADN-ADN, ARNr 16S, RAPD-
PCR, ribotipificacién, perfil de acidos grasos, perfil de proteinas solubles, etc. Las
ventajas de estas técnicas han sido ampliamente difundidas en los ultimos afios. Sin
embargo, la mayoria de estos métodos necesitan reactivos de biologia molecular
costosos o requieren una utilizacién combinada de los mismos para obtener
informacién completa (Al-Khaldi & Mossoba, 2004).

En base a lo expresado, la busqueda de métodos alternativos confiables, rapidos y

econdmicos para la identificacion, discriminacion y/o clasificacion de microorganismos,
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es un tema de investigacién sumamente activo (Alvarez-Ordodiiez et al., 2011; Bosch et
al., 2006). Asi, en las ultimas tres décadas se han propuesto métodos alternativos de
identificacion y caracterizacién de microorganismos, basados en la espectroscopia
vibracional. En particular, la espectroscopia de infrarrojo y la espectroscopia Raman
han sido ampliamente utilizadas debido a su capacidad de proveer informacién
quimica, bioquimica y estructural de materiales bioldgicos, entre los que se
encuentran los microorganismos (Naumann, 2000).

Su implementacién se basa en la capacidad de aportar informacion global sobre la
composicion molecular de la bacteria (i.e.: acidos nucleicos, proteinas, lipidos y
componentes de la pared celular) permitiendo de esta manera extender su aplicacién
mas alla de la taxonomia bacteriana (Naumann et al., 1991).

Dichas metodologias presentan diversas ventajas sobre los métodos convencionales
utilizados en Microbiologia. Entre ellas, pueden mencionarse:

1) las muestras en estudio requieren una minima o nula preparacion para su analisis;
2) a diferencia de otros métodos espectroscépicos, los métodos basados en la
espectroscopia vibracional no requieren de la utilizacion de agentes externos (sondas),
que pueden llegar a interferir con lo que se desea medir;

3) permiten una rdpida caracterizacién de cepas microbianas in situ, de una manera no
destructiva y en tiempo real, lo que a su vez permite utilizarlas para monitorear la
produccion de determinados metabolitos (Bosch et al., 2006, Naumann et al., 1991);

4) debido a la gran cantidad de informacién quimica y bioquimica que proveen,
pueden ser utilizadas con propdsitos diversos tales como, deteccidn, clasificacion e
identificacion de microorganismos a diferentes niveles taxondmicos (serotipo, cepa,
especie o género), proporcionando patrones que se correlacionan con los arboles
filogenéticos construidos a partir del analisis de la secuencia de ADNr (Baena & Lendl,
2004; Mobili et al., 2011; Naumann, 2000).

Considerando las ventajas de los métodos basados en la espectroscopia vibracional en
términos de sencillez, simplicidad y reproducibilidad, no resulta sorprendente su
crecimiento como métodos de screening a gran escala o como métodos alternativos en
aplicaciones clinicas (Naumann, 2000; Naumann et al., 1991) y en la discriminacién e
identificacion de patdgenos o contaminantes de alimentos (Alexandrakis et al., 2008,

Lefier et al., 2000; Naumann, 2000).
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7.6. Espectroscopia de Infrarrojo Cercano (NIR)
La region infrarroja del espectro electromagnético comprende tres subregiones
diferentes: el infrarrojo medio (MIR), cercano (NIR) y lejano (FIR). EI MIR, explicado en
las secciones anteriores, se extiende desde 2500 a 25000 nm (nimeros de onda: 4000-
400 cm™) y es donde se dan las transiciones fundamentales. La regién del NIR
comprende el rango de ~ 780 nm a 2500 nm (numeros de onda: 1280-400 cm™) y en
ella tienen lugar overtones y modos de combinacidn. El FIR se extiende desde 25000 a
100000 nm (nGmeros de onda: 400-10 cm™) y se asocia a fenémenos de rotacién

molecular (Figura 9).

cm-' 12500 4000 500 200
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Figura 9: Rango de longitudes de onda que comprende la radiacién infrarroja.

El NIR es una técnica rapida, precisa y no destructiva, ampliamente conocida y aplicada
en biotecnologia, alimentacién, salud, entre otros campos, que permite identificar y
cuantificar componentes bioquimicos de diferentes muestras. Desde 1970, esta
técnica es aplicada para control de calidad y andlisis de composicion quimica en
distintos productos de la industria agroalimentaria (Osborne, 2006). En los ultimos
afios la espectroscopia NIR fue utilizada para el monitoreo y control de calidad de
procesos en la industria farmacéutica y se la considera una herramienta prometedora
para diagndstico médico (Ahmad et al., 2013; Rodrigues et al., 2008; Scarff et al., 2006;
Reich, 2005).

Las transiciones entre estados vibracionales no contiguos dan lugar a bandas de
absorcidén conocidas como overtones [primer y segundo overtone, respectivamente,

ver Figura 2 (b)]. Estas bandas aparecen entre 780 y 2000 nm, dependiendo del orden
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de overtone y de la fuerza y naturaleza de los enlaces, y estan asociados a las
vibraciones vOH, vCH, vNH (Figura 10).

En moléculas poliatémicas, dos o mdas modos de vibracién pueden interactuar
originando cambios de energia simultaneos y dando lugar a bandas de absorcién
llamadas bandas de combinacién, cuyas frecuencias resultan de las sumas de cada
frecuencia de la interaccion. Las bandas de combinacion NIR aparecen entre 1900 nm vy

2500 nm (Figura 10).

Modos de
Combjp\a‘c_ién B
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Fundamentales

Absorbancla

Longitud de onda (nm) Numero de onda [cm™)

Figura 10: Espectro infrarrojo del gluten. A) Region NIR, contiene el 12 y 22 overtones
y modos de combinacién. Para los espectros NIR es mas comun usar unidades de
longitud de onda (1), mientras que los espectros MIR se expresan en numero de

onda (v). Modificado de Bruun, 2006.

Dado que las probabilidades de overtones y modos de combinacién son bajas, las
absortividades en el NIR son 10 a 100 veces mas débiles que en el MIR, las cuales se
van haciendo progresivamente mas débiles al aumentar el nivel de overtones.

Las interacciones intermoleculares, como los puentes de hidrégeno, producen
desplazamientos en las bandas de absorcidon existentes, lo que permite estudiar
propiedades fisicas y diferenciar estructuras cristalinas. De esta manera, el espectro
NIR no sélo es util para determinar la composicién de las muestras, sino que también

permite determinar las propiedades fisicas de las mismas (i.e.: transiciones vitreas).

7.6.1. Tipos de Medidas en la Region NIR
Una de las grandes ventajas de la espectroscopia NIR es la versatilidad y adaptabilidad

que presenta para analizar muestras de distinta naturaleza. Para muestras sélidas, los
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espectros son registrados por reflectancia difusa. En cambio, en muestras liquidas
suelen medirse por transmision de la radiaciéon. Un caso intermedio es el de las
muestras que se miden por transflectancia, en el que parte de la luz incidente es
reflejada en la muestra y otra parte la atraviesa, para ser reflejada por un dispositivo
transflectante, disefiado de tal forma que también delimita el camino 6ptico (Scarff et

al., 2006).

7.6.1.1. Medidas por Reflectancia

La espectroscopia de reflectancia estudia la radiacién reflejada por una muestra que
ha sido previamente irradiada. Consta de dos componentes: la especular y la difusa. La
componente especular aporta poca o nula informacién acerca de la composicion de la
muestra. El detector se coloca en un angulo determinado frente a la muestra de
manera que se minimizan las radiaciones especulares.

La componente difusa se genera en todas las direcciones y predomina cuando la
superficie irradiada es débilmente absorbente a la longitud incidente y la penetracion
de la radiacidon es mayor en relacién con la longitud de onda. La sefial analitica medida

se expresa como absorbancia aparente.
A =logt= (7)
ap = log—=ac

siendo R la reflectancia relativa (R = Rpyestra/ Restandard), @ Una constante de

proporcionalidad y ¢ la concentracion.

7.6.1.2. Medidas por Transmision
La absorcidn de la radiaciéon NIR sigue la ley de Lambert-Beer (ver pagina seccion 7.3,
pagina 48) por lo que las medidas por transmisiéon pueden ser utilizadas con finalidad
cuantitativa. No obstante, de manera analoga a las regiones visibles y el MIR, se
pueden producir desviaciones del comportamiento de la ley, debido a cambios en los
enlaces puente de hidrogeno, formacion de complejos, u otros procesos quimicos

(Bach, 2012).
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7.6.1.3. Maedidas por Transflectancia
La muestra, generalmente liquida o semi-liquida, se coloca en una cubeta junto con
una superficie reflectante por una de sus caras. El haz de radiacion incidente entra por
la cara transparente de la cubeta. Asi retorna de nuevo atravesando la muestra y la

radiacion es captada por el detector (Bach, 2012).

7.6.2. Instrumentacion

El esquema basico de un instrumento NIR no difiere de cualquier espectrofotdémetro.
Sus componentes basicos son: fuente de radiacidn, sistema de seleccion de longitud de
onda, compartimento de muestra y detector (Bach, 2012).

Sin embargo, debido a la débil intensidad de las bandas NIR, el nivel de exigencia de los
espectrofotémetros NIR, en términos de nivel de ruido permisible y estabilidad
instrumental, debe ser mayor que en otros instrumentos, sobre todo si se pretende
aplicar al analisis cuantitativo.

Para obtener informacidn confiable resulta indispensable obtener buenos espectros y
realizarles un pre-procesamiento para eliminar o reducir ciertos efectos fisicos
causados por la dispersion de la luz, variacion de la linea de base y el ruido aleatorio
[i.e.: normalizacion, suavizado, correccidon de la linea de base, derivacidn, correccidon de
efectos multiplicativos (MSC), etc.] (Esbensen, 2005; Martens, Nielsen, & Engelsen,
2003). Adicionalmente, existen determinados criterios para la seleccién de un rango
espectral, que son generalmente utilizados para eliminar la informacion no especifica
en los modelos de clasificacidon o prediccidn. Para esta tarea, se cuenta con diversos
métodos ya establecidos que permiten una eficiente seleccién de estos rangos

espectrales (Goicoechea & Olivieri, 2003; Jarvis & Goodacre, 2004).

7.7. Pre-procesamiento de los Espectros
El primer paso en el andlisis de los espectros consiste en el pre-procesamiento de los
mismos, cuyo objetivo es obtener o aprovechar, la mayor cantidad de informacién
contenida. Sin embargo, si el tratamiento espectral no es el adecuado, la informacién
obtenida sera incorrecta, pudiendo alterar parcial o totalmente la integridad de los
datos (Stuart, 2004). A continuacion se detallan métodos y técnicas para el
procesamiento matematico de los espectros:
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El suavizado, es utilizado para reducir el nivel de ruido en los espectros. El fin es,
amplificar la informacién contenida en los mismos, y que debido al ruido, es dificil de
observar.

La diferencia de espectros, es utilizado cuando se desea obtener el espectro de una
componente, en una mezcla. Los espectros deben estar dados en unidades que sean
linealmente proporcionales a la concentracion. Este método estd basado en la
siguiente ecuacion, que describe el proceso para la resta o substraccién de espectros:
Smezcla _f (Sreferencia) = Sresultado (8)

donde Spezcia, representa el espectro de la mezcla de componentes; Syeferencia, €5 €l
espectro de la componente a restar del espectro de la mezcla; f, es una cantidad
adimensional conocida como factor de escala o factor de substraccién, y tiene como
propdsito, escalar el espectro de referencia, y eliminar en un alto porcentaje, la
contribucion de la componente de referencia en el espectro de la mezcla. Finalmente,
Sresultado, €S €l espectro resultante, sin la contribucidn de la componente de referencia.
La derivacion de un espectro, provee informacién que puede ser util para su analisis e
interpretacion. Por ejemplo, la segunda derivada de la banda amida | nos proporciona
la posicion de cada mdaximo en el espectro original, y permite identificar el nimero de
bandas superpuestas en una regidn del espectro.

El proceso de deconvolucidn tiene como principal objetivo, la resolucion de bandas
superpuestas en un espectro. Esta técnica permite obtener espectros con bandas mas
estrechas, y discriminar bandas que se encuentran relativamente cercanas. Mediante
el peak-fitting se realiza el ajuste tedrico a un espectro experimental. Los métodos
para el peak-fitting, generalmente se basan en un ajuste por minimos cuadrados,
asegurando asi, que la diferencia entre el espectro experimental y el generado
tedéricamente, sea minima. En el caso de la banda de amida |, el ajuste se realiza
generalmente utilizando la funcién resultante de la suma de funciones Gaussianas o

Lorentzianas o una combinacién de ambas (Figura 11).
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Figura 11: Andlisis para la determinacion de la estructura secundaria de
proteinas de capa-S de Lactobacillus kéfir CIDCA 8348, utilizando el
método curve-fitting. El rango del espectro FTIR analizado, corresponde
a la regidn de la amida I. El curve-fitting se realizé6 mediante la suma de
un determinado nimero de Gausianas, obtenidas de la segunda

derivada del espectro original en esta region (Mobili et al., 2009).

El Multiplicative Scatter Correction (MSC) es un método de transformacion, el cual es
utilizado para compensar los efectos multiplicativos y/o aditivos que ocurren en las
mediciones espectroscopicas. Estos efectos pueden ser causados por variaciones en el

camino optico, temperatura, cambios en la presidn, etc.

7.8. Métodos de Analisis Multivariante (Métodos Quimiométricos)
Tal como se menciond en la seccién 7.2 (pagina 37), las espectroscopias vibracionales
generan una gran cantidad de datos, los cuales requieren métodos apropiados de

analisis para aprovechar al maximo la informacién contenida en ellos. En este sentido
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la quimiometria permite extraer la informacion presente en los espectros (conjuntos
multivariantes de datos) de un conjunto de muestras, ya sea de forma cualitativa como
cuantitativa.

La quimiometria es la parte de la quimica que utiliza métodos matematicos,
estadisticos y de ldgica formal para disefiar o seleccionar procedimientos
experimentales éptimos, proporcionar informacién quimica relevante a partir del
analisis de sefales analiticas y, finalmente, adquirir conocimiento de los sistemas
quimicos (Massart et al., 1997).

La quimiometria comprende desde el pretratamiento de los espectros (para mejorar la
calidad de la sefal) hasta la utilizaciéon de los métodos multivariantes. El analisis
multivariante busca encontrar una relacion entre la senal analitica y alguna propiedad
de la muestra. Su utilizacidon permite establecer agrupaciones de muestras en funcion
de su similitud vy clasificar nuevas muestras entre otras aplicaciones (Martens & Naes,
2000; Kramer, 1998).

En lineas generales, los métodos multivariantes pueden clasificarse como no
supervisados, cuando no requieren informacion adicional para el andlisis de datos, y
supervisados, cuando si requieren de esta informacion.

Diversos autores han utilizado métodos multivariantes para el analisis de datos
espectrales, con fines de discriminacion, identificacion y/o clasificaciéon de
microorganismos y otras muestras bioldgicas (Mobili et al., 2011; Minnard et al., 2007;
Bosch et al., 2006). Algunos de los métodos mas utilizados para este propdsito son: el
analisis de componentes principales (PCA), analisis por factores (FA), analisis de
discriminacién lineal (LDA), andlisis de clusters (HCA), minimos cuadrados parciales
(PLS), redes neuronales (ANNs), entre otros (Huang et al., 2004; Ghiamati et al., 1992).

A continuacion, se describen los métodos multivariantes utilizados en esta tesis.

7.8.1. Informacidn Cualitativa
Andlisis de Componentes Principales (PCA)
El PCA es un método de reduccién dimensional que opera de forma no supervisada.
Permite reducir la correlacién espectral y agrupar las muestras analizadas en funcién
de la variabilidad que contienen (Massart et al.,, 1997). Este método reduce la
dimensionalidad del conjunto de datos, encontrando un grupo de ejes coordenadas
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alternativas, llamadas componentes principales (PC’s) (Esbensen, 2005; Martens &
Nielsen, 2003). Estos ejes de coordenadas alternativos tienen la propiedad de que la
mayor parte de la informacidn estd contenida en unas pocas primeras dimensiones,
pudiéndose descartar el resto con muy poca pérdida de informacion.
Si se considera la matriz de datos , donde cada una de las filas corresponde al
espectro de una muestra, y cada columna es la absorbancia a la longitud de onda
(Figura 11), el objetivo del PCA es explicar la misma informacién contenida en la
matriz en un numero inferior de ejes o dimensiones, que corresponden a las
variables de la matriz de datos. Estos nuevos ejes se denominan componentes
principales (PC’s). Su caracteristica principal es que el primero recoge la maxima
variabilidad espectral del conjunto de muestras, el segundo recoge una variabilidad
inferior al primero y es ortogonal a él, y asi sucesivamente. Los ultimos PC’s describen
esencialmente el ruido en los datos. Por lo tanto, el nimero de componentes
principales se ha de seleccionar de forma tal que contengan informacién relativa a las

muestras y no contengan informacion relativa al ruido.

@  mpp———

n = n +
X T P E
X: Datos del espectro original n: nimero de espectros
T: PCA de Scores p: nimero de puntos de datos
P: PCA de Loadings f: nimero de componentes princlpales
E: Matriz de residuos

o J

Figura 11. Esquema general del Analisis de Componentes Principales (PCA)

La matriz se descompone en el producto de dos matrices, una de
scores (relacionada con los objetos) y otra de loadings (relacionada con las
variables), quedando una matriz de residuales , con la informacién no recogida por
y

(9)
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Donde son las coordenadas de cada punto respecto a los nuevos ejes (componentes
principales) y son los cosenos de los angulos entre los nuevos ejes y los ejes
originales. El conjunto de datos , descrito inicialmente por variables correlacionadas,
queda ahora definido por un nuevo conjunto de variables no correlacionadas entre si
en un sistema de ejes ortogonales (Wold, 2001).

La interpretacion de los resultados obtenidos con el PCA se lleva a cabo a partir de una
representacion de los scores de las muestras en diferentes PCs. Si existe una relacidon
entre las muestras los puntos apareceran agrupados, mientras que si las muestras no
se asemejan entre si, los puntos apareceran dispersos entre si (Figural2). Este analisis
permite realizar una seleccion de muestras que sean representativas del conjunto

global de muestras, y usarlas a posteriori en la calibracion de modelos multivariantes.
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Figura 12: Grafico de PCA-scores (PC2 vs PC1l) obtenidos del analisis de

componentes principales de espectros Raman de dos especies bacterianas
filogenéticamente relacionadas. Las agrupaciones observadas a lo largo del eje de
la componente principal 1 (PC1), corresponden a los dos grupos de bacterias

analizadas, al igual que las dos agrupaciones observadas a lo largo del PC2.

Es importante recordar que PCA actua de una forma no supervisada, lo que significa
que para el analisis de datos no es necesario ningun tipo de informacion adicional al
conjunto de espectros o datos colectados experimentalmente (Gottliebet al., 2004;

Geladi, 2003).
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El PCA provee el porcentaje de la varianza explicada por cada PC. Ademas indica el
numero de componentes principales (PC’s) que retienen la mayor cantidad de
informacién presente en el conjunto de datos, relacionada con su estructura intrinseca

(Esbensen, 2005; Martens & Nielsen, 2003).

Los loadings muestran el peso (o relevancia) de una determinada variable en el
modelo de componentes principales. Son utilizados para entender cuanto contribuye
cada variable al significado de la variacidon de los datos, y de esta manera, interpretar la
relacion entre variables. También pueden ser utilizados para interpretar el significado
de cada componente del modelo.

Teniendo en cuenta que existen menos componentes principales que variables y
debido al error de ajuste del modelo con los datos, se produce un error E que se
acumula en la matriz

Adicionalmente, los loadings proporcionan informacion referente a las variables de
diagnéstico estadisticamente mdas importantes o influyentes, relacionadas con las
principales diferencias encontradas en el conjunto de datos (Figura 13). Asi, en la
Figura 13, las regiones 1100-1200 y 1500-1600 cm™ seran aquellas donde se

encuentren las variables mads influyentes en ese caso.
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Figura 13: Grafico de loading del analisis de PCA realizado en todo el rango del

espectro Raman (1800-800 cm™) de dos especies bacterianas relacionadas

filogenéticamente. Los recuadros en rojo indican las variables mas influyentes.
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7.8.2. Informacion Cuantitativa
La informacion contenida en los espectros IR puede correlacionarse con magnitudes
fisicas o quimicas, obteniéndose ecuaciones o modelos de calibracion. El fundamento
de cualquier calibracién es establecer una relacion entre la sefal instrumental y la
propia a determinar, y posteriormente predecir esta propiedad a partir de la sefial de
medida en una muestra desconocida. Es posible utilizar calibraciones univariantes
cuando la sefial es selectiva a la propiedad estudiada. Sin embargo, la espectroscopia
IR proporciona un gran numero de variables respuesta para cada muestra, variables
que en general no pueden ser asignadas a un solo analito (Wold et al., 2001). Esto ha
propiciado el desarrollo de métodos de calibracion capaces de relacionar multiples
variables con la propiedad a determinar. Estos métodos son conocidos como Métodos
de Calibracién Multivariante. Las caracteristicas principales de estos métodos son:

e Trabajan con un gran numero de medidas de cada muestra, normalmente con

el espectro completo.
e Son necesarios los valores de la propiedad a determinar para cada muestra.
e Es posible determinar de forma independiente cada una de las propiedades

que se desea cuantificar.

7.8.2.1. Regresion Parcial por Minimos Cuadrados (PLS)
El modelo PLS es un método para la construccion de modelos de prediccién cuando las
variables son muchas y altamente colineales (no son significativamente redundantes).
Se dispone de una matriz de datos espectrales X y una matriz Y que contiene los datos
de la propiedad a determinar. La regresion PLS se basa en un calculo de reduccién de
variables, donde las matrices X (espectral) e Y (analito) se descomponen en:
X=TPT+E (10)
Y=UQT +F (11)
Donde las matrices T y U son, respectivamente, las matrices de scores de X eY. Las
matrices PT y QT son las matrices de loadings de X eY, yE y F son las matrices
residuales de X e Y, respectivamente. El objetivo de PLS es modelar las matrices X e Y,

de tal forma que el conjunto de valores residuales, E y F, sean igual a cero.
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En PLS, al igual que en PCA, se han de seleccionar el numero de factores adecuado al
sistema, recogiendo informacién cuantitativa pero sin recoger ruido o informacion
espectral relativa a otros parametros no relacionados con la calibracién.

Una vez que se ha establecido el modelo de calibracion correcto, es posible predecir el
resultado para una nueva muestra o para un conjunto de muestras externo a la
calibracion. La correcta prediccidon de las nuevas muestras dependera de la buena
capacidad predictiva del modelo de calibracion (Martens & Martens, 2000c).

Este modelo es mejorado mediante el desarrollo de lo que se conoce como “relaciones
internas”. Debido a que los vectores base son calculados para ambos conjuntos de
datos X e Y de manera independiente, éstos pueden tener una débil relacién entre
ellos. Esta relacion interna es mejorada mediante intercambio de los scores T y U, en
un cdlculo iterativo. Esto permite que la informacion de un conjunto de datos pueda
ser utilizada para ajustar la orientacién de los vectores base o latentes (PC) en otro
conjunto de datos y visceversa.

La eficiencia del modelo PLS estd definida por el coeficiente de correlacién r, el error
normal de prediccién [Standard Error of prediction (SEP)], la raiz media cuadrada del
error de calibracién [Root Mean Square Error of Calibration (RMSEC)] y la Raiz Media
Cuadrada del Error en la validacién Cruzada [Root Mean Square Error of Cross-
Validation (RMSECV)]. De esta manera, el modelo sera eficiente cuando el valor de r
sea altoy los de SEP, RMSEC y RMSECV bajos.

Una descripcién mas amplia de este proceso, puede ser encontrada en la literatura
(Araujo-andrade et al., 2005).

El objetivo del PLS es entonces, obtener un modelo en un espacio de menor dimensién
capturando la mdaxima variacion en X con el nimero minimo de variables (PCA) y
maximizando la correlacidon entre X e Y.

Es por todo esto que el énfasis del PLS es la prediccién de las respuestas y no

necesariamente la relacion existente entre variables.

7.8.2.2.  Analisis Discriminante por Minimos Cuadrados Parciales (PLS-DA)
PLS-DA es una version del PLS en la cual, una o diversas variables Y son modeladas
simultaneamente, tomando en cuenta las posibles correlaciones o co-linealidades

entre las mismas.
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Para el andlisis discriminante, se considera que la muestra pertenece a un grupo o
clase. Cada clase es representada por una variable indicadora “Dummy variable”, la
cual generalmente es de caracter binario, adquiriendo un valor de 1 para aquellos que
pertenecen a una clase, y 0 para aquellos que no. De esta forma, construyendo un
modelo mediante PLS con las “Dummy variable” (Y), es posible predecir el valor que
corresponde a la clase que pertenece la muestra desconocida.

Una prediccion correcta, idealmente deberia dar un valor de Y igual a 1, para aquellas
muestras que son miembros del grupo o clase, y 0 para aquellas que no pertenecen a
este. En la practica, valores > 0.5, indican que el analito en estudio pertenece al grupo
que se ha modelado, mientras que valores < 0.5, indican la no pertenencia al grupo o
clase en cuestion. Todos los valores predichos son acompafiados por su desviacion, la
cual es una estimacidon de qué tan confiable es la prediccion (Araujo-Andrade &

Frausto-Reyes, 2010).

7.8.3. Métodos de Validacion

La validacidon de un modelo de prediccién estd referida a su capacidad predictiva de
datos desconocidos, que no han sido utilizados en la calibraciéon del mismo. Este nuevo
conjunto de datos recibe el nombre de “set de validacidn”, y es utilizado para validar el
modelo calibrado bajo una situacién real. Sin embargo, en ciertos casos el nimero de
muestras o determinaciones es limitado y no es posible contar con un grupo de
muestras para la calibracién del modelo, llamado también “set de entrenamiento”, y
un “set de validacion”. En dichos casos, es necesario recurrir a procedimientos
alternativos que proporcionen una aproximacién a la validacién ideal.

A continuacion, en la seccién 7.8.3.1 se describe uno de los métodos de validacion
alternativos y mejor aceptado por los expertos en el tema, cuando no se cuenta con
suficiente cantidad de muestras o mediciones para una validacién por “set de
validacién”. Este método, proporciona una validacién buena, pero a su vez,

aproximada a la validacién ideal.

7.8.3.1. Validacién Cruzada (LOOCV)
El método de validacién cruzada, es cominmente conocido por su nombre en inglés

como full-cross-validation o leave-one-out-cross-validation (LOOCV). El método
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consiste en calibrar tantos sub-modelos como objetos existan, y en donde en cada
calibraciéon se excluye de cada sub-modelo un objeto (espectro o muestra), que sera
predicho por el sub-modelo.

Si existen n objetos, cada sub-modelo sera calibrado con n-1 objetos. El cuadrado de la
diferencia entre el valor predicho y el valor de referencia Y para cada objeto o muestra
excluida, es sumado y promediado, dando como resultado la varianza en Y, en el
mismo sentido que si se realizara en un grupo de muestras independiente.

El método de validacion cruzada, suele ser la mejor opcidon cuando no se cuenta con un
numero suficiente de muestras para tener un set de entrenamiento y otro grupo
independiente de muestras de validacion. Por lo descripto anteriormente, diversos
autores en la literatura recomiendan este método como una buena aproximacion para

validar un modelo (Martens & Nielsen, 2003; Esbensen, 2005).

Si bien la capacidad protectora de los GOS ha sido recientemente descripta, los GOS
comerciales son obtenidos a través de diferentes tipos de sintesis enzimatica y
métodos de purificacion. Esto determina una gran heterogeneidad de los GOS
comerciales en cuanto a su composicién y grado de polimerizacion, y por ende, en sus
propiedades termofisicas. Por esta razon, resulta interesante estudiar el efecto de GOS
de diferente composicidn sobre la proteccidn de bacterias lacticas deshidratadas, y
comparar su efecto protector con el de otros azucares prebidtios de la familia de los
FOS, tales como la lactulosa, cuya capacidad protectora no ha sido abordada aun.

Para ello, es necesaria la implementacién de metodologias confiables, rapidas, simples
y econdmicas. En este sentido, y como se describié anteriormente, la espectroscopia
vibracional ha sido ampliamente utilizada para el estudio de sistemas biolégicos ya que
aporta informacion quimica, bioquimica y estructural.

En este trabajo de tesis se utilizara la espectroscopia NIR para estudiar por un lado las
caracteristicas estructurales y las propiedades termofisicas de azlcares prebidticos
utilizados en la industria, y por el otro el efecto protector de dichos compuestos sobre
bacterias deshidratadas. La baja absortividad del agua y la baja interferencia con otros
modos vibracionales en el infrarrojo cercano convierten a esta técnica en una

herramienta idonea para el estudio de propiedades termofisicas y de procesos
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relacionados con la deshidrataciéon y almacenamiento. Por su parte, el desarrollo de
modelos multivariantes a partir de los espectros NIR permitira definir las condiciones
para mejorar la calidad de los starters almacenados en el tiempo. De acuerdo a

nuestro conocimiento, este abordaje nunca antes habia sido utilizado con este fin.
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OBIJETIVOS

En el presente trabajo de tesis fueron planteados dos OBJETIVOS GENERALES:

1- Investigar el efecto protector de galacto-oligisacaridos (GOS) y lactulosa en la

2-

preservacion de bacterias lacticas
Desarrollar modelos que permitan determinar la eficiencia de procesos de
preservacion a partir del uso combinado de métodos espectroscopicos y

analisis multivariante.

Para alcanzar dichos objetivos, se plantearon los siguientes OBJETIVOS ESPECIFICOS:

>

Evaluar el efecto protector de GOS de diferente composicién y de lactulosa
sobre la recuperacion de Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus CIDCA 333
expuesta a deshidratacidn-rehidratacion.

Implementar un método experimental basado en espectroscopia NIR y analisis
multivariante para investigar la recuperacion bacteriana luego de dicho
proceso.

Obtener informacion estructural de los GOS utilizados y de la lactulosa a partir
de los espectros Raman y FTIR (medio).

Disefiar un modelo PLS basado en espectroscopia NIR para predecir el
parametro T-Tg de los GOS y de la lactulosa liofilizados y estabilizados a
diferentes humedades relativas.

Obtener informacion relacionada con la supervivencia y la humedad relativa de
Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus CIDCA 333 liofilizados en presencia

de GOS y lactulosa a partir de los espectros NIR correspondientes.
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CAPITULO |

Galacto-oligosacaridos y lactulosa como
protectores frente a la deshidratacion de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulcaricus.
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INTRODUCCION

El importante papel de las bacterias lacticas en la elaboracién de productos
alimenticios resalta la necesidad de una adecuada preservacion.

Los diferentes métodos de preservacion bacteriana (congelacién, liofilizacion, secado
spray, etc) producen una deshidratacion celular, que es responsable del dafio
bacteriano. La ausencia de agua puede generar cambios estructurales en las
membranas lipidicas, que constituyen el primer sitio de dafio durante estos procesos.
Esta pérdida de agua es responsable tanto del dafio en la membrana como de la
pérdida de viabilidad, lo cual retrasa el proceso de fermentacién. Por lo tanto, el uso
de protectores es crucial para evitar estos dafios. Tal como se indicé oportunamente
en la introduccién general (seccion 5.2.7. y 5.2.8.), los GOS han demostrado tener

buenas propiedades protectoras.

Cinéticas de crecimiento

Para evaluar la capacidad protectora de estos azUcares es importante verificar la
recuperacion de bacterias deshidratadas. Por lo tanto, el seguimiento de la cinética de
crecimiento de microorganismos deshidratados proporciona informacion sobre la
evolucidn de la recuperacion bacteriana.

En un sistema cerrado o cultivo en medio no renovado (cultivo monofasico), se obtiene
una curva de crecimiento como la de la Figura 1. Esta curva de crecimiento puede
dividirse en distintas fases llamadas fase de latencia (/ag), fase exponencial (log), fase

estacionaria y fase de muerte.
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Fases de crecimiento

Log,, microorganismos viables/ml

1 Tiempo

Figura 1: Curva de crecimiento tipica de una poblacién
bacteriana. 1, 2, 3 y 4 corresponden a las fases lag, log,

estacionaria y muerte, respectivamente.

Fase de latencia (lag): en esta fase las bacterias se adaptan a las condiciones de
crecimiento y no tienen aun la posibilidad de dividirse. Durante este periodo se
produce la sintesis de ARN, enzimas y otras moléculas. La fase lag puede ser mas breve
o mas larga dependiendo de la procedencia del cultivo y de las condiciones de
crecimiento. Entre otras causas, se observa un retraso en la fase lag cuando las células
del in6culo se encuentran dafiadas a causa de diferentes situaciones de estrés (calor,
radiaciones, compuestos toxicos, fuerza idnica, etc.). La reparacién de estos dafos y
recuperacién bacteriana requieren un determinado tiempo, lo cual aumenta la
duracion de la fase /ag.

Fase exponencial (log): la fase log es un periodo caracterizado por la duplicacién
celular. El nimero de nuevas células que aparecen por unidad de tiempo es
proporcional a la poblaciéon existente. En general, las células en crecimiento
exponencial son las que estan fisioldgicamente mds activas y, por ello, son a menudo
las indicadas para estudios enzimaticos y estructurales.

Fase estacionaria: |la fase estacionaria comienza por dos motivos: cuando un nutriente
esencial del medio de cultivo se consume y llega a ser un factor limitante del
crecimiento o bien cuando se acumulan en el medio algunos productos de desecho

hasta niveles inhibitorios que hacen que cese el crecimiento exponencial. En esta fase
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no hay aumento ni descenso neto del numero de células. Aunque no suele haber
crecimiento en la fase estacionaria muchas funciones celulares contintan, como el
metabolismo energético y algunos procesos biosintéticos. En algunos casos puede
haber un crecimiento lento en la fase estacionaria.

Fase de muerte: si la incubacion continta luego de que la poblacién haya alcanzado la
fase estacionaria, las células pueden continuar vivas y metabdlicamente activas, pero
también pueden morir. Si ocurre esto ultimo, se dice que la poblacion esta en fase de

muerte (Clark et al., 2009).

Métodos espectroscopicos en el seguimiento de las cinéticas de crecimiento
Espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR)

Entre los métodos mas utilizados para seguir una cinética bacteriana se encuentra la
lectura de absorbancia. Si bien es un método rapido, las bacterias muertas también
contribuyen a la absorbancia del cultivo, aumentando falsamente los valores leidos.
Para evitar esta desventaja, es posible realizar recuentos en placa durante el
crecimiento bacteriano, aunque el monitoreo de este modo se convierte en un método
engorroso. Existen otros métodos de monitereo, tales como impedanciometria,
pHmetria, citometria de flujo, etc. (Begot et al., 1996).

Por su parte, los métodos espectroscépicos permiten seguir en tiempo real todos los
cambios bioquimicos que ocurren en la curva de crecimiento. En particular, los
métodos basados en espectroscopia vibracional, entre los que se encuentra el NIR (ver
seccidén 7.6. en la Introduccién General) son particularmente Utiles para monitorear
procesos bioldgicos de forma rapida y sin la necesidad de utilizar reactivos exdgenos.
Los espectros obtenidos en NIR proporcionan una rica fuente de informacién derivada
de overtones y modos de combinaciéon de las vibraciones fundamentales asociadas a

los grupos C-H, O-H y N-H (Ciurczak, 2007).

Citometria de flujo multiparamétrica

Las técnicas basadas en analisis de fluorescencia entre las que se encuentra la
citometria de flujo multiparamétrica (CFM), pueden ser utiles para proporcionar
informacién sobre el estado fisiolégico y el deterioro celular durante los procesos de

preservacion. La CFM es una técnica de andlisis celular multiparamétrica cuyo
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fundamento se basa en hacer pasar una suspensién de células alineadas y de a una por
delante de un haz de luz focalizado. La ventaja analitica de la CFM es su capacidad para
realizar mediciones cuantitativas y multiparamétricas en un nimero estadisticamente
adecuado de células, permitiendo definir las propiedades de una poblacion celular o
de las subpoblaciones que la componen. El andlisis multiparamétrico hace posible
evaluar poblaciones celulares particulares dentro de una mezcla compleja.

Los parametros celulares que se miden pueden ser extrinsecos o intrinsecos,
dependiendo del reactivo que se utilice. Para los ensayos de fluorescencia intrinseca
no se necesita pretratamiento de las muestras, mientras que los estudios sobre
componentes celulares especificos utilizando fluoréforos (fluorescencia extrinseca)
requieren un tratamiento previo al analisis de las células.

Muchas sondas fluorescentes se han utilizado para analizar diferentes parametros
fisiologicos tales como integridad de membrana, actividad enzimatica intracelular,
viabilidad celular, potencial de membrana y pH intracelular. El uso combinado de las
sondas diacetato de carboxifluoresceina (cFDA) y yoduro de propidio (Pl) permite
discriminar células viables, muertas y dafiadas (Rault, Béal, Ghorbal, Ogier, & Bouix,
2007). El cFDA difunde pasivamente al interior de la bacteria. Los grupos acetato de la
sonda se hidrolizan por la accién de las esterasas intracelulares, generando éster de
succinimidil carboxifluoresceina, que es altamente fluorescente (verde). Por lo tanto,
solo las bacterias vivas y dafiadas seran cFDA+. El Pl sdlo ingresa a la bacteria cuando
las membranas estan dafiadas dando lugar a una fluorescencia roja. Por lo tanto, las
bacterias muertas o dafiadas seran Pl+. De esta manera, el uso combinado de Pl y cFDA
permitira diferenciar:

bacterias vivas: cFDA+ PI-

bacterias muertas: cFDA- PI+

bacterias danadas: cFDA+ Pl+

Teniendo en cuenta que la proporcién de bacterias viables, dafiadas y muertas es
diferente para cada fase de crecimiento, el uso de citometria de flujo multiparamétrica
permitiria analizar la recuperacién de bacterias dafiadas a lo largo del crecimiento,

determinando asi la eficiencia de cada protector utilizado.
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En este capitulo se evalud el papel de la lactulosa y de dos tipos de GOS como
protectores frente a la deshidratacién de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
CIDCA 333. Para ello los microorganismos cosechados en fase estacionaria fueron
deshidratados en desecadores con silica gel hasta que no se detectaron cambios en la
desorciéon de agua. Luego, los microorganismos fueron rehidratados en cloruro de
sodio 0.85% p/v y se monitored su recuperacion mediante espectroscopia NIR y
determinacién de la absorbancia a 600 nm. Los resultados se interpretaron utilizando
un analisis integrado que incluyé: (a) CFM y (b) Analisis de Componentes Principales de
los espectros NIR.

Se seleccioné la cepa L. bulgaricus por ser especialmente sensible a diferentes
situaciones de estrés. En estudios previos ha sido utilizada como modelo para estudiar
agentes protectores frente a procesos de preservacion (Teixeira et al., 1995; Gomez
Zavaglia et al., 2003; Oldenhof et al., 2005; Tymczyszyn et al., 2007; Tymczyszyn et al.,
2008a, 2011).
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos utilizados
Se utilizé la cepa CIDCA 333 de Lactobacilius delbrueckii subesp. bulgaricus, aislada a

partir de un fermento comercial (Gomez-Zavaglia et al., 1999).

Medios de cultivo
Caldo MRS

(Caldo para Lactobacillus segun De Man, Rogosa & Sharpe) (De Man et al., 1960)

Composicion (g/litro)
- Peptona universal 10.0
- Extracto de carne 5.0
- Extracto de Levadura 5.0
- D(+) glucosa 20.0
- Fosfato dipotasico 2.0
- Tween 80 1.0
- Hidrogencitrato diamdnico 2.0
- Acetato de sodio 5.0
- Sulfato de Magnesio 0.05
pH=6.5+0.1

Condiciones de crecimiento
Partiendo del cepario conservado a -80°C, las bacterias se inocularon en caldo MRS (De

Man et al., 1960) (in6culo al 1% v/v) y se incubaron durante 48 horas a 37°C. Al cabo
de este tiempo, se repicaron en medio MRS (indculo al 1% v/v), y se incubaron a 37°C

durante 24 horas.

Azucares protectores
GOS: Se estudiaron dos tipos de GOS:

-GOS Cup-Oligo H-70® (Empresa Kowa, Tokio, Japén) un jarabe comercial que fue
donado amablemente por Kochi SA (Santiago, Chile) y

-GOS Biotempo, que fueron sintetizados y donados amablemente por Biotempo SL
(Braga, Portugal).

La Tabla 1 muestra la composicidn de ambos GOS:
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Tabla 1: Composicién de los GOS (base seca) utilizados en esta tesis

Cup-Oligo H-70** Biotempo***

Producto Jarabe polvo
Contenido de agua (%) 25.0 <5
Glucosa (%)* 2 —
Galactosa (%)* 3
Lactosa + DP-2 (%)* 23 -
DP3 (%)* 47 47
DP4 (%)* 21 42
DP5 o mayores (%)* 4 8

Excipientes (%)* — —

GOS totales (%)* >75 97

*En base seca
**QObtenido de Tymczyszyn et al., 2011.
*** Obtenido de Torres et al., 2011).

Lactulosa: Se utilizé6 lactulosa comercial [(4-O-B-D-galactopiranosil-(1—4)-B-D-

fructofuranosa)] (Discovery Fine Chemicals, Dorset, UK).

Deshidratacion sobre silica gel

Se utilizaron alicuotas de 1 ml de cultivos de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333
en fase estacionaria (crecidos en MRS a 37°C hasta alcanzar aproximadamente 10°
UFC/ml). Los microorganismos fueron cosechados por centrifugacion a 4000 g durante
10 minutos y lavados dos veces con soluciones 20% p/v de GOS Cup-Oligo H-70®, GOS
Biotempo y lactulosa (previamente esterilizadas con filtros de 0.2 micrones de
diametro). Como control se utilizaron cultivos lavados 2 veces con cloruro de sodio
0.85% p/v. Los pellets fueron deshidratados en desecadores que contenian silica gel

hasta no detectarse cambios (gravimétricamente) en la desorcion de agua

(aproximadamente 7 dias).

Cinética de crecimiento
Los microorganismos se rehidrataron con 1 ml de cloruro de sodio 0.85% p/v durante

15 minutos a 25°C. Posteriormente, se inocularon en 10 ml de caldo MRS y se
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incubaron a 37°C. Para cada condicion ensayada se realizaron cinéticas de crecimiento,
determinando cada 60 minutos:
a) Absorbancia a 600 nm.
b) Espectros NIR. Cada espectro se registro en la region de 900-1700 nm,
utilizando un espectrémetro modelo Ocean Optics NIR Quest 512 equipado con
un detector de diodos de arseniuro de galio-indio (InGaAs) Hamamatsu de 512
pixels y alta estabilidad, en un banco éptico compacto con refrigerador
termoeléctrico de dos etapas, y electrénica de bajo ruido. La resolucién dptica
fuede de 2 nm (FWHM) y la relacidn sefial:ruido, de 15000:1. Los espectros de
absorcion NIR se registraron con una configuracién de transmision utilizando
dos sondas de fibra dptica de reflexién con bajo contenido de oxhidrilos (400
um de diametro de nucleo): una de ellas para transmitir la luz hacia la muestra
y la otra (dirigida hacia el detector), para recoger la luz transmitida. La muestra
liguida se colocd en una cubeta de cuarzo situado en un soporte conectado a
las fibras dpticas. El tiempo de integracidon se fijé en 5 ms y se registraron 5
espectros para cada tiempo de incubacién. La fuente de radiacion utilizada fue
una lampara de tungsteno-halégeno, modelo LS-1 de Ocean Optics Company.
La potencia de salida de la lampara fue de 6.5 W. Para el registro de los

espectros se utilizé el software SpectraSuite™ de OceanOptics (USA).

Analisis de Datos
Se realizé un PCA sobre los espectros NIR registrados a lo largo de la cinética de

crecimiento de las muestras deshidratadas en todas las condiciones, utilizando el

software Unscrambler® (version 9.8, CAMO, Noruega).

Analisis por Citometria de Flujo Multiparamétrica
Se determiné la composicion relativa de bacterias viables, dafiadas y muertas a lo largo

de la cinética de crecimiento mediante citometria de flujo multiparamétrica. Para ello,
se utilizaron sondas fluorescentes: diacetato de carboxilfluorosceina (cFDA) y yoduro
de propidio (Pl) (Molecular Probes. Invitrogen SA, California EE.UU.) (Raoult et al.,
2007). Las determinaciones se llevaron a cabo en un equipo FACS Calibur, utilizando el
software Cell Quest (Becton Dickinson, Mountain View, CA, EE.UU.) de acuerdo con

Raoult et al. (2007). Por cada muestra se adquirieron 10000 eventos (300 eventos/s).
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Como primer paso, se analizaron las bacterias sin marcar para localizar la poblaciéon a
estudiar. Previamente, se realizaron simples marcaciones para efectuar la
compensacién correspondiente. Se utilizd el canal FL1 (530 nm) para ajustar la
fluorescencia verde de cFDA y el canal FL3 (670 nm) para establecer la fluorescencia
roja de Pl. Como control de células muertas fueron utilizadas bacterias tratadas
térmicamente a 80°C durante 30 min, y como control de células vivas, bacterias recién
cosechadas. Se diferenciaron 4 regiones: Q1 (bacterias muertas): Pl+ y cFDA-; Q2
(bacterias con la membrana dafada): Pl+ y cFDA+; Q3 (debris): PI- y cFDA-; y Q4
(bacterias viables): PI- y CFDA+. El porcentaje de cada poblacién se determiné como:
[i/(Q1+Q2+Q4)]/100

Donde i es Q1, Q2 o Q4. Los residuos no fluorescentes (debris) (Q3) fueron excluidos
(Hiraoka et al., 2002).

Para cada ensayo se utilizdé 1 ml de cultivo lavado dos veces y resuspendido en el
mismo volumen de agua milli-Q. Las suspensiones se incubaron con 1ul de cFDA
(50g/1) a 28°C en oscuridad durante 10 minutos. Pasado este tiempo, se afiadié Pl en

una concentracion final de 0.5m g/mly se incubd 5 minutos a temperatura ambiente.

Reproducibilidad de los resultados
Se llevaron a cabo 3 sets de experimentos utilizando 3 cultivos de microorganismos

diferentes. Las muestras fueron preparadas por duplicado para cada set experimental.
Las diferencias relativas fueron reproducibles independientemente del set de cultivo

utilizado. Los resultados obtenidos para los duplicados también fueron reproducibles.
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RESULTADOS

La Figura 2 muestra la cinética de crecimiento para los microorganismos deshidratados
en presencia de GOS Biotempo, GOS Cup-Oligo H-70® y lactulosa, obtenida por registro
de la absorbancia a 600 nm. Teniendo en cuenta los tiempos lag, la eficiencia de los
protectores fue: GOS Biotempo> GOS Cup-Oligo H-70®> lactulosa (15, 20 y 21 horas
respectivamente). Las bacterias deshidratadas en ausencia de protector no fueron

capaces de crecer después de 30 horas de incubacion.

3.0
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0.5
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Figura 2: Cinética de crecimiento de Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 deshidratada en

presencia de GOS Biotempo (triangulos vacios), GOS Cup-

Oligo H-70® (circulos vacios), y lactulosa (tridngulos

invertidos vacios). Controles: Microorganismos no

deshidratados (cuadrados negros), microorganismos

deshidratados en ausencia de protector (cuadrados grises).

La cinética fue seguida por determinacion de la absorbancia

a 600 nm.
En la Figura 3 se muestran los espectros NIR registrados a lo largo de todas las
cinéticas de crecimiento. Los espectros indicados como A, corresponden a los
microorganismos control (no deshidratados), los indicados como B, a las bacterias
deshidratadas en ausencia de protector, y los indicados con C, D y E, a las bacterias
deshidratadas en presencia de GOS Biotempo, Cup-Oligo H-70® vy lactulosa,
respectivamente. Por otro lado, los graficos indicados con | corresponden a los

espectros crudos, los indicados con Il, a la inversa de la derivada segunda de los
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espectros, y los indicados con lll, a la ampliacién de la regiéon de 1350 a 1400 nm, que
fue la que mostré mayores cambios a lo largo de las cinéticas. La cinética del control
mostrd un corrimiento continuo de la banda a ~1370 nm hacia niumeros de onda mas
altos (Fig. 3Alll). Por el contrario, no se observaron cambios en los microorganismos
deshidratados en ausencia de protectores (los espectros aparecen totalmente
superpuestos), lo cual se correlaciona con la ausencia de crecimiento microbiano (Fig.
3BIIl). Nétese que las bacterias deshidratadas sin protector no fueron capaces de salir
de la fase lag (cuadrados grises en la Figura 2). Para los microorganismos
deshidratados en presencia de azlcares, se observd solapamiento de los espectros
registrados al comienzo de las cinéticas. Para los tiempos intermedios, el
desplazamiento (o corrimiento) de la banda a ~1370 nm fue gradual, tal como se

observod para el control. Al final de la cinética, los cambios fueron mas leves (Fig.3Alll,

Clll, Dl y EHN).
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Figura 3: Cinética de crecimiento de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
CIDCA 333 seguida por NIR. Las flechas
indican el comienzo (t=0) y el final (t=30 h)
de la cinética de crecimiento. (A) Control
(microorganismos no deshidratados), (B)
microorganismos deshidratados en
ausencia de protector, (C) microorganismos

deshidratados en presencia de GOS

Biotempo, (D) microorganismos
deshidratados en presencia de GOS Cup-
Oligo H-70°, (E) microorganismos

deshidratados en presencia de lactulosa.
Seccién I: espectros crudos normalizados,
seccion Il: inversa de la segunda derivada
de los espectros, seccién lll: regién entre
1350-1400 nm de la segunda derivada de
los espectros.



La Figura 4 muestra la evolucién de la banda a ~1370 nm durante la cinética de
crecimiento, la cual reproduce correctamente la cinética de crecimiento presentada en
la Figura 2 en las fases lag, logaritmica y estacionaria temprana. En la fase estacionaria
tardia, se observé un ligero desplazamiento de la banda analizada hacia mayores
longitudes de onda. Este cambio se observd solamente en la cinética del control, ya
que fue la Unica condicion en la que los microorganismos alcanzaron la fase
estacionaria tardia después de 30 horas de incubacion (ver Figura 4: zona delimitada

por la elipse).
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Figura 4. Posicién de la banda a ~1370 nm de la
inversa de la segunda derivada en funcion del
tiempo de incubacién. Microorganismos
deshidratados en presencia de: GOS Biotempo
(tridngulos vacios), Cup-Oligo H-70® (circulos
vacios), y lactulosa (tridngulos invertidos vacios).
Controles: Microorganismos no deshidratados
(cuadrados negros), microorganismos
deshidratados en ausencia de protector (cuadrados
grises). Los simbolos dentro de elipse corresponden

a los microorganismos en dase estacionaria tardia.

En la Figura 5 se presenta la evolucion del porcentaje de bacterias viables, dafiadas y

muertas a lo largo de las cinéticas de crecimiento estudiadas.
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Durante las fases lag, logaritmica y estacionaria temprana de microorganismos
previamente deshidratados con GOS y lactulosa, asi como para los controles, se
observd una mayor contribucion relativa de células vivas y dafadas. En estas fases, el
aporte de bacterias muertas no presentd variaciones, siendo de aproximadamente
10% (circulos vacios en las Figuras 5A-D). La contribucion de células muertas fue mayor

para los microorganismos deshidratados en ausencia de protector (Figura 5E).

Inmediatamente después de la rehidratacion (t=0), las bacterias deshidratadas en
presencia de protectores estaban mayoritariamente dafiadas (tridngulos vacios en las
Figuras 5B, C y D). Durante la fase lag se produce la reparacién de ese dafio, lo cual es
consistente con el aumento continuo de células viables en esta fase de crecimiento. Al
comienzo de la fase logaritmica se observaron los valores mads altos de bacterias
viables en todas las condiciones ensayadas (70-80%) (cuadrados negros en la Figura 5).
Estos valores permanecieron sin alteraciones hasta la fase estacionaria temprana. En la
fase estacionaria tardia, las células dafiadas y muertas (que hasta ese momento
permanecian alrededor del 10%) comenzaron a aumentar a expensas de las células
viables. Esta observacion fue particularmente clara en la cinética del control luego de
30 horas de incubacién (Figura 5A). Para obtener un panorama completo de la
evolucion de los microorganismos vivos, dafiados y muertos, se realizaron
determinaciones hasta las 46 horas de incubacién. De esta manera, se logré obtener
informacién sobre el comportamiento de los microorganismos deshidratados en la
fase estacionaria tardia.

Es importante mencionar que los ensayos de citometria de flujo multiparamétrica
también brindaron informacién acerca de la capacidad protectora de los GOS y la
lactulosa. Asi, el porcentaje de células dafiadas inmediatamente después de la
rehidratacion (t=0) fue del 44, 65y 76% para las células deshidratadas en presencia de

GOS Biotempo, GOS Cup-Oligo H-70°® y lactulosa, respectivamente (Figuras 5B, C y D).
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Figura 5. Evolucion de los microorganismos viables, daftados y muertos a lo largo de la
cinética de crecimiento.

(A) Control (microorganismos no deshidratados), (B) microrganismos deshidratados en
presencia de GOS Biotempo, (C) microorganismos deshidratados en presencia de GOS
Cup-Oligo H-70®, (D) microorganismos deshidratados en presencia de lactulosa y (E)
microorganismos deshidratados en ausencia de protector. Los cuadrados negros,

triangulos vacios y circulos vacios representan los microorganismos viables, dafiados y

muertos, respectiva mente.

88



Posteriormente se realizd un PCA a partir de los espectros NIR (Figura 3) de las 5
cinéticas de crecimiento (control, bacterias deshidratadas en presencia de GOS
Biotempo, Cup-Oligo H-70®, lactulosa y bacterias deshidratadas en ausencia de
protector). La Figura 6 muestra el grafico correspondiente a PC2 vs PC1, donde la
componente 1 explica el 99% de la varianza. Se observaron 3 grupos a lo largo del eje
de PC1 (Figura 6). Uno de ellos contiene una gran cantidad de muestras agrupadas en
un espacio restringido, y corresponde a los microorganismos en fase /ag (Figura 6a,
circulos vacios indicados con la letra a). El segundo grupo es el mds heterogéneo y
corresponde a los microorganismos que se encuentran en fase logaritmica (Figura 6b,
triangulos vacios indicados con la letra b). En el tercer grupo se encuentran las
bacterias en fase estacionaria, donde la distribucién es bastante homogénea (Figura
6¢, cuadrados vacios indicados con la letra ¢). La linea de puntos separa dos grupos a lo
largo del eje PC2. El agrupamiento superior (indicado con la letra e) corresponde a
etapas en las que existe un mayor porcentaje de células viables (fase logaritmica, ver
Figura 5), y el agrupamiento inferior (indicado con la letra d), corresponde a etapas en
las que las células estan mayoritariamente danadas (fases lag y estacionaria, ver Figura

5).
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Figura 6. Grafico de PCA realizado a partir de los espectros
NIR de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333

en diferentes fases de crecimiento.
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Se consideraron los espectros registrados a lo largo de las
cinéticas de crecimiento de todas las condiciones estudiadas
(controles y microorganismos deshidratados en presencia y en
ausencia de protectores). Los circulos corresponden a los
microorganismos en la fase lag, los tridngulos, a los
microorganismos en fase logaritmica y los cuadrados, a los que
se encuentran en fase estacionaria. Las letras a, b y ¢ indican
los agrupamientos en la PC1 (correspondientes a las fases lag,
logaritmica y estacionaria, respectivamente). Las letras e y d,
separadas por la linea de puntos, indican los agrupamientos en
la PC2 (correspondientes a células viables y dafiadas,

respectivamente).
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DISCUSION

El uso de GOS como agentes protectores en la preservacién de starters es muy
reciente y existe poca informacion al respecto (Golowczyc et al., 2013a; Tymczyszyn et
al.,, 2012, 2011). En el caso de la lactulosa, de acuerdo a nuestro conocimiento no
existe informacién relacionada con sus propiedades protectoras en la bibliografia. Por
lo tanto, se hace necesaria la realizacion de estudios profundos orientados a dilucidar
los mecanismos involucrados en su rol como protectores.

Para investigar la eficacia de un compuesto como protector de bacterias frente a la
deshidratacidén, es muy importante evaluar la recuperacion de los microorganismos
después del proceso deshidratacion-rehidratacion. Por esta razdn, las cinéticas de
crecimiento de microorganismos deshidratados y rehidratados son utiles para analizar
la recuperacién de los mismos. Los resultados obtenidos demuestran que la
espectroscopia NIR proporciona informacién relevante acerca de la recuperacién
bacteriana luego del proceso de deshidratacion-rehidratacién (Figura 3,4y 6).

El PCA realizado en este capitulo permitié no sélo discriminar la fase de crecimiento en
la que se encuentran los microorganismos, sino también discriminar los
microorganismos de acuerdo al dafio que presentan. El alto porcentaje de varianza que
explica la PC1 (99%) indica la capacidad del NIR para discriminar la fase de crecimiento
en la que se encuentran los microorganismos (Figura 6). Los microorganismos en fase
lag se agruparon en un espacio reducido debido al importante solapamiento de los
espectros registrados en esta fase de crecimiento (Figuras 3 y 6). En este sentido, el
elevado solapamiento observado en los espectros correspondientes a los
microorganismos deshidratados en ausencia de protector (que se mantuvieron en fase
lag durante 30 horas de incubacién; Figura 3BIl) explica claramente la alta densidad del
agrupamiento observado para esta fase de crecimiento (Figura 6a). Los
microorganismos en fase estacionaria también se agruparon de manera homogénea a
lo largo del eje de PC1, lo cual se correlaciona con la baja variabilidad de los espectros
en esta fase (Figura 6c). Por el contrario, la variabilidad de los espectros
correspondientes a los microorganismos en fase exponencial resultdé en un grupo

heterogéneo a lo largo de PC1 (Figura 6b).
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Por otro lado, la componente PC2, permitié discriminar dos grupos de acuerdo al
porcentaje de células viables y dafadas (o muertas) (Figura 6, grupos e y d). El analisis
por citometria de flujo multiparamétrica sustenta esta interpretacién (Figura 5). En la
fase exponencial, la mayor parte de los microorganismos estaban viables (70-80%).
Esto explica que formen un grupo homogéneo en la PC2 (Figura 6e). Por otro lado, en
la fase lag predominaron las células dafiadas (Figura 5), lo que explica la agrupacion de
los microorganismos en esta fase a lo largo del eje de PC2 (Figura 6, grupo d). En
cuanto a los microorganismos en fase estacionaria, éstos se distribuyeron en ambos
grupos a lo largo de PC2. La coexistencia de células viables y dafiadas en esta fase (con
un aumento de dafiadas en la fase estacionaria tardia), explica esta observacién
(Figuras 5y 6¢, d y e). Es importante sefialar que el desplazamiento de la banda a
~1370 nm en la fase estacionaria tardia (Figura 4, regién limitada por la elipse) se
correlaciona con un aumento de las células dafiadas y muertas (Figura 5). Esto indica
qgue el monitoreo de las cinéticas de crecimiento mediante NIR brinda informacién
adicional acerca del estado fisiolégico de las bacterias. Todas estas observaciones
refuerzan la utilidad de la espectroscopia NIR para obtener informacidn fisiologica de
manera sencilla, en tiempo real y sin la necesidad de reactivos exégenos.

La informacién proporcionada por los ensayos de citometria de flujo multiparamétrica,
explicd también la diferente capacidad protectora de los GOS vy la lactulosa. Si se
considera que al comienzo de la fase exponencial, las células estan mayoritariamente
viables (70-80% en todos los casos, incluidos los controles) y que durante la fase lag los
microorganismos reparan el dano (el porcentaje de células dafiadas disminuye durante
la fase lag) (Figura 5), se podria concluir que la extensién de la fase lag estd
determinada por la disminucion de las células dafiadas, la cual a su vez estd
condicionada por el porcentaje de células dafiadas inmediatamente después de la
rehidratacion (t=0). Por lo tanto, cuanto menor sea porcentaje de células dafadas
luego de la rehidratacién, menor sera el tiempo requerido para reparar el dafio. En
este sentido, para t=0 se observd un porcentaje de bacterias dafiadas de 44, 65y 75%
para los microorganismos deshidratados en presencia de GOS Biotempo, GOS Cup-
Oligo H-70% y lactulosa, respectivamente (Figuras 5B, C, D). Esto explica la mayor

capacidad protectora del GOS Biotempo (menor tiempo lag) (Figuras 2, 4 y 5). El
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tiempo reducido de la fase lag en la cinética de crecimiento del control (20% de células
danadas para t=0) sustenta esta observacion.

Tal como se expuso en la Introduccion General (seccion 4.1. y 4.2.), se han propuesto
dos hipodtesis para explicar la capacidad protectora de los azucares: a) la hipotesis de
vitrificacion (formacidén de una matriz amorfa o vitrea), y b) la hipdtesis del reemplazo
de moléculas de agua. Como también se expreso en la Introduccidon General, estas dos
hipdtesis no son excluyentes. De hecho, diferentes autores (Schebor et al., 2000;
Cerrutti et al.,, 2000) han informado que en muchos casos, la vitrificacion es una
condicion necesaria pero no suficiente para una adecuada proteccion de membranas
biolégicas durante procesos que involucran deshidratacion. Esto explica por qué
algunos polisacaridos no son buenos protectores a pesar de tener Tg elevadas (i.e.
maltodextrina, almiddn). En este sentido, la combinacién de polisacaridos con elevada
Tg con azucares pequefios con Tg mas bajas resulta una estrategia adecuada de
preservacion.

De acuerdo a la informacion obtenida de bibliografia, los GOS Biotempo tienen una
mayor Tg que los GOS Cup-Oligo H-70%, lo cual explica su mayor capacidad protectora
sobre la base de la hipdtesis de vitrificacion. La diferente composicion de los GOS
Biotempo y Cup-Oligo H-70% proporciona mas informacién para interpretar los
mecanismos protectores. A diferencia de los GOS Cup-Oligo H-70%, los GOS Biotempo
se obtuvieron luego de remover mono y disacaridos (Torres et al., 2011). Esto resulta
en: a) un mayor contenido de DP3 y DP4 en los GOS Biotempo (ver Tabla 1) y b) la
presencia de mono y disacdridos en los GOS Cup-Oligo H-70®. En funcién de la
hipotesis del reemplazo de moléculas de agua, se puede conjeturar que el mayor
contenido de oligosacaridos de mayor grado de polimerizacién (DP3 y DP4), da lugar a
interacciones mas fuertes con los grupos polares de las membranas bacterianas.
Teniendo en cuenta la vitrificacidon es una condicién necesaria pero no suficiente para
explicar la proteccion, la explicacién propuesta parece factible.

En este sentido, Crowe et al. (1998), informaron que la capacidad de los azUcares para
disminuir la Tm esta determinada por su tamafio. De hecho, la rafinosa (DP3) es mas
eficaz que la trehalosa, y ésta mas que la glucosa para disminuir la Tm de membranas
de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). Hincha et al. (2003), llevaron a cabo un estudio

sistematico sobre la estabilidad de fosfatidilcolina de huevo (EPC) en presencia de

93



diferentes azucares de la familia de la rafinosa: sacarosa (DP2), rafinosa (DP3),
estaquiosa (DP4), y verbascosa (DP5). Estos autores encontraron que los azUcares
estudiados previenen la fusidn de liposomas de EPC, lo cual mejora con el aumento del
DP. Esta estabilizacion se explica teniendo en cuenta la mayor capacidad de los
oligosacdaridos de mayor DP para interaccionar con membranas lipidicas (disminuyendo
la Tm), y también su mayor Tg (Hincha et al., 2003).

En el caso de los GOS Cup Oligo H-70®, la presencia de mono y disacaridos junto con
oligosacaridos de mayor DP también tiene un efecto de vitrificacion, aunque menor
que en los GOS Biotempo (Torres et al., 2011; Tymczyszyn et al., 2012). Las células
deshidratadas en presencia de lactulosa resultaron mas dafiadas luego de la
rehidratacion (76% a t=0, Figura 5). La lactulosa es un prebiético ampliamente
reconocido; sin embargo, sus propiedades fisico-quimicas no han sido investigadas
aun. De acuerdo con los resultados presentados, su menor capacidad protectora
podria explicarse sobre la base de su menor capacidad de vitrificacion. En el capitulo Il

se presentaran resultados relacionados con la vitrificacion de la lactulosa.
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CONCLUSIONES

El impacto de los resultados obtenidos se puede considerar desde dos perspectivas
principales: a) la utilidad de NIR para proporcionar informacién completa acerca de la
fisiologia bacteriana durante la cinética de crecimiento; b) la eficiencia de GOS vy
lactulosa como protectores bacterianos durante la deshidratacion.

La reparacion del dafo bacteriano resultante de la deshidratacion es critico para la
fermentacion. El registro de los espectros NIR es tan simple como la realizacion de
determinaciones turbidimétricas, pero tiene la enorme ventaja de proporcionar
informacién sobre el estado fisioldgico de las células. En este sentido, la posibilidad de
seguir la evolucion de las bacterias viables de una manera répida y no invasiva sustenta

firmemente el uso de NIR para el monitoreo de fermentaciones a nivel industrial.
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CAPITULO II

Determinacion de los estados amorfos y rubbery
de azucares prebiodticos liofilizados utilizando
espectroscopia de infrarrojo cercano y analisis

multivariante
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INTRODUCCION

Calorimetria diferencial de barrido y espectroscopia vibracional como métodos
validos para el estudio de estados vitreos

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica termoanalitica que permite
monitorear las variaciones de entalpia de la muestra en estudio en relacion a las de un
material de referencia térmicamente inerte, cuando ambas son sometidas a un
programa controlado de temperatura. Se trata de una técnica util para el estudio de
aquellos procesos en los que se produce una variacién entalpica, entre las cuales se
encuentran transiciones térmicas como la Tg. En general, el DSC puede operar en un
intervalo de temperaturas que va desde la temperatura del nitrégeno liquido hasta
unos 600 2C. Por esta razén esta técnica de andlisis se emplea para caracterizar
aquellos materiales que sufren transiciones térmicas en dicho intervalo de
temperaturas.

A nivel experimental, el DSC permite determinar el flujo de calor en la muestra a
estudiar y en un material inerte de referencia de forma independiente. Ambas celdas
gue contienen la muestra y la referencia, estdn equipadas con un sensor para la
medida de su temperatura, y una resistencia de calentamiento independiente para
cada una de ellas. Estas resistencias mantienen ambas celdas a una temperatura
programada Tp. Las temperaturas instantdneas de cada celda (Tm y TR) se miden vy
comparan continuamente con el valor programado Tp. El sistema trabaja de modo que
la energia suministrada en cada momento por cada resistencia de calentamiento, es
funcién de la diferencia entre las temperaturas de cada celda y la temperatura
programada, es decir:

Em= WX (T — Tp) (1)
Er=Wgr X (Tr—Tp)

Donde Enm y Erson las energias eléctricas suministradas por las resistencias, y Wmy Wr
son constantes del sistema, que dependen de las caracteristicas de cada material,
como la masa y su capacidad calorifica (Cp). La diferencia de energia, AE = Em — ER,
requerida para mantener las dos celdas a la temperatura programada, es la cantidad

que se representa en funcién de la temperatura (Tp, Tm o TR) o en funcidén del tiempo
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a temperatura constante. A estas dos representaciones se las denomina termogramas

(Surinach et al., 1992; Roos, 1995).

Degradacién

Cristalizacion
Fusion

Transicion vitrea

Flujo de Calor 0 C,

Temperatura

Figura 1: Termograma tipico de un polimero semicristalino.
En rojo se resalté cémo se visualiza una transicién vitrea en
el termograma, ya que este capitulo estara focalizado en

este punto. Figura tomada de: Uceta & Horta (1991).

El estado vitreo es un liquido supersaturado termodinamicamente inestable y con una
elevada viscosidad donde las reacciones quimicas son extremadamente lentas. En el
termograma se observa (Figura 1) como una transicion de segundo orden.

Pasada la Temperatura de Transicién Vitrea (Tg), se produce una marcada disminucién
de la viscosidad, observandose lo que se llama "liquido sobreenfriado" o estado

rubbery.

Por otro lado, se ha demostrado que los métodos basados en espectroscopia
vibracional proporcionan rapida y valiosa informacion fisicoquimica. La gran
sensibilidad de los modos vibracionales stretching del OH (vOH) a los puentes de
hidrégeno, permite diferenciar claramente estados vitreos de estados liquidos
(Bonanno et al., 1992; Small, 2006; Alander et al., 2013).

El modo vibracional vOH (stretching OH) absorbe en el rango 3600-3000 cm™,

dependiendo de las condiciones del entorno. En compuestos cuyos grupos OH forman
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puentes de hidrégeno fuertes, esta banda se desplaza considerablemente hacia
numeros de onda mds bajos. Por el contrario, cuando el grupo OH no esta
comprometido en la formacidn de puentes de hidrégeno, la banda correspondiente al
VOH serd observada a mayores nimeros de onda. En el estado amorfo, y en presencia
de bajas cantidades de agua, los azucares interaccionan entre si mediante puentes de
hidrégeno débiles. Por encima de la Tg, estos puentes de hidrégeno azucar-azlcar son
reemplazados por puentes de hidrégeno azlcar-agua, que son mas fuertes. Esto
explica la observacion de la banda correspondiente a vOH a mayores niumeros de onda
en el estado liquido y a menores nimeros de onda en el estado vitreo. En base a esta
informacién, Wolkers et al. (2004) definieron el coeficiente temperatura nimero de
onda (WTC), a partir del cual es posible determinar la Tg de los azucares.

Cuando se grafica la posicién de la banda del vOH en funcién de la temperatura se
observa un punto de interseccion (Figura 2), el cual se asocia con la Tg del azlcar. Ese
punto de interseccién se conoce como WTC, es una medida del cambio en la fuerza de

enlaces de hidrégeno con la temperatura del sistema.
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Figura 2: Posicion de la banda del vOH de la trehalosa en funcién de la
temperatura. La interseccion entre las lineas de regresion lineales en el
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estado vitreo y liquido indica la Tg. En la figura se indican la Tg y los
coeficientes de temperatura nimero de onda del estado vitreo (WTCg)
y liquido (WTCI). Figura tomada de Wolkers et al., 2004.

El WTC puede determinarse a partir de otros modos vibracionales, como el bending
COH (8COH), en la regién 1020-1030 cm™. Sin embargo, en esta regién existe un gran
solapamiento con bandas correspondientes a otros modos vibracionales, y por ello se
prefiere utilizar el vOH para la determinacion de estados vitreos (Walkers et al., 2004).
Asimismo, teniendo en cuenta que las bandas observadas en el NIR son el resultado de
modos de combinacion y overtones de modos vibracionales fundamentales
relacionados con la formacion de enlaces de hidrégeno (OH, NH, CH, SH) (ver seccién
7.6. de la Introduccién General), esta técnica también podria ser de gran utilidad a la

hora de investigar estados vitreos.

En resumen, y a modo de comparacion, es posible finalizar esta seccion diciendo que
asi como el DSC permite determinar estados vitreos a partir de los cambios en la
capacidad calorifica, la espectroscopia vibracional permite realizar estudios de

vitrificacion a partir de los cambios en la fuerza de los puentes de hidrégeno.

Estados amorfos y almacenamiento

El efecto estabilizador de los GOS ha sido descrito recientemente sobre la base de su
capacidad para formar matrices vitreas de alta viscosidad y baja movilidad molecular,
en las cuales las interacciones moleculares estdn restringidas (Tymczyszyn et al., 2011,
2012; Golowczyc et al, 2013).

Como se describié anteriormente, la Tg es un parametro que depende del contenido
de agua de la muestra (Roos, 1995). Por lo tanto, la estabilidad de los productos
deshidratados en funcién del tiempo se ve favorecida a temperaturas por debajo de la
Tg (Tymczyszyn et al., 2012). Sin embargo, las pequeiias moléculas que se encuentran
en estas matrices, tales como agua, gases o moléculas organicas pequefias presentan
movilidad y pueden dar lugar a la cristalizacion con la consecuente desestabilizacion de
los compuestos amorfos (Franks, 1999; Meste et al., 2002; Y. H. Roos, 2009). Por esta

razon, la Tg solo funciona como un parametro macroscopico, ya que para una
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adecuada conservacion de alimentos y productos relacionados con la alimentacion, se
requiere también una baja movilidad molecular. En la practica, la baja movilidad
molecular se alcanza cuando el contenido de agua y las temperaturas de
almacenamiento son bajas (Tromp et al., 1997; Schoonman et al., 2002; Tymczyszyn et
al., 2012). Por lo tanto, el pardmetro T-Tg (siendo T la temperatura de
almacenamiento) es mas apropiado para evaluar la exactitud de las condiciones de
almacenamiento. Este parametro se utiliza generalmente para determinar la capacidad
de un compuesto para estabilizar un determinado producto a lo largo del tiempo. Esto
indica que la condicion mas adecuada de almacenamiento serd aquella en que la
temperatura de almacenamiento esté por debajo de la Tg. Cuanto mayor sea el valor
absoluto de T-Tg, mas estable sera el producto.

Como T-Tg es independiente del azlcar analizado, la determinacién de este parametro
representa una herramienta Util para investigar la estabilidad de los azticares amorfos
en alimentos y productos farmacéuticos. Esto resulta de gran importancia practica y
econdmica, ya que el deterioro de los mismos afecta diferentes atributos de calidad de
los alimentos, tales como, la textura, el aroma, la vida util, entre otros (Franks, 1999,
Le Meste et al., 2002; Roos, 2009).

Teniendo en cuenta la relevancia del pardametro T-Tg para predecir la estabilidad de
productos deshidratados en el tiempo y la utilidad de la espectroscopia vibracional
para proporcionar de manera rdpida y confiable informacién fisicoquimica acerca de
los estados amorfos, el objetivo de este capitulo fue definir un modelo multivariante
para predecir el parametro T-Tg directamente a partir de los espectros NIR. Para este
proposito, dos GOS de diferente composicidn y la lactulosa fueron deshidratados y
equilibrados a 4 °C en diferentes condiciones de humedad relativa (RH). Se registraron
los espectros NIR de los azucares en cada una de las condiciones y, con los valores de
Tg obtenidos por DSC como referencia, se defini6 un modelo de minimos cuadrados
parciales (PLS), que permitio determinar el pardmetro T-Tg directamente a partir de los

espectros.
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MATERIALES Y METODOS
Galacto-oligosacaridos y lactulosa
Se estudiaron dos tipos de GOS (GOS Biotempo y GOS Cup-Oligo H-70®), cuya

composicion fue descripta en la pagina 79, y lactulosa.

Procedimiento de liofilizacion

Se prepararon soluciones 20% p/v de GOS Cup-Oligo H-70®, GOS Biotempo y lactulosa.
Se transfirio 1 ml de cada soluciodn a viales de vidrio de 5 ml de volumen. Las soluciones
fueron congeladas a -80°C durante 48 horas y posteriormente liofilizadas en un equipo
Heto FD4 (Heto Lab Equipment, Denmark) que funciona con un condensador a -50°C a

una presion de la cdmara de 0.04 mbar. El proceso de liofilizacién durd 48 horas.

Analisis estructural

Los espectros FTIR fueron registrados en el infrarrojo medio (4000-500 cm™), en
pastillas de KBr preparadas con una proporcién de 1mg de azucar liofilizado / 200 mg
de KBr. Se realizaron 128 escaneos con una resolucién de 4 cm™, utilizando un
espectrometro Thermo Nicolet iS10 (Thermo Scientific, MA, EE.UU.).

Los espectros Raman se registraron en un espectrémetro Raman Renishaw 1000B
integrado a un microscopio Leica, sobre un sustrato de aluminio que contenia los
azucares liofilizados. El sistema Raman se equilibré con una silicona semiconductora
utilizando la banda a 520 cm™ como standard y para optimizar atin mas la calibracién
se usaron muestras de cloroformo (CHCl5) (que absorbe a 261, 364 y 667 cm™) vy
ciclohexano (C¢H12) (que absorbe a 383, 426, 801, 1028, 1157, 1265, 1347 y 1443 cm'l).
La longitud de onda de excitacién fue de 830 nm, y el laser se centrd en la superficie de
muestra con un objetivo de 50X (tamafio de la mancha: ~20 um). La irradiacién de

energia laser sobre las muestras fue de 45mW.

Procedimiento de humidificacion

Los azucares liofilizados fueron almacenados durante 15 dias a 20°C en recipientes que
contenian soluciones saturadas de LiCl, KCH;COO, MgCl,, K2CO3, Mg(NOs),, NaCL y
(NH4),S0q4, las cuales les otorgaron una humedad relativa del 11, 22, 33, 44, 52, 75 y

80%, respectivamente.
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Temperaturas de transicion vitrea

Las temperaturas de transicion vitrea de la lactulosa liofilizada y almacenada a las
diferentes HR se determinaron por DSC utilizando un calorimetro Q100 (TA
instruments, USA), calibrado con indio, plomo y zinc (velocidad de calentamiento:
10°C/min). Se utilizaron capsulas de 40 pl, selladas herméticamente a presion (se usé
una capsula vacia como referencia). El valor informado es el promedio de dos
determinaciones con una desviacién estandar de + 1°C.

Para los GOS Cup Oligo H-70® y GOS Biotempo, se utilizaron los valores reportados en
Tymczyszyn et al. (2012) y en Torres et al. (2011), respectivamente, determinados en

las mismas condiciones que las descritas.

Espectroscopia de infrarrojo cercano

Los espectros NIR de las muestras fueron registrados en la regién espectral de 900 a
1700 nm utilizando un espectrometro modelo Ocean Optics NIRQuest512, equipado
con un detector de diodos de arseniuro de galio-indio (InGaAs) Hamamatsu de 512
elementos y alta estabilidad, en un banco &ptico compacto, con refrigerador
termoeléctrico de dos etapas y electrdnica de bajo ruido. Se trabajé con una resolucién
Optica de 3 nm (FWHM) y una relacién senal:ruido de 15000:1. Para iluminar la
muestra y recoger la luz retrodispersada, se utilizé una sonda de fibra dptica de
reflexion con bajo contenido de oxhidrilos, 400 um de didmetro de nucleo, y apertura
numérica de 0.22 en una configuracién sonda/muestra de 45°. Se utilizé6 como fuente
de radiacion una lampara de tugsteno-halégeno, modelo LS-1 de Ocean Optics
Company. La potencia de salida de la lampara fue de 6.5 W, trabajando en el rango
visible/NIR (360-2500 nm). La operacion del espectrometro fue controlada mediante el
software SpectraSuite™ de OceanOptics. El tiempo de integracidon se fijé en 600 ms y

se registraron 5 espectros para cada muestra.

Anadlisis de Datos
El Andlisis Multivariante y el pre-prosesamiento de los espectros NIR (correccion de
dispersién multiplicativa extendida —EMSC-) se llevd a cabo utilizando el software The

Unscrambler® (versién 10.0, CAMO, Noruega).
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Con el fin de evaluar las diferencias espectrales entre azlcares equilibrados a
diferentes HR, se realizdé un PCA de los espectros NIR registrados a dichas HR (11-80%
RH). Luego se calibré un modelo PLS, lo cual permitié determinar los valores de T-Tg
(Martens, & Naes 1989; Esbensen, 2005). El modelo fue calibrado utilizando 34
espectros NIR, seleccionados de manera tal de cubrir todo el rango de T-Tg en estudio.
Estos espectros seleccionados incluyeron espectros obtenidos a partir de
experimentos y repeticiones independientes. Para calcular el parametro de referencia
T-Tg, se utilizaron los valores de Tg obtenidos por DSC. La robustez del modelo
calibrado fue determinada en funcién del valor de correlacién R’y de los errores de
calibracion y prediccion (RMSEC y RMSEP). Valores de correlacién elevados y errores
bajos indicaran una buena capacidad de clasificar o predecir muestras desconocidas
(Tabla 1). Para validar el modelo se utilizé un conjunto de 35 espectros, recogidos de
forma independiente de los utilizados para la calibracion (y en las mismas condiciones

que los espectros utilizados en la calibracion).

Tabla 1: Informacidn utilizada para definir el modelo PLS

Muestra

N° total de espectros registrados 68
N° de espectros usados para la calibracién 34
N° de espectros usados para la validacién 34

N°de espectros no tenidos en cuenta para la

calibracion (outliers) °
Método de validacion Independiente
Tratamiento matematico Ninguno
Factores PLS usados para la prediccién 8
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis estructural de los azucares. Espectros FTIR y Raman

La espectroscopia vibracional (FTIR y Raman) representa una herramienta util en el
estudio de azUcares porque proporciona informacion tanto quimica como fisica de las
muestras. Las Figuras 3A y B muestran los espectros FTIR y Raman de los GOS Cup-
Oligo H-70, GOS Biotempo vy lactulosa después de la liofilizacion. A diferencia de los
espectros de azlcares cristalinos, cuya estructura es organizada y los espectros
presentan bandas estrechas y bien resueltas (Ahlqvist & Taylor, 2002), en las Figuras
3A y B se observan bandas anchas y poco resultas, tipicas de los estados amorfos
(estructuras desordenadas).

Los espectros FTIR de los 3 azucares son similares en la mayoria de las regiones (Figura
3A). La intensa banda observada a 3380 cm™ corresponde al modo vibracional vOH, las
bandas a 2935 y 2886 cm™ a los modos vibracionales vCH, y el grupo de bandas a
~1400 cm™, a 8CH (Figura 3A) (Sekkal et al., 1995). La banda a 1643 cm™ corresponde a
las moléculas de agua presentes en la matriz de azlcar amorfo. Las principales
diferencias espectrales se observaron en la region denominada fingerprint (huella
digital) de los aztcares (1200-900 cm™) (Sekkal et al., 1995). Esta regidn es rica en
bandas que proporcionan, colectivamente, un patrén caracteristico del azucar
estudiado. Los principales modos vibracionales de absorcién en esta regién estan
relacionados con el enlace glicosidico C-O-C, y con los modos vibracionales §COH y vC-
C. En el espectro de la lactulosa, se observa una banda mas estrecha en esta region.
Esto puede explicarse teniendo en cuenta que la estructura de este azlcar es mas
simple que la de los GOS (es un disacadrido con un solo enlace glicosidico). Los
espectros FTIR de otros disacaridos como la maltosa y la celobiosa, también presentan
regiones fingerprint mas estrechas que los azlcares de mayor grado de polimerizacién
(Sekkal et al., 1995).

La estpectroscopia Raman también es una fuente rica de informacidon sobre los
azucares. A pesar de ello, ha sido poco utilizada para evaluar la estructura de azucares
amorfos (Soderholm et al., 1999; Connolly et al., 2010). Los modos vibracionales de
absorcion en el Raman no difieren significativamente de los modos vibracionales en el
FTIR. Sin embargo, los espectros Raman mostraron mayores diferencias entre la

lactulosa y los GOS (Figura 3B).
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Las bandas observadas en la regién de 1200 a 1000 cm™ se pueden atribuir a los
modos vibracionales vC-C y vC-O (Soderholm et al., 1999). Las principales diferencias
espectrales entre la lactulosa y los GOS se observaron en la regién 900-800 cm™. Esta
region forma parte de la llamada “region anomérica”, ya que en ella pueden
distinguirse diferentes anémeros de los azucares (Sonderholm et al., 1999). Las bandas
de esta region fueron atribuidas a los modos vibracionales del “esqueleto” del carbono
anomérico (Soderholm et al., 1999). Esto también explica las diferencias que presentan
estas bandas en la lactulosa (873 y 816 cm™) respecto a los GOS (una banda més ancha
centrada en 889 cm™). Las bandas presentes en la region de 500 a 300 cm™ se pueden
atribuir a los modos vibracionales 6C-C-C, 6C-C-O, 6C-O y tC-C. Mathlouthi & Luu
(1980) informaron que el modo vibracional vC-C-O de la fructosa se observa a 531 cm’
! Por lo tanto, la banda de 531 cm™ en el espectro Raman de la lactulosa (disacarido
compuesto por fructosa y galactosa) se puede atribuir a este modo vibracional (Figura
3BII).

En resumen, se observaron pequefios cambios en las posiciones, anchos e intensidades
de las bandas en los espectros de los 3 azlcares. Las mayores diferencias fueron
observadas en la lactulosa, y pueden explicarse teniendo en cuenta su estructura de
disacdarido y la presencia de los anillos de fructo-furanosa en lugar de los anillos de

piranosa que presentan los GOS.
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Figura 3. A: Espectro FTIR de GOS Biotempo (), GOS
Cup-oligo H-70 (ll) y lactulosa (lll). B: espectro
Raman de GOS Biotempo (l), GOS Cup-oligo (ll) y

lactulosa (ll1).

Efecto de la RH en los Espectros NIR

La sensibilidad de la espectroscopia de infrarrojo cercano a las moléculas de agua
sustenta el uso de esta metodologia para evaluar las propiedades de azlcares en
estado amorfo. Debido a la baja capacidad de absorcion del agua en el infrarrojo
cercano, y teniendo en cuenta que los espectros NIR se originan de combinaciones y
overtones de modos vibracionales fundamentales relacionados con los enlaces de
hidrogeno (OH, NH, CH, SH) (ver seccidn 7.6. de la Introducciéon General, e introduccién
de este capitulo), se selecciond esta técnica para analizar las propiedades termofisicas

de los GOS y la lactulosa.
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La Figura 4 muestra los espectros de los GOS Cup-Oligo H-70, de los GOS Biotempo vy
de la lactulosa a diferentes HR. Las principales diferencias observadas en los espectros
fueron una disminucién clara del hombro a ~1571 nm y una disminuciéon en la

intensidad de la banda a 1204 nm.
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Figura 4. Espectros NIR de azucares liofilizados vy
equilibrados a diferentes HR. A: GOS Cup-Oligo H-70, B: GOS
Biotempo y C: Lactulosa. Las flechas indican aumento de

HR.
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En la Figura 5 se muestra el PCA realizado para los tres azucares equilibrados a
diferentes HR. En los tres casos, las agrupaciones se correlacionaron con las HR de las
muestras, y las componentes principales que los definen explicaron el 95% de la
varianza. De acuerdo a los graficos de loadings (Figura 6), la region de 1380 a 1500 nm
fue la que aporté mayor informacion para explicar dichas agrupaciones. Como ya se
indicé en la introduccidon de este capitulo, la capacidad del NIR para discriminar
estados amorfos y rubbery estd directamente relacionada con el tipo de enlaces de
hidrégeno. Estos enlaces son mas débiles en el estado amorfo (azucar-agua) que en el
estado rubbery (agua-agua). Esto explica el hecho de que el primer overtone del
stretching (estiramiento) del grupo OH (2vOH) ocurra a numeros de onda mas bajos en

el estado rubbery (Gergely & Salgo, 2003; Wolkers et al., 2004; Oldenhof et al., 2005).
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Figura 5: Graficos de PCA realizados a partir de los
espectros NIR de los 3 azlcares liofilizados vy
equilibrados a las diferentes RH. A: GOS Cup Oligo H-

70®, B: GOS Biotempo, C: Lactulosa.
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Figura 6: Grafico de loading de la componente principal 1
(PC1), obtenido a partir de los espectros NIR de GOS Cup
Oligo H-70®, GOS Biotempo y lactulosa equilibrados a
diferentes RH (Figura 5).

Los estados amorfo y rubbery tienen implicancias importantes en el almacenamiento
de alimentos y productos relacionados con la alimentacidon. En este sentido, una
adecuada conservacion alimentos (y también starters) requiere bajas movilidades
moleculares y bajas temperaturas de almacenamiento. Asi, un adecuado
almacenamiento estard determinado no solamente por la Tg sino también por la
temperatura de almacenamiento (T). En la practica, esto se consigue cuando la T esta
lo mas alejada posible de la Tg, es decir, el valor absoluto del pardmetro T-Tg debe ser

lo mas alto posible. Por otro lado, el parametro T-Tg permite determinar si las
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condiciones de almacenamiento son adecuadas, independientemente del azilcar en
cuestion (Tromp et al., 1997; Schoonman et al., 2002; Tymczyszyn et al., 2012).

Sobre esta base, y teniendo en cuenta la sensibilidad de NIR para determinar estados
amorfos y rubbery, se definié un modelo PLS con el objeto de determinar T-Tg a partir
de los espectros NIR (T: 4°C).

Los valores de Tg necesarios para calcular el parametro T-Tg y construir el modelo PLS,
se determinaron por DSC. Los resultados se muestran en la Tabla 2 (Ver Termogramas

en ANEXO, pag. 165)

Tabla 2: Temperaturas de transicidn vitrea de GOS Cup Oligo H-70®, GOS Biotempo vy

lactulosa a diferentes HR.

GOS Cup Oligo H-70®* GOS Biotempo? Lactulosa
i (°C) (°C) (°C)
11 49.71 105.71 41.95
22 36.77 84.76 33.10
33 36.32 69.08 7.40
44 13.92 51.43 1.72
52 6.36 37.62 -14.06
75 -24.55 n.d. -47.55
80 -41.87 n.d. n.d.

! valores publicados por Tymcszyszyn et al., 2012.

2 Valores publicados por Torres et al., 2012.

El GOS Biotempo esta formado por oligosacaridos de grado de polimerizacion superior
a 3 (Torres et al., 2011). El GOS Cup-Oligo H-70 esta constituido ademas, por mono y
disacaridos (Tymczyszyn et al., 2011). Ha sido publicado que un mayor contenido de tri
y tetrasacaridos en mezclas de oligosacaridos esta relacionado con una mayor Tg (Higl
et al., 2007; Miao et al., 2008). La lactulosa es un disacarido cuyas propiedades
prebidticas han sido documentadas. Sin embargo, ésta es la primera vez que se
estudian sus propiedades fisico-quimicas. La Tg de este azlcar, representada en la
Tabla 2, podria explicar su menor efecto protector durante la deshidratacion de

bacterias lacticas (ver capitulo | de este trabajo de tesis). Los valores de Tg de los GOS
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Cup Oligo H-70® son similares a los de otros azlcares utilizados ampliamente como
protectores (trehalosa y lactosa), y superiores a la Tg de la sacarosa (Miao et al., 2008).
Sin embargo, son inferiores a la Tg de los GOS Biotempo informada por Torres et al.
(2011). Esto se podria explicar teniendo en cuenta la mayor proporcion de DP4 y DP5
de los GOS Biotempo (Tabla 1 del capitulo 1 de esta tesis). Con respecto a la lactulosa,
los valores de Tg determinados resultaron mds bajos que los de la trehalosa y la lactosa

pero superiores a la sacarosa (Miao et al., 2008).

PLS

El modelo PLS fue calibrado y validado utilizando un conjunto de 34 espectros
independientes (Tabla 1). Los espectros utilizados para la validacidn fueron registrados
en las mismas condiciones de HR que los usados para calibrar el modelo. La Figura 7
representa los valores de T-Tg predichos por el modelo. El error cuadratico medio de
prediccion (RMSEP) se representa en las barras de error-Y. Los espectros de los tres
azucares utilizados tanto para la calibracién como para la validacidn, cubren un amplio
rango de valores de T-Tg, lo cual otorga una mayor robustez al modelo de prediccién.
Los valores de T-Tg predichos por el modelo se correlacionan muy bien con los
obtenidos por DSC (Tabla 2), dando validez al uso del modelo PLS para el estudio de
muestras desconocidas. En la Tabla 3 se muestran los parametros estadisticos

correspondientes a la calibracién y validacion del modelo.

Tabla 3: Parametros estadisticos de los sets de calibracién y validacién del modelo PLS.

Set de calibracién Set de validacion
Correlacion 0.994 Correlacion 0.966
R-cuadrado’ 0.989 R-cuadrado’ 0.934
RMSEC? 3.131°C RMSEP’ 8.051 °C
SEC* 3.178°C SEP® 8.148 °C
Bias 9.58x10°°C Bias -0.618 °C

'R-cuadrado: Coeficiente de determinacion.
2RMSEC: Root Mean Square Error of Calibration.
*RMSEP: Root Mean Square Error of Prediction.
*SEC: Error standard para la calibracién.

>SEP: Error standard para la prediccion.
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Los estados amorfos son muy sensibles a los cambios de temperatura y de humedad.
La Tg es especifica para cada azucar y depende de variables experimentales (Roos &
Karel, 1991). Por encima del valor de Tg, la movilidad molecular aumenta en gran
medida, y muchos compuestos amorfos sufren reacciones de deterioro. En el estado
vitreo pueden ocurrir movimientos de rotacion y vibracion de moléculas pequefas. Por
esta razon cuando se utilizan azucares como protectores en la preservacion de
microorganismos deshidratados se producen cambios conformacionales en proteinas y
precipitacion de sales, con efectos nocivos sobre los microorganismos. Esto demuestra
la relevancia del modelo PLS desarrollado para determinar el parametro T-Tg, el cual
tiene en cuenta la temperatura de almacenamiento y la humedad de la muestra. Como
los espectros NIR se correlacionan con T-Tg, el modelo es capaz de predecir no sélo el
comportamiento de diferentes azlcares, sino también el comportamiento de los

azucares almacenados a diferentes temperaturas o HR.
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CONCLUSIONES

Este capitulo proporciona informacién estructural sobre dos tipos de GOS vy lactulosa a
partir de los espectros Raman y FTIR (medio). La espectroscopia NIR permitié agrupar
muestras equilibradas a diferentes HR (PCA).

Como una movilidad molecular baja es crucial para evitar reacciones de deterioro de
azucares durante el almacenamiento, la determinacién del pardmetro T-Tg
(directamente relacionado con la movilidad de agua e independiente del azicar
considerado), es muy util para predecir el comportamiento de productos alimenticios
almacenados. La sensibilidad de NIR a T-Tg es de gran importancia para determinar la
vida util de alimentos y productos relacionados con la alimentacion. Por lo tanto, la
aplicaciéon del modelo PLS para predecir T-Tg contribuirda a ahorrar tiempo en la
determinacién de las condiciones adecuadas de almacenamiento de alimentos y

Starters.
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CAPITULO IlI

Efecto de la humedad relativa sobre muestras de
bacterias liofilizadas en presencia de azucares
utilizando espectroscopia NIR y analisis
multivariante.
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INTRODUCCION

Como se vid en el capitulo |, la eficiencia de los GOS y la lactulosa como agentes
protectores fue variable dependiendo del grado de polimerizacion.

Como se menciond en la introduccién, la capacidad protectora de un determinado
compuesto puede explicarse en base a dos hipdtesis, la vitrificacidon y el reemplazo de
agua. En el capitulo | se comprobd mediante citometria de flujo que tanto los GOS
como la lactulosa protegen la membrana del dafo producido por desecacidn, siendo
los GOS de mayor pureza (GOS Biotempo, 97% GOS, ver Tabla 1 pagina 79), los mas
efectivos. Por otro lado, la capacidad de formar estados vitreos de los GOS fue
estudiada recientemente (Torres et al., 2011; Tymczyszyn et al., 2011), y en el capitulo
Il se estudio la capacidad de la lactulosa para formar estados vitreos y se determinaron
sus propiedades termofisicas a distintas humedades relativas.

La espectroscopia NIR resultd una herramienta muy util para explicar cambios
termofisicos que ocurren como consecuencia de los cambios en la fuerza de los
puentes de hidrégeno (capitulo 1l), asi como los cambios fisiolégicos que ocurren a lo
largo de la cinética de crecimiento (capitulo ). Por ejemplo, resultd particularmente
util para determinar el parametro T-Tg en muestras liofilizadas y almacenadas en
distintas condiciones.

Teniendo en cuenta la importancia de los estados vitreos para la preservacién
bacteriana, y la sensibilidad de la espectroscopia NIR a los cambios asociados a las
moléculas de agua, el objetivo de este capitulo fue analizar mediante espectroscopia
NIR la estabilidad de la cepa Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus CIDCA 333
durante la liofilizacién en presencia de tres azucares (GOS Biotempo, GOS Cup Oligo H-
70® vy lactulosa) y posterior almacenamiento durante 21 dias a 4°C, en diferentes
condiciones de humedad relativa. La pérdida de viabilidad se determind mediante
recuentos en placa y se refiridé a la viabilidad de la cepa antes de la liofilizacién. Se
determind la temperatura de transicion vitrea mediante DSC para cada condicion de
almacenamiento. La informacién proporcionada por los espectros NIR se analizé en
términos de viabilidad y HR, y se correlacioné con los resultados obtenidos a partir de
los recuentos en placa y el DSC. Finalmente se definié un modelo basado en PLS-DA

para clasificar muestras desconocidas en amorfas o rubbery. Debido a que el estado
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fisico de los starters esta relacionado con su vida util, este modelo permite determinar,

a partir de los espectros NIR, si los starters estan almacenados adecuadamente o no.
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MATERIALES Y METODOS
Microorganismos utilizados:

Se utilizd la cepa CIDCA 333 de Lactobacilius delbrueckii subesp. bulgaricus.

Procedimiento de Liofilizacion:

Los microorganismos fueron crecidos en MRS a 37°C y cosechados por centrifugacion a
4000 g durante 10 minutos, una vez alcanzada la fase estacionaria.

Se tomaron alicuotas de 1 ml de cultivo, las cuales fueron lavadas 2 veces con: GOS
Oligo H-70® 20% p/v, GOS Biotempo 20% p/v, Lactulosa 20% p/v o Cloruro de Sodio
0.85% p/v como control sin protector.

Los pellets obtenidos fueron congelados a -80°C durante 48 horas y posteriormente
liofilizados en un equipo Heto FD4 (Heto Lab Equipment, Denmark) que funciona con
un condensador a -50°C a una presién de la camara de 0.04 mbar. El proceso de

liofilizacion durd 48 horas.

Procedimiento de humidificacion:

Los pellets liofilizados fueron almacenados a 4°C en recipientes que contenian
soluciones de sales saturadas de LiCl, KCH;COO, MgCl,, K2CO3, Mg(NOs),, NaCL y
(NH3),S04, las cuales les otorgaron una humedad relativa del 11, 22, 33, 44, 52, 75 y
80%, respectivamente.

Después de 7 y 21 dias de almacenamiento, los pellets fueron utilizados para

determinar: a) NUumero de sobrevivientes, b) espectros NIR, c) Tg.

Determinacion del numero de sobrevivientes:

El nimero de células viables se determind antes y después del proceso de liofilizacién,
y luego de 7 y 21 dias de almacenamiento a las diferentes humedades relativas (HR)
por recuento en placa en MRS agarizado (1.5% p/v de agar).

Para ello los microorganismos deshidratados fueron rehidratados al volumen original
con solucién de cloruro de sodio al 0.85% (p/v) durante 15 minutos. Se realizaron
diluciones seriadas al décimo (desde 10 hasta 10®) y se sembraron en placas de agar

MRS. Las colonias fueron contadas luego de 48 horas de incubacién a 37°C.
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La pérdida de viabilidad se calculé como log (N/Ng), donde N, es el nimero de
microorganismos viables en la condicion ensayada y Npo, el numero de

microorganismos antes del proceso de liofilizacidn (cultivo fresco).

Espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR):
Se registraron los espectros NIR de las bacterias liofilizadas en presencia y ausencia de

los diferentes protectores y se los correlacioné con la viabilidad de las mismas y con la

condicion de HR a la cual fueron almacenadas.

Espectros NIR:
Los espectros NIR de las muestras fueron registrados en la regién espectral de 900 a

1700 nm utilizando un espectrémetro modelo Ocean Optics NIRQuest512, tal como se
explicé en el capitulo anterior (pagina 103). Se trabajé con una resolucién déptica de 3
nm (FWHM) y una relacién sefal:ruido de 15000:1. Para iluminar la muestra y recoger
la luz retrodispersada se utilizé una sonda de fibra dptica de reflexién con bajo
contenido de oxhidrilos, 400 um de diametro de nucleo, y la apertura numérica de
0.22 en una configuracién de 45° (sonda/muestra). Se utilizé como fuente de radiacién
una ldmpara de tugsteno-halégeno, modelo LS-1 de Ocean Optics Company (USA). La
potencia de salida de la ldmpara fue de 6.5 W, trabajando en el rango visible/NIR (360-
2500 nm). La operacion del espectrémetro fue controlada mediante el software
Spectra Suite™ de Ocean Optics. El tiempo de integracion se fijé en 600 ms y se

registraron 5 espectros para cada muestra.

Analisis de los espectros NIR:

El Andlisis Multivariante y el pre-procesamiento de los espectros NIR (correccion de
dispersién multiplicativa extendida —EMSC-) se llevd a cabo utilizando el software The
Unscrambler® (versién 10.0, CAMO, Noruega).

Se realizé la PLS-DA (ver seccidén 7.8.2.2. de la Introduccidn General) para definir un
modelo que permitiera clasificar muestras desconocidas en “amorfas” o “rubbery”
directamente a partir del espectro NIR (Martens & Naes, 1989; Esbensen, 2005; Mobili
et al.,, 2011). Tal como se indicdé en la Introduccién General (seccién 7.8.2.2.), los

modelos de PLS-DA operan de una manera supervisada, lo que significa que para su
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definicidn se requiere conocimiento previo del estado fisico (amorfo o rubbery) de las
muestras liofilizadas y almacenadas a diferentes HR (Martens & Naes, 1989).

La robustez del modelo fue determinada en funcién del valor de correlacién R’y de los
errores de calibracion y predicciéon (RMSEC y RMSEP). Elevados valores de correlacion y
errores de calibracién y prediccién bajos indicardn una buena capacidad de clasificar o

predecir muestras desconocidas (Tabla 1).

Temperaturas de transicion vitrea:

Las temperaturas de transicidn vitrea de las muestras liofilizadas se determinaron por
DSC utilizando un calorimetro Q100 (TA instruments, USA), calibrado con indio, plomo
y zinc (velocidad de calentamiento: 10°C/min). Se utilizaron capsulas de 40 pl, selladas
herméticamente a presién (se usdé una capsula vacia como referencia). El valor
informado es el promedio de dos determinaciones con una desviacién estandar de +

1°C.

Reproducibilidad de los resultados:

Todos los experimentos fueron realizados por duplicado utilizando 3 cultivos
independientes de bacterias. Las diferencias fueron reproducibles,
independientemente de los cultivos utilizados. Las diferencias entre las muestras
fueron determinadas con el test t para pares de muestras. Las diferencias entre

muestras fueron consideradas como estadisticamente significativas si P < 0.05.
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RESULTADOS

La Figura 1 muestra la estabilidad de Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus
CIDCA 333 liofilizada en presencia de GOS Cup Oligo H-70®, GOS Biotempo vy lactulosa
como agentes protectores, y almacenada a diferentes HR durante 7 y 21 dias. Las
muestras liofilizadas en presencia de los tres azlucares no mostraron pérdidas
significativas de viabilidad luego del proceso (P < 0.05). Por el contrario, en las
muestras liofilizadas sin protector la viabilidad disminuyé 5.0 logaritmos.

Luego de 7 dias de almacenamiento, las muestras liofilizadas en presencia de los 3
agentes protectores no mostraron pérdida significativa de la viabilidad a HRs por
debajo de 52% (P < 0.05) (barras blancas en la Figura 1). Cuando se almacenarona 75y
80% de HR, la viabilidad disminuyd entre 1.4 y 2.4 logaritmos (P < 0.05) (barras blancas
en la Figura 1).

Después de 21 dias de almacenamiento, la viabilidad de las células liofilizadas no
disminuyd cuando fueron almacenadas a HRs por debajo de 52% (P < 0.05) (barras
grises en la Figura 1). A partir de 52% de HR, la pérdida de viabilidad comenzé a
aumentar, haciéndose evidente aHRs de 75 y 80%. Los GOS Biotempo fueron los
agentes protectores mas efectivos (pérdida de viabilidad de 2.5 logaritmos a HR=80%)
(P < 0.05) (barras grises en la Figura 1B). Para las bacterias liofilizadas en presencia de
GOS Cup Oligo H-70® vy lactulosa la pérdida de viabilidad fue mayor a 3.6 logaritmos

cuando se almacenaron a HR del 80% (P < 0.05) (barras grises en la Figuras 1Ay 1C).
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Figura 1: Efecto protector de GOS y lactulosa durante la liofilizacidn de L. bulgaricus CIDCA
333.Luego de la liofilizacion, los microorganismos fueron estabilizados en atmédsferas de
HR desde 11 a 80% y almacenados 7 y 21 dias. En los graficos A, B y C se muestran los log
N/Ng para L. bulgaricus CIDCA 333 liofilizado en presencia de GOS Cup Oligo H-70®, GOS
Biotempo vy lactulosa, respectivamente. En todos los casos se utilizaron concentraciones
de azucar de 20% p/v. N= UFC/ml de muestras equilibradas a la HR en estudio; Ny=
UFC/ml antes del proceso de liofilizacion (cultivo fresco) (P<0.05). El log N/N, para las

muestras liofilizadas sin protector fue de-5.0.

La Figura 2 muestra los espectros NIR de las muestras liofilizadas y almacenadas
durante 7 y 21 dias a 4°C, a HR comprendidas entre 11 y 80%. Para una mejor
comparacion, se representaron los espectros correspondientes a las muestras
liofilizadas y estabilizadas a la misma HR pero almacenadas durante 7 y 21 dias; es
decir, los dos espectros representados en cada seccidn de la Figura 2 sdlo difieren en el
tiempo de almacenamiento. Se observé que todas las muestras almacenadas a 11% de
HR presentaron espectros altamente superpuestos (Figuras 2 Al, Bl, Cl, DI). Para las
muestras almacenadas a 80% de HR se observaron notables diferencias en los
espectros. Las principales diferencias fueron: a) una disminucion en la intensidad del

hombro a 1579 nm, b) estrechamiento de la banda a 1459 nm, y ¢) una disminucion en
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la intensidad relativa de la banda a 1196 nm (Figuras 2All, Bll y CIl). Las muestras

liofilizadas en presencia del GOS Biotempo fueron las que representaron las menores

alteraciones (Figura 2 BIl). Los espectros de las muestras liofilizadas en ausencia de

protectores fueron de aspecto diferente respecto a las muestras liofilizadas con

protectores, pero no mostraron diferencias entre si a los distintos tiempos de

almacenamiento (Figura 2D).
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Figura 2. Espectros NIR de muestras liofilizadas en presencia y en ausencia de protector,
almacenadas a HR comprendidas entre 11 y 80% durante 7 (—) y 21 (-----) dias a 4°C.

A: muestras liofilizadas en presencia de GOS Cup Oligo H-70®,

B: muestras liofilizadas en presencia de GOS Biotempo,

C: muestras liofilizadas en presencia de lactulosa,

D: muestras liofilizadas en ausencia de protectores.

En todos los paneles, | indica las muestras almacenadas a 11% de HR y Il, las muestras

almacenadas a 80% de HR.

Posteriormente se estudid el efecto de la HR en las muestras de bacterias liofilizadas
en presencia y en ausencia de protector. En la Figura 3 se observan los espectros NIR
de los microorganismos liofilizados, equilibrados a diferentes HRs, y almacenados
durante 7 dias. Se eligié este tiempo de almacenamiento porque en estos casos la HR
no afectd la viabilidad en gran medida (Figura 1). De esta manera, las diferencias
espectrales son el resultado de la variacion de la HR. Los principales cambios fueron los
siguientes: a) una disminucion clara del hombro a ~1579 nm y b) un aumento en la
intensidad relativa de la banda a 1196 nm, donde se observa que a medida que

aumenta la HR se ensancha la banda en esa region (Figura 3Al, BlI, Cl, DI).
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Es importante sefialar que los cambios espectrales que resultan del aumento de HR
fueron graduales hasta un valor dado. Por encima de este valor, se observé una
disminucién abrupta del hombro a ~1579 nm. Al mismo tiempo, la banda a ~1470nm,
que hasta aquel momento no habia experimentado cambio alguno, pasé de 1470 nm a
1450 nm (o sea, se corrid alrededor de 20 nm) (Figuras 3All, BlI, Cll y DII).

Tanto para las muestras liofilizadas en presencia de GOS Cup Oligo H-70® (Figura 3All)
como para las bacterias deshidratadas en presencia de lactulosa (Figura 3Cll), los
cambios espectrales antes mencionados se produjeron a HR de 44-52%. En el caso de
las muestras liofilizadas en presencia de GOS Biotempo los cambios se produjeron a
HRs de 52-75% (Figura 3BIl), aunque las alteraciones fueron de menor intensidad. Para
las muestras liofilizadas en ausencia de agentes protectores, la alteracion se observo a

75% de HR (Figura 3DII).

Absorbancia
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Figura 3. Espectros NIR de las muestras liofilizadas en presencia o ausencia de agentes
protectores, almacenadas a diferentes HR durante 7 dias a 4°C.

A: muestras liofilizadas en presencia de GOS Cup Oligo H-70®,

B: muestras liofilizadas en presencia de GOS Biotempo,

C: muestras liofilizadas en presencia de lactulosa,

D: muestras liofilizadas en ausencia de agentes protectores.

En todas las secciones: I: corresponde al espectro de las muestras almacenadas a HR de
11% (—) y 80% (---). ll: zoom de la regién de 1320-1670 nm de los espectros registrados
para cada HR (11, 33, 44, 52, 75 y 80%). Las flechas indican aumento de RH.

La Figura 4 representa las Tg de todas las muestras analizadas (Ver termogramas en
ANEXO, pdg. 165). Los microorganismos liofilizados en presencia de GOS Biotempo
tuvieron las Tg mds altas para todas las HR ensayadas. Estos resultados se pueden
correlacionar con los obtenidos en el capitulo anterior para los azlicares puros, donde
los GOS Biotempo tuvieron las Tgs mas altas seguidos por los Cup Oligo H-70® y luego
por la Lactulosa. Si bien los valores de Tg son significativamente inferiores a los
obtenidos en el capitulo Il, es importante notar que en este capitulo, estos valores de
Tg corresponden a los pellets de las bacterias deshidratadas en presencia de los
azucares.
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Para HR menores a 33%, las bacterias liofilizadas en presencia de GOS Cup Oligo H-70®
presentaron valores ligeramente superiores de Tg en comparacion con las bacterias
liofilizadas en presencia de lactulosa. Por encima de 44% de HR, las Tgs fueron
similares para ambos grupos. Por su parte, los valores de Tgs de las muestras

equilibradas a 44 y 52% de HR fueron cercanos a la temperatura de almacenamiento

(4°C).
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Figura 4. Tg de L. delbrueckii subesp. bulgaricus CIDCA 333
liofilizadas en presencia de 20% p/v de GOS Cup Oligo H-70®
(@); GOS Biotempo (m) y lactulosa (A ) (P<0.05).

Para determinar si una muestra liofilizada se encuentra en estado amorfo o rubbery se
definié un modelo de prediccidon multivariante basado en PLS-DA (ver seccién 7.8.2.2.
de la Introduccion General). Una prediccion correcta debe tener, idealmente, un valor
Y =1 para las muestras en estado rubbery e Y= 0 para las muestras en estado amorfo
(Martens & Naes, 1989; Esbensen, 2005). Un valor de Y= 0.5 es el valor de decisién:
valores superiores a 0.5 indican que las muestras se encuentran en estado rubbery y
valores inferiores a 0.5 evidencian muestras amorfas.

El PLS-DA se llevd a cabo utilizando los espectros NIR pre-procesados (incluyendo las
repeticiones) utilizando un conjunto independiente de datos para la calibracién.

El modelo se calibré utilizando los espectros NIR pre-procesados (incluyendo las

repeticiones) correspondientes a las muestras liofilizadas y almacenadas durante 7 dias
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a las diferentes HRs, mientras que los espectros correspondientes a las muestras
almacenadas durante 21 dias se utilizaron para validarlo, es decir, se trabajo con
conjuntos de datos independientes. Los valores estadisticos de la Tabla 1 (Correlacion,
R?, RMSEC, RMSEP) demuestran la excelente discriminacién entre muestras amorfas y
rubbery.

La Figura 5 muestra los resultados de prediccion para los espectros NIR de muestras

liofilizadas almacenadas a diferentes HR.

Tabla 1: Valores estadisticos calculados en el paso de validacidn para la calibracién

del modelo PLS-DA.

Informacion proporcionada por PLS-DA Configuracién del Modelo

Factores de prediccion del PLS 3
Correccion de dispersién
Pre-procesamiento (calibracion y validacidon) multiplicativa
Vector normalizacién

Numero de elementos usados para la

92°
calibracién
Numero de elementos usados para la .

92
validacion
Correlacién 0.97
Coeficiente de determinacién (R?) 0.95
Error Cuadratico Medio de Calibracion

0.09
(RMSEC)
Error Cuadrdtico Medio de Prediccién

0.09
(RMSEP)
Método de Validacion Conjuntos independientes
Tratamiento Matematico Espectros crudos

®Para calibrar el modelo se utilizaron las muestras liofilizadas en presencia de los 3
protectores y almacenadas durante 7 dias a las diferentes HRs.
®Para validar el modelo se utilizaron las muestras liofilizadas en presencia de los 3

protectores y almacenadas durante 21 dias a las diferentes HRs.
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Figura 5. Grafico de PLS-DA con los resultados de la
prediccién para las muestras de L. delbrueckii subesp.
bulgaricus CIDCA 333 liofilizadas y almacenadas a
diferentes HRs. Los cuadrados corresponden a las

muestras amorfas y los tridngulos, a las muestras rubbery.
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DISCUSION

La eficiencia de los azlcares como compuestos protectores se debe en parte a su
capacidad de vitrificacion. Diferentes autores han encontrado una correlacién entre la
Tg vy la viabilidad de numerosos starters usados en la industria alimenticia (Hill et al.,
2007; Miao et al., 2008; Tymczyszyn et al., 2012). En este capitulo se observé que la
supervivencia de los microorganismos también se ve afectada por la HR a la cual son
almacenados. Las bacterias conservadas a las HR mas altas fueron las mas afectadas
(Figura 1). La Figura 4 muestra que la capacidad protectora de los 3 azlcares
ensayados puede explicarse sobre la base de las Tg a las diferentes HR.

La eficiencia de los GOS Cup Oligo H-70® como agentes protectores ha sido
demostrada recientemente (Tymczyszyn et al., 2011, 2012). A las HR mas altas (75 y
80%) se observd una mayor eficiencia de los GOS Biotempo como protectores luego de
21 dias de almacenamiento (Figura 1B). Por otro lado, los valores superiores de Tg de
los microorganismos liofilizados con GOS Biotempo en todo el rango de HR estudiadas,
explica su mayor capacidad protectora (Figura 4).

La informacién proporcionada por los espectros NIR en este capitulo se pudo
correlacionar con dos variables: la viabilidad de los microorganismos y la HR a la que
fueron almacenados. Considerando que a los 7 dias de almacenamiento las muestras
se encuentran equilibradas a las diferentes HR y que estas HR se mantienen en el
tiempo, las diferencias espectrales observadas para las muestras liofilizadas en las
mismas condiciones pero almacenadas durante diferentes periodos, se han atribuido a
la pérdida de la viabilidad y a la diferente capacidad protectora de los azlcares (Figura
2). Para las HR mas bajas, la superposicion de los espectros correspondientes a ambos
tiempos de almacenamiento puede asociarse a que en esas condiciones no se
observaron variaciones significativas de la viabilidad bacteriana (Figuras 1y 2Al, BI, Cl).
Las diferencias espectrales mas claras se observaron a HR altas, lo que se relaciona con
la pérdida de la viabilidad observada después de 21 dias de almacenamiento (Figura 1).
Por otra parte, las diferencias espectrales menos evidentes observadas después de 21
dias de almacenamiento a 80% de HR en las muestras liofilizadas en presencia del GOS
Biotempo (Figuras 2 BIl vs All y Cll), se correlacionan con su mejor capacidad
protectora (Figura 1). La superposicion de los espectros de las muestras liofilizadas en

ausencia de protector (Figuras 2 DI y Il) puede explicarse teniendo en cuenta que la
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viabilidad de las bacterias disminuyé 5.0 logaritmos después del proceso de
liofilizacidon y se mantuvo en valores muy bajos durante el almacenamiento (Figuras
2DI y DII).

Como se observé en el capitulo anterior, la capacidad de la espectroscopia infrarroja
para discriminar entre estados amorfos o rubbery viene dada por las caracteristicas de
los enlaces de hidrégeno en cada estado fisico. El estado amorfo se caracteriza por
presentar débiles enlaces de hidrogeno azlcar-azicar, mientras que en el estado
rubbery predominan enlaces de hidrégenos agua-azlcar y agua-agua fuertes, por lo
gue se observa desplazamiento de bandas a menores nimeros de onda (Wolkers,
Oliver, Tablin, & Crowe, 2004; Oldenhof, Wolkers, Fonseca, Passot, & Marin, 2005). En
base a esta informacion, las modificaciones en la estructura intermolecular de los
enlaces de hidrogeno presentes en los grupos funcionales de las macromoléculas
bacterianas, explican el drastico cambio observado en los espectros de la Figura 3.
Como se observo en el capitulo anterior, diversos articulos han referido el uso de la
espectroscopia de infrarrojo medio para la determinacién de Tgs, asociados al
stretching de los grupos OH (vOH) (Wolkers et al., 2004; Oldenhof et al., 2005). Los
resultados obtenidos en este capitulo demuestran que el modo vibracional 2vOH
también es sensible a la transicion de estado amorfo = rubbery (por efecto del
incremento de la HR) de pellets bacterianos deshidratados en presencia y ausencia de
protectores. Esto se ve reflejado claramente en los cambios espectrales (de alrededor
de 20 nm) de la Figura 3, lo cual es consistente con las Tgs determinadas por DSC
(Figura 4).

Respecto al comportamiento de los microorganismos liofilizados en ausencia de
protectores (Figuras 2D y 3D) se observaron varios comportamientos que llamaron la
atencién. En primer lugar, la banda asociada al modo vibracional 2vOH, se produjo a
numeros de ondas mas altos (1497 nm) respecto a las muestras liofilizadas en
presencia de azucares (1459) (Figura 2D). Se sabe que los microorganismos
deshidratados en ausencia de adecuados agentes protectores exponen sitios
hidrofébicos sobre la superficie causando la desnaturalizacion de macromoléculas
superficiales (Tymczyszyn et al., 2008). Estos cambios estructurales explican las
diferencias espectrales observadas para las muestras liofilizadas en ausencia de

protectores (Figura 3D). El almacenamiento de estas muestras a diferentes HRs
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también condujo a cambios espectrales derivados de las transiciones de fases. Se ha
informado que estas transiciones de fase involucran a los grupos NH de proteinas
intracelulares (Wolkers et al., 2004; Oldenhof et al., 2005). Los cambios espectrales
observados a medida que aumenta la HR pueden explicarse teniendo en cuenta la
posible contribucion de los modos vibracionales stretching de los grupos NH (vNH) de
las proteinas enddgenas, a las transiciones vitreas (Figura 3D).

Como se explicd oportunamente (ver seccién 4.2. de la Introducciéon General) los
valores de Tg, ademas de indicar transiciones de estados (amorfos = rubbery), se
asocian a la movilidad de moléculas pequeiias dentro de la muestra (agua, gases y
moléculas organicas pequeias) (Tromp et al., 1997; Schoonman, Ubbink, Bisperink, Le
Meste, & Karel, 2002). El aumento de la movilidad molecular se asocia con la
disminucién de la viabilidad (Tymczyszyn et al., 2012). De este modo, el contenido de
agua y la temperatura de almacenamiento son esenciales para la preservacion de
bacterias. Los espectros NIR reflejan claramente esta transicion (Figura 3), y en este
contexto, la precisiéon del PLS-DA permite una buena clasificacion de las muestras en
amorfas o rubbery (Figura 5 y Tabla 1). El modelo multivariante desarrollado permitio
clasificar claramente a las muestras almacenadas a 11, 22 y 33 de HR en amorfas, y las
almacenadas a 75 y 80% en rubbery (Figura 5). Las muestras almacenadas a 44 y 52%
de HR se agruparon cerca del valor de decisién (0.5), lo cual explica la proximidad entre
sus valores de Tg y el de la temperatura de almacenamiento (4°C) (Figura 4).

La temperatura de almacenamiento (T) y Tg son pardmetros requeridos para evaluar la
viabilidad a largo plazo. Tal como se mostro en el capitulo 2, el pardmetro T-Tg es muy
importante, ya que esta directamente relacionada con la vida util de los starters
independientemente del agente protector utilizado para su conservacién (Tymczyszyn
et al., 2012). Esto apoya firmemente la utilizacién del modelo PLS-DA para la

clasificacion de muestras desconocidas.
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CONCLUSIONES
Los resultados presentados en este capitulo permitieron obtener las siguientes
conclusiones:
- El contenido en tri y tetrasacaridos en la composicién de GOS, aumenta su
capacidad de proteccidn, lo cual puede explicarse sobre la base de su Tg.
- La sensibilidad de la espectroscopia NIR a la HR permitié realizar un andlisis
preciso de las propiedades fisico-quimicas de las muestras liofilizadas a nivel
molecular. Dicho andlisis brindd informacién util para evaluar de forma rapida y

precisa, si los starters estan almacenados correctamente o no.
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DISCUSION GENERAL
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DISCUSION GENERAL

Las bacterias lacticas tienen estatus GRAS, es decir son generalmente reconocidas
como seguras, por lo cual pueden ser utilizadas en la produccidon de alimentos y
también, en aplicaciones biotecnoldgicas relacionadas con la salud (medicina, industria
farmacéutica, nutracéuticos). La eleccion del método de preservacion, de los agentes
protectores y de las condiciones de almacenamiento, son etapas criticas para
mantener viables estos cultivos. Es por esto que el tema abordado en este trabajo de
tesis adquiere especial relevancia en dos aspectos:

-por investigar el efecto protector de GOS y lactulosa en la preservacion de bacterias
l[acticas, y

-por desarrollar modelos basados en espectroscopia NIR y Andlisis Multivariante que
permiten determinar la eficiencia de los procesos de preservacion y de las condiciones
de almacenamiento.

Los resultados obtenidos en los CAPITULOS | y Ill permitieron concluir que la presencia
de GOS y lactulosa durante la deshidratacién aumenta considerablemente la viabilidad
de las bacterias. La capacidad de recuperacion de bacterias deshidratadas en silica
(CAPITULO 1) fue evaluada a partir de las cinéticas de crecimiento de los
microorganismos deshidratados y rehidratados. La presencia de GOS vy lactulosa
durante la deshidratacion, ademas de reducir la fase lag respecto a las muestras
deshidratadas en ausencia de protector, aumentd el porcentaje de células viables al
comienzo de la cinética de crecimiento. Se demostré que el protector mas eficaz
resulté ser el GOS Biotempo, ya que presentd fase lag mas corta y un mayor
porcentaje de células viables. En relacién a la liofilizacion (CAPITULO lll), los GOS
Biotempo también demostraron ser mas eficientes que los GOS Cup Oligo H70 y la
lactulosa.

Los GOS y la lactulosa son ampliamente conocidos por sus propiedades prebidticas,
pero sus propiedades como protectores de la deshidrataciéon de bacterias lacticas no
habian sido exploradas en el caso de la lactulosa o habian sido escasamente
exploradas en el caso de los GOS. La eficiencia de dichos compuestos como
protectores, cuya eficiencia es similar a la de otros azlcares tradicionalmente

utilizados como protectores de bacterias lacticas (i.e., trehalosa, sacarosa) (Tymczyszyn
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et al., 2007, 2008) otorga un valor agregado a los starters bacterianos ya que permite
la adicion de un prebidtico que ademas contribuye a la preservacion.

Las propiedades termofisicas de GOS y lactulosa, presentadas en el CAPITULO II, que
de acuerdo a nuestro conocimiento no habian sido abordadas hasta el momento,
permitieron comprender el comportamiento de estos compuestos cuando son usados

como protectores de bacterias lacticas.

El uso de métodos basados en espectroscopia infrarrojo y Raman aplicados en la
investigacion de sistemas bioldgicos, entre los que se encuentran bacterias lacticas y
probidticos, es cada vez mas creciente. De hecho, estudios taxondmicos, monitoreo de
la produccion de probidticos, evaluacion de las propiedades bioquimicas y biofisicas
son algunas de las principales aplicaciones de estas metodologias (Karoui et al., 2010).
En el CAPITULO | estos métodos fueron utilizados para monitorear procesos en tiempo
real, permitiendo seguir la evolucidn de bacterias viables, dafiadas y muertas durante
la cinética de crecimiento.

Sin duda el desarrollo de equipamientos robustos ha contribuido a satisfacer estas
demandas. Tanto la espectroscopia infrarroja como la Raman presentan importantes
ventajas para el analisis de muestras bioldgicas respecto a otras metodologias. Entre
dichas ventajas se puede mencionar su versatilidad (ya que permiten analizar muestras
solidas, liquidas y gaseosas), su alta sensibilidad a cambios estructurales sutiles, y su
capacidad de operar de forma no invasiva (es decir sin alterar la muestra).
Adicionalmente, se requiere una minima o nula preparacion de la muestra en estudio
sin la necesidad de reactivos exdgenos (Karoui et al., 2010). Asimismo, tanto la
espectroscopia NIR como la MIR, son técnicas de andlisis rapido, faciles de usar y
permiten evaluar pardmetros en tiempo real.

Debido a la baja absorcidon de agua en la regién NIR, esta metodologia se ha utilizado
ampliamente para el estudio de sistemas acuosos. Las bandas observadas en el NIR
surgen de overtones y combinaciones de vibraciones fundamentales relacionadas con
grupos CH, OH y NH. Por lo tanto, es una herramienta util para investigar azlcares y
otros compuestos polihidroxilados en una regidn relativamente “limpia”, sin la
interferencia de otras bandas espectrales que absorben en la region del infrarrojo

medio. Por otra parte, el desarrollo de sondas de fibra dptica, junto con el desarrollo
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de novedosos sistemas electrdnicos, permite el monitoreo en tiempo real, lo cual
representa una herramienta valiosa para el control de calidad en la industria
alimenticia (Roychoudhury et al., 2006). El monitoreo de cinéticas de crecimiento
mediante NIR (CAPITULO 1) representa sélo un ejemplo de las aplicaciones que esta

técnica puede tener en la industria alimentaria.

Las espectroscopias vibracionales generan una gran cantidad de datos, tanto
cuantitativos (absorcidon proporcional a la concentracién de las especies moleculares
que absorben) como cualitativos (grupos funcionales corresponden a bandas). En el
anadlisis estructural de los azlcares realizado en el CAPITULO II, se observaron
pequeiios cambios en las posiciones, anchos e intensidades de las bandas. Las
principales diferencias se observaron en la region fingerprint de los espectros. Dicha
region es caracteristica de cada azucar, lo cual explicaria las mayores diferencias

observadas en la lactulosa respecto a los GOS.

Desde un punto de vista quimico, las bacterias lacticas y los probidticos son sistemas
altamente complejos que originan bandas espectrales que se superponen entre si. Por
lo tanto, para su andlisis e interpretacion es necesario, por un lado realizar
pretratamiento de los espectros y, por el otro, aplicar métodos basados en andlisis
multivariante.

El uso industrial de las bacterias lacticas requiere la optimizacién de las condiciones de
conservaciéon y almacenamiento. La congelacion, liofilizacion y secado por
pulverizacion son los métodos de conservacion mas ampliamente utilizados. Todos
estos métodos conducen a una disminucién de la actividad de agua con el objeto de
evitar reacciones de deterioro. Sin embargo, esta deshidratacion puede conducir a la
pérdida de agua estructural, con un dafo concomitante de membranas y proteinas, el
cual como resultado final, dard lugar a la pérdida de viabilidad bacteriana. En general,
los azucares (trehalosa, sacarosa, maltosa entre otros) y aminodcidos se utilizan para
prevenir estos dafios.

La liofilizacion es un método de preservacion ampliamente difundido, pero es
necesario evaluar, de forma rdpida y precisa, si los starters estan almacenados

correctamente o no. En este contexto, el desarrollo de un modelo PLS-DA (CAPITULO
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[11) robusto, para clasificar las muestras en amorfas o rubbery, es de gran utilidad para

monitorear las condiciones de almacenamiento de los starters.

Ademas de la informacion obtenida en relacién a aspectos basicos de la proteccion
bacteriana mediada por GOS y lactulosa, los resultados obtenidos en esta tesis pueden
analizarse desde un punto de vista tecnoldgico. Los resultados obtenidos en los
capitulos | y lll constituyen un sélido soporte para la utilizacion de los GOS Biotempo

en la preservacién de bacterias lacticas.

En resumen, el presente trabajo de Tesis, realizd aportes significativos para
comprender el rol protector de los GOS y la lactulosa desde el punto de vista
estructural y esto alienta su utilizacién como protectores en la preservacion de starters
industriales. Teniendo en cuenta que tanto los GOS como Ila lactulosa son
oligosacaridos con probada accidn prebidtica, el efecto protector demostrado en esta
Tesis, otorga un valor agregado a los starters bacterianos ya que permite la adicion de
un prebidtico que ademas contribuye a la preservacién. De esta manera, la aplicacién
de forma combinada, probidtico y prebidtico, en el desarrollo productos alimenticios
actuaria de forma sinérgica para modular la microbiota intestinal del consumidor e
impactar positivamente sobre su salud (Bhupinder and Saloni, 2010).

Por otro lado, los resultados obtenidos en esta Tesis abrieron interesantes
perspectivas para el estudio de los posibles mecanismos de proteccion de GOS vy
lactulosa sobre membranas lipidicas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). Estudios
preliminares realizados mediante espectroscopia FTIR permitieron determinar que los
grupos OH tanto de los GOS como la lactulosa, serian factores estructurales
indispensables para la interaccion hidrofilica de estos azucares con los grupos fosfato
de los lipidos (Ale et al., 2015, XIX Congreso Argentino de Fisicoquimica y Quimica
Inorganica de la Asociacion Argentina de Investigacion Fisicoquimica (AAIFQ). ver

pagina 6).
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Finalmente, se demostrd que la aplicacion conjunta de espectroscopia de infrarrojo
cercano y analisis multivariante permite obtener informacidon confiable para
monitorear la calidad de los starters almacenados en el tiempo. Teniendo en cuenta
gue por lo general los GOS se obtienen mediante sintesis a partir de subproductos de
la industria alimenticia (permeado de suero, constituido esencialmente por lactosa), y
esto puede originar variaciones de lote a lote la implementacién de estos métodos
permitird ahorrar mucho tiempo en el analisis y manipulacidn de las muestras, lo cual

resulta de un valor incalculable.
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