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Los probiéticos son microorganismos Vvivos que, constituyen una interesante
alternativa en la prevencién y tratamiento de algunas enfermedades, razén por la
cual hay un interés creciente por caracterizar microorganismos para uso probiot

Con el objetivo de caracterizar 24 cepas de Lactobacillus aisladas de una bebida
artesanal de Chiapas (taberna), mediante estudios in vitro, se evaluaron los
parametros cinéticos de cada cepa. En la seleccién de aquellas resistentes a las
principales barreras naturales del transito gastrointestinal, se evaluo la resistencia a
pH acido 1.9 y a 0.3 % de sales biliares en caldo MRS. La produccién de acido
lactico se evalu6 mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Para
cuantificar los exopolisacaridos por el método de Dubois, previamente se confirmoé
su naturaleza polisacaridica, las pruebas siguientes fueron disociacion de

taurocolato de sodio y degradacion de azucares utilizando el kit AP1 50 CH.

Los resultados de las cinéticas de crecimiento, permitié la seleccion de 18 cepas de
crecimiento rapido (Td=1.16 h) y crecimiento moderado (Td=1.49 h), las cuales
alcanzaron una concentracion celular superior a 10° UFC/mL. En la prueba bajo
condiciones gastrointestinales simuladas (pH 1.9 y 0.3 % sales biliares), se obtuvo
que 11 (61.11 %) de las 18 BAL evaluadas, fueron capaces de sobrevivir,
observando que la BAL-22 present0 una sobrevivencia del 89.71% demostrando la
mejor tolerancia. La produccién de acido lactico presentd un rango entre 19.009 +
0.68y 22.955 + 1.60g/L, siendo consideradas como homofermentativas, la BAL-21
es la mayor productora de &cido lactico de 22.955 + 1.60 g/L. La cuantificacion de
exopolisacéaridos fue entre 34.997 + 8.749y 233.986 + 17.841 g/L, siendo la BAL 10
la mayor productora con 233.986 g/L. La disociacion de taurocolato de sodio varié
desde 0.53 £ 0.23 hasta 1.79 + 0.13 mM, siendo la BAL 28 quien presenté6 mayor
disociacion. La prueba APl 50 CHL de acuerdo a la habilidad para fermentar
diferentes azlcares, identific6 como Lactobacillus plantarum 1 y Lactobacillus

fermentum.

Palabras claves: Acido lactico, resistencia a pH, sales biliares, exopolisacaridos.
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Las bacterias acido lacticas (BAL) representan un alto potencial biotecnolégico,
dada su presencia en diversos procesos fermentativos de alimentos destinados al
consumo humano y animal. Estas bacterias no solo contribuyen al desarrollo de
las caracteristicas organolépticas de los alimentos, sino que generan ambientes
pocos favorables para el desarrollo de microorganismos patdgenos, debido a su
marcada capacidad antagonista. Ademas de este importante papel en procesos de
bioconservacion, se ha comprobado que algunas cepas de bacterias lacticas,
entre ellas las del género Lactobacillus, son benéficas para la salud tanto humana

como animal.

Los probidticos son microorganismos vivos adicionados a un alimento que ejercen
un efecto benéfico sobre la salud humana. Los efectos mas destacables se
pueden resumir en: mejora de la respuesta inmunitaria, el mantenimiento de la
microbiota del colon, reduciendo la cantidad de diversas enzimas procarcinégenas
en las heces, el tratamiento de la diarrea del viajero y la secundaria a la terapia
antibidtica, el control de los rotavirus y de la colitis inducida por Clostridium difficile,
y la prevencion de las Ulceras relacionadas con Helicobacter pylori. Otros aspectos
mas controvertidos incluyen la reduccion de la absorcion del colesterol, la
prevencion de las caries, y la prevencion y el tratamiento de las infecciones del

tracto urinario (Alvarez y col., 2001).

Estas se encuentran en grandes cantidades en la naturaleza y también en nuestro
sistema digestivo. Aunque se les conoce sobre todo por sus aplicaciones en la

industria lactea, también se utilizan para conservar pescado, carne y embutidos.

Las fuentes naturales donde se han obtenido microorganismos probiéticos es en la
leche cruda, queso, nata, mantequilla y leche fermentada en Egipto (El soday col.,
2003); granos humedos de destilado de trigo (Pederson y col., 2004); pulque,
tepache y solucion madre del vinagre en México (Alvarado y col., 2006); nomo,

fura y ogi en Nigeria (Adebayo y col., 2008).
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Para considerar a las bacterias acido lacticas como probidticos deben poseer una
serie de caracteristicas: no ser patdgeno ni téxico, debe ejercer efectos benéficos
sobre la salud de quien lo ingiere, ser tecnolégicamente utilizable, presentar un
elevado porcentaje de células viables, debe ser capaz de sobrevivir a las
condiciones estresantes del estobmago y tener capacidad de adherirse a la
superficie de la mucosa del intestino, buena produccion de &cido lactico,
degradacion de colesterol y poseer actividad antimicrobiana (Collado Amores,
2004).

Debido al auge del consumo de alimentos probidticos, la FAO en conjunto con la
OMS, publicaron en mayo de 2002 una guia para la evaluaciéon sistematica de
probidticos en alimentos (Sanz y col., 2003); dicha guia incluye identificacion del
género, especie y cepa probiotica, pruebas in vitro para la seleccién de probiéticos
de uso humano, donde se incluyen ensayos de resistencia a acidez gastrica y
sales biliares, adherencia a la mucosa intestinal y actividad antagonica contra
patogenos; seguridad de los probidticos, donde se incluye evaluacion de
resistencia a antimicrobianos, estudios in vivo utilizando animales y humanos; y

caracteristicas del etiquetado.

Considerando que en el proceso de seleccién decepas de interés probidtico, es
fundamental comprobarla capacidad de tolerancia a las condiciones adversas a su
paso por el tracto gastrointestinal, en esta investigacion, se realizé un estudio in
vitro a cepas bacterianas, aisladas de la taberna con propiedades probidticas con

posibilidad de usarse en humanos o animales.
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OBJETIVO
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2.1General:

Evaluar las caracteristicas cinéticas y metabdlicas de las bacterias acido
lacticas (BAL) aisladas de la taberna y determinar su potencial probiotico.

2.2 Especifico:

1. Determinar la cinética de crecimiento de cada una de las 24 BAL
aisladas de la taberna que, por su velocidad de crecimiento, seran
consideradas de crecimiento rapido, moderado y lento.

2. Evaluar la resistencia a pH acido y sales biliares de las BAL que
presenten crecimiento rapido 6 moderado, mediante una simulacion
gastrointestinal “in vitro”

3. Cuantificar la produccién de acido lactico de cada una de las BAL que
presenten sobrevivencia mayor al 60% en la simulacion gastrointestinal.

4. Cuantificar la produccién de exopolisacaridos (EPS’s) de cada una de
las BAL seleccionadas.

5. Evaluar la capacidad de disociacion de taurocolato de sodio para cada
una de las BAL seleccionadas.

6. Evaluar la capacidad de degradacion de azlcares de las BAL

seleccionadas.

14| Pagina



FUNDAMENTO
VEORICO

15| Pagina




3.1 Alimentos fermentados como fuente de bacterias acido lacticas

La comida tradicional fermentada es el producto de un proceso biotecnoldgico; es
producida por el aprovechamiento de la flora natural asociada con sustratos
presentes en los alimentos, es una técnica usada para conservar y mejorar la
calidad organoléptica y nutricional de los alimentos en fresco. Los alimentos
tradicionales fermentados son una abundante fuente de microorganismos,
presentando algunas caracteristicas probidticas debido a su resistencia a las
condiciones gastrointestinales, adhesion al tejido intestinal y la exclusion que
ejercen sobre bacterias patdgenas, adhesion al epitelio intestinal de acogida y la
prevencion del crecimiento o la invasion de bacterias patdgenas en el intestino de
los animales (Chiu y col.,, 2007). En algunos casos estos microorganismos
presentes en alimentos presentan condiciones de resistencia y adaptabilidad
superior a los microorganismos comerciales (Liu y col., 2011); Klayraung y col
2010). En el cuadro 1 se presentan algunos de los microorganismos aislados de
alimentos tradicionales a los que se les han realizado pruebas para evaluar su

potencial probiético.
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Cuadro 1. Microorganismos aislados de alimentos tradicionales (Riveray col.,

2010)
MICROORGANISMO SUSTRATO REFERENCIA
L. plantarum Kung-som Hwanhlem y col.,
(2009)

L. fermentum

Preparados lacteos tradicionales del
Tibet, Mongolia, “Yun Nan”

Yan y col., (2010)

P. acidilactici, E. faecium

Salchichas fermentadas

Ruiz y col., (2008)

L. acidophilus, L. paracasei, L. fermentum, L. “Kule naoto” Mathara y col.,
rhamnosus, L. casei shirota (2008)
L. acidophilus, L. paracasei, L. plantarum, L. Quesos Maragkoudakis y
rhamnosus, Lactobacillus Sp. col., (2006)
L. plantarum, L. brevis, L. curvatus, P. Vegetales fermentados Tamang y col
petosaceus, P. acidilactici, Leuconostos spp., E. (2009)

durans

L. fermentum

“‘Nham” y “Miang”: carne de cerdo
fermentada, pescado fermentado,
escabeche de ajo, hojas de té

Klayraung y col.,
(2010)

fermentadas.
L. helveticus, L. paracasei Yogurt y “kimchi” Song y col (2010)
L. casei Zhang “Koumiss” Guo y col., (2009)

Saccharomyces cerevisiae

Melaza de cafia

Ortiz y col., (2008)

BAL “Adai” cereales y leguminosas Rivera y Gallardo,
(2010)
L. platarum, L. brevis, L. fermentum, Leuc “Agbelina” mandioca Rivera y Gallardo,
mesenteroides (2010)
BAL “Atole” maiz Rivera y Gallardo,
(2010)
BAL “Been-saalga” granos de bjara Rivera y Gallardo,
(2010)

L. plantarum, L. brevis, L. rhamnosus, L. “Boza” cereales Rivera y Gallardo,
fermentum, Leuc. mesenteroides (2010)
Leuc. Mesenteroides, L. fermentum, Sacch, “Dosa” arroz y garbanzo Rivera y Gallardo,

cerevisiae (2010)
Leuc. Mesenteroides. BAL y levaduras “Idli” cereales y leguminosas Rivera y Gallardo,
(2010)
BAL “llambazi lokubilisa” maiz Rivera y Gallardo,
(2010)
BAL “Kecap” trigo y frijol Rivera y Gallardo,
(2010)
L. casei, L. lactis, L. plantarum, L. brevis, N. “Kenkey” maiz Rivera y Gallardo,
acidophilus, L. fermentum, L. casei, levaduras (2010)
L. plantarum, L. curvatus, L. brevis, L. sake, “Kimchi” vegetales Rivera y Gallardo,
Leuc mesenteroides (2010)
BAL “Kishk” cereal y leche Rivera y Gallardo,
(2010)
Lactobacillus sp., L. brevis “Kisra” sorgo Rivera y Gallardo,
(2010)
L. fermentum, L. salivarius “Koko” bjara Rivera y Gallardo,
(2010)
L. bulgaricus, L. brevis “Mahewu” maiz Rivera y Gallardo,
(2010)
L. fermentum, L. brevis, L. salivarius, Sacch, “Mawe” maiz Rivera y Gallardo,
cerevisiae (2010)
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3.2 Probhidticos

Las BAL fueron referidas como probiodticos en la década de los 60, sin embargo en
la década de los 70 la palabra probiético tomd una terminologia diferente al
describir extractos de tejidos que estimulaban crecimiento microbiano. A los finales
de los 70 se redefini6 como organismos y sustancias que contribuyen al balance

microbiano intestinal (Savadogo y col., 2006).

Cada vez es mayor el interés por las BAL y su uso como probioticos; la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura (FAO) y la Organizacién
Mundial para la Salud (OMS) los han definido como “organismos vivos que
ingeridos en cantidad adecuada confieren un beneficio saludable en el huésped”
(Castro y col., 2006).

Las BAL son utilizadas en alimentos para proporcionar una amplia variedad de
beneficios saludables. Los efectos fisiolégicos relacionados con bacterias
probidticas incluye reduccién de pH en el intestino, produccién de algunas
enzimas digestivas y vitaminas, produccion de sustancias antibacteriales como por
ejemplo &cidos organicos, bacteriocinas, peroxido de hidrogeno, diacetilo,
acetaldehido, sistema lactoperoxidasa, lactonas y otras sustancias sin definir,
reconstruccién y construccion de microflora intestinal normal después de
desoérdenes causados por diarrea, terapia de antibidticos y radioterapia, reduccién
de colesterol en la sangre, supresion de infecciones bacteriales, eliminacion de

carcinogénesis, mejoramiento de la absorcion de calcio (Grajek y col., 2005).

Ademas del efecto benéfico en la salud del huésped, un cultivo debe ser ingerido
en cantidades suficientes. La concentracién sugerida de BAL esta en el rango 10°-
10’ UFC/g de producto (Hummel y col., 2007; Ruiz y col., 2008).
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3.2.1 Criterios de seleccién para cepas probidticas

La FAO y OMS, incluyen dentro de sus publicaciones, la metodologia y los
pardmetros que se deben de tener en cuenta para el desarrollo de probioticos, asi
como la identificacion, evaluacion de seguridad y caracterizacion funcional de las

cepas probidticas (Figura 1).

_ _ * Seleccion
Directrices . Clasificacién e identificacion
» Definiciéon y medicion de los beneficios

* Pruebas in vitro

Metodos de prueba e
* Pruebas in vivo

Inocuidad » Perfiles de resistencia
antimicrobiana

Figura 1. Proceso de seleccion y evaluacion de microorganismos probioticos
3.2.2. Pruebas in vitro para evaluacion del potencial probidtico de cepas

Los meétodos in vitro son aptos para la evaluacion de los criterios antes
mencionados. Sin embargo, es importante sefialar que los resultados de tales
estudios no pueden ser predictivos de la situacién in vivo. Por ejemplo, la
supervivencia de los microorganismos a pH bajo o en presencia de bilis en tubos
de ensayo no es un reflejo de las interacciones en el estbmago y el intestino,
donde existen condiciones fisioldgicas complejas (Holzapfel y col., 1998). Las
metodologias de los ensayos deben someter a los microorganismos a las
condiciones menos favorables del tracto gastrointestinal; por ejemplo, en el
estbmago el pH es la peor condicidén y en el duodeno son las sales biliares. Por
esta razbn es necesario evaluar la tasa de supervivencia de las bacterias
presentes en estas condiciones durante un tiempo determinado, simulando las

condiciones in vivo.

19| Pagina



3.2.3. Pruebas in vivo para evaluacion del potencial probiético de cepas

Segun la FAO-OMS (2002), este tipo de estudios estan destinados a demostrar la
eficacia de los probidticos en animales y mostrar el efecto que tienen al mejorar
significativa, estadistica y biologicamente la condicion, los sintomas, el bienestar o
la calidad de vida, la reduccion del riesgo de enfermedad o el aumento del tiempo
de recurrencia. En pocas palabras, cada beneficio deberia de tener probada

correlacion con el probiético de interés.

Esta es de las fases mas importantes en el desarrollo de probidticos, ya que,
permite evidenciar los resultados que se obtienen in vitro, demostrando los efectos

gue se le puedan adjudicar a un microorganismo.
3.3. Bacterias acido lacticas

Las bacterias 4&cido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos
representados por varios géneros, con caracteristicas morfologicas, fisiologicas y

metabdlicas en comun.

Las BAL estan distribuidas en la naturaleza y han sido aisladas de diversos
alimentos, de la tierra, de las plantas verdes, asi como también del tracto digestivo

y la vagina de mamiferos, entre otras fuentes (Torres y col., 2002).

Para su multiplicacion requieren de azlcares como la glucosa y la lactosa,
ademas de aminoécidos, vitaminas y otros factores de crecimiento (Ramirez y col.,
2011).

3.3.1 Descripcion microbiolégica

En general las BAL son cocos o bacilos Gram positivos, tienen un tamafio de 0.5-
1.2 x 1.0-10.0 um, son no esporulados, no moviles, anaerdbicos, microaerofilicos o
aerotolerantes; oxidasa, catalasa y bencidina negativa, carecen de citocromos, no
reducen el nitrato a nitrito y producen &cido lactico como el Unico o principal

producto de la fermentacion de carbohidratos.
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Ademas, las BAL son acido tolerantes pudiendo crecer algunas a valores de pH
bajos y otras a valores tan altos como 9.6 y la mayoria crece a un pH de 4 a 4.5,
permitiéndoles sobrevivir en medios donde otras bacterias no tolerarian la

actividad producida por los acidos organicos.

El intervalo de temperatura de crecimiento se sitia entre 35-38°C (Carr y col.,
2002; Vazquez y col., 2009).

3.3.2 Clasificacion de las BAL de acuerdo al metabolismo de los
carbohidratos

La clasificacion de las BAL en géneros diferentes esta basada en principio en la

morfologia, el modo de fermentacion (homofermentativas y heterofermentativas),

el crecimiento a diferentes temperaturas, la configuracion (L 6 D) del acido lactico

producido, la habilidad para crecer a alta concentracion de sal y la tolerancia acida

y alcalina.

e Homofermentativas:
Poseen las enzimas aldolasa y hexosa isomerasa, pero carecen de fosfocetolasa.
Se caracterizan por la capacidad de transformar la glucosa por la via EMP
(Embden-Meyerhof-Parnas), para producir dos moléculas de lactato por una
molécula de glucosa. En algunos casos se transforma la fructosa para obtener
acido lactico, con produccién nula o minima de otros productos secundarios
(Figura 2).

Las bacterias homolacticas son capaces de extraer de una determinada cantidad
de glucosa aproximadamente el doble de energia con respecto a las bacterias
heterolacticas. Dentro de esta clasificacion (Cuadro 2) se encuentran los géneros
Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus y Vagococcus (Casp y col., 1999; Jay y
col., 1992).
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Figura 2. Via homofermentativa de la glucosa por bacterias acido lacticas

(Axelsson y col., 2004).

e Heterofermentativas

No tienen la enzima fructosa-difosfato-aldolasa, enzima clave en la glucélisis, pero
tienen la enzima fosfocetolasa y por lo tanto 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 dinucleotido, forma reducida) que se
ha generado durante la formacion de xilulosa 5-fosfato, dando lugar directamente
a etanol sin producir ATP “Via de pentosas fosfatos o de las hexosas fosfatos”
(Prescott y col., 1999).
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A partir de las hexosas, las BAL heterofermentativas producen cantidades
equimolares de acido lactico (C3HgO3), acido acético (C2H40,), etanol (CoHgO), y
diéxido de carbono (CO,) (Figura 3). Dentro de este grupo se clasifican todas las
especies de Leuconostoc, Weissella y Carnobacterium asi como algunos del
género Lactobacillus. Las bacterias heterolacticas son mas importantes que las
homoléacticas desde el punto de vista de la produccién de los componentes de

aroma y sabor, tales como el acetaldehido y el diacetilo (Casp y col., 1999; Lyhs y
col., 2002).

Cuadro 2. Bacterias Acido Lacticas Homofermentativas y Heterofermentativas
(Jay y col., 2000)

Homofermentativas Heterofermentativas
Organismos Configuracion Organismos Configuracién
lactato lactato

Lb acidophilus DL Lb. Brevis DL
Lb. alimentarius L(D) Lb. Bucheneri DL
Lb. bulgaricus D (-) Lb. Cellobiosus DL
Lb. casei L(+) Lb. Coprophilus DL
Lb. corynformis DL Lb. Fermentum DL
Lb. curvatus DL Lb. Fructivorans DL
Lb. delbrueckii D(-) Lb. Hilgardii DL
Lb. helveticus DL Lb. Pontis DL
Lb. jugurti DL Lb. Sanfrancisco DL
Lb. jensenii D(-) Lb. Trichoides DL
Lb. lactis D(-) Leuc. Cremoris D(-)
Lb. leichmanii D(-) Leuc. Dextranicum D(-)
Lb, plantarum DL Leuc. Lactis D(-)
Lb. salivarius L(+) Leuc. mesenteroides D(-)
P. acidilactici DL Leuc. Gelidum D(-)
P. cerevisiae DL Leuc. Carnosum D(-)

P. pentosaceus DL Leuc. mesenteroides

subesp.
Mesentorosis
P. damnnosus Leuc, mesenteroides
subesp. Cremoris

Nota: DL= 25 al 75% del &cido lactico es de la configuracién L; D o L = el isébmero registrado
constituye hasta el 90% o mas del acido lactico; D(L); L(D) = el isbmero entre paréntesis
representada hasta el 15 — 20% del acido lactico total.
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En la naturaleza existen muchos géneros, pero los mas representativos son:
Lactobacillus, Bifidobacterium, Pediococcus, Streptococcus y Leuconostoc

(Prescott y col., 2000).

e Heterofermentativas facultativas
Utilizan la via EMP o la via de las pentosas fosfatos para dar como productos en
su mayoria acido lactico, acido acético, didxido de carbono, acido formico y etanol.
Las bacterias heterofermentativas fermentan hexosas para producir acido lactico
por la via de EMP o para etanol, acido acético y &cido formico. Las pentosas son
fermentadas para producir &cido lactico y acido acético a partir de la via del 6P-

gluconato (Lyhs, 2002; Vandamme y col., 1996).
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Figura 3. Via heterofermentativa de la glucosa por bacterias acido lacticas
(Axelsson y col., 2004)
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3.3.3. Capacidad antimicrobiana de las BAL

Debido a que estas bacterias ejercen multiples efectos benéficos en el organismo,
es facil comprender que su mecanismo de accidon se establezca por vias muy
distintas y a veces poco conocidas (Fuller y col., 1989). Dichos efectos pueden ser
debidos a una accién antagdnica frente a grupos de microorganismos especificos,

a un efecto sobre su metabolismo o0 a un estimulo de la inmunidad.

Vazquez y col. (2008) demostraron que al realizar una fermentacion con
Lactobacillus plantarum, esta inhibe el crecimiento de hongos como Fusarium,
debido a que dichas bacterias producen varios componentes antimicrobianos los

cuales inhiben el crecimiento de organismos patdgenos.

Las BAL pueden producir sustancias que neutralicen los efectos adversos de un
microorganismo al modificar su metabolismo, sin necesidad de destruirlo, pero si
disminuyendo su poblacion, produciendo para ello metabolitos tales como: &cido
lactico, peréxido de hidrégeno, dioxido de carbono, diacetilo, reutenina y
sustancias tipo bacteriocina (Yingy col., 2007).

El efecto antimicrobiano de las BAL contra otras bacterias se conoce desde hace
muchos afios. Metchnikof (1908) sefialé que una flora nativa intestinal estable
regula la toxemia cronica natural que tiene un papel primordial en el
envejecimiento y muerte. Ademas de la competencia por sustratos, los sitios de
colonizacion y los productos de la fermentacion, resultan inhibitorios para muchos
patégenos (Ferndndez y col.,, 2000). Esta caracteristica se utiliza para la
destruccion de bacterias indeseables o patdgenas en la fabricacion de los
alimentos.

En la actualidad se considera a las bacterias lacticas microorganismos GRAS
(Generalmente reconocido como seguro), por lo que su utilizaciéon y/o la de sus
metabolitos como bioconservadores estan recibiendo una gran atencion (Gould y
col., 1996; Stiles y col., 1996).
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Los principales mecanismos de antagonismo microbiano de las BAL son la
competencia por nutrientes y la formacion de acidos lactico y acético, con el
consiguiente descenso del pH (Kandler y col.,, 1983; Daeschel y col., 1989;
Lindgren y col., 1990).

3.3.3.1.Acido lactico

Este acido ha tenido a lo largo de la historia utilidad para fermentacién y
preservacion de comestibles. Fue primero descubierto en leche cortada, por
Scheele en 1780, quien inicialmente lo consideré como un componente de la
leche. En 1789, Lavoisier llam6 a este componente de la leche acido lactico. En
1857, Pasteur descubri6 que no era un componente de la leche, pero si un
metabolito de la fermentacion generado por ciertos microorganismos (Huertas y
col., 2010).

Dentro de los microorganismos productores pueden citarse Lactobacillos,
Streptococcus, Tetragenococcus Yy Bifibobacterium, siendo el Lactobacillus

delbrueckii el microorganismo mas utilizado (Moreira y col., 2000).

Una importante funcion de las BAL es la formacién de &cidos orgéanicos,
principalmente acido lactico a una velocidad conveniente para asegurar una
fermentacion consistente y exitosa. El &cido lactico puede ser obtenido a través de
la fermentacion de la lactosa, lo cual genera un sabor acido fresco en leches
fermentadas, mejora el cuerpo y textura en los quesos e inhibe, en parte, el
desarrollo de flora contaminante y patdgena. Es clasificado como GRAS
(generalmente reconocido como seguro) para su empleo como aditivo alimenticio

por la FDA (Administracion de Drogas y Alimentos) (Ghasemim y col., 2009).

El acido lactico es producido por la via homofermentativa de las BAL como el
principal metabolito a través de la via EMP, puede interactuar con las membranas
celulares y causar acidificacion intracelular y desnaturalizacion de proteinas. Sin
embargo, por la via heterofermentativa se produce en pequefias cantidades junto

con el acido acético, etanol y diéxido de carbono.
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El grado de disociacion del acido lactico depende del pH, donde un bajo pH se
encuentra en la forma no disociada, siendo toxico para hongos, levaduras y varias
bacterias. En la actividad antimicrobiana, los esteroisémeros del &cido lactico
difieren, de forma que el 4cido L-lactico es mas inhibitorio que el isémero D-lactico
(Ouwehand, 1993; Yang, 2000).

3.3.3.2 Bacteriocinas

Las bacteriocinas se pueden definir como péptidos antimicrobianos, de sintesis
ribosomal, producidos por bacterias Gram positivas 0 negativas, ademas de ser
producidas por bacterias pueden ser generadas por plantas, animales u hongos.
Algunas cualidades que presentan en comudn son: su pequefio peso molecular, su
naturaleza anfipatica o, en algunos casos hidrofébica y su capacidad para
interaccionar con la membrana plasmatica de las células sensibles (Criadoy col.,
2006).

Las bacteriocinas son péptidos, estables al calentamiento y, con caracteristicas
antimicrobianas especificas. En general, las bacteriocinas producidas por las
bacterias Gram positivas, tales como las BAL se diferencian de aquellas STB
(sustancia tipo bacteriocina)producidas por las Gram negativas presentando un
amplio espectro antimicrobiano que afecta incluso a géneros taxondémicos no
relacionados (Taggy col., 1976; Jack y col., 1995; Nessy col., 2007). El extenso
conocimiento sobre muchas de las bacteriocinas provenientes de las BAL, junto
con el estatusde GRAS(Generalmente reconocido como seguro), del cual gozan
las bacterias productoras, son cualidades a favor, para su empleo como

conservadores biolégicos para proteger los alimentos procesados (Mufioz, 2006).

Por otra parte, las bacteriocinas son consideradas como biopreservantes y son
degradadas en el tracto gastrointestinal (Yingy col., 2007). Segun lo sefalado por
Borquez (2000) exhiben una accion bactericida o bacteriostatica contra algunas
especies bacterianas. A continuacion se mencionan algunas de las caracteristicas

de las bacteriocinas:
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e Son producidas por bacterias clasificadas como GRAS (Generalmente
reconocido como seguro), como las del género Carnobacterium,
Lactobacillus entre otras.

e Son degradadas por enzimas proteoliticas a nivel del tracto gastrointestinal

¢ No son activas biologicamente frente a células eucaridticas.

e Presentan un amplio espectro y elevada actividad antimicrobiana frente a
microorganismos patdgenos y alterantes de alimentos, ademas de actuar
de forma sinérgica con otros sistemas de conservacion.

e La mayoria de estas resisten tratamientos de conservacion como: la

pasteurizacion, la liofilizacion y la acidificacion (Ying y col., 2007).

A pesar de la heterogeneidad de su tamafio molecular, las bacteriocinas
producidas por las bacterias Gram positivas, presentan un peso molecular, que en
algunos casos es menor a los 6 kDa, y varian en su espectro de accion
antimicrobiana, propiedades bioquimicas, espectro de accion y organizacion
genética. Las bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas presentan una
serie de caracteristicas comunes que permiten agruparlas en tres clases

principales (Zendoy col., 2005):

Clase | (antibidticos): Engloba bacteriocinas de pequefio peso molecular (menor a
5 kDa), son termoestables y contienen aminoacidos inusuales y modificados,
como la deshidroalanina, la lantoina y la B-metil-lantionina. Segun su estructura
esta clase se divide en dos tipos:
e Tipo A: Péptidos formadores de poros y catidnicos cuyo prototipo es la
nisina.
e Tipo B: Péptidos globulares inmunolégicamente activos que actia como

inhibidores de enzimas.
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Clase Il: Comprende bacteriocinas de peso molecularmenor de 10 kDa,
termoestables, no presentan aminoacidos modificados y actlan a nivel de

membrana citoplasmatica. Esta clase se subdivide a su vez en cuatro subclases:

e Subclase lla: Denominada como familia de la pediocina, comprende
bacteriocinas con una fuerte accién antilisterial se encuentra constituida por
varios géneros pertenecientes a las bacterias lacticas, como: Lactobacillus,
Carnobacterium, Leuconostoc, Pediococcus y también incluye al género
Enterococcus (Ennahary col., 2000; Zendoy col., 2005; Cintasy col., 2001;
Graveseny col., 2002).

e Subclase llb: Comprende a aquellas bacteriocinas que requieren la
combinacion de dos péptidos para ejercer su actividad antimicrobiana en
forma total y efectiva (Cintasy col., 2001).

e Subclase llc: Compuesta por bacteriocinas secretadas mediante la Ruta
General de Secrecion (GSP-General Secretory Pathway) (Cintasy col.,
2001).

e Subclase Ild: Agrupa a aquellos péptidos de la clase ll, que no se
encuentran incluidos en ninguno de los grupos anteriores (Cintas y col.,
2001).

Clase lll: Constituida por bacteriocinas de alto peso molecular (mayor a 30kDa),
también son termolabiles, pero se inactivan con tratamientos térmicos a
temperaturas entre 60°C y 100°C durante un periodo de tiempo de 10 a 15 min. La
mayoria de estas sustancias son producidas por especies del género Lactobacillus
(Zendoy col., 2005).

Se ha estudiado la interaccion de las bacteriocinas provenientes de las BAL con la
membrana citoplasmatica de la célula sensible mediante uniones electroestéaticas
entre el extremo C-Terminal de las bacteriocinas que poseen carga positiva, y los
lipidos de Ila membrana que se encuentran cargados negativamente,

observandose que la nisina, por ejemplo, requiere de un minimo potencial de
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membrana para poder insertarse en la membrana y asi ejercer su accion. Por otra
parte, existen otras bacteriocinas, que no requieren de un determinado nivel
energético para su insercién en la membrana y posteriormente poder formar
poros. En el caso de las enterocinas, éstas ejercen su funcion inhibitoria formando
poros que permiten la permeabilidad de la membrana y favorecen la salida de K,
Na" y otros compuestos de bajo peso molecular, disipando con esto su potencial
de membrana y haciendo asi a la célula inviable (Criado y col., 2006).Las
bacterias productoras de bacteriocinas poseen proteinas que las protegen de la

accion de sus propios péptidos (Figura. 4)

La proteccién puede ser proporcionada por una proteina especifica que secuestra
e inactiva a la bacteriocina, o bien se une al receptor de la bacteriocina cambiando

su estructura conformacional (L6pez y col., 2008).
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3.3.4. Resistencia al transito gastrointestinal

El tracto gastrointestinal es un importante érgano para la defensa del hospedador
frente a microorganismos potencialmente patdgenos. Después de la ingestion, los
probidticos producen beneficios terapéuticos al colonizar el intestino en las
cantidades suficientes y necesarias para conferir dichos beneficios. Sin embargo,
para que se lleve a cabo ese proceso, los microorganismos deben tolerar dos
barreras biolégicas importantes: la acidez del estdbmago y los jugos biliares

secretados en el duodeno.

Los microorganismos probidticos a su paso a través del transito gastrointestinal
deben de resistir la acidez estomacal y la presencia de enzimas gastricas y
pancredticas, asi como las sales biliares intestinales que presentan una importante
actividad antibacteriana. Estas cualidades pueden evaluarse mediante sencillos
ensayos in vitro o mediante modelos mas complejos en los que se simule el

proceso dinamico de la digestion (Marteau y col., 1997).

Para ser caracterizados como probidticos los microorganismos deben ser
sometidos a pruebas de resistencia frente a acidos. Estas pruebas son
imprescindibles ya que las respuestas varian de una especie a otra. El pH del
estbmago es de 1.5 y el tiempo medio desde que un alimento entra hasta que sale

del estbmago es de 90 minutos.

Por lo que, segun Chou y Weimer, en su trabajo publicado en 1999, las pruebas
de resistencia in vitro deben verificar que las BAL son capaces de resistir ese
tiempo y pH sin perder viabilidad. Varios estudios han demostrado que la matriz de
alimentos consumidos juntamente con los probiéticos puede tener un efecto

protector frente a los acidos del estdmago (Gonzéalez Rivas y col., 2006).

La supervivencia y persistencia de los probioticos en el intestino depende en gran
medida de los mecanismos de exclusion competitiva que posean las cepas y que
incluyen entre otros la capacidad de adhesion al epitelio intestinal y la actividad

antimicrobiana.
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Una vez que el microorganismo ha llegado a su destino tiene que ser capaz de
adherirse a las células de la mucosa intestinal y evitar ser eliminado por las
secreciones y los movimientos peristalticos. Los mecanismos que intervienen en
los procesos de adherencia no estan del todo clarificados y parecen ser diversos.
Exopolisacaridos, proteinas y acidos lipoteicoicos de la superficie celular son
algunos de los factores que podrian participar en la adhesion (Granato y col.,
1999; Roos y col., 2002; Pridmore y col., 2004).

3.3.5. Disminucion del colesterol

El consumo diario de alimentos probidticos reduce los niveles de colesterol sérico
hasta en un 3%, valor significativo para la prevencién de la hipercolesterolemia,
factor de riesgo de enfermedad cardiovascular y causal de mortalidad. Algunas
especies del género Lactobacillus, utilizadas en la industria alimentaria como
probiotico, reducen el colesterol sérico por dos mecanismos, la adsorcion de
colesterol y produccion de la enzima hidrolasa de sales biliares. La sobrevivencia
de las BAL cuando pasan por el tracto gastrointestinal es una caracteristica

imprescindible (Cueto y col., 2012).

Los acidos biliares son sintetizados en el higado a partir de moléculas de
colesterol y secretados como sus conjugados con glicina o taurina en el intestino
delgado, en donde emulsionan grasas y vitaminas liposolubles facilitando su
absorcion. En humanos hay dos sales biliares principales, el acido célico (CA) y el
acido quenodeoxicolico (CDCA) y tres secundarias, acido deoxicélico (DCA), acido
litocdlico (LCA) y acido deursodeoxicélico (UDCA), con sus respectivas glicinas y
taurinas conjugadas, estas quince sales biliares estan también presentes en las
ratas (Ando y col., 2006).

Una vez que cumplen su funcién digestiva, aproximadamente el 95% de las sales
biliares regresan al higado para su reutilizacion varias veces al dia cumpliendo un
ciclo enterohepatico, el 5% restante son eliminados por accion de los

microorganismos de la microbiota intestinal al sufrir deshidroxilacion a &cidos
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biliares secundarios 6 desconjugacion de la glicina o de la taurina, perdiendo su
acciéon emulsificante de las grasas, precipitando y siendo eliminadas por las heces.
El higado responde a esa pérdida de sales biliares con un aumento de la sintesis
a partir de colesterol enddgeno, favoreciendo la disminucion de los niveles de

colesterol en el organismo.

La desconjugacion de las sales biliares es catalizada por las enzimas hidrolasas
de sales biliares (HSB), las cuales han sido detectadas en bacterias intestinales
como Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium y Enterococcus
(Begley y col., 2006).

La funcion de las hidrolasas de sales biliares en las bacterias intestinales no es
aun bien conocida, pero se cree que al desconjugar las sales biliares, las bacterias
pueden aprovechar los aminoacidos liberados como fuente de carbono, nitrégeno

y energia.

Otras funciones adscritas a las HSB (hidrolasas de sales biliares) estan
relacionadas con la modificacion de la superficie celular bacteriana, al facilitar por
ejemplo, la incorporacién del colesterol en la membrana, lo cual potencialmente
podria aumentar la resistencia a la lisis bacteriana y favorecer su persistencia en
el intestino (Dambekodi y col., 1998). Sin embargo, el mecanismo exacto por el
que las HSB juegan un papel en la tolerancia a la bilis, no esta todavia esclarecido

y otros factores podrian intervenir.

Se han realizado algunos estudios de cepas bacterianas con potencial reductor de
colesterol y se han conocido algunos mecanismos que logran esta reduccién como
son la desconjugacion de las sales biliares por accion de la enzima hidrolasa
(BSH) (E.C. 3.5.1.24) activa en muchas especies de BAL (Lye y col., 2010) y la
absorcion del colesterol en el lumen intestinal. La adsorcion de colesterol
incrementa su demanda para la sintesis de nuevos &cidos biliares o por reduccion

de la solubilidad del colesterol. Algunos autores han reportado la capacidad de las
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bacterias de incorporar a la membrana o adherir colesterol a la superficie,
reduciendo la disponibilidad para su absorcién intestinal y posterior pase a la

sangre (Belviso y col., 2009).

Para que los microorganismos probiéticos tengan efecto sobre la salud del
hospedador deben de ser capaces de alcanzar, sobrevivir e implantarse o
mantenerse viables durante un cierto tiempo en el intestino. Los criterios
funcionales hacen referencia a las propiedades biolégicas y a las caracteristicas
de probiosis de las cepas e incluyen aspectos de resistencia al transito

gastrointestinal y supervivencia en el lugar de accion.

3.3.6. Produccion de exopolisacaridos (EPS’s)

Algunas bacterias lacticas tienen la capacidad de sintetizar polisacaridos
extracelulares (EPSs). Polisacaridos de cadena larga consistentes de
ramificaciones de unidades repetidas de azlcares. Estas unidades de azucar son

principalmente, glucosa, galactosa y ramnosa en diferentes proporciones.

Como las BAL son GRAS (generalmente reconocido como Sseguro), son
candidatas para la produccién segura de EPS funcionales. Las BAL son
caracterizadas por su conversion de una gran proporcion de su fuente de carbono,
azucares fermentables, a acido lactico; las BAL son capaces de desviar una
pequefia proporcion de azucares fermentables hacia la biosintesis de EPS (Figura.

5), dependiendo también de las condiciones de cultivo y composicion del medio.

Los polisacaridos pueden ser divididos en dos grupos: homopolisacaridos
compuestos por monosacaridos, como el dextrano y heteropolisacaridos
compuestos de diferentes azlcares como glucosa, galactosa, ramnosa, manosa,
n-acetilglucosamina, n-acetilgalactosamina y acido gluconilico (Huertas y col.,
2010)
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Los exopolisacaridos (EPS) desempefian un papel industrial en la produccién de
derivados lacteos fermentados, ademas, los EPS han sido utilizados ampliamente
como geles, emulsificantes y suspensiones de estabilizantes; otro beneficio
fisiolégico incluye la colonizacion gastrointestinal de bacterias probioticas

incrementando la residencia de los EPS en el tracto gastrointestinal.

Los EPS producidos por BAL han sido estudiados al tener efectos anti-tumor, anti-
Ulcera, efectos inmuno-estimulatorios, disminucién de niveles de colesterol en la
sangre (Tavaria, 2002; Vuyst, 2003).
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Figura 5.Produccion de &cido lactico y EPS (Reddy y col., 2008, Zourari y col.,
1991)
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3.3.7. Capacidad de degradacion de azlucares

El método més rapido que permite la identificacion de Lactobacillus a traves de la
realizacion de diferentes pruebas bioquimicas, es el Kit APl 50 CH Y APl WEB;
gue consiste en un dispositivo con varios microtubos que contienen diferentes
medios de cultivo deshidratados de acuerdo a la prueba de fermentacion de
carbohidratos.

Cada test API 50 CH consta de cincuenta recipientes que contienen una zona
anaerobia (la porcion en forma de tubo) para el estudio de fermentacion, y una
zona aerobia (la porcién en forma de cupula) para el estudio de oxidacion o

asimilacion.

El primer recipiente no contiene ningun substrato y se usa como control negativo.
El resto de recipientes contienen una cantidad determinada de substrato
deshidratado, pertenecientes a la familia de hidratos de carbono y sus derivados

(heterésidos, polialcoholes, acidos urénicos). Cuadro 3.

Estos substratos pueden ser metabolizados mediante diferentes rutas bioquimicas:
¢ Asimilacién: se indica por el crecimiento del microorganismo en la cupula
cuando el substrato es la Unica fuente de carbono presente.

o Oxidaciéon: se muestra por un cambio de color en la cupula, y es debido a la
produccién aerobia de acido detectado por el indicador de pH incluido en el
medio elegido.

e Fermentacion: se muestra por un cambio de color en el tubo, y es debido a
la produccién anaerobia de acido detectado por el indicador de pH incluido
en el medio elegido.
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Cuadro 3.- Substratos incluidos en cada uno de los 50 recipientes de la galeria

enzimatica para bacterias acido-lacticas APl 50 CH. (Ruiz, 2012)

Tira 0-9 Tira 10-19 Tira 20-29 Tira 30-39 Tira 40-49
Pocillo/substr | Pocillo/subst | Pocillo/substra | Pocillo/subs | Pocillo/substr
ato rato to trato ato

0. CONTROL* 10. 20. 1-Metil-D- 30. 40. D-
GALactosa | Manopiranosida | MELibiosa TURanosa
1. GLYcerol 11. GLUcosa | 21. 1-Methyl-D- 31. 41. D-LYXosa
Glucopiranosida [ SACarosa
2. ERYtritol 12. FRUctosa 22. N-Acetil- 32. 42. D-
Glucosamina TREhalosa TAGatosa
3. D- 13. 23. AMYgdalina | 33.INUlina | 43. D-FUCosa
ARAbinosa MamNosE
4. L- 14. SorBosE 24. ARButina 34. 44. L-FUCosa
ARAbinosa MelLeZitosa
5. RIBosa 15. 25. ESCulina 35. 45. D-ARabitol
RHAmMnosa citrato férrico RAFfinosa
6. D-XYLosa 16. DULcitol 26. SALicina 36. AIMiDONn | 46. L-ARabitol
7. L-XYLosa 17. INOsitol | 27. CELlobiosa 37. 47.
GLYc6Geno GlucoNaTo
potasico
8. ADOnitol 18. MANitol 28. MALtosa 38. XiLiTol 48. 2-Keto-
Gluconato
potasico
9. Metil-RD- 19. SORbitol 29. LACtosa 39. 49. 5-Keto-
Xylopiranosida GENtiobiosa Gluconato
potasico

Nota: En la practica, s6lo se usan las abreviaturas en mayusculas de los

respectivos carbohidratos.
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Para la interpretacion de los resultados, los recipientes que aparecen sin cambio
de color (purpura) se consideran como “negativos” y aquellos dénde se detecte un
cambio de color (amarillo, 6 negro en el recipiente n° 25) (de acuerdo con el color

del control) se considera “positivo” (Figura 6).

PRUEBAS NEGATIVAS
—ED-TJRE-GLU MKN tAC SAC MAL SAL XYL LGEL) ESC aLY  CEL MNE MLZ RAF SO AHA
PRUEBAS POSITIVAS
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e |1 BEE R %l el bl [°

vl
o O
A A m‘Am\
GEL Esc Gy ceL mNeEA Mz mar sorARHA  ThE

IND URE GLU T MAN LAC SAC AL SAL

Figura 6.-Pruebas de interpretacion para el kit API 50 CH (APIWEB, 2010)
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4.1. Cinéticas de crecimiento

Cada una de las 24 cepas de BAL fue cultivada a 37°C y 80 rpm en caldo MRS
durante 33 horas. La evaluacion del crecimiento microbiano se realizé6 mediante la
densidad Optica a una longitud de 620 nm y cuenta viable por vaciado en placa
empleando agar MRS, ambas evaluaciones se realizaron por triplicado cada 3
horas. La informacion generada fue empleada para identificar las fases de
crecimiento, evaluar la velocidad de crecimiento especifico (Umax), tiempos de

duplicacion (Td) y biomasa maxima (Xmax), alcanzada por cada cepa.

4.2. Supervivencia de las BAL bajo condiciones gastrointestinales simuladas

Las BAL que son capaces de crecer a concentraciones de 10° UFC/mL y con
tiempos de duplicaciones cortos (1.2-1.8 h) en caldo MRS, fueron sometidas a la
simulacién gastrointestinal. La tolerancia de las BAL a las condiciones acidas del
estbmago se determiné mediante la exposicion sucesiva de cada uno de los
microorganismos a un pH de 1.9 durante una hora y la simulacion en el intestino
delgado se realiz6 a un pH de 7.5 durante seis horas. Los jugos gastricos se
prepararon disolviendo 0.26 ¢g/L de pepsina (Matheson Coleman y Bell
Manufacturing Chemists, USA) en agua destilada estéril ajustado el pH a 1.9. Los
jugos intestinales consistieron en una solucién de pancreatina y una solucion de
sales biliares. La solucion de pancreatina se prepard disolviendo pancreatina 4X
(Pancreas porcina, P-1500, SIGMA-ALDRICH) en buffer de fosfato de sodio estéril
(0.02 M, pH 7.5) para lograr una concentracion final de 1.95 g/L.

La solucion de sales biliares (3 g/L) fue preparada disolviendo polvo de extracto de
sales biliares (Bilis bovina, B3883, SIGMA-ALDRICH) en agua destilada.

La suspension resultante se esterilizd por filtracién a través de una membrana

(0.45 pm, Millipore). Todas las soluciones fueron preparadas al momento de

realizar la simulacion.
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Para la simulacion se empled aproximadamente 1 g de células de cada una de las
BAL obtenidas a partir de 150 mL de cultivo fresco en caldo MRS (DIBICO). Los
cultivos fueron centrifugados en tubos falcon a 3510 rpm por 15 min a 4°C. Las
células se lavaron dos veces con 2 mL de solucion salina al 0.9% (p/v) utilizando
las mismas condiciones de centrifugacion y se suspendieron en una probeta con 9
mL de jugos géstricos que contenia una solucién de pepsina (0.318 g/L, pH 1.9), y
se determind el numero de células viables por mL al inicio de la prueba. La
suspension de células se mantuvo a 37°C en bafio maria y en agitacion. Después
de un periodo de incubacion de 1 h, el pH se incrementd a 7.5 con una solucion de
NaOH (1 N) y se retir6 una muestra de 1 mL para determinar el nimero de células
viables. Posteriormente se adicionaron 1.2 mL de solucion de buffer de fosfato de
sodio (0.25 M, pH 7.5) y 2 mL de solucién de sales biliares. Se ajusto elpHa 7.5y

el volumen a 14 mL con agua destilada estéril.

Finalmente se adicioné 1 mL de solucion de pancreatina, obteniendo un volumen
final de 15 mL. Después de un periodo de incubacion de 6 h, se retird una muestra
de 1 mL para determinar el nimero de células viables. La viabilidad de las células
se determindé mediante la siembra en superficie de agar MRS (DIBICO), (Picot y
col., 2004).

El porcentaje de supervivencia fue calculado de acuerdo con la siguiente
ecuacion:

%) = logUFC N1 X 100
*’ " log UFC No

Donde N; representa el total de células viables después de los tratamientos y Ng

representa el nimero inicial de BAL inoculadas.
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4.3. Cuantificacion de acido lactico, acido acético y glucosa residual

Los productos de la fermentacion (acido lactico y acido acético) y la glucosa
residual se determinaron usando un equipo de cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC, Perkin Elmer, series 200) conectado a un detector de IR
(PerkinElmer, series 200a). Se utilizaron los caldos obtenidos al final del periodo

de incubacion descrito en la seccion 4.1.

Las muestras se centrifugaron (Centrifuga eppendorf, 5810 R) a 10000 rpm por 10
minutos a 4 °C, el sobrenadante se diluy6 cinco veces y se filtr6 a través de una
membrana (0.22 um, Millipore). Para la cuantificacién se utiliz6 una columna Hi-
Plex Ca (300 x 7.7 mm) (Agilent Technologies, Alemania) mantenida a 85°C. Se
trabajé en condiciones isocréaticas a un flujo de 0.3mL/min, utilizando como fase
movil agua tridestilada y con un volumen de inyeccion de 10 uL. Las soluciones
estandar de los productos de fermentacion fueron preparados en agua tridestilada
para conocer los tiempos de elusion y las curvas de calibracion. Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado (Stephenie y col., 2007).

4.4. Determinacion de exopolisacaridos

4.4.1 Tratamiento quimico para superficies celulares

Para confirmar la naturaleza polisacarida del polimero se realiz6 un tratamiento
quimico previo. Se utilizaron muestras de 10 mL de cultivo (obtenido como se
describe en el apartado 4.1), se centrifugd a 4000 rpm durante 15 min, el
sedimento obtenido se lavo con solucion Ringer % (cloruro de sodio 0.85%; cloruro
de potasio 0.04%; cloruro de calcio dihidrato 0.034%), se retir6 el sobrenadante y
se re-suspendié en 5 mL de NaOH (0.05 M) a 20 °C vy se incubd durante 30
minutos. Por ultimo, se centrifugé a 4000 rpm durante 15 min para observar la

pérdida o no de la mucosidad del precipitado celular (Forde y col., 1999).
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4.4.2 Extracciéony purificacion de EPS’s

Para liberar el EPS unido a la pared celular, se emplearon muestras de 10 mL de
cultivo (obtenido como se describe en el apartado 4.1.), se sometieron a
sonicacion a 30 W durante 5 minutos con pulsos de 1 segundo a 10°C.
Posteriormente, los cultivos se trataron con 3 pL de &cido tricloroacético (TCA) al
70% durante 30 min en agitacion; se centrifugé a 4000 rpm durante 15 min, y se
decanto (eliminacion de proteinas y células). El EPS del sobrenadante se precipitd
mediante la adicién de 20 mL de etanol, seguida de incubacién a 4°C durante una
noche. Después se centrifugd a 4000 rpm durante 15 min, se retiré el
sobrenadante y al pellet conteniendo el EPS se re-suspendié en 1 mL de agua
destilada y se dializé utilizando membranas de dialisis con un tamafio de poro de
12000 Da (Sigma) frente a 5 L de agua destilada a 4°C durante 48 h, con cuatro
cambios de agua. Las muestras con el EPS purificado se congelaron a —20°C
hasta su cuantificacion (Tallon y col., 2003).

4.4.3 Cuantificacion de EPS’s

Para la cuantificacion de EPS se empled la técnica colorimétrica de fenol-
sulfarico. Para ello, se empledé1 mL de solucion de EPS, 0.5 mL de fenol y 2.5 mL
de acido sulftrico, se agité en voértex durante 5 s, se dejé reposar durante 10
minutos y posteriormente se incub6 durante 15 min a 30°C. Para calcular la
concentracion de EPS se midio la absorbancia a 490 nm frente a una curva de
calibrado con glucosa, restando la absorbancia originada por el medio de cultivo
sin inocular purificado del mismo modo que los cultivos (Dubois y col., 1956).
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4.5. Disociacion del taurocolato de sodio (sal biliar)

Se utilizé 8 mL de caldo MRS suplementado con 2 mL de taurocolato de sodio (30
mM) disuelto en agua, obteniendo una concentracion de 6 mM. La concentracion
de sal biliar utilizada se asemeja a las concentraciones existentes en el intestino
delgado humano (Brashears y col., 1998). El método es una adaptacion del
descrito por Liong y Shah, (2005). Se basa en medir la cantidad de acido cdlico

liberado por cada BAL a partir de la desconjugacion del taurocolato de sodio.

Las BAL estresadas en la simulacién gastrointestinal (como se describe en el
apartado 4.2.), se recuperaron mediante centrifugacion de 10 mL de la
suspension celular en tubos falcon a 3950 rpm por 15 min a 4°C. Las células se
lavaron dos veces con 2 mL de solucién salina al 0.9% (p/v) y se inocularon en 10
mL de caldo MRS suplementado con 6 mM de taurocolato de sodio, se incubaron
a 35°C por 20 h. Después del periodo de incubacion el cultivo se ajusté a pH 7.0
con NaOH (1 N). Las células se centrifugaron a 10000 rpm (Centrifuga eppendorf,
5810 R) a 4 ° C durante 10 min. El sobrenadante obtenido se ajusté a pH 1.0 con
HCI (10 N). Un mililitro del sobrenadante se adicioné con 2 mL de acetato de etilo
en un tubo limpio y se mezclaron con un vortex durante 1 min. Los 2 mL de la
capa de acetato de etilo se transfirieron a un tubo de vidrio y se evapord a
temperatura ambiente. El residuo se disolvi6 en 1 mL de NaOH (0.01 N) con la
ayuda de un vortex durante 1 min. Después se adicion6 1 mL de furfuraldehido
(1%) y 1 mL de H,SO4 (16 N), la mezcla se agité con un vértex durante 1 min
antes de calentar a 65 ° C en un bafio de agua durante 10 min. Después de enfriar
en un bafio de hielo durante 1 min, se adicionaron 2 mL de &cido acético glacial y
la mezcla se agité en un vortex durante 1 min. Finalmente se leyo la absorbancia a
660 nm (DOeso) (Beckman coulter, DU 73). La cantidad de acido cdlico liberado se
determind usando una curva estandar de 4cido cdlico. Todos los experimentos se

repitieron tres veces.
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4.6. Degradacion de azlcares

Para conocer la habilidad de las BAL para fermentar diferentes carbohidratos se
utilizé un sistema API 50 (bioMérieux) que contiene 49 carbohidratos diferentes, la
prueba se realizé de acuerdo al protocolo descrito por Nigatu (2000). Se empled
10 mL de cultivo de un periodo de incubacion de 20 h. Los cultivos se
centrifugaron a 12000 rpm durante 10 minutos, se lavaron dos veces con una
solucion de NaCl al 0.9% (p/v) y las células obtenidas se suspendieron en el
medio API CHL (bioMérieux), el cual se depositd en los microtubos de API 50 CH
(bioMérieux). La superficie de los microtubos se cubrié con aceite parafina estéril
(Merck) para crear las condiciones de anaerobiosis. EI APl 50 CH se mantuvo
dentro de una camara humedad y se incubé a 30 °C como lo recomienda el
fabricante. Se realizaron dos lecturas de los cambios de color de violeta a amarillo

alas 24 y 48 h, respectivamente.
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Y
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5.1. Cinética de crecimiento

De acuerdo a los resultados obtenidos de las 24 cinéticas de crecimientos de las
BAL, se seleccionaron 18 BAL gue presentaron un rapido 6 moderado crecimiento.
Como puede observarse en la figura7, 8 bacterias acido lacticas mostraron
crecimiento rapido, 10 mostraron crecimiento moderado y 6 mostraron crecimiento
lento. La mayoria de las BAL presentaron una fase exponencial que duré entre 3y

6 horas.

Las 18 cepas seleccionadas fueron aquellas que mostraron maxima produccion de
biomasa a las 18 horas alcanzando una poblacién superior a 10° UFC/mL, como

se observa en el cuadro 4.

La FAO/OMS en el 2002, recomienda que los probiéticos deben tener una
concentracién minima de 10° UFC/mL (Lin y col., 2006), después de haber pasado
por el transito gastrointestinal, por lo que para asegurar esa concentracién es

recomendable disponer de cultivos celulares con concentraciones superiores.

(a) Crecimiento rapido
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(b) Crecimiento moderado
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Figura 7. Cinéticas de crecimiento. (a) crecimiento rapido, (b) crecimiento

moderado y (c) crecimiento lento
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Cuadro 4. Parametros cinéticos de crecimiento de BAL

N.C. |CEPA Xmax (ufc/mL) Td (h™)
1 BAL- 03 1.9x10%+ 0.03 1.49 + 0.10
2 BAL -05 | 1.72x10°t 0.01 1.16 + 0.04
3 BAL-07 | 2.28X10%+ 0.01 1.16 + 0.04
4 BAL-09 1.83x10°+ 0.03 1.49 + 0.10
5 BAL-10 2.46x10°+ 0.03 1.49 + 0.10
6 BAL-12B | 3.12x10°+ 0.03 1.49 + 0.10
7 BAL-13A | 2.62X10°+ 0.01 1.16 + 0.04
8 BAL-14 | 1.75X10°+0.01 1.16 + 0.04
9 BAL-17 | 2.28X10%+ 0.01 1.16 + 0.04
10 BAL-18 | 2.28X10°+0.01 1.16 + 0.04
11 BAL-20 | 2.28X10%+ 0.01 1.16 + 0.04
12 BAL-21 2.28X10%+ 0.01 1.16 + 0.04
13 BAL-22 1.9X10°+ 0.03 1.49 +0.10
14 BAL-25 1.78x10°+ 0.03 1.49 + 0.10
15 BAL-26 2.13X10%+ 0.01 1.16 + 0.04
16 BAL-27A | 2.28X10°+ 0.01 1.16 + 0.04
17 BAL-28 | 2.28X10%+ 0.01 1.16 + 0.04
18 BAL-29 | 2.28X10°+ 0.01 1.16 + 0.04
19 BAL- 01A | 1.31x10°+ 0.02 8.25+ 1.53
20 BAL- 01B | 1.31x10°+ 0.02 8.25 + 1.53
21 BAL- 02 | 1.31x10°+0.02 8.25 + 1.53
22 BAL- 04 | 1.31x10°+0.02 8.25 + 1.53
23 BAL- 13B | 1.31X10> +0.02 8.25+ 1.53
24 BAL- 23 | 1.31X10°+0.02 8.25 + 1.53

Otra de las cualidades importantes son los resultados de tiempo de duplicacién
que, son los periodos que requiere una célula para duplicar su numero. En nuestro
caso, los tiempos obtenidos fueron de 1.16 a 1.49 h, tiempo adecuado,
comparandolo con los resultados reportados por Agudelo y col. (2010) quienes

obtuvieron 1.28 h de tiempo de duplicacion para L. plantarum A6.

49 | Pagina



Giraud y col. en 1994 reportaron que la bacteria L. plantarum A6 obtuvo un tiempo
de duplicacion de 1.1 h en un medio de almidén, mientras que otros autores como

Rao en el 2004 han obtenido un tiempo de duplicacion de 1.98h.

Los tiempos cortos de replicacién obtenidos, demuestran que estas BAL podran
ser capaces de colonizar el intestino de manera rapida, siendo esta una aptitud

probidtico importante para un estudio in vivo posterior.

En cuanto a las concentraciones de Xmax Se observa que siete cepas tiene una
cantidad mayor de 1.9X10° UFC/mL, y se asemejan a los reportados por Martinez
y col. (2009) quienes obtuvieron una concentracién de 1.01X10° UFC/mL durante
el crecimiento de Lactococcus lactis subsp. lactis 166cVCOR. Asi mismo,
nuestros resultados son elevados al compararlos con los reportados por Alvarado
y col. (2009) quienes consideraron una biomasa entre 1.0X10’y 1.0X10% UFC/mL
adecuado, para realizar la evaluacion de potencial probiotico in vitro, por ser la
cantidad promedio de bacterias probiéticas recomendable que deben consumirse
para lograr los efectos benéficos. Marteau y col. (2003) confirman que la
concentracion de probidticos viables que se considera que debe llegar al intestino
para producir un efecto beneficioso es 210° UFC/mL en el intestino delgado y

>10® UFC/g en el colon siendo esta cantidad recomendable.
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5.2. Cuantificacion de la supervivencia de las BAL bajo condiciones

gastrointestinales simuladas

Se evaluaron 18 cepas, 16 sobrevivieron a las exposiciones propuestas. A pH 1.9
hubo una disminucion en promedio de 3.6 ciclos logaritmicos y en medio
adicionado con 0.3% de sales biliares, de 4.2 ciclos logaritmicos, partiendo de un
recuento inicial de 10.0 log UFC/mL.

Del analisis de resistencia a pH 1.9 y tolerancia a sales biliares (0.3%),
condiciones que afectan la supervivencia bacteriana durante su paso a través de
un modelo in vitro del tracto gastrointestinal durante una hora aproximadamente,
tiempo que tarda la comida en atravesar el sistema (Urbanska y col., 2007), se
observd que el 61.11% de las cepas estudiadas fueron capaces de sobrevivir a las
condiciones propuestas en el estudio (Cuadro 5). Cueto y col., (2012) reportaron
en su estudio que el 48.6% de cepas de Lactobacillus estudiadas fueron capaces

de sobrevivir a las mismas condiciones propuestas en este estudio.

Se indica al respecto que las diferencias en la tolerancia al transito gastrointestinal
pueden deberse a las diferencias existentes en la estructura de la pared celular de

las distintas especies y géneros bacterianos (Prasad y col., 1998).
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Cuadro 5. Supervivencia de BAL después de la simulacion gastrica.

CEPA Ciclos log a Ciclos log a Ciclosloga | %Supervivencia
0 h (Control) 1h 6 h
(pH 1.9) (pH 7.5)
BAL 03 | 10.26 + 0.08% 8.46 + 0.13% 8.37+0.02° 81.59
BAL 05 | 10.21+0.04%® 0.00+ 0.00" 0.00+ 0.00¢ 0.00
BAL 07 | 10.22+0.04%® 7.47 +0.039 6.54 + 0.04 9 64.00
BALO9 | 10.30+0.11% 6.95 + 0.06' 7.04+0.12° 68.36
BAL 10 | 10.22 +0.06 ® 7.71+0.04" 6.48 + 0.049 63.45
BAL 12B | 10.30 +0.12%® 8.52 + 0.03° 6.78 +0.04" 65.81
BAL 13A | 10.29+0.11%® 0.00 +0.00" 0.00 + 0.00" 0.00
BAL 14 | 10.35+0.13%® 6.71 +0.04’ 6.09+ 0.04™ 58.83
BAL 17 | 10.22 +0.04%® 5.77 +0.13' 5.24 +0.19' 51.28
BAL 18 | 10.27 +0.07® 532+0.17™ 4.89 + 0.28 47.59
BAL 20 | 10.31+0.10%® 6.10 + 0.09% 6.12 + 0.08" 59.36
BAL 21 | 10.37+0.14% 6.76 + 0.10’ 6.42 + 0.03¢ 61.94
BAL 22 | 10.20 +0.08" 10.15 + 0.052 9.15+0.092 89.71
BAL 25 | 10.31+0.10%® 9.59 + 0.03° 8.78 +0.02° 85.16
BAL 26 | 10.33+0.22%® 8.38 + 0.03° 7.01+0.10° 67.91
BAL 27A | 10.34 +0.12%® 9.37 +0.15° 8.82+0.01° 85.26
BAL 28 | 10.28 +0.04%® 7.28+0.05" 7.35+0.01° 71.51
BAL 29 | 10.21+0.02%® 6.74 + 0.06’ 5.99 + 0.01" 58.64

De las cepas seleccionadas como microorganismos con potencial probiético, la
BAL 22 fue la que presentd mayor tolerancia a las condiciones de pH 1.9 y sales
biliares (0.3%), disminuyendo en promedio 1 ciclo logaritmico. Bao y col. (2010)
reportaron 11 cepas de L. fermentum con alta tolerancia a la acidez géstrica con
porcentaje de supervivencia del 80% luego de 3 h de incubacién a pH 2.5. Asi
mismo citan los resultados reportados por Conway y col. (1987) donde L.
acidophilus NCFM disminuy6 cuatro ciclos logaritmicos al ser inoculado en buffer
fosfato por 3 h a pH 3,0. Cueto y col. (2012) reportaron que la cepa K72 disminuyo
en promedio 2.1 unidades logaritmicas en las condiciones de pH 2.0 y sales
biliares 0.3% y fue seleccionada como una cepa con potencial probidtico.
Teniendo en cuenta esto, la BAL 22 presenta un resultado alto a la tolerancia de

acidez. Cabe hacer mencién que Vallejo y col. (2008) reportaron que cepas
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evaluadas mantuvieron sobrevivencia a pH 2, y demostraron que las cepas
autdctonas tienen mayor capacidad para tolerar valores bajos de pH que las cepas
comerciales; este mismo procedimiento se podria realizar en este trabajo, para ver

si se obtienen resultados positivos y dar un aporte mas significativo.

La cepa que presentd menor resistencia fue la BAL 18, disminuyendo en promedio
5 ciclos logaritmicos, mientras que las cepas que no soportaron dicha simulacién

fueron la BAL 05 y BAL 13A teniendo nulo porcentaje de supervivencia.

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura (FAO)
y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), establecieron en el 2002 criterios de
seleccion de microorganismos probidticos en el “Informe del grupo de trabajo
sobre la redaccion de directrices para la evaluacion de los probidticos en los
alimentos” (Who y col., 2002). Uno de los criterios de seleccién in vitro es la
resistencia a la acidez estomacal y a las sales biliares de intestino delgado (Park y
col., 2006).

En condiciones normales el tiempo de transito gastrointestinal comprende de 2 a 4
h y varia segun el individuo (Macfarlane y col., 2007). El estrés celular inicia en el
estbmago a pH de 1,5 previo a la ingestion de alimentos; las bacterias pasan a
través del estbmago, entran al tracto intestinal donde son secretadas las sales
biliares (Cebeci y col.,, 2003; Chou y col.,, 1999). Gillland y col. (1984)
consideraron que la concentracion critica para determinar la resistencia de cepas
era de 0,3% de sales biliares (Erkkila y col., 2000).

Es de gran importancia entender el comportamiento de las sales biliares, que es
un factor que afecta en gran parte a la viabilidad de las células. Para poder cumplir
con las especificaciones de un probidtico, las BAL deben de sobrevivir arriba de un
80% en las condiciones adecuadas para que esta sea capaz de colonizar en el
intestino y desarrollar efectos benéficos a la salud debido a sus actividades
metabdlicas. La bilis actia sobre la membrana plasmatica alterando su
permeabilidad y provocando, en el caso de cepas sensibles la lisis celular, sin
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embargo en el caso de estas cepas que fueron resistentes, puede facilitar el
transporte de sustratos y favorecer el ingreso de nutrientes. Los efectos de la bilis
y el pH é&cido han sido investigados por diferentes autores (Floch y col., 1972;
Tannock y col., 1989; Dunne, 2001; Tsai y col., 2005), como evaluaciones

obligadas para la seleccién de cepas.

La mayoria de las cepas evaluadas fueron capaces de resistir y crecer en
presencia de las sales biliares, con estos resultados se demuestra que las cepas
de Lactobacillus en estudio pudieran también ser capaces de desconjugar las
sales biliares. En estudios anteriores (Tanaka y col., 1999; Ahn y col., 2003; Liong
y Shah, 2005) se ha comprobado que las bacterias acido lacticas de los géneros
Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus, Leuconostoc y Streptococcus son
capaces de producir la enzima conocida como sal biliar hidrolasa (SBH), que
cataliza la hidrolisis de las sales biliares conjugadas con glicina y taurina. Esta
desconjugacion pudiera ocurrir en la fase estacionaria del crecimiento bacteriano,
ya que la actividad de la SBH se incrementa al disminuir el pH por produccién de

gran cantidad de &cidos organicos (Corzo y col., 1999).

Para proseguir con las pruebas posteriores, se seleccionaron las cepas que
tuvieron un porcentaje de supervivencia arriba del 60%, siendo un total de 11

cepas (cuadro 5).
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5.3. Cuantificacion de acido lactico, acético y glucosa residual

Para evaluar la capacidad de produccion de acido lactico se seleccionaron 11
cepas, las cuales presentaron una supervivencia de entre 61.04% y 89.71%

después de la simulacién gastrointestinal.

Para la produccion de acido lactico se requiere la fermentaciéon de carbohidratos
como son la glucosa y lactosa, ademas de aminoécidos, vitaminas y otros factores

de crecimiento.

El medio que se utilizd, contenia 20 g de glucosa por cada litro, siendo esta la
principal fuente de energia. Por lo que estas BAL metabolizaron la glucosa a
piruvato por la ruta glucolitica o de Embden-Meyerhof-Parnas, obteniéndose &cido
lactico como producto mayoritario de la fermentacion. La produccion de este acido
como unico producto metabdlico tiene lugar solamente en condiciones de exceso

de fuente de carbono (glucosa o lactosa).

La cepa que presentd mayor produccion de acido lactico es la BAL 21 con un valor
de 22.955 g/L (Cuadro 6), Jurado y col., (2009) reportaron una concentracion de
acido lactico de 25.39 g/L con Lactobacillus plantarum 1, aislada del intestino
grueso de cerdos. Serna y col, (2005) reportaron que obtuvieron una
concentracion de acido lactico de 13.7 g/L sin control de pH y sin agitacion;
Rondon A. y col., (2008) reportaron que obtuvieron una concentracion de &cido
lactico de 14.83 g/L a 16.747 g/L de Lactobacillus salivarius aisladas del TGI de
pollos. Cueto y col., (2010) obtuvieron un rango de 0.018 a 1.008 g/L de &cido
lactico de BAL aisladas de suero costefio. Lo reportado nos da pauta para afirmar
gue las 11 cepas estudiadas son buenas productoras de &cido lactico comparado
con dichos autores. La produccion de &cidos organicos por determinados grupos
de bacterias beneficiosas de la microbiota autéctona favorecen la reduccion del pH
intestinal. Los valores bajos de pH son considerados como el principal factor en la
inhibicién del desarrollo de enteropatégenos como Salmonella spp., Escherichia
coli y Campylobacter sp. (Jin y col., 2001; Garlich, 1999; Arias, 2000; Adams,

2000; Chaveerach y col., 2002). Ademas, la acidificacion del lumen intestinal
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acelera las reacciones bioquimicas de la digestién (Pascual y col., 1996; Pérez y
col., 2002).

El grupo homofermentativo compuesto utilizan la ruta Embden-Meyerhoff-Parnas
al convertir una mol de glucosa en dos moles de &cido lactico, ademéas que se
produce mas del 85% de &cido lactico a partir de glucosa. En contraste, las
bacterias heterofermentativas producen cantidades equimolares de lactato, bidxido
de carbono y etanol a partir de glucosa usando hexosa monofosfato o la via de la
pentosas, y asi solamente generan la mitad de la energia del grupo
homofermentativa (Almanza y col., 1991).

En funcion a la produccion de acido lactico como producto final y de muy poco

acido acético, las 11 BAL son consideradas homofermentativas (Cuadro 6).

Cuadro 6. Cuantificacion de acido lactico y acido acetico.

CEPA | Glucosa | Acido lactico | Acido acético Tipo de
residual g/L g/L Metabolismo
g/L
BAL-03 1.2 21.961 +1.38% | 1.715+0.70"° | Homofermentativo
BAL-07 1.556 21.919 + 0.57% | 1.554 + 0.50°° | Homofermentativo
BAL-09 2.042 21.246 +1.12° | 1.792 + 0.28"°° | Homofermentativo
BAL-10 1.132 21.256 +0.48°° | 1.996+0.11° | Homofermentativo
BAL-12B 2.069 21.303 + 1.58%° 1.693 + 0.94° | Homofermentativo
BAL-21 0.924 22.955+1.602 | 1.169 + 0.942"° | Homofermentativo
BAL-22 2.7 19.009 + 0.68¢ 1.44 + 1.13°° | Homofermentativo
BAL-25 0.84 22.695+0.32% | 0.193 +0.032 | Homofermentativo
BAL-26 0.76 22.071 +0.46% | 1.603 + 0.50°° | Homofermentativo
BAL-272 1.322 19.627 + 0.85° | 0.975 + 0.302"° | Homofermentativo
BAL-28 0.641 21.847 +0.51% | 0.63+0.20® | Homofermentativo

La razén de porque es importante cuantificar la produccion de acido lactico, es
debido a su importancia en la contribucion al desarrollo del sabor, aroma y textura
de los productos fermentados. El acido acético tiene capacidad antimicrobiana

como el lactico, debido al descenso de pH, pudiendo inhibir levaduras, mohos y
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bacterias (Blom y col., 1991), asegurando la calidad y uniformidad de algin
producto a desarrollar. Es por ello, gue ambos acidos organicos son producidos

biotecnologicamente, teniendo un amplio rango de aplicaciones.
5.4. Cuantificacién de Exopolisacaridos

La produccion de EPS’s, demostré variaciones en los resultados, como se
observa en el cuadro 7. Los resultados muestran que, la cepa BAL 10 resulté la
mejor productora de EPS’s con 233.986 mg/L, siendo una cantidad muy por arriba
de las que reporté Garai, (2010) en donde los rendimientos de 32 cepas de BAL
procedentes de sidras ahiladas como no ahiladas fue entre 18 y 243 mg/L. Por
otra parte la BAL-25 cuantifico la menor cantidad (23.422 mg/mL) de EPS’s, sin
embargo esa concentracion se encuentra dentro de lo reportado por ese mismo
autor. Estos datos dan pauta a analizar lo que menciona Malpartida y col., (2005)
que los EPS de lactobacilos son productos microbianos de gran interés
biotecnoldgico en las industrias alimentaria, farmacéutica, médica, etc. actuando

como viscosantes, emulsificantes, gelificantes y estabilizantes.

Cuadro 7. Cuantificacién de Exopolisacaridos

CEPA EPS’s (mg/mL)
BAL-03 135.30+ 32.49°¢
BAL-07 34.997 + 10.72°¢
BAL-09 119.427 + 72.31
BAL-10 233.986 + 21.846°

BAL-12B 119.257 + 57.939
BAL-21 215.432 + 22.904 %
BAL-22 69.212 + 12.479 %
BAL-25 23.422 + 8.650°
BAL-26 148.365 + 7.163°

BAL-27A 163.176+ 51.616 °°
BAL-28 118.746 + 12.980 «°

57| Pdgina



En el proceso de la evaluacion de BAL con potencial probiético, la produccion de
EPS’s es gran interés, ya que este metabolito tiene efectos benéficos a la salud
tales como favorecer la colonizacion del tracto gastrointestinal, efectos anti-tumor,
anti- ulcera, efectos estimulatorio, y disminucion de colesterol en la sangre
(Tavaria y col., 2002). Asi como en la mejora de la reologia, textura y sensacion
bucal o “mouthfeel” de productos lacteos fermentados como el yogur, leches

fermentadas o queso.

Aunque los EPS’s carecen de sabor por si mismos, aumentan el tiempo que el
producto permanece en la boca, incrementando la sensaciéon de gusto (Duboc y
col., 2001), lo cual es especialmente interesante en productos desnatados con el
fin de simular la textura y sabor originales. Los niveles de produccion de
heteropolisacéaridos oscilan generalmente entre 0.025 y 0.600 g/L dependiendo de
la cepa (Ruas-Madiedo, 2002), y para la produccion de homopolisacaridos como
los glucanos (9.8 g/L) o fructanos (7.3 g/L) (Van Geel-Schutteny col., 1999).
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5.5. Disociacién de taurocolato de sodio

La prueba de disociacion de taurocolato de sodio, muestra una relacion de las

células iniciales y acido célico liberado por cada una de las 11 cepas estudiadas,

(cuadro 8).
Cuadro 8. Desconjugacion de taurocolato de sodio
Bacteria Células iniciales Acido célico liberado (mM)
(log UFC/mL) Taurocolato de sodio

BAL-03 7.31+£0.01 1.35+0.43 "
BAL-07 5.06 £0.08 053+0.23 '
BAL-09 6.12 + 0.09 0.91+0.16 °
BAL-10 5.45 + 0.02 0.92+0.16 ™
BAL-12B 5.29 £0.03 1.01+0.17 °%®
BAL-21 5.24 £0.01 0.69+0.34 ¢
BAL-22 7.47 £0.01 1.44 +0.16
BAL-25 7.43+0.01 1.22+0.24
BAL-26 5.89 + 0.05 1.04 £0.15

BAL-27A 7.47 £0.01 1.39+0.23 "
BAL-28 6.04 £ 0.07 1.79+0.13 2

La desconjugacién del taurocolato de sodio se determiné por la cantidad de &cido
colico liberado, el cual varié desde 0.53 hasta 1.79 mM. demostrando que las 11

bacterias acido lacticas fueron capaces de desconjugar esa sal biliar.

En general se observé mayor capacidad de la BAL-28, seguido de las BAL- 22 y
BAL-27; mientras que las de menor capacidad de desconjugaciéon de dicha sal
biliar fueron las BAL-07 y BAL-21.

Esto es debido a que las células viables de las bacterias acido lacticas deben
tener la capacidad de sobrevivir a la dificil condicién de acidez y a la concentracion
de bilis cominmente encontradas en el tracto gastrointestinal de los seres

humanos, trayendo consigo la capacidad de liberar acido cdlico.
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Los acidos biliares libres formados por la desconjugaciéon de taurocolato de sodio
son menos solubles y tienen menos probabilidades de ser reabsorbido por el
lumen intestinal en comparacion con su equivalente de conjugado, y se pierde del

cuerpo humano a través de las heces (Center y col., 1993).

Estos resultados son de gran importancia, debido al interés que ha crecido en la
posibilidad de utilizar la desconjugacion de sales biliares por las bacterias acido
lacticas, para bajar el nivel de colesterol en suero en pacientes con
hipercolesterolemia y prevenir la hipercolesterolemia en personas ( De Smet y col.,
1995).
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5.6. Degradacion de azucares

Esta prueba fue evaluada empleando el kit API 50 CH (patron de fermentacion de
49 carbohidratos) y software APl WEB para un nimero de 10 cepas, donde estas
cepas fueron seleccionadas, como las mejores, debido a sus capacidades
probidtica in vitro, con respecto a la evaluacion de cada prueba (apartado 4.1 -
4.5).

La identificacion de las bacterias acido lacticas aisladas de la taberna, se
realizaron por medio de la galeria APl 50 CH cada 24 y 48 h, estas bacterias
lacticas presentaron como caracteristica esencial un comportamiento bioquimico
igual al fermentar azucares, como lo son: L-Arabinosa, D-Ribosa, D-Galactosa, D-
Glucosa, D-Fructosa, D-Mamnosa y entre otras que encuentran sefialadas en el
cuadro 9; debido a que estos resultados, nos permitieron identificar a cada una de
las BAL con una probabilidad mayor del 99 % a excepcion de la BAL 21 (53.5 %) y
BAL 28 (59.1 %). Ruiz (2012) identificé bacterias probitticas por medio del kit API
50 CH, donde demostré una probabilidad mayor del 90 % en la mayoria de sus
cepas. Jurado y col (2009) identificaron Lactobacillus plantarum 1, las cuales
presentaron como caracteristica especial un comportamiento bioquimico igual al
fermentar el azlcar 2-cetogluconato potasico. Rondon y col., (2008) identificaron

Lactobacillus salivarius (de 96 a 99.9 % de efectividad)
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Cuadro 9. Degradacion de azucares

Tubo Sustrato BAL BAL- BAL- BAL- BAL- BAL- BAL- BAL- BAL- BAL-
-03 09 10 12B 21 22 25 26 27A 28
0 TESTIGO - - - - - - - - - -
1 GLY - - - - - - - - - -
2 ERY = = = = = = = = = =
3 DARA - - - - - - - - - -
4 LARA + + + + + - + + + +
5 RIB + + + + + + + + + +
6 DXYL - - - - - - - - - +
I LXYL - - - - - - - - - -
8 ADO = = = = = = = = = =
9 MDX - - - - - - - - - -
10 GAL + + + - + + + + + +
11 GLU + + + + + + + + + +
12 FRU + + + - + + + + + +
13 MNE + + + - - + + + + +
14 SBE = = = = = = = = = =
15 RHA - - - - - - - - - -
16 DUL - - - - - - - - - -
17 INO - - - - - - - - - -
18 MAN + + + - - - + + + +
19 SOR + + + - - - + + + +
20 MDM - + + - = + + m + +
21 MDG - - - - - + - - - +
22 NAG + + + - - + + + + +
23 AMY + + + - - + + + + +
24 ARB - + + - - - + + + +
25 ESC + + + + + - + + + +
26 SAL + + + - - + + + + +
27 CEL + + + + - + + + + +
28 MAL i I i i - I i i i i
29 LAC + + + + - + + + + +
30 MEL + + + + + + + + + +
31 SAC + + + + - + + + + +
32 TRE + + + + + + + + + +
33 INU - - - - - - - - - -
34 MLZ + + + + - + + + + +
35 RAF + + + + + + + + + +
36 AMD - - - - - - - - - -
37 GLYG - - - - - - - - - -
38 XLT = = = = = = = = = =
39 GEN + + + + - + + + + +
40 TUR + + + - + + + + + +
41 LYX - - - - - - - - - -
42 TAG = = = = = = = = = =
43 DFUC - - - - - - - - - -
44 LFUC = = = = = = = = = =
45 DARL - - - - - - - - - -
46 LARL = = = = = = = = = =
47 GNT - + - - - - + + + -
48 2KG = = = = = = = = = =
49 5KG - - - - - - - - - -
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Los datos que se obtuvieron por las lecturas de las galerias APl 50 CH,
determinaron que el 80 % de las cepas estudiadas se registraron como
Lactobacillus plantarum 1, mientras que la BAL-12B como Lactobacillus
fermentum 2 y la BAL-21 como Lactobacillus fermentum 1 (cuadro 10). Cueto y
col., (2010) encontraron con caracteristicas probidticas a bacterias acido lacticas
aisladas del suero costefio, con la clasificacion API 50 CH: Enterococcus durans
381, E. faecium 02, Lactobacillus fermentum, L. fermentum 72, L. fermentum 1-1,
L. fermentum 75 y L. rhamnosus 73.

Dichos resultados son de gran interés, debido a que nos muestra la capacidad de
las bacterias &cido lacticas para degradar azUcares, asi también se observa
especificamente que carbohidratos pueden fermentar, dando pauta que dicha
caracteristica pueda ayudar en la mejora del medio; debido a que, al adicionarles
dichos azucares podrian obtenerse mejores resultados en la produccién de acidos
organicos, entre parametros que le den mejores atributos a dichas bacterias

probidticas.
Cuadro 10. Bacterias identificadas por el kit APl 50 CH
Cepa Cepa Identificada Probabilidad Nivel de
(%) identificacién
BAL-03 Lactobacillus plantarum 1 99.1 Buena
BAL-09 Lactobacillus plantarum 1 99.9 Buena
BAL-10 Lactobacillus plantarum 1 99.1 Buena
BAL-12B | Lactobacillus fermentum 2 99.9 Buena
BAL-21 Lactobacillus fermentum 1 53.5 Regular
BAL-22 Lactobacillus plantarum 1 99.9 Buena
BAL-25 Lactobacillus plantarum 1 99.9 Buena
BAL-26 Lactobacillus plantarum 1 99.4 Buena
BAL-27A Lactobacillus plantarum 1 99.9 Buena
BAL-28 Lactobacillus plantarum 1 59.1 Regular
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En general, cada una de las 11 cepas evidenciaron cuando menos dos atributos
probidticos sobresalientes, o que las convierte en cepas importantes para ser
evaluadas in vivo, como lo menciona Delgado en el (2005) que los estudios in
vivo, tienen como finalidad relacionar las propiedades atribuidas a los probiéticos
con la condicién de una mejoria clinica, bienestar, calidad de vida, reduccion del

riesgo a la enfermedad y rapidez de la recuperacion de la enfermedad.

Esta hipotesis queda comprobada con los estudios que realizaron a porcinos para
evaluar respuesta biolégica de un probiotico (Ayala, 2005), asi mismo, Colin y
col., (1994) evaluo el efecto probiético en pollos de engorda.

Por otra parte, los resultados obtenidos nos sugieren que es importante optimizar
el medio y las condiciones del cultivo para que la produccién de acido lactico y
exopolisacaridos sean cuantitativamente mayores, trayendo consigo mejores
beneficios en el sabor, aroma, textura y el valor nutricional de los alimentos

fermentados.
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. Se evaluaron 24 cepas de BAL, de las cuales 8 son de crecimiento rapido
(Td=1.2 h), 10 de crecimiento moderado (Td= 1.8 h) y 6 de crecimiento
lento (Td= 3.6 h).

. Once cepas de BAL (03, 07, 09, 10, 12B, 21, 22, 25, 26, 27A, 28) son
capaces de sobrevivir a condiciones gastrointestinales simuladas,
asegurando cuando menos un 60 % de sobrevivencia.

. Las once cepas que soportaron la simulacion gastrointestinal son
homofermentativas y producen entre 19 y 22.9 g/L empleando glucosa
como sustrato principal contenida en medio MRS.

. Las once cepas que soportaron la simulacion gastrointestinal, producen
exopolisacéridos a concentraciones entre 23y 233 g/L.

. Las once cepas que soportaron la simulacion gastrointestinal son capaces
de disociar el taurocolato de sodio, liberando entre 0.53 y 1.79 mM de &cido
colico.

. Las once cepas que soportaron las evaluaciones descritas, sélo diez cepas
fueron identificadas por medio del kit APl en Lactobacillus plantarum 1(BAL
03, 09, 10, 22, 25, 26, 27A, 28), Lactobacillus fermentum 1(BAL 21) y
Lactobacillus plantarum 2 (BAL12B).
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De acuerdo con varios autores, una marcada resistencia a concentraciones
de sales biliares por parte de las BAL, podria esta asociada al descenso en
los niveles de colesterol en el organismo. Por esta razon, y teniendo en
cuenta los buenos resultados con estas cepas, se recomienda que se
realicen mas estudios para probar la capacidad como mediadoras de este
tipo de procesos metabdlicos.

De acuerdo a los buenos resultados obtenidos, se recomienda utilizar
medios suplementados con otras fuentes de carbono, para una mayor
produccion de biomasa y exopolisacéaridos.

Debido a la alta produccion de acido lactico de las cepas, se recomienda
realizar la prueba de actividad antimicrobiana contra diferentes tipos de
bacterias patdgenas. Asi mismo, se recomienda realizar la prueba de
produccion de bacteriocinas por parte de las BAL.

Realizar la prueba de antibiograma, para observar si hay resistencia por
parte de algunas cepas a diferentes antibiéticos, si los resultados son
positivos, se recomienda realizar estudios mas especificos en este tema,
gue permitan detectar la presencia de plasmidos y genes relacionados con
trasferencia de resistencia, este punto es importante para darle continuidad
a los estudios de potencial probiotico de las BAL.

Se debe continuar con la evaluacion de las cepas a nivel in vivo, para poder
comprobar de manera efectiva el efecto benéfico de este tipo de
microorganismos sobre la salud. Por esta razon se recomienda primero
realizar ensayos en modelos animales, para posteriormente realizar
ensayos de intervencién en humanos.

Debido a la identificacion de las cepas por el método API 50 CH, es
recomendable aplicar técnicas de biologia molecular para conocer el

género y especie de las cepas estudiadas.
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a) Curvas estandares para HPLC

ACIDO LACTICO

Muestras Concentracién acido lactico Area
(g/L)
1 0 0
2 0.5 138214
3 2 677460
4 2.5 839614
5 3 996074
1200000
y = 333912x
1000000 R?=0.9987
o 800000
Q
T 600000
400000
200000
0 T T 1
1 2 4
Concentracion de acido lactico (g/L)
S —
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ACIDO ACETICO

Muestra Concentracién acido acético Area
(g/L)
1 0 0
2 1 241819.72
3 2 582608.5
4 3 890257.925
5 4 1430943.305
6 5 1986731.81
2500000
R2=0.9629
2000000
g 1500000
<L
1000000
500000
0
2 4 6

Concentracion de acido acético (g/L)
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GLUCOSA

Muestra Concentracion glucosa Area
(9/L)
1 0 0
2 1 518077
3 2 986038.62
4 3 1360316.715
5 4 2057302.51
6 5 2582962.415
3000000 y=503911x
R2? =0.9936
2500000
« 2000000
e
< 1500000
1000000
500000
0
2 4 6
Concentracion de glucosa (g/L)
——————————————————————————————————————————————————————————
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b) Curva Patréon del método fenol sulfurico

Muestra | Concentracion (mg/mL) | Absorbancia (A=490
nm)
1 0.0025 0.537
2 0.005 0.55
3 0.0075 0.61
4 0.01 0.651
6 0.015 0.7745
8 0.02 0.966
9 0.025 1.0555
10 0.025 1.087
y:25.4257x+0.4288
1.2 R°=0.9839
© 1
0.8
@
20.6
(@]
20.4
<
0.2
0 T T 1
0 0.01 0.02 0.03
Concentracion (mg/mL)
T —|
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C) Curva patrén de acido cdlico

Muestra Concentracion (mM) | Absorbancia (A=660 nm)
0 0 0
1 0.6 0.051
2 0.9 0.063
3 1.2 0.091
4 15 0.143
5 1.8 0.165
6 2.1 0.1785
7 2.4 0.238
0.25
y = 0.0967x - 0.0107
R2=0.9754
0.2
©
‘©
S 0.15
2
%
2 0.1
<
0.05
0 . . .
0 1 2 3
Concentracion acido colico (mM)
R
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d) Medios de cultivo utilizados en el desarrollo experimental
Caldo M.R.S.

El Caldo M.R.S. fue desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe para proveer un
medio que pudiera evidenciar un buen crecimiento de Lactobacillus y de otras
bacterias acido lacticas.

Es utilizado para el cultivo, enriquecimiento Y aislamiento de Lactobacillus a partir

de muestras clinicas y alimentos, especialmente lacteos.

Fundamento

El medio de cultivo permite un abundante desarrollo de todas las especies de
Lactobacillus.

La peptona es fuente de carbono y nitrégeno. El extracto de levadura es fuente de
vitaminas y amino acidos. La dextrosa es fuente de carbohidratos que proporciona
carbono. El acetato de sodio y citrato de amonio, inhiben los estreptococos,
hongos y otros microorganismos.

El sulfato de magnesio y sulfato de manganeso son fuente de iones inorganicos.

El tween 80° actla como surfactante.

Componentes g/L Método de preparacion

Peptona de proteosa N° 3 10.0
Extracto de carne 10.0 | Rehidratar 55 g del medio en un
Extracto de levadura 5.0 litro de agua destilada. Reposar de
Dextrosa 20.0 10 a 15 minutos.
Polisorbato(Tween 80°) 1.0 lsgrl;[l?)rleta cfjriggtjuec?éenmente hasta
Zos{atto ZISOd:jCiO 58 Esterilizar a 121°C (15 libras de

f:e ato de So 9 . presion) durante 15 minutos.
Citrato de amonio 2.0
Sulfato de magnesio 0.1
Sulfato de manganeso 0.05 | pH final: 6.5 + 0.2
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