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Resumen

Los probidticos son microorganismo Gram positivos, fermentadores de carbohidratos,
que producen especialmente acido lactico razén por la cual se les considera bacterias
acido lacticas (BAL), siendo Lactobacillus y Bifidobacterium las de mayor importancia en
la actualidad. En este trabajo se estudiaron 2 cepas de microorganismo probioticos L.
plantarum BAL-03 y L. fermentum BAL-21 aislados a partir de la taberna (bebida
obtenida de la savia fermentada de la palma Acrocomia aculeata, producida en el
Sureste de México). Debido a que los probioticos han tenido una gran demanda en los
ultimos afios por sus efectos benéficos en la salud ,el objetivo de este trabajo fue
evaluar la capacidad probiodtica de L. plantarum BAL-03 y L. fermentum BAL-21 de
forma independiente y en cocultivo, la cinética de crecimiento de BAL-03 y BAL-21 fue
evaluada en caldo MRS a 37°C durante 12 horas de monitoreo, las variables evaluadas
durante la cinética fueron: determinacion de D.O a 620 nm, cuenta viable en placa
(UFC/ml) y determinacion de peso seco (g/L) para la evaluacién de la produccion de
biomasa, se realizé la cuantificacion de azucares reductores mediante el método de
DNS y la produccion de &cido lactico por acidez titulable. La concentracion celular de L.
plantarum BAL-03 es de 7.95X10° UFC/mL y la de L. fermentum BAL-21 es de
4.05X10° UFC/mL, al finalizar su respectiva fase exponencial. La glucosa total
consumida y la produccion de acido lactico para L. plantarum BAL.03 presentd valores
de 15.1670 g/L y de 17.0151 g/L respectivamente. Para L. fermentum BAL-21 presentd
valores de 14.7409 g/L y de 15.9586 g/L respectivamente. En cuanto la velocidad
especifica de crecimiento y tiempo de duplicaciéon L. plantarum BAL-03 posee una
u=0.46 h'ly un t;=1.50 horas, mientras que L. fermentum tienen una p=0.41 hy un
t4=1.69. Los rendimientos de &cido lactico fueron para L. plantarum Yps =1.121 gg™y L.

fermentum Y,s =1.082 gg™.
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Capitulo I. introduccién

La presente investigacion se refiere al estudio de la produccion de probioticos mediante
el cocultivo de Lactobacillus plantarum BAL-03 y Lactobacillus fermentum BAL-21
aislados a partir de la taberna (bebida obtenida de la savia fermentada de la palma
Acrocomia aculeata, producida en el Sureste de México).

Los probioticos son microorganismos que pertenecen al grupo de las bacterias acido
lactico (BAL), predominando los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Las BAL se
clasifican con base en sus propiedades morfoldgicas, crecimiento a diferentes
temperaturas, capacidad de fermentacion de carbohidratos y la configuracién de acido
lactico producido, estos son microorganismos en forma de bacilos o cocobacilos Gram
positivos, no esporulados que tienen la propiedad de fermentar carbohidratos para
producir compuestos de menor peso molecular como acido lactico, &cido propionico,
acido formico, acido acético, CO,, diacetilo, H,O, bacteriocinas, entre otros metabolitos.
Estos compuestos antimicrobianos producidos por las BAL, inhiben el desarrollo de
microorganismos patdégenos y productores de toxinas contribuyendo a mejorar los
procesos digestivos.

Para que estos microorganismos sean considerados un potencial probidtico debe ser
resistente a la acidez gastrica, capacidad de hidrolizar sales biliares, adherencia al
mocus y a las células epiteliales del tracto gastrointestinal, habilidad para reducir la
adhesion de otros microorganismos. En el caso de alimentos funcionales el requisito
basico para los probidticos es que los productos deben contener suficiente
concentracion de microorganismos hasta la fecha de caducidad y permanecer viables
durante todo el tiempo de conservacion del producto. Los probidticos se encuentran
disponibles en el mercado en forma de tabletas, capsulas, en polvo y adicionado a
alimentos, estos probioticos se encuentran como cultivos Unicos (monocepa) o
mezclados (multicepa o cocultivo) que al ser ingeridos por humanos o animales,
mejoran el balance de la microbiota intestinal, evitando la adhesion de patégenos,
contribuyen en la biopreservacion de los alimentos, mejoran las caracteristicas
sensoriales como el sabor, olor, textura y aumentan su calidad nutritiva, los
microorganismos probidticos en cocultivo pueden mejorar las caracteristicas probiéticas

como el crecimiento o actividad metabdlica de las cepas, incrementar el rendimiento del
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producto con respecto al cultivo puro, tener una mejor eficacia antimicrobiana, entre
otros, el consumo de estos productos con microorganismos probioticos tiene una gran
variedad de efectos beneficios sobre la salud y pueden reducir el riesgo de
enfermedades, sin embargo son pocos los estudios que se enfocan en el cocultivo de
microorganismos probioticos, por lo tanto el objetivo de esta investigacion fue evaluar la
capacidad probidtica de L. plantarum y L. fermentum de forma independiente y en

cocultivo.



Capitulo Il. Descripcion de la empresa u organizacion y del puesto o area de

trabajo del estudiante.

El presente proyecto se realizd en el Laboratorio de Microbiologia No. 3 ubicado en el
edificio que ocupa el POLO TECNOLOGICO, también se ocupé el laboratorio de
Investigacion ubicado en el edificio D, ambas instalaciones se encuentran en el Instituto
tecnolégico de Tuxtla Gutiérrez ubicado en KM 29020, Carr. Panamericana 1080,

Boulevares, Tuxtla Gutiérrez, Chis.

Misién

Formar de manera integral profesionistas de excelencia en el campo de la ciencia y la
tecnologia con actitud emprendedora, respeto al medio ambiente y apego a los valores

éticos.

Visién

Ser una Institucién de Excelencia en la Educacion Superior Tecnoldgica del Sureste,

comprometida con el desarrollo socioeconémico sustentable de la region.



Capitulo Ill. Problemas a resolver y delimitaciones

3.1 Lactobacillus plantarum BAL-03 y Lactobacillus fermentum BAL-21 son bacterias
que pertenecen al mismo género y tienen caracteristicas similares debido a esto se
busca realizar la formulacion y optimizacion de un medio de cultivo selectivo en el que
Unicamente se desarrolle Lactobacillus plantarum BAL-03 o Lactobacillus fermentum
BAI-21 con el fin de identificar el porcentaje que representa cada BAL en el cocultivo,
empleando diferentes tipos de carbohidratos y la aplicacion de antibidgticos.

3.2 Estandarizacién de métodos analiticos y microbiol6gicos para poder disefar
metodologias con condiciones Optimas, y asi minimizar los errores al realizar las
pruebas de los microorganismos en estudio, debido a que un proceso que mantiene

condiciones 6ptimas produce mejores resultados.

3.3 Estandarizacion de la técnica de resistencia gastrointestinal simulada, debido a que
durante este proceso se debe controlar el pH y asi mantener todas las condiciones

estériles para evitar contaminacion.
3.4 Delimitaciones

Debido a la suspension de actividades en el Instituto Tecnologico de Tuxtla Gutiérrez
por las afectaciones en las instalaciones, del pasado terremoto en Chiapas y al tiempo
invertido para encontrar el medio selectivo diferencial para la identificaciéon de las
bacterias probidticas en cocultivo, no se lograron cumplir todos los objetivos

establecidos en el cronograma de actividades.

A la fecha aun no se logra encontrar el medio de cultivo selectivo razén por la cual no
se pudo realizar los parametros cinéticos en cocultivo de las BAL, y debido al limite de
tiempo tampoco se pudo realizar la prueba de degradacion de colesterol, razén por la

cual estos no forma parte del reporte.



Capitulo IV. Objetivos
4.1 Objetivo general:

» Evaluar la capacidad probi6tica de L. plantarum BAL-03 y L. fermentum BAL-

21 en monocultivo y en cocultivo.
4.2 Objetivos especificos:

» Determinar los parametros cinéticos de L. plantarum BAL-03 y L. fermentum
BAL-21 en monocultivo.

» Desarrollar un medio de -cultivo diferencial que permita evidenciar el
crecimiento de una BAL a expensas de la otra.

» Determinar los parametros cinéticos del cocultivo de L. plantarum BAL-03 y L.
fermentum BAL-21.

> Evaluar la produccion de acido lactico, resistencia gastrointestinal simulada y
degradacion de colesterol de L. plantarum BAL-03 y L. fermentum BAL-21 en

monocultivo y cocultivo.



Capitulo V. Justificacion

Los avances cientificos de los ultimos afios en relacion a las propiedades beneficiosas
de los probiéticos han aumentado significativamente, mostrando grandes avances en su
efecto sobre diferentes funciones fisioldgicas, esto avala la necesidad de desarrollar un
gran interés por la produccién, comercializacion, consumo Yy el efecto beneficioso de los
probidticos como parte de los alimentos funcionales, suplementos dietéticos y
formulaciones farmacéuticas, el consumo de estos productos que contienen bacterias
probidticas son conocidos por proporcionar una serie de beneficios en la salud que
incluyen una mejora de la microbiota humana, como el control y disminucién de
infecciones gastrointestinales, control de infecciones en el tracto urogenital, reduccion a
la intolerancia a la lactosa, reduccién del riesgo de cancer de colon (y otros érganos),
disminucion de colesterol sérico, enfermedades cardiacas, entre otros. Los principales
microorganismos del grupo de las bacterias acido lactico considerados como probioticos
son del género Lactobacillus y Bifidobacterium, estos microorganismos son utilizados
por la industria alimentaria para la elaboracion de productos fermentados. Los
probioticos del género Lactobacillus representaron el 61,9% de las ventas totales en
2007. Es por esta razon que este proyecto tiene la finalidad de estudiar la capacidad
probiética de dos microorganismos L. plantarum BAL- 03 y L. fermentum BAL-21 en
cocultivo. El desarrollo de fermentacion en cocultivo (multicepa), podria ser més eficaz y
consistente que el de un probiético (monocepa), debido a que las preparaciones
probidticas que contienen bacterias de sélo una cepa tienen pocas posibilidades de
colonizar con éxito el tracto gastrointestinal, la finalidad de los cocultivos y cultivos
mixtos es que pueden contener bacterias que complementen el efecto de cada uno en
la salud, hoy en dia se estudian bioprocesos con cocultivo y cultivos mixtos con la

finalidad de producir una correcta proporcion de microorganismos viables.



Capitulo VI. Marco tedrico
6.1 Definicidén de probidticos

El término probidtico proviene del griego (pro= a favor de; biético= vida), las cepas mas
comunmente utilizadas como probioticos son Lactobacillus, Enterococcus Yy
Bifidobacterium estas son miembros del grupo heterogéneo de bacterias del acido
lactico. La definicion mas completa y de acuerdo con la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS o WHO en inglés) se refiere a aquellos “cultivos puros, o mezcla de cultivos
de microorganismos vivos, que aplicados al hombre y los animales en cantidades
adecuadas aportan efectos benéficos al huésped mejorando las propiedades de la
microflora nativa y para estimular el sistema inmunolégico (Torres, 2002; Barboza y col.,
2004).

6.2 Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) se ubican en la familia Lactobacillaceae son un grupo
de microorganismos de varios géneros y su clasificacion se basa en la morfologia,
modo fermentacion de la glucosa (homofermentativas y heterofermentativas facultativas
o estrictas), el crecimiento a diferentes temperaturas, la configuracién del acido lactico
producido, habilidad para crecer a alta concentracion de sal, tolerancia acida o alcalina
y caracteristicas metabdlicas en comun. También se agrupan los lactobacilos en los tres
grupos tradicionales establecidos por Orla-Jensen (Bergey, 1992): termobacterias,
estreptobacterias y betabacterias, pero sin tener en cuenta las temperaturas de

crecimiento ni la morfologia; caracteristicas clasicas de la clasificacion de Orla-Jensen.

6.2.1 Habitat

Los lactobacilos forman parte de la flora normal de la boca, en el tracto gastrointestinal
(GIT) del hombre y otros animales, en alimentos y productos lacteos, productos
carnicos, jugos vegetales fermentados (cervezas, vinos, frutas y jugos de frutas), col y

otros vegetales fermentados, ensilajes, masas agrias y pulpas (Venema y col., 1996).



También pueden encontrarse en habitats secundarios como los fertilizantes de origen
organico. Algunas especies individuales se han adaptado a determinados nichos
ecologicos, que son de hecho sus habitats naturales, siendo muy dificil encontrarlos

fuera de éstos (Bergey, 1992).

6.2.2 Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas

En general las BAL son cocos o bacilos Gram positivas, con rara produccion de
pigmentos, aunque unas pocas especies los producen de color amarillo, naranja, rojo o
pardo, no esporulados, algunas cepas presentan cuerpos bipolares que probablemente
contengan polifosfato, no méviles, anaerdbicos, microaerofilicos o aerotolerantes, no
digieren la caseina, aunque muchas cepas producen pequefias cantidades de nitrégeno
soluble, no producen indol ni acido sulfhidrico (H2S), son catalasa negativos, pero
algunas cepas producen la enzima pseudocatalasa que descompone el peroxido de
hidrogeno, y no poseen enzimas superoxido dismutasas, carecen de citocromos por la
ausencia de porfirinas, para ejecutar la fosforilacion oxidativa, son benzidina negativa,
no reducen el nitrato a nitrito, pero esta reaccion puede ocurrir en algunos casos,
cuando el pH esta por encima de 6,0 y producen &cido lactico (a veces con acidos
volatiles), como el Unico o principal producto de la fermentacién de carbohidratos,
alcohol y diéxido de carbono(CO,) como subproductos. (Carr y col., 2002; Vazquez y
col., 2009).

6.2.3 Morfologia colonial

Las colonias de Lactobacillus en medios solidos son pequefas (2-5 mm), convexas,
suaves, con margenes enteros, opacas y sin pigmentos. Soélo en algunos casos
presentan coloraciéon amarillenta o rojiza. Algunas especies forman colonias rugosas.
Generalmente no presentan actividad proteolitica ni lipolitica que pueda apreciarse
mediante halos claros formados en medios solidos que contengan proteinas o grasas.
Sin embargo, muchas cepas presentan ligera actividad proteolitica debido a proteasas y
peptidasas ligadas a la pared celular o liberadas por ésta, asi como una débil actividad

8



lipolitica debido a la accion de lipasas intracelulares (Law y Kolstad, 1983; citados por
Bergey, 1992)

6.2.4 Nutricién y condiciones de crecimiento en medios del cultivo.

Los lactobacilos presentan particularidades para cada especie respecto a los
requerimientos nutricionales complejos, para su multiplicacion requieren no soélo
carbohidratos fermentables (glucosa y lactosa),como fuentes de carbono y energia, sino
también: péptidos, derivados de acidos nucleicos, vitaminas, sales, acidos grasos o
ésteres de acidos grasos, generalmente estos requerimientos variados suelen suplirse
cuando el medio de cultivo de los lactobacilos contiene carbohidratos fermentables,
peptona, extracto de carne y extracto de levadura, especialmente Tween 80, resulta
estimulador y hasta esencial para muchas especies, estos requerimientos de nutrientes

se muestran en la tabla 1, incluidos en el medio MRS.

Tablal. Constituyentes del caldo MRS

Férmula para 1L

Proteasa peptona No.3 10g
Extracto de carne 109
Extracto de levadura 59
Dextrosa 2049
Tween 80 1g
Citrato de amonio* 29
Acetato de sodio 59
Sulfato de magnesio* 0.1g
Sulfato de manganeso* 0.05¢g
Fosfato dipotasico * 29
pH 6.5 +0.2

* Componentes que forman parte de las sales
(micronutrientes) del medio de cultivo MRS

Las BAL en su crecimiento en medio liquido sus células precipitan rapidamente

después que el crecimiento cesa; dando lugar a un sedimento suave y homogéneo, sin

9



formacion de peliculas. En raras ocasiones este sedimento es granular o viscoso
(Bergey, 1992). Los lactobacilos no desarrollan olores tipicos al crecer en medios
comunes, pero contribuyen a modificar el sabor de alimentos fermentados, produciendo
compuestos volatiles como diacetilo y sus derivados y hasta sulfuro de hidrogeno (H2S)
y aminas en el queso (Law y Kolstad, 1983; citados por Bergey, 1992).

Debido a la alta variabilidad entre especies, se emplea desde hace algunos afos un
método eficiente para la identificacion y deteccion especifica de bacterias acido-lacticas
probidticas, el cual resulta Gtil para una mejor caracterizacion de las mismas,
denominado PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) (Castellanos y col.,1996). El
método de PCR por deteccion molecular es ventajoso para la identificacion rapida y
seleccion de nuevos cultivos probioticos en comparacion con métodos microbioldgicos

convencionales que son laboriosos y tediosos.

6.2.5 pH

Las BAL crecen bien en medios ligeramente &cidos, con pH inicial de 6,4-4,5 y con uno
optimo de desarrollo entre 5,5y 6,2. Su crecimiento cesa cuando el pH alcanza valores
desde 4 hasta 3,6 en dependencia de especies y cepas y disminuye notablemente en
medios neutros o ligeramente alcalinos. Los lactobacilos son capaces de disminuir el pH
del sustrato donde se encuentran por debajo del valor 4,0 mediante la formacion de
acido lactico. De esta forma evitan el crecimiento de casi todos los otros

microorganismos competidores (Bergey, 1992).

6.2.6 Necesidades de Oxigeno

La relacién de las BAL con el oxigeno es compleja: por su incapacidad de sintetizar
porfirinas hémicas, son consideradas como anaerobias. Sin embargo, su sensibilidad al
oxigeno puede ser muy Vvariable segun las cepas: desde anaerobia estricta,
aerotolerante e insensible. La mayoria de las cepas de Lactobacillus son principalmente
aerotolerantes; su crecimiento Optimo se alcanza bajo condiciones microaerofilicas o
anaerobicas y se conoce que un incremento de la concentracion de CO, (de

10



aproximadamente 5% o hasta el 10%) puede estimular el crecimiento, sobre todo en el
caso del crecimiento superficial sobre medios sélidos (Bergey, 1992). En general las
BAL son capaces de transformar el oxigeno molecular (O;) en superoxido (Oze), en

H.O, o en agua (H20).

6.2.7 Temperatura de crecimiento

La mayor parte de los lactobacilos son mesofilos (30 - 40°C), con un limite superior de
40°C. Aungue su rango de temperaturas para el crecimiento oscila entre 2 y 53°C,
algunos crecen por debajo de 15°C y hay cepas que crecen por debajo de 5°C. Otros
crecen a temperaturas bajas, cercanas al punto de congelacion (por ejemplo, los que
habitan en carnes y pescados congelados).

Los llamados lactobacilos “termofilos” pueden tener un limite superior de temperatura
de 55°C y no crecen por debajo de 15°C. AUn no se conocen los verdaderos

lactobacilos termdéfilos que crezcan por encima de 55°C (Bergey, 1992).

6.2.8 Metabolismo

Las BAL pueden ser homofermentativas o heterofermentativas, dependiendo de la
fermentacién de azucares (hexosas y pentosas) en condiciones de crecimiento no
limitadas.

Las BAL homofermentativas usan la glucdlisis via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP),
resultando el acido lactico como el producto final.

Las BAL heterofermentativas usan la via 6-fosfogluconato/fosfocetolasa (6-PG/PK) o
via de las pentosas fosfato produciendo cantidades equimolares de &cido lactico,
diéxido de carbono CO, y etanol (o &cido acético) como productos principales. En base
a estas dos vias de fermentacién, las BAL han sido divididas en tres categorias
metabodlicas: homofermentativas  estrictas, heterofermentativas  estrictas vy
heterofermentativas facultativas, las vias metabdlicas de cada categoria se muestran en

la figura 1.
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Las homofermentativas estrictas solo pueden fermentar hexosas por la glucdlisis,
mientras que las heterofermentativas estrictas usan solamente la via 6-PG/PK y las
heterofermentativas facultativas tienen la capacidad de utilizar ambas vias, siendo
homofermentativo su metabolismo principal; si se modifican algunas condiciones de
cultivo, como la concentracion de glucosa, pH y la restriccion de nutrientes, se induce la
via 6-PG/PK causando la fermentacion heterolactica (Jay, 2000; Axelsson,2004).

La diferencia de una via a otra viene marcada por la presencia o ausencia de la enzima
aldolasa, enzima clave en la glucdlisis. Las heterofermentativas, carecen de esta
aldolasa y no pueden romper la fructosa 1,6-difosfato. En su lugar, oxidan la glucosa 6-
fosfato hasta 6-fosfogluconato y después lo descarboxilan hasta xilulosa 5-fosfato que
se escinde hasta gliceraldehido 3-fosfato y acetil-fosfato por medio de la fosfocetolasa,
el gliceraldehido 3-fosfato se convierte en &cido lactico con la produccion de una
molécula de ATP (Adenosina trifosfato), mientras que el acetil-fosfato acepta electrones
del NADH (Nicotinamida adenina dinucleétido, forma reducida) que se ha generado
durante la formacién de xilulosa 5-fosfato, dando lugar directamente a etanol sin
producir ATP. Por ello, las heterofermentativas producen solamente 1 mol de ATP de la
glucosa en lugar de 2 como hacen las homofermentativas. Como las
heterofermentativas descarboxilan el 6-fosfogluconato, producen CO, como producto de

fermentacion (Prescott y col., 1999).
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Glucosa

Fructosa 1,6 P Fructosa 6P Glucosa 6P
— Acetil P + eritrosa 4P Gluconato 6P
_ Pentosa
Triosa 3P Xilulosa 5P+CO,

Acetil P + triosa 3P
Acetil P + triosa 3P

Piruvato
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Piruvato
Acetato
Lactato Lactato
Lactato
GLUCOLISIS VIA GLUCONATO 6P
BIFIDA
(Homofermentativas) (Heterofermentativas)

Figura 1. Diferentes vias metabdlicas a partir de glucosa en bacterias
acido lacticas (SURIDERP, Chahal., 1995)

Para el microorganismo, el producto importante es el ATP, que se usa en multitud de
reacciones que requieren energia, la fermentacién no es sélo un proceso que produce
energia, sino un medio para obtener productos naturales que son de utilidad para el

consumo humano (Madigan y col., 2004).
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6.2.9 Metabolitos producidos

Los Lactobacillus, por su capacidad antagonica, se basan en la produccion de &cidos
organicos y otros metabolitos inhibidores, estos compuestos antimicrobianos producidos
por las BAL que intervienen en la fermentacion, inhiben el desarrollo de
microorganismos patogenos y productores de toxinas (Jay, 2000; Barboza y col., 2004).
Estas sustancias son acidos lactico, acético, peroxido de hidrogeno (H202) y otros
derivados del metabolismo del oxigeno, asi como compuestos aromaticos (diacetilo,
acetaldehido), derivados deshidratados del glicerol (reuterina), enzimas bacterioliticas,
bacteriocinas, productos secundarios generados por la accion de lactoperoxidasa sobre
el peroxido de hidrégeno y tiocianato (Shirai y col., 1996).

6.2.10 Funcién de BAL en el organismo

Las BAL en el organismo desarrollan tres tipos de funciones bésicas: metabdlica
(descomposicion de alimentos), barrera (proteccion contra el exterior) e interaccién con
el huésped (a través del sistema inmunol6gico). Asi por ejemplo, la presencia de
bacterias en el colon aporta al hombre distintas actividades metabdlicas que no seria
capaz de llevar a cabo por si solo (Gibson y Macfarlane, 1995). Los probioticos tienen
resistencia a la bilis-sal, baja tolerancia a pH, potencial de la adhesion a células
epiteliales y propiedades especialmente funcionales, incluyendo la produccion de

sustancias antimicrobianas, hidrolasa de sales biliares (BSH) y actividad amilolitica.

Los probidticos tienen efecto sobre el control de infecciones en el intestino por
patdgenos entéricos, control de infecciones en el tracto urogenital, asi como sobre la
intolerancia a la lactosa. Para reducir, infecciones diarreasicas, reduccion del riesgo de
cancer de colon (y otros organos), antihipertensivo; antidiabético e inmunomodulacion,
disminucién de colesterol sérico (las BAL producen esteroides a partir del colesterol en
el colon y esto ayuda a reducir los niveles circulantes de colesterol) y enfermedades
cardiacas. Para estimular el sistema inmune, movimiento intestinal, como antioxidante
esto puede ser debido a la produccion de enzimas o compuestos de superficie celular,

el aumento de utilizacion de los nutrientes y la disminucion del uso de antibidticos.
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Ciertos componentes celulares de las bacterias probidticas actian como
inmunomoduladores, es decir que promueven el ataque inmunolégico en contra de
células malignas. Diversos estudios han demostrado que los probidticos poseen la
habilidad de activar los macrofagos y linfocitos mejorando los niveles de IgA y

produccion de gama interferén (Reid y col., 2003)
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colesterol
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del riesgo
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. inmune
Zitgg:::: humoral y
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Control de
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Figura 2. Efectos benéficos de los probiéticos sobre la salud (Puertollano y col., 2008)
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6.3 Seleccion de microorganismos para ser utilizados como probioticos.

Los criterios de seleccion de las BAL para ser utilizadas como probidticos potenciales
es que deben ser capaces de ejercer un efecto beneficioso sobre la salud, perdurar en
un producto alimenticio a altas concentraciones (una cepa probiética tiene que alcanzar
el intestino grueso en una concentracién de aproximadamente 10 células viables / g
(Stanton y col., 2001). El requisito basico para los probiéticos es que los productos
deben contener concentraciéon de microorganismos hasta la fecha de caducidad (Fasoli
y col.,, 2003), y permanecer viables durante todo el tiempo de conservacion del
producto, sobrevivir durante el paso a través del GIT y deben ser metabdlicamente
activos dentro del GIT, adherirse al mucus y a las células epiteliales del tracto
gastrointestinal, producir sustancias antimicrobianas, habilidad para reducir la adhesion
de microorganismos patégenos cancerigenos, estabilizar la micro flora intestinal y
proporcionar varios beneficios de salud, deben ser capaces de hidrolizar sales biliares,
soportar acidez gastrica y enzimas digestivas. La evaluacion de la seguridad debe
asegurar que es no patégeno, no téxico, no alérgico y no debe llevar a resistencia a los
antibioticos transmisibles (Mattila y Saarela 2000; Parvez y col., 2006; Tumola y col.,
2001). Sobre la base de estos criterios, una cepa probidtica debe ser seleccionada.
(Godward y col., 2000; Mattila y Saarela, 2000; Talwalkar y Kailasapathy, 2004).

6.4 Cultivo de probidticos

6.4.1 Condiciones y factores que afectan el cultivo de probiéticos BAL

Dentro de los factores extrinsecos mas importantes que afectan la viabilidad y
sobrevivencia de las células se encuentran: el pH (condiciones de acidez derivadas del
proceso de fermentacion), debido a que la acidez produce la inactivaciéon de enzimas
importantes para el metabolismo de los probiéticos y disminuye su sobrevivencia debido
al efecto bactericida de las concentraciones de acido en el medio (Cruz y col., 2009). El
oxigeno disuelto (especialmente para bifidobacterias), las interacciones antagdnicas

entre especies, la composicion quimica del medio de cultivo, la concentracion final de
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azucares (aumento de la presion osmotica), las practicas de inoculacion (es importante
conocer el momento adecuado para el agregado del cultivo probiético), la temperatura y
duracion de la fermentacién, y las condiciones de almacenamiento del producto, etc.
(Vinderola y col., 2000; Kristo y col., 2003).

6.4.2 Cultivos de monocepa y multicepa.

Un probidtico monocepa se define como aquel contiene una cepa de una determinada
especie en consecuencia un probiéticos multicepa contiene mas de una cepa de la
misma especie 0 especies estrechamente relacionadas, por ejemplo Lactobacillus
acidophilus y Lactobacillus casei. Los probiéticos de multiples especies se definen
como cepas que contienen diferentes especies probidticas que pertenecen a uno o
preferentemente a mas géneros, p. Lb. acidophilus, Bifidobacterium longum,
Enterococcus faecium y Lactococcus lactis.

La produccion de probiéticos multicepa consiste en el cultivo y el secado de cultivos
puros por separado, y luego mezclarlos para conseguir una formulacion deseada. El
desarrollo de una fermentacién en cocultivo para producir tales productos en una
correcta proporcibn de microorganismos viables, puede reducir las operaciones
multiples, y podria ser rentable. Varios intentos se han hecho en el pasado para
desarrollar bioprocesos-cultivo mixto, la funcionalidad de un probiético multicepa podria
ser mas eficaz y mas consistente que el de un probidtico monocepa, debido a que las
preparaciones probibticas que contienen bacterias de sélo una cepa tienen pocas
posibilidades de colonizar con éxito el TGl. Ademas, se espera que los probiéticos
controlen las enfermedades multifactoriales que demandan una variedad de
propiedades probidticas, mientras que tales propiedades son especificas de la cepa
(Sanders y Huis in't Veld, 1999). Por lo tanto, Dunne y col. (1999) ha sugerido que los
probioticos deberian consistir en una combinacion de cepas, debido a que los cultivos
mixtos pueden contener bacterias que complementan el efecto de salud del otro y, por

lo tanto, tienen propiedades probidticas sinérgicas.
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6.4.3 Beneficios de cultivo multicepa

En los Ultimos afios, un gran numero de estudios han confirmado los efectos
beneficiosos de las preparaciones con una uUnica cepa probiotica (cultivo monocepa)
(Nayak, 2010). Sin embargo, varios estudios han puesto de manifiesto que el empleo de
preparaciones con varias cepas probiéticas de la misma especie o0 de especies
diferentes (cultivos multicepas/multiespecificas) pueden ser mas eficaces que los
probioticos monocepa, el aumento de la eficacia de los probidticos multicepa contra
patbgenos puede ser causada por la gran variedad de capacidades antimicrobianos
asociados con preparaciones mixtas, tales como la produccion de acidos débiles
organicos, bacteriocinas, peroxido de hidrogeno, mejorar ciertas caracteristicas como el
crecimiento o actividad metabdlica de las cepas, estos cultivos mixtos pueden contener
bacterias que complementan el efecto de cada uno y tener propiedades probibticas

sinérgicos.

La razon de una mayor eficacia por los probiéticos multicepa radica en dos aspectos:
» Los probiéticos multicepa tienen mas posibilidades de colonizacion exitosa en el
GIT que los probiéticos monocepa.
» Los probiéticos multicepa deben mostrar una mejor eficacia debido a su gran

variedad de propiedades probidticas.

Las mezclas de probiéticos que contienen diferentes cepas tienen una mayor
probabilidad de supervivencia (al menos parcial) bajo las condiciones digestivas como
un ambiente acido en el estbmago, los acidos biliares y las enzimas pancreaticas en el
duodeno. Las tasas de supervivencia se encuentra en un rango de 20-40%,
(Bezkorovainy, 2001). Los probioticos multicepa pueden ser capaces de crear un nicho
probiotico que mejora la colonizacion de las cepas dafadas, ciertas especies
probidticas son dependientes de otras cepas para su suministro de hidratos de carbono.
Por ejemplo, Lactobacillus produce principalmente lactato que se cataboliza por

bacterias propionicas en acido propionico (Frohlich-Wyder y col., 2002). Los datos in
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vitro indican dos mecanismos diferentes que pueden ser beneficiosos para especies
multiples probidticos en la creacion de su propio nicho probidtico.

La ventaja de los probioticos multicepa es que tienen un gran niumero de caracteristicas
favorables que se combinan en una sola preparacion (Campieri y Gionchetti, 1999). La
investigacion in vitro busca combinaciones que muestran actividades sinérgicas y
simbidticas uno hacia el otro. Una de sus desventajas es que las combinaciones
probioticas muestran propiedades inhibidoras y que no sean compatibles.

Los probioticos tienen gran importancia en la industria, en el mercado se encuentran
productos probioticos monocepa y multicepa, algunos productos comerciales se

muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Ejemplos de cepas probiéticos en productos comerciales. (Guarner y col.,
2008)

Nombre del

Cepa (designaciones alternativas) Fabricante
producto
Bifidobacterium animalis DN 173 010 Activia Danone/Dannon
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 Chr. Hansen
Bifidobacterium breve Yakult Bifiene Yakult
Bifidobacterium infantis 35624 Align Procter y
Bifidobacterium lactis HN019 (DR10) Howaru™ Bifido Gamble
Bifidobacterium longum BB536 Danisco

Morinaga  Milk

Industry
Lactobacillus acidophilus NCFM Danisco
Lactobacillus casei DN-114 001 Actimel, Danone/Dannon
Lactobacillus casei CRL431 DanActive Chr. Hansen
Lactobacillus casei F19 Cultura Arla Foods
Lactobacillus casei Shirota Yakult Yakult
Lactobacillus johnsonii Lal (Lj1) LC1 Nestlé
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Lactococcus lactis L1A

Norrmejerier

Lactobacillus plantarum 299V GoodBelly, NextFoods Probi
ProViva
Analizado como mezcla: FemDophilus Chr. Hansen
Lactobacillus rhamnosus GR-1 y _
Lactobacill teri RC-14 Slgma-Tau
actobacillus reuteri RC-

' VSL#3 Pharmaceu

Analizado como mezcla: _
ticals, Inc.

VSL#3 (mezcla de 1 cepa de Streptococcus
thermophilus, cuatro
Lactobacillus spp y tres cepas de

Bifidobacterium spp

Analizado como mezcla:

Lactobacillus  acidophilus CUL60 vy
Bifidobacterium bifidum CUL 20

Analizado como mezcla:

Lactobacillus helveticus R0052 y

Lactobacillus rhamnosus R0011

A'Biotica y otros

Institut Rosell

Analizado como mezcla:

Bacillus clausii cepas O/C, NR, SIN,y T

Enterogermina

Sanofi-Aventis
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6.5 Caracteristicas de L. plantarum

Lactobacillus plantarum es una bacteria acido lactico homofermentativa (Jay, 2000),
anaerobia facultativa, con configuracion de acido lactico (DL), usualmente metabolizan
la glucosa por la via Embden- Meyerhof y se caracterizan por degradar fructosa —1,6—
difosfato aldosa en dos triosasfosfatos, los cuales son convertidos en lactato (Kandler,
1983; Hiyama y col., 1968). Con un rendimiento mayor a 0,9 gg-1.

L. plantarum es un probidtico Unico, dada su capacidad para tolerar valores de pH mas
bajos que la mayoria de otros microorganismos (Mc Donald y col., 1990), razén por la
cual esta especie se presenta comunmente en alimentos fermentados naturalmente, en
vegetales, en pescados y en carnes. Es la cepa mas frecuentemente productora de
bacteriocinas, lo cual explica su habilidad para controlar otros microorganismos
incluyendo los patdgenos (Olesupo y col., 1995). Estos componentes antimicrobianos
inhiben el crecimiento de bacterias aerdbicas, algunas enterobacteriaceas vy

Staphylococcus aureus.

Esta bacteria es Gram positiva, sus células tiene forma de varilla recta con extremos
redondeados y dimensiones de (0,5 - 1,2 x 1,0 — 10 pm) se encuentran aislados o en
cadenas cortas, su crecimiento en medio liquido es disperso y las colonias en los
medios solidos se caracterizan por tener margen puntiforme, convexas, enteras (Block,
2017), son catalasa negativa, su crecimiento se da entre 15° a 45° con una temperatura
Optima de 34- 37°C y un pH éptimo es de 5.5-6.5. Sus caracteristicas morfolégicas se
muestran en las figuras 3,4y 5.

Utilizan como sustrato acido malico, acido tartarico, glucosa y algunos azucares
pentosas, teniendo como producto principal acido lactico, también producen acido
acético, acido succinico, etanol, diéxido de carbono, aminas biogénicas y precursores
del carbamato de etilo, (G + C) %: 36-47%. Estudios realizados a L. plantarum afirman
gue es la unica cepa inhibida por fosfomicina, tiene susceptibilidad al ciertos antibiéticos
como cloranfenicol, penicilina, amoxicilina, cefoxitina., ampicilina, clindamicina,

eritromicina y gentamicina.
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Lactobacillus plantarum es una de las bacterias mas utilizadas en la industria
alimentaria debido a que se han encontrado una gran cantidad de bacteriocinas
producidas por diferentes cepas de L. plantarum (van Reenen y col.,, 1998; Ruiz y
Piard, 1991; Kato y col., 1994). Aporta importantes enzimas de la fermentacion y
contribuye a la biopreservacion de los alimentos (Nes, 1984) L. plantarum inhibe la
adherencia de E. coli enteropatégena, eliminando patégenos de las células epiteliales

del intestino por aumento de la mucina intestinal. (Dunne y col., 2001)
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6.6 Caracteristicas de L. fermentum

Lactobacillus fermentum es una bacteria acido lactico perteneciente a la familia
Lactobacillaceae, heterofermentativa estricta (Jay, 2000). Oxida la glucosa — 6 — fosfato
a 6 — fosfogluconato y el producto final de su metabolismo es una mezcla equimolar de
lactato, CO, y etanol o acetato (Kandler, 1983).L. fermentum es la principal especie de
Lactobacillus heterofermentativa del intestino humano. También se encuentra en la
fermentacion de productos lacteos, plantas y material animal, la forma de su célula es
con forma de barra, es Gram-positiva, su metabolismo es anaerobio, son
aerotolerantes, con configuracion de acido lactico es DL (25% al 75% del &cido lactico
es de la configuracién L) (Jay, 2000). En los medios de cultivo forman colonias
pequefias, enteras, convexas, puntiforme, blancas-grisaceas, son catalasa negativo, no
esporulados, no moviles, Las células microbianas son en forma de barras, de forma
regular ubicada en cadenas paralelas, no esporas, de espesor medio y longitud
diferente 2> <3-5 um, su temperatura de crecimiento Optima es 37 ° C, se multiplica
también a 45 ° C, pero no crece a 15 ° C y su pH 6ptimo es de 6.5. (Mikelsaar y col.,
2002). Sus caracteristicas morfologicas se muestran en la figura 6,7 y 8.

Es capaz de fermentar la D-ribosa, D-galactosa, D-glucosa, D-fructosa, D-manosa, D-
lactosa, D- maltosa, D-melibiosa, D-sacarosa y D-rafinosa. (Block, 2017) Se ha
encontrado que algunas cepas de Lactobacillus fermentum tienen propiedades
resistentes a ciertos antibioticos, otros estudios han demostrado que Lactobacillus
fermentum es sensible a algunos antibiéticos comunes, tales como gentamicina,
cefazolina, penicilina, trimetoprim / sulfametoxazol, ampicilina, carbenicilina,
eritromicina, amikacina, y cloranfenicol (Zeng y col., 2010). L. fermentum es tolerante al
acido gastrico y la bilis, sobrevive bien en el complejo y hostil entorno del estbmago y
del tracto intestinal de los animales y los humanos, lo cual es uno de los requisitos
principales de funcionalidad probiotico, tiene una supervivencia en el fluido gastrico del
93% al 95% vy tiene gran capacidad de supervivencia en condiciones de fluido
simulados, muestran una serie de rasgos probioticos y funcionales como hidrofobicidad
de la superficie celular, la adhesion a las proteinas de la superficie celular, la actividad
BSH, la reduccion del colesterol, potencial antioxidante, produce lisozima, gas a partir
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de glucosa, NH3 a partir de arginina, tiene actividad antimicrobiana contra varios
patdgenos gastrointestinales: E. coli, Salmonella enterica, Shigella sonnei;
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium y actividad moderada contra las cepas
de Helicobacter pylo.( Mikelsaar y col., 2002).Estas propiedades antimicrobianas se

correlacionan con la produccién de acido lactico, acido acético y acido succinico.

\ \) RS N
S T \f > files g
’/_ A \ \l S Q
NS e Y
Nz S NS\
\ “ "| —/ \ ,; N\ \
\‘ \' ' g A4 ~
\6\‘ / /,\\, N
/ 2\ - =\
\ WA
’ ! NG /
| ~ \ l P \
< N ) ‘E\. -\
—\\ / l \ 7/ v\’ i\ \
\
\‘{ \ 7\ S -

Figura 7. Imagen micro-morfolégica de

Figura 6. Lactobacillus fermentum
Lactobacillus fermentum

Figura 8. Morfologia colonial
de L. fermentum

Las especies de este género se utilizan para una amplia variedad de aplicaciones,
como la fermentacion de alimentos y piensos, otra de sus aplicaciones es como agente
farmacoldgico, L. fermentum ha mostrado ser segura y reducir el riesgo de infecciones
del tracto urinario, vaginosis bacteriana y enfermedades de transmision sexual

causadas por Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis (Reid y Bocking, 2003)
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Capitulo VII. METODOLOGIA

7.1 Reactivacion y conservacion de las cepas

Se emplearon las cepas L. plantarum BAL-03 y L. fermentum BAL-21, proporcionadas
por la coleccién de cultivos del Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez, las cepas se
cultivaron en caldo MRS (Difco®) con un inéculo del 10%( v/v), a pH de 6.4+0.2, a
temperatura ambiente (30- 37°C) y se mantuvo con una agitacion de 100 rpm durante 8
horas, después las cepas reactivadas se mantuvieron en refrigeracion a 5°C, estas
cepas fueron sembradas en agar MRS con el fin de verificar la pureza de los
microorganismos mediante sus caracteristicas morfoldgicas. Para la conservacion de la
cepa, se resembraron cada 15 dias en tubos que contenian 9 mL de caldo MRS con un
inoculo de 1mL, con el fin de mantener fresca y lista las cepas para su posterior uso.

7.2 Cinética de crecimiento de L. plantarum BAL-03 y L. fermentum BAL-21

a nivel matraz
A fin de comparar las propiedades probitticas de las mono-cepas, se realizo la cinética
de crecimiento de L. plantarum BAL-03 y L. fermentum BAL-21, utilizando por cada
monitoreo un matraz Erlenmeyer de 250 mL, con un volumen de operacion de 50 mL de
caldo de cultivo MRS con su respectivo duplicado y un in6culo de la cepa
correspondiente del 10% v/v para iniciar la fermentacion (Crueger & Crueger, 1993), los
matraces se sometieron a agitacion constante durante 12h (agitacién a 100 rpm) a una
temperatura de 37°C, seguidamente se analizé la evolucion del crecimiento bacteriano
tomando muestra a distintos tiempos, midiendo densidad 6ptica (D.O) a 620 nm, cuenta
viable en placa (UFC/mL), peso seco (g/L), cuantificacion de azlcares reductores por el
método de DNS y cuantificacion de &cido lactico por acidez titulable. Los ensayos para
la determinacion de la curva de crecimiento para cada paradmetro se realizaron por
duplicado y con dichos datos se obtuvieron las desviaciones estandar para cada uno de
los puntos de la curva de crecimiento y correlacion existente entre D.O vs UFC/mL, D.O

VS peso seco Yy peso seco vs UFC/mL de las bacterias en estudio.
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Los calculos de fermentacién para las cinéticas son los definidos por Crueger & Crueger
(1993) y Rodriguez y col. (2004). La velocidad especifica de crecimiento definida por la

ecuacion tiempo de duplicacion celular.

Ecuacion 1. Velocidad especifica de crecimiento

_dinX
H="ae
Ecuacion 2. Tiempo de duplicacion
In 2
td = —
U

Ecuacioén 3. Eficiencia de conversion de sustrato

So - Sf
So
Ecuacion 4. Rendimiento de Biomasa / sustrato (Yys)

p= X100

v - Xf —Xo
X/s ™ So — Sf
Ecuacion 5. Rendimiento de producto/sustrato (Y ps)

v = Pmax — Po
PIs T So—Sf

Ecuacion 6. Rendimiento de producto/Biomasa (Y )

V.. = Pmax — Po
PIX T XF —Xo
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7.2.1 Medicion del crecimiento mediante densidad Optica
Fundamento

La turbidez se define por la Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO), como la
reduccion de la transparencia de un liquido causada por la presencia de particulas no
disueltas de material distinto al propio liquido. En un cultivo bacteriano, la luz es
absorbida de manera directamente proporcional a la concentracién de células que hay
en el cultivo (Acebo D y Hernandez A; 2012). Para evitar errores en la lectura, la D.O no
deben ser mayor a 1, es ese caso es necesario realizar diluciones, para obtener un

intervalo de lectura menor a 1 (Day & Underwoord, 1989).

Metodologia

Una muestra homogénea de caldo de cultivo fue evaluada cada 1.5 h
aproximadamente, mediante su lectura a 620 nm en espectrofotdmetro marca cole-
Parmer, modelo UV-2100. Cuando la turbidez del cultivo lo requerian las muestras
fueron diluidas y la lectura obtenida fue posteriormente multiplicada por el factor de
dilucién respectivo. Previamente el equipo fue calibrado con el blanco (caldo MRS). Con

los datos de la densidad 6ptica se construy6 la curva de crecimiento.

7.2.2 Medicion del crecimiento mediante siembra en placa

Fundamento

La técnica se basa en contar las unidades formadoras de colonias (UFC) presentes en
un gramo o mililitro de muestra. Se considera que cada colonia que se desarrolla en el
medio de cultivo de eleccion después de un cierto tiempo de incubacion a la
temperatura adecuada, proviene de un microorganismo. Para que las colonias puedan
contarse de manera confiable, se hacen las diluciones decimales necesarias de la

muestra. (Camacho y col., 2009)
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Metodologia

Para el recuento en placa se diluyé 0.5 mL del cultivo respectivo en 4.5 mL de agua
peptonada y se realizaron diluciones decimales de (1X10™' hasta 1X10®); de cada
dilucién se sembr6 un volumen 100 pL en placas de Petri con agar MRS, las cajas se
incubaron a temperatura entre 30-37°C y se observaron a las 24 y 48 h. Se
consideraron las placas de Petri con un recuento de UFC entre 30 y 300 colonias. El
namero de colonias se multiplicé por el inverso de la dilucion y por 10 para asi obtener
los UFC/mL (Larana, 1981).

7.2.3 Medicion del crecimiento mediante peso seco
Fundamento

La cantidad total de biomasa presente en una muestra puede medirse en términos de
peso seco por unidad de volumen, ya sea como soélidos en suspension totales (SST) o
sélidos en suspension volatiles (SSV). Las células se separan del liquido bien por

centrifugacion o por filtracion. Se expresan en g.m.s/mL. (Arndiz C y col., 2000)

Metodologia

Se determind la concentracion microbiana del inéculo por medio del método de peso
seco celular (Pirt, 1975).

Una muestra de 40 mL de caldo de cultivo fue depositada en tubos Falcon y
centrifugada a 4000 rpm a temperatura de 25°C, por un tiempo de 20 minutos,
empleando una centrifuga marca HERMELE, modelo Z-326-K. Posteriormente se
elimind parte del sobrenadante de los tubos Falcon (parte del sobrenadante se guardo
para su posterior uso en otras pruebas), dejando aproximadamente 5 mL de
sobrenadante mas el pellet, se agitaron los tubos en un vortex, para homogenizar la
suspension microbiana. La suspension microbiana se deposito en su respectivo tubo de

ensaye (a peso constante) se centrifugaron los tubos a 4000 rpm a temperatura de
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25°C por un tiempo de 20 minutos y se decantaron para eliminar todo el sobrenadante,
posteriormente se llevaron los tubos a la estufa, a una temperatura de 80°C por un
tiempo promedio de 4 horas, hasta peso constante. Para calcular el peso seco en g/L
se utilizé la siguiente formula.

(Peso del tubo + Muestra seca) - (Peso inicial del tubo)
Volumen de la muestra

peso seco g/L =

7.2.4 Cuantificacion de azucares reductores por el método de DNS (acido

3,5-dinitrosalicilico)

Fundamento

El método DNS es una técnica colorimétrica que emplea 3,5 - acido dinitrosalicilico,
determina la presencia de grupos carbonicos libres (C=0) de los azucares reductores.
El procedimiento se basa en una reaccion redox para provocar la oxidacion de los
azucares y al mismo tiempo su propia reduccién endotermica. Un mol de azlcar
reacciona con un mol de acido 3,5 dinitrosalicilico, dando lugar a una reaccién
estequiométrica que permite conocer la cantidad de azucares reductores presentes en
la muestra. (Miller G, 1959)

Preparacion del reactivo DNS (James M. Lee, 1992)

Se disolvié 0.74 g de acido 3.5 dinitrosalicilico y 1.39 g de NaOH en 100 mL de agua
destilada en un vaso de precipitado, luego se agrego 21.61 g de tartrato de Na y K, 0.53
mL (0.579) fenol y 0.58g metabisulfito de sodio.

Para valorar la solucién de DNS se titulé6 3 mL con fenolftaleina al 1% y HCl al 0.1 N. el
gasto de HCI 0.1 N de ser entre 5-6 mL.
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Preparacion de la curva patréon

Se utilizé una solucion estandar de glucosa a diferentes concentraciones (0.2, 0.4, 0.6,
0.8y 1.0 g/L), se tomd 0.5 mL de cada muestra, se agregaron 1.5 mL del reactivo DNS
(acido 3,5-dinitrosalicilico). Con los datos de concentracion de glucosa y su respectiva

absorbancia se construy6 una curva de calibracion y se obtuvo la ecuacion de la recta.

Preparacion de la muestra

Se tom6 1 mL del sobrenadante que se guardd en la prueba de peso seco y
dependiendo de la concentracion se realizaron diluciones seriadas (1X10™* hasta 1X10%

para que la concentracion esté dentro del rango de la curva de calibracion.

Procedimiento

Se tomd 0.5 mL de muestra (solucién de glucosa o muestra diluida), se colocé en un
tubo de ensaye y se afiadié 1.5 mL de solucion DNS, se agit6 para homogenizar la
muestra, posteriormente se colocaron los tubos en bafio de agua hirviendo durante 5
minutos, se enfridé en bafo de hielo, después se adicion6 8 mL de agua destilada y se
agitd, finalmente se leyo la absorbancia en un espectrofotémetro cole-Parmer, UV-2100
a 550 nm, frente al blanco preparado igualmente (James M. Lee, 1992). Las
concentraciones de azucares reductores presentes en las muestras se calcularon por la
ecuacion de la recta, obtenidos en la curva patron y multiplicados por el factor de

dilucion.

7.2.5 Cuantificacion de acido lactico por el método de Acidez titulable

Fundamento

La titulacion es un procedimiento cuantitativo analitico, que se basa en una reaccion

entre un analito y un reactivo patron, conocido como valorante. La reaccion tiene una
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estequiometria conocida y reproducible. En una valoracion, se determina el volumen (o
masa) del valorante necesario para reaccionar de manera completa con el analito y se
emplea dicho volumen para obtener la cantidad o concentracion del analito (Harris D,
2001)

Metodologia

Se realiz6é una curva patrén empleando diferentes concentraciones de acido lactico (2.5,
5, 7.5, 10, 12.5, 15y 20 g/L) para posteriormente determinar la concentracion de acido
lactico en el caldo de cultivo, de acuerdo a la siguiente metodologia.

Se tomo una alicuota de 10 mL del sobrenadante del caldo de cultivo y se depositdé en
un matraz Erlenmeyer, se le agregd 1mL del indicador fenolftaleina al 1% vy
posteriormente se tituld6 con solucion NaOH 0.1 N, hasta la aparicion de un color rosa.
(Day R. y Underwoord A, 1989)

La acidez en la muestra expresada como &cido lactico se calcula con la siguiente

formula:

V x N x90g/L

Acidez g/L (acido lactico)= v

En donde:

V = Volumen de solucién de NaOH gastado en la titulacién de la muestra, en mL.
N = Normalidad de la solucién de NaOH.

M = Volumen de la muestra, en mL

90 g/L =Equivalente del acido lactico.

NOTA: 1 mL de NaOH 0.1 N es igual a 0.0090 g de acido lactico.
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7.2.6 Estequiometria de crecimiento bacteriano
Fundamento

Estudia las relaciones aritméticas entre las masas o volumenes de los reactantes y los
productos en una reaccion quimica llevada a cabo por los microorganismos.

Los calculos estequiométricos permiten determinar las relaciones masicas y molares
entre los reactantes y los productos finales en los procesos fermentativos, el
crecimiento celular obedece a la ley de la conservacion de la masa de LAVOISIER,
1785 argumentando que las sustancias quimicas se combinan para formar otras, (Luna
R, 1999)

Planteamiento de la ecuacidon de crecimiento celular

Podemos escribir la siguiente ecuacién para expresar el crecimiento celular.

CwHxOyN; + a O, + b HyOpN;—>¢ CHqOgNy + d CHONim + € CO; + f H,0
Balancede C:w=c+d +e

Balance de H: x + bg = ca + dk + 2f

Balance de O:y+2a+bh=cf +dl + 2e +f

Balance de N: z + bi = cy + dm

La biomasa es representada por la formula CHqOgN, que es una reflexion de la
composicién de la biomasa microbiana. Los microorganismos contienen un amplio
rango de elementos, Sin embargo 90 — 95 % de la biomasa puede estar constituida por

4 elementos mayores: C, H, O, N.

C Hi79 Oos No2o Puede ser usado como una formula general cuando el andlisis de

composicion bacteriana no es disponible.
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7.3 Resistencia gastrointestinal

Fundamento

Las pruebas de acidez gastricas son imprescindibles para la determinacion de actividad
probiotica de los microorganismos. El pH del estémago es de 1.5 y segun Chou y
Weimer (1999) el tiempo promedio de transito del alimento, desde que entra hasta que
sale del estbmago, es de 90 minutos. En las pruebas de resistencia gastrointestinal, los
microorganismos susceptibles de ser catalogados como probiéticos deben verificar que
estos sean capaces de resistir estas condiciones sin perder viabilidad (Gonzalez y
Gonzalez-Martinez, 2006).

Preparacion de soluciones para la simulacidén gastrointestinal

Para la resistencia gastrointestinal se prepar6 la soluciéon de pepsina (1:10,000, 155,
HYCEL)
» Se disolvié 0.26¢g/L de pepsina en agua destilada ajustando el pH a 1.9 con una

solucion de HCI (0.1N) y se esterilizo por filtracion de membranas.

Para la preparacion de los jugos intestinales se utilizé una solucion de sales biliares
(extractos biliares, 305-D, DIBICO) y pancreatina 4X (Porcino, 608, HYCEL).

» Se disolvié 3g/L de sales biliares disolviendo el polvo en agua destilada y se
esterilizo por filtracion.

» Se preparan una solucién buffer de fosfato de sodio 0.25 M a pH 7.5.

» Para la preparaciéon de la solucibn pancreatica, se preparé disolviendo la
pancreatina disolviendo en una solucion buffer de fosfato de sodio estéril al
0.02M y pH 7.5, teniendo una concentracion final de 1.95 g/L, la solucion se
esterilizo por filtracion.

Todas las soluciones se prepararon al momento de realizar la prueba.
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Metodologia

Se evaluo la resistencia gastrointestinal, de acuerdo a Picot y Lacroix (2004), se utilizo
un matraz Erlenmeyer con 100 mL de caldo MRS con un inéculo del 10 % de la
respectiva cepa y se incubo a 37°C , 80 rpm durante 8 horas, pasado el tiempo se
cosecho aproximadamente 1g de biomasa, se colocé el cultivo en tubos Falcon estéril y
se centrifugo a 4000 rpm a 4°C por un tiempo de 20 minutos y se elimin6 el
sobrenadante, se lavo dos veces el pellet con una solucion salina al 0.9%, y se volvio a
centrifugar bajos las mismas condiciones antes mencionadas y se incubo a 37°C por 48
horas.

Primera etapa

El pellet se suspendié en tubos falcon con 9 mL de pepsina (0.26g/L, pH 1.9) se tomo
una muestra de 0.5 mL de la suspension bacteriana para realizar diluciones seriadas
en 4.5 mL de agua peptona y se realizd cuenta en placa para determinar las células

viables (tiempo cero).

Segunda etapa

La suspension bacteriana se incubo durante 1 hora a 37°C a 80 rpm, después de ese
tiempo, se ajustd el pH a 7.5 con una solucién de NaOH al 1 N, y nuevamente se retird
0.5 mL de muestra para realizar cuenta en placa y se incubo a 37°C por 48 horas.

Tercera etapa

Seguidamente se adiciono 1.2 mL de solucion buffer de fosfato de sodio (0.25 M, pH
7.5) y 2 mL de solucién de sales biliares, se ajusté el pH a 7.5 con una solucién de
NaOH al 1IN y llevo a un volumen de 14 mL con agua destilada estéril, finalmente se
agrego un 1 mL de solucion de pancreatina (1.95 g/L) y se incubo a durante un tiempo

de 6 horas, al finalizar el tiempo se tomé 0.5 mL de la suspension bacteriana y se
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realiz6 cuenta en placa y se incubo a 37°C por 48 horas. Las determinaciones se
realizaron por duplicado.

Para determinar el porcentaje de supervivencia de las cepas se emplearon las
siguientes ecuaciones.

Ecuacion 7. Porcentaje de simulacion gastrica

(%) = Log UFC G ¥ 100
" Log UFC NO

Donde G representa el final de la etapa gastrica (etapa 2) y NO representa los UFC

iniciales (etapa 1)
Ecuacion 8. Porcentaje de resistencia a simulacion intestinal

Log UFC I
%) =29 22> ¥ 100
Log

Donde | representa porcentaje de células al final de la etapa intestinal (etapa 3) y G

representa el final de la etapa géastrica (etapa 2)
Ecuacioén 9. Porcentaje de resistencia a simulacién gastrointestinal (simulacion global)

(o) = LOGUFCNL o
'~ Log UFC NO

Donde N1 representa el porcentaje total de células viables al final de la etapa intestinal

(etapa 3) y NO representa el niamero inicial de las BAL (etapa 1)
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Capitulo VIII. Resultados y discusiones

8.1 Cinética de L. plantarum BAL-03 y L. fermentum BAL-21 a nivel matraz

Se realizo la cinética de crecimiento de las cepas L. plantarum BAL-03 y L. fermentum
BAL-21 cultivadas en medio MRS, esta nos permitio0 evaluar la capacidad de
crecimiento y produccién de acido lactico de cada una de las cepas, aspectos de suma

importancia en la seleccion de cepas de posible actividad probiotica.
8.1.1 Medicidn del crecimiento mediante densidad 6ptica

Se evaluo el crecimiento celular mediante la densidad Optica (D.Og20) de las cepas. En
la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos de la absorbancia multiplicadas por el
factor de dilucion para obtener el valor real de la turbidez del cultivo de cada una de las

cepas.

Tabla 3. Resultados de densidad Optica a 620 nm de BAL-03 y BAL-21

Tiempo (h) Densidad optica (D.Oe20)
BAL-03 BAL-21
0 0.592+0.011 0.8775+0.017
2 1.4125+0.023 | 1.7035+0.005
4 2.953+0.021 3.481+0.008
5.5 4.21375+0.010 | 4.914+0.002
7 5.248+0.010 6.638+0.004
8.5 6.246+0.007 7.67+0.013
10.5 7.21+0.009 8.425+0.005
12 7.3725+0.003 | 8.6075+0.013

Los resultados se expresan como medias, + es el error estandar de las medias; cada punto de datos es el
promedio de dos réplicas de manera independiente y cada replica por duplicado.
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L. plantarum BAL-03 alcanzo una biomasa microbiana maxima expresadas en valores
de densidad Optica a 620nm de 7.377.3725+£0.003 y para L. fermentum BAL-21 fue de
8.6075+0.013 ambas obtenidas a las 12 horas de fermentacion, los resultados
obtenidos evidencian un ligero incremento significativo en los valores de densidad
Optica de BAL-21 en comparacion de BAL-03 en todos los tiempos de monitoreo,
aunque L. fermentum es una bacteria heterofermentativa estricta, a diferencia de L.
plantarum que presenta un comportamiento homofermentativo, tiende a tener una mejor
capacidad metabdlica (Agudelo y col., 2010;), y una mejor adaptacion en medios

abundantes en nutrientes y fuentes energéticas (Georgieva y col., 2009) .

Abs 620 nm
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Figura 9. Curva de D.O en medio MRS de L. plantarum BAL-03 y L. fermentum
BAL-21.

Los resultados reportados en la figura 9 muestran el comportamiento de la
concentracion de biomasa, durante las 12 horas de fermentacion de cada una de las
cepas estudiadas. Independientemente de que la cepa BAL-21 haya presentado mayor
absorbancia, se observa que a las 10.5 horas la curva de BAL-03 se aproxima a la fase
estacionaria y para L. fermentum esta fase comienza desde las 8.5 horas, esto nos
indica que existe una mejor adaptacion de BAL-03 en el medio de cultivo , el incremento
de la densidad 6ptica de BAL-21 puede deberse a la presencia de algunos metabolitos

gue generan mayor turbidez en el caldo de cultivo, debido a que la densidad 6ptica al
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ser un método indirecto, mide tanto las células viables como las no viables, estos
absorben una longitud de onda especifica y como resultado dan el valor de la densidad
optica.(Acebo D y Hernandez A; 2012).

8.1.2 Medicion del crecimiento mediante siembra en placa

Se avaluo el crecimiento de L. plantarum BAL-03 y L. fermentum BAL-21 mediante
cuenta viable, esto nos permiti6 establecer el nimero de microorganismos presentes en
la muestra, en la tabla 4 se muestra los datos de crecimiento de células viables
(UFC/mL), en el cultivo a lo largo del tiempo y sus respectivos datos a escala

logaritmica de cada cepa.

Tabla 4. Resultados de cuenta viable (UFC/mL) de BAL-03 y BAL-21

Tiempo | BAL-03 BAL-21

(h) UFC/mL Ln X UFC/mL Ln x

0 3.38E+08+3.50E+07 | 19.63707607 | 3.03E+08+1.89E+07 | 19.52759184
2 9.20E+08+1.30E+08 | 20.63988423 | 3.38E+08+1.50E+07 | 19.63707607
4 2.43E+09+4.11E+08 | 21.60909736 | 5.58E+08+2.22E+07 | 20.13897306
5.5 5.43E+09+3.86E+08 | 22.41428374 | 1.47E+09+5.97E+07 | 21.10512108
7 7.95E+09+3.32E+08 | 22.79643777 | 3.03E+09+1.89E+08 | 21.83017693
8.5 9.40E+09+2.94E+08 | 22.96397553 | 4.05E+09+1.71E+08 | 22.12198272
10.5 9.58E+09+3.30E+08 | 22.79957749 | 3.80E+09+2.45E+08 | 22.0582669
12 7.98E+09+3.10E+08 | 22.80020425 | 3.10E+09+1.41E+08 | 21.85466795

Los resultados se expresan como medias, + es el error estandar de las medias; cada punto de datos es el
promedio de dos réplicas de manera independiente y cada replica por duplicado.

En la tabla 4 se muestran el conteo de UFC, que complementan las curvas de
crecimiento. Se observa que la poblacién inicial de L. plantarum BAL-03 presente en el
caldo de cultivo fue de 3.38X10° + 3.50X10" UCF/mL y para L. fermentum BAL-21 fue
de 3.03X10° + 1.89X10’ UFC/mL, ambas cepas iniciaron la cinética con altos valores de
caracteristica de suma la seleccion de

células viables, importancia para

microorganismos probioticos.
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Figura 10. Curvas de crecimiento de L. plantarum BAL-03 y L.
fermentum BAL-21 (UFC/mL) en funcién del tiempo

En la figura 10 se puede observar las diferentes fases cinéticas de las cepas
estudiadas, para BAL-03 en la grafica no es posible observar una fase clara de
adaptacion (fase lag), es probable que sea una fase corta producida en los primeros
minutos de fermentacion, es casi nula, debido al tamafio de su genoma que es de 50%
mas grande que la mayoria de BAL, su capacidad metabdlica le permite utilizar una
gran variedad de fuentes de carbono (Ljungh & Wadstrom, 2009) tiene una mayor
capacidad de establecerse y multiplicarse, también la cantidad de in6culo del 10%
reduce el tiempo de lactancia (Soto y col., 2006), empezando su fase log desde la hora
0 y se mantiene en ella hasta las 7 horas, alcanzando la fase estacionaria desde las 7
hasta las 10.5 horas aproximadamente y finalmente la fase de muerte celular se
presentd después de las 10 horas hasta las 12 horas, la curva de crecimiento de BAL-
21 tiene una primera fase de adaptacién, en la cual los microorganismos, adaptan su
metabolismo a las nuevas condiciones del cultivo, su fase lag corresponde a las
primeras 2 horas de fermentacion, esta es mas prolongadas, debido a que es mas
exigente referente a sus condiciones nutrimentales, inicid su fase exponencial desde las

2 horas hasta las 8.5 horas de fermentaciéon, en la cual las BAL consumieron a
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velocidad méxima los nutrientes del medio, posteriormente inician su fase estacionaria
de las 8.5 horas hasta las 10.5 horas en donde aun se ve aumento significativo de las
bacterias y finalmente la fase de muerte celular, que se presenté desde las 10.5 hasta
las 12 horas.

Datos reportados por Mendoza C. (2015) quien realizo cinéticas de cada una de las
BAL empleando matraces Erlenmeyer con 150 mL de MRS a 36°C y 120 rpm durante
12 horas, para L. plantarum su fase exponencial corresponde desde las 2 hasta las 9
horas de fermentacién y para L. fermentum corresponde desde las 5 hasta las 11 horas

de fermentacion.
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Figura 11. Curva de Ln de UFC/mL vs tiempo

En la figura 11 se expresa la gréfica lineal de cada cepa, donde podemos observar la
fase exponencial, en esta fase las células se reproducen sin limitacion de sustancias
nutritivas a velocidad maxima (u), estas cepas puede multiplicarse rapidamente en
caldo MRS debido a que su formulacion permite el adecuado desarrollo de
Lactobacillus y otras bacterias lacticas (De Man J, Rogosa M y Sharpe M, 1960). Para
BAL-03 la velocidad especifica (p) corresponde a p= 0.46 h™* (Ecuacién 1), con t;=1.50h
(ecuacion 2). Estudios realizados por Agudelo C y col. (2010), para una cepa de L.

plantarum A6 reportan una p=0.53 h™*; Mendoza C. (2015) reporta una una velocidad
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especifica de crecimiento de 0.50+0.01 h™* y un tiempo de duplicacién de 1.40+0.01 h.
Para la cepa BAL-21 la velocidad especifica (1) durante su fase exponencial
corresponde a p= 0.41h™ y con un t4=1.69h. Experimentos realizados para Lactobacillus
fermentum se han encontrando velocidades especificas de crecimiento de 0.72-0.81 h*
con tiempos de duplicacion de 0.92-0.85 h (Vrancken y col.,2009). Esta velocidad
depende de la concentracién de nutrientes, asi a altas concentraciones la velocidad
especifica alcanza valores maximos fijados por la cinética intrinseca de las reacciones
intracelulares (Orozco M y Solarte J, 2003), y se mide por los cambios a través del
tiempo de las concentraciones de la biomasa de microorganismos, del sustrato y los

acidos de los productos.
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Figura 12.Comparacion del crecimiento de BAL-03 y
BAL-21 (UFC/mL) en funcion del tiempo

En la figura 12 se presenta el crecimiento de la poblacién celular de las diferentes
cepas aisladas de la taberna, ambas cepas se mantuvieron bajo las mismas
condiciones de cultivo, sin embargo Lactobacillus plantarum BAL-03 se caracterizd por
tener una mejor adaptacion a las condiciones del cultivo, logrando un mayor crecimiento
celular. La capacidad de crecimiento de las cepas seleccionadas alcanzé altos valores,
propiedad que debe caracterizar a las cepas probioticas, ya que deben presentarse en

cantidades suficientes para llegar al TGI y ser capaces de establecerse para lograr una
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buena colonizacién de la mucosa y el contenido intestinal (Salminen y col., 1996). Las
bacterias del genero Lactobacillus, han sido las mas utilizadas hasta el momento para
la obtencién de biopreparados con propiedades probidticas, ya sea de forma individual
0 en combinacion con otros microorganismos y/o metabolitos (Salminen y col., 1993;
Sobel, 1999; Vinderola y Reinheimer, 2003; Pennacchia, 2004). La cepa BAL-03 tuvo
una concentracién bacteriana para de 7.95X10° + 3.32E+08 UFC/mL (9.90 log UFC/mL)
y BAL-21 una concentracién de 4.05X10° + 1.71E+08 UFC/mL (9.60 log UFC/mL), al
finalizar su fase exponencial, ambas cepas mantienen una viabilidad alta en el tiempo,
puesto que el nivel de bacterias minimas para ser consideradas como probioéticos debe
ser 10° UFC/mL y otros sefialan que debe tener una cantidad necesaria para que se
ingiera una cantidad de 10° UFC/mL (Ouwehand y col., 2002). En investigaciones
realizadas por Siragusa et al. (2014) para la cepa de Lactobacillus plantarum reportaron
densidades poblacionales que van de 9.45-9.60 log UFC/mL y para L. fermentum se
han encontrando densidades poblacionales de 9.2-9.4 log UFC/mL (Vrancken y
col.,2009).

8.1.3 Medicidn del crecimiento mediante peso seco

Se determind la concentracion de la Biomasa mediante el peso seco expresado en g/L
para cada una de las cepas, en la tabla 5 se muestran los datos obtenidos de peso

seco durante la cinética.

Tabla 5. Resultados de peso seco (g/L) de BAL-03 y BAL-21

Tiempo (h) | BAL-03 BAL-21

Peso seco (g/L) | Peso seco (g/L)
0 0.71875+0.019 0.65+0.003
2 0.85+0.003 0.72625+0.012
4 1.11375+0.015 1.1725+0.173
5.5 1.48+0.017 2.29125+0.051
7 1.7725+0.014 3.22625+0.068
8.5 1.95125+0.008 3.86+0.081
10.5 2.105+0.031 3.83875+0.068
12 2.175+0.060 3.52375+0.196

Los resultados se expresan como medias, + es el error estandar de las medias; cada punto de datos es el
promedio de dos réplicas de manera independiente y cada replica por duplicado.
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Figura 13. Peso seco de BAL-03 y BAL-21 en funcion del tiempo

La figura 13 muestra los estudios cinéticos de crecimiento de biomasa de cada cepa,
para BAL-03 no se observa con claridad una fase de lactancia, coincidiendo con la
curva de UFC/mL, el cultivo paso directamente a la fase de crecimiento exponencial, el
tiempo en que se obtuvo la mayor concentracion de biomasa fue a las 12 horas con
2.175 g/L. Valdemar y col. (2000) reportan una concentracion de biomasa final de 2.2
g/L para L. plantarum realizado en un fermentador (New Brunswick Cientific, Bioflo
modelo 2000) con un volumen de 35 L del medio de cultivo, con agitacién de 150 rpm,
temperatura de 35 = 0,1 ° C, aireacion de 0,7 vwm (L de aire / L de medio / min) y
tiempo de cultivo de 24 horas, en medio MRS, llevando a cabo el peso seco a una
temperatura de 105°C. Para BAL-21 podemos observar una fase de latente un poco
prolongada, coincidiendo con la curva de UFC/mL, la cepa BAL-21 tiene mayor cantidad
de biomasa seca, con un peso seco total de 3.52375 + 0.196 g/L y para BAL-03 un peso
seco total de 2.175 + 0.060 g/L, esto concuerda con los resultados de la D.O donde
BAL-21 tiene mayor absorbancia, esto se debe a que la principal desventaja de estas
técnicas es que su determinacion incluye no so6lo microorganismos activos sino
microorganismos muertos, material inerte, polimeros extracelulares y materia organica

adsorbida.
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8.1.4 Curvas de correlacién para determinacion de biomasa

Uno de los propositos de este trabajo fue encontrar un método que reemplace el
método de recuento en placa por un método mas practico. Para esto, se determinaron
las UFC/ml en cada punto con el fin de correlacionarlos con una medida directa que
indique las células viables. La correlacion permite estimar los datos del método
microbiolégico, en medidas de absorbancia y peso seco, estas pueden incluirse en

ecuaciones cinéticas que describen el proceso.

8.1.4.1 Curvas de correlacion para BAL-03

6 R2 = 0.9605 .

Abs 620 nm

0 2E+09 4E+09 6E+09 8E+09 1E+10
UFC/mL

Figura 14. Curva de correlacién entre Absorbancia 'y
UFC/mL de BAL-03

La ecuacion de la linea de mejor ajuste es:

Yabs = 6E-10 apsiurc.mi-1 X urcime + 0.6351

Utilizando esta ecuacion puede determinarse, mediante medidas de absorbancia, el
numero de unidades formadoras de colonias por mL (UFC/mL). Asi por ejemplo, para
un cultivo con una absorbancia de 2.953 le corresponderia 3.8581X10° UFC/mL, de

acuerdo a los datos obtenidos a esa absorbancia se obtuvo 2.43X10° UFC/mL.
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Figura 15. Curva de correlacion entre Abs y Peso seco
BAL-03

La ecuacion de la linea de mejor ajuste es:

Yabs = 3.4613 abs/g.L-1 X glL — 0.6874

Utilizando esta ecuacion puede determinarse, mediante medidas de absorbancia, los
g/L de biomasa seca. Asi por ejemplo, para un cultivo con una absorbancia de 2.953 le
corresponderia 1.0517 g/L, de acuerdo a los datos obtenidos a esa absorbancia se
obtuvo 1.11375 g/L.
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Figura 16. Curva de correlacion entre Peso seco y
UFC/mL de BAL-03

La ecuacion de la linea de mejor ajuste es:

Yo = 1x10™*° g.L-1urc.mL-1 Xureim + 0.7205

Utilizando esta ecuacion puede determinarse, mediante medidas de peso seco, los
UFC/mL. Asi por ejemplo, para un cultivo con una peso seco de 1.11375 g/L le
corresponderia 3.9325X10° de acuerdo a los datos obtenidos a peso seco se obtuvo

2.43X10° UFC/mL.
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8.1.4.2 Curvas de correlacion para BAL-21

R2=0.9263

Abs 620 nm
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Figura 17. Curva de correlaciéon entre Absorbancia 'y
UFC/mL de BAL-21

La ecuacion de la linea de mejor ajuste es:

Yabs = 1x10”° spspurc.mi1 Xurcme + 2.1746

Utilizando esta ecuaciéon puede determinarse, mediante medidas de absorbancia, los
UFC/mL. Asi por ejemplo, para un cultivo con una absorbancia 3.481 le corresponderia
13.064X10° de acuerdo a los datos obtenidos a UFC/mL se obtuvo 5.58X10% UFC/mL.

Esto es debido a que la gréafica no esta del todo lineal porque presenta una R? 0.9263.
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Figura 18. Curva de correlacion entre Abs y Peso seco
BAL-21

La ecuacion de la linea de mejor ajuste es:

Utilizando esta ecuacién puede determinarse, mediante medidas de absorbancia, el
peso seco (g/L). Asi por ejemplo, para un cultivo con una absorbancia 3.481 le
corresponderia 1.4713 g/L de acuerdo a los datos obtenidos a peso seco se obtuvo
1.1735 g/L.
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Figura 19. Curva de correlacién entre Peso seco y
UFC/mL de BAL-21

La ecuacion de la linea de mejor ajuste es

YL = 8x10™° g.L-1urc.mi-1 XureimL + 0.7249

Utilizando esta ecuacién puede determinarse, mediante los g/L de biomasa seca. Asi
por ejemplo, para un cultivo con una peso seco de 1.1725 g/L le corresponderia
5.595X10°® UFC/mL de acuerdo a los datos obtenidos a peso seco se obtuvo 5.58X10°
UFC/mL.

49



8.1.5 Cuantificacibn de AzlUcares por método de
dinitrosalicilico)

Tabla 6. Curva patron de Azucares reductores

DNS (acido 3,5-

Glucosa g/L Abs 550nm
0 0.0
0.2 0.044+0.001
0.4 0.173+0.001
0.6 0.298+0.0009
0.8 0.421+0.002
1 0.57+0.004
0.7
0.6
[ )
05 R2=0.9838 -
0.4 rd
£
o
30.3 *®
Lo
3 P
<0.2
e
0.1
S
0.0 =~
T" 0.2 0.4 0.6 0.8 1
-0.1

Concentracion de glucosa g/L

Figura 20. Curva patrén de Azucares reductores

De acuerdo a la figura 20, la ecuacion de la linea de mejor ajuste es:

1.2

Yabs = 0.5868 abs/g.L-1 Xg/L -0.0424
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Tabla 7. Datos de azucares reductores de BAL-03 y BAL-21

tiempo | BAL-03 BAL-21
(h) Abs Azlcares Abs Azlcares
reductores g/L reductores g/L

0 0.0885+0.005 | 22.30743013 0.08425+0.003 | 21.58316
2 0.0715+0.007 | 19.41036128 0.07925+0.002 | 20.73108
4 0.04825+0.002 | 15.44819359 0.05925+0.016 | 17.32277
55 0.035+0.003 13.19018405 0.035+0.004 13.19018
7 0.0235+0.002 | 11.23040218 0.02325+0.003 | 11.1878
8.5 0.01775+0.002 | 10.25051125 0.01875+0.002 | 10.42093
10.5 0.01525+0.001 | 9.824471711 0.0155+0.002 9.867076
12 0.009+0.001 8.75937287 0.0115+0.002 9.185412

Los resultados se expresan como medias, £ es el error estandar de las medias; cada punto de datos

promedio de dos réplicas de manera independiente.
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Figura 21. Curva de consumo de sustrato de BAL-03 y BAL-21

El cultivo se llevo a cabo en caldo MRS con un contenido de glucosa total de 20 g/L, al

evaluar la cantidad de azUcares totales al caldo MRS dio una concentracion de 23.926

g/L, esto puede deberse a que ciertos compuestos como la proteosa peptona, el

extracto de carne, el extracto de levadura nitrogeno y carbono (De Man J, Rogosa M y

Sharpe M, 1960), aumenta la cantidad de azucares del medio.
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Los resultados reportados en la figura 21 en cuanto al consumo de sustrato durante el
proceso de fermentacion para las dos cepas, demostraron que hubo un buen consumo
de la fuente de carbono, esto evidenciado por la velocidad de crecimiento, en el cual el
ndamero de células se multiplica a la misma velocidad, se puede observar que L.
plantarum BAL-03 consumi6 alrededor del 53.06 % de la fuente energética disponible,
en la fase exponencial y al finalizar el proceso fermentativo hubo un consumo total
(eficiencia de sustrato) de 63.39%, el azlcar total en el medio presento valores de
8.759 g/L a las 12 horas de efectuada la cinética, algunos autores reportan un consumo
de sustrato desde 8.90 hasta 10.8 g/L (Gamez y col., 2013). L. plantarum permite el
empleo de una gran cantidad de fuentes de carbono, propiedad de los genes
involucrados en el transporte y utilizacion de azucar produciendo principalmente acido
lactico (Agudelo y col., 2010). El rendimiento de biomasa respecto al sustrato Ys fue de
0.096 gg* este rendimiento obtenido es muy cercano a los reportados por algunos
autores quienes obtuvieron en experimentos rendimientos desde 0.143gg™ tras 48
horas de fermentacion en medio MRS (Georgieva y col., 2009).

Para la cepa BAL-21, en las primeras cuatro horas de fermentacion los
microorganismos consumieron el 27.59 % de la fuente energética disponible, en la fase
exponencial, aprovecharon alrededor del 56.44% de los azlcares totales y al finalizar el
proceso fermentativo hubo un consumo total de 61.60%. La determinacion de azlcar
total, permiti6 determinar el consumo para el crecimiento de los microorganismos y
establecer la relacion de consumo/crecimiento celular. Mendoza C. (2015) reporta una
eficiencia de sustrato para L. fermentum de 98.30+1.01 hasta 51.98+6.09% en
diferentes tratamientos en el caldo MRS modificando el pH inicial, inulina y Tween-80.
El rendimiento de biomasa/ sustrato fue de 0.2376 gg-', cabe destacar que la mayor
parte del consumo del sustrato esta dirigido al crecimiento celular consecuentemente
con la produccion de &cido lactico, sin embargo tanto L. plantarum BAL-03 y L.
fermentum BAL-21 también utilizan la fuente de carbono para sintetizar otro tipo de
productos como exopolisacaridos durante la fase estacionaria y de crecimiento, los
cuales contribuyen a la viscosidad, textura y propiedades reoldgicas deseables del

cultivo fermentado.
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8.1.6 Cuantificacién de acido lactico por acidez titulable

Tabla 8. Curva patron de acido lactico

acido lactico g/L mL NaOH
0 0
2.5 2.6x0.14
5 4.6+0.14
7.5 6.85+0.07
10 9.4+0.14
12.5 11.5
15 13.55+0.07
20 18.1+0.28
20
18 R2 =0.9994 P
16 ’
14 .
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g/L &cido lactico

Figura 22. Curva patron de acido lactico

La ecuacion de la linea de mejor ajuste es:

Ymi naoH = 0.8992 i Naorig.L-1 X + 0.1756
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Tabla 9.

Cuantificacion de acido lactico de BAL-03 y BAL-21

Tiempo BAL-21 BAL-21
(h) NaOH Acido NaOH Acido lactico
gastado lactico g/L gastado g/L
(mL) (mL)
0 4.55+0.49 |2.27980427 |5.1+0.14 2.891459075
2 6+0.28 3.892348754 | 6.1+0.28 4.003558719
4 8.4+0.42 6.5613879 8.6+0.28 6.783807829
55 10.05+0.63 | 8.396352313 | 10.9+0.14 | 9.341637011
7 11.5+0.28 | 10.0088968 | 12.6+0.14 | 11.23220641
8.5 13.1+0.42 | 11.78825623 | 14.25+0.35 | 13.06717082
10.5 16.1+0.14 | 15.12455516 | 16.55+0.77 | 15.625
12 17.8 17.01512456 | 16.85+1.48 | 15.95862989

Los resultados se expresan como medias, + es el error estandar de las medias; cada punto de datos es el

promedio de dos réplicas de manera independiente.
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Figura 23. Curva de formacion de acido lactico BAL-03 y BAL-21

El acido lactico es uno de los méas importantes mecanismos por el cual las BAL inhiben
a sus competidores se da por la produccion de acido lactico, es un factor importante
debido a que posee un efecto inhibitorio y esto se relaciona con la estructura no
disociada de la molécula, siendo esta capaz de difundirse a través de la membrana
celular y disociarse en su interior para provocar la muerte de bacterias patdégenas. En la

figura 23 se muestra la produccién de acido lactico durante el proceso de fermentacion,
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para BAL-03 de los 63.39% de azUcares consumido generaron 17.015 g/L de &cido
lactico. Los valores de produccion de acido lactico son muy cercanos a los reportados
por algunos autores quienes obtuvieron en experimentos una produccion desde 17.09
g/L hasta 16.13 g/L bajo condiciones Optimas (Gamez y col.,, 2013). Bajo estos
resultados se obtuvo un rendimiento de producto vs sustrato Y,s de 1.121 gg’, este
dato es mayor al reportado por algunos autores, quienes obtuvieron valores entre
0.79g-' v 0.9 gg* sin embrago cabe destacar que este pardmetro esta sujeto a factores
importantes como temperatura y pH éptimos, los cuales influyen en la caracteristica de
crecimiento microbiano e incide notablemente en la velocidad y rendimientos asociados
(Agudelo y col., 2010) y un Ypxde 11.6842.

Respectivamente para BAL-21 de los 61.60% de azucares consumidos generaron
15.958 ¢g/L de acido lactico, bajo estos resultados se obtuvo un rendimiento del
producto Yps de 1.082 gg™ y un Ypix de 5.553 gg™, para esta misma Mendoza C. (2015)
cepa reporta una produccion de acido lactico de 16.41+1.60 hasta 11.54+0.51 y un Y
de 1.12+0.17 hasta 0.83+0.08. Es conocido que la fermentacién con el género
Lactobacillus da como resultado la acidificacién del medio de cultivo al producirse acido
lactico a partir de la fuente de carbono (Buruleanu y col., 2013) esto podria explicar la
relacion directamente proporcional entre la disminucién del pH y la concentracion de

glucosa.
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8.1.7 Estequiometria de crecimiento bacteriano

El proceso de crecimiento bacteriano implica que se lleven a cabo reacciones de
generacion de energia y de biosintesis. La siguiente estequiometria describe un
sistema de crecimiento microbiano a base de glucosa como sustrato:

Estequiometria global de la oxidacion de la glucosa

CeH1206 + 0.1 NH3 + 0.975 O, —0.5 CH179005Ng.20 + 1.5 C3HgO3 + CO, + 1.2 H,0O

En los procesos bioldgicos aerobios, el sustrato sirve como fuente de energia y de

carbono para la generacién de biomasa y consumo de oxigeno.
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Figura 24. Desarrollo de crecimiento microbiano, que ilustra el crecimiento de

biomasa [X], consumo de sustrato [S] y produccion de acido lactico [P] debido al
metabolismo de BAL-03 y BAL-21.

En la figura 24, al comparar los resultados obtenidos de ambas cepas, se observa que
BAL-03 presenta un mayor desarrollo cinético en el medio a comparacion de BAL-21
mostrando una concentracion de biomasa seca de 2.175 g/L de un mayor consumo de
sustrato 63.39% y una mayor 17.0151 g/L produccién de acido lactico y Para BAL-21
produciendo 3.52375 g/L de biomasa, una eficiencia de conversion del 61.60% vy
15.9586 ¢g/L de acido lactico. Con estos datos podemos establecer una relacion
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estequiométrica de la biomasa, sustrato y producto, determinado sus coeficientes
estequiométricos del proceso de fermentacion. En las reacciones la estequiometria
puede no conocerse con exactitud pueden que los reactantes no se alimentan en las
proporciones exactas indicadas por la ecuaciéon de la reaccion y también los reactantes
que se consumen forman productos no descritos en la reaccidn principal; estos

subproductos forman parte también de la mezcla final de la reaccion.
La ecuacién estequiométrica es:

C,H,,0, + 0.1 NH, +0.9750, 0.5 CH

Hiy 0, Ny 5o+ 1.5 C;HO, + CO,+ 1.2 H,0

1.7970.5" 70.20

De acuerdo a la ecuacion estequiométrica se puede obtener los resultados del consumo
de O, y producciéon de CO; y H,0O, empleando una concentracion inicial de azucares de
23. 926 g/L.

En base a los resultados obtenidos durante la cinética para BAL-03 se tuvo una
eficiencia de conversion de sustrato del 63.39%, una concentracion de biomasa seca de
2.175 g (0.08 mol) y una produccion de acido lactico de 17.015 g (0.18 mol) en base a
estos resultados, se pudo calcular el consumo de O2 que fue de 9.505 g (0.3 mol), una
produccion de CO; de 3.701 g (0.08 mol) y H,O de 1.818 g (0.1 mol)

Para BAL-21 se tuvo una eficiencia de conversion del 61.60%, una concentracion de
biomasa seca de 3.523 g (0.14 mol) y una produccién de acido lactico de 15.958 (0.17
mol) g/L de &cido lactico, en base a esto se obtuvo un consumo de O, del 12.623 g
(0.39 mol), una produccion de CO, de 3.599 g (0.08 mol) y H,O DE 1.767 g (0.098 mol)

De acuerdo a la ecuacién estequiométrica podemos obtener los rendimientos en gg™ y
molmol-1 como se muestra en la tabla.

Tabla 10. Rendimientos de BAL-03 y BAL-21

Rendimiento BAL-03 BAL-21

Ys 0.096 gg* | 0.7031 mol.mol™ | 0.2376 gg-' | 1.7406 mol.mol™
Yois 1.121 gg” |2.2258 mol.mol* | 1.082gg" |2.1479 mol.mol™
Yoix 11.684 gg* | 3.1655 mol.mol* |5.553gg™* | 1.5045 mol.mol™
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8.2 Resistencia gastrointestinal

Se determiné la actividad probidtica mediante pruebas de resistencia gastrointestinal,
los resultados obtenidos se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Supervivencia de BAL-03 y BAL-21 a resistencia gastrointestinal simulada.

Supervivencia %

Cepa Simulacion Simulacion Global
gastrica intestinal
1h 6h
pH 1.9 Sales biliares
L. plantarum BAL-03 88.95+1.20 95.8+1.06 84.55+2.05
L. fermentum BAL-21 73+0.14 85.35+5.44 62.35+3.88

Los resultados se expresan como medias, + es el error estandar de las medias; cada punto de datos es el
promedio de dos réplicas del cultivo.

De acuerdo a los resultados obtenidos, L. plantarum BAL-03 tuvo una supervivencia
global por arriba del 80% en condiciones estrictas a pH de 1.9 y una concentracion de
sales biliares de 3 g/L y L. fermentum BAL-21 tuvo una supervivencia global por arriba
del 60%, las dos cepas son capaces de sobrevivir a estas concentraciones gastricas
pudiendo desarrollar sus actividades metabdlicas sin verse completamente inhibidas,
manteniendo una alta viabilidad de 10® UFC/mL, la capacidad de crecimiento es una
propiedad que debe caracterizar a las cepas probiédticas, ya que deben presentarse en
cantidades suficientes para llegar al tracto gastrointestinal TGI, resistir los impedimentos
quimicos y ser capaces de establecerse para lograr una buena colonizacion de la
mucosa Yy el contenido intestinal (Salminen et al; 1996). Por lo tanto estas BAL poseen
caracteristicas de resistencia gastrointestinal que les permitiria llegar viables hasta el
intestino delgado. En el intestino delgado el obstaculo mas importante para los
microorganismos son las sales biliares, para que los probibticos puedan ejercer sus
efectos benéficos deberan resistir la accion de este bactericida natural. La
concentracion de sales biliares en el intestino humano es variable y dificil de predecir

(Chou y Weimer, 1999; Gonzéales y Gonzalez-Martinez, 2006). Uno de los principales
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mecanismos de defensa a sales biliares, utilizado por algunas Lactobacillus, entre ellas
L. plantarum es la hidrolasa sal biliar (HSB), la cual hidroliza las sales biliares
conjugadas y evita los dafios a la membrana (De Angelis y Gobbetti, 2004). La hidrdlisis
de sales biliares y los cambios en la composiciéon de la membrana celular son los
mecanismos mas prevalentes que participan en la resistencia a sales biliares.
Lactobacillus plantarum BAL-03 y Lactobacillus fermentum BAL-21 tienen porcentajes
de resistencia a simulacion del 80-90%, por lo que es posible que ambas cepas cuenten
con algunos de estos mecanismos de defensa a sales biliares. Estudios reportados por
Gonzélez (2013) para la cepa BAL-03 obtuvo una supervivencia de 81.59% y para BAL-
21 una supervivencia de 61.94%, otros estudios realizados por Mendoza (2015) reporta
para L. plantarum BAL-05 una supervivencia de resistencia gastrointestinal de 67.39 %
y para L. fermentum BAL-21 una supervivencia de 87.91 %.
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Capitulo IX. Conclusiones

Se evalud la capacidad probiotica de las 2 BAL seleccionadas en monocultivo, L.
plantarum BAL-03 y L. fermentum BAL-21 mostraron alta capacidad de crecimiento
alcanzando altas concentraciones de UFC/mL con tiempos de duplicacion cortos (1.50,
1.69 h) y una alta produccion de éacido lactico (15.95, 17.01 g/L), lo que favorece un
ambiente hostil para los microorganismos patdgenos. Lactobacillus plantarum BAL-03
presentdé mayor capacidad metabdlica y de adaptacion al medio, lo cual le permite

obtener rendimientos mayores en la produccion de &cido lactico.

En base a la simulacion de las condiciones gastrointestinales, las 2 BAL mantuvieron
una alta viabilidad de supervivencia (84.55, 60.35%), siendo capaces de tolerar las

condiciones de estrés a la que fueron sometidas.

Todas estas estas caracteristicas las convierten en cepas con propiedades probidticas

con un gran potencial biotecnoldgico.
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